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DESCRIPCION
Vector de expresion para produccion masiva de proteina derivada de un gen foraneo usando células animales y su uso
Campo técnico
La presente invencion se refiere a vectores de expresion de células de mamifero que confieren a las células huésped de
mamifero la capacidad de producir altos niveles de proteinas derivadas de genes foraneos. Los vectores de expresion
de la presente invencidn son particularmente adecuados para la produccion de proteinas de mamifero que requieren
glicosilacion y plegado Unico para mamiferos y que dificilmente tienen suficiente actividad cuando se producen mediante
recombinacion genética usando E. coli o levadura como huésped.
Estado de la técnica
Se han desarrollado un gran nimero de vectores para producir proteinas recombinantes, y los niveles de expresién de
proteinas son altos en sistemas de expresion que usan bacterias tales como E. coli, microorganismos eucariotas tales
como levadura y células de insecto como huéspedes. Sin embargo, al expresar proteinas Gnicas en mamiferos, pueden
no formar una estructura tridimensional normal, y la mayor parte del tiempo existe un problema con modificaciones
postraduccionales tales como glicosilacion. Por lo tanto, es necesario establecer sistemas de expresién que usen
células de mamifero como huésped, pero en general, el nivel de expresion es bajo en la mayoria de los casos. Ademas,
los sistemas de expresion que utilizan vectores de virus recombinantes también se usan en células animales, que son
superiores a las células de insecto, pero la remocion de vectores de virus recombinantes de las proteinas expresadas
€S un proceso muy engorroso y no se puede negar el riesgo de los propios vectores virales.
Los casos de produccién de proteinas recombinantes utilizando una célula de mamifero como huésped incluyen
activador de plasminogeno tisular (documento de patente 1), eritropoyetina (documento de patente 2 y documentos 1-3
no de patente), IFN-y (documento 4 no de patente), e IFN-B (documento de patente 3 y documento 5 no de patente).
Ademas, hay muchos informes sobre la produccién recombinante de anticuerpos monoclonales (documentos de patente
4 a 6 y documentos 6 a 8 no de patente). Ademas, un ejemplo de un vector de expresion alto para células de mamifero
es pPNOW/CMV-AA (documento de patente 7). El nivel de produccién de conglutinina utilizando este vector fue de hasta
11,8 ug/mL después de cuatro dias de cultivo. Sin embargo, es improbable que el nivel de produccion de proteina
recombinante sea suficiente en estos casos.
A continuacion se muestran los documentos del estado de la técnica relacionados con la invencién de esta solicitud.

[Documento de patente 1] Solicitud de patente japonesa de Kokai, publicacién No. (JP-A) S59-183693 (solicitud de
patente japonesa no examinada, publicada)

[Documento de patente 2] JP-A (Kokai) 2002-45191

[Documento de patente 3] JP-A (Kokai) HO7-265084

[Documento de patente 4] JP-A (Kokai) HO7-67648

[Documento de patente 5] JP-A (Kokai) HO6-30788

[Documento de patente 6] JP-A (Kokai) HO6-217786

[Documento de patente 7] JP-A (Kokai) H10-179169

[Documento de patente 8] EP 1 591 523 Al

[Documento 1 no de patente] Fermentation Bioengineering, (1989) 4: pag. 257
[Documento 2 no de patente] Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., (1986) 83: pag. 6465
[Documento 3 no de patente] Biotechnology, (1988) 6: pag.67

[Documento 4 no de patente] Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., (1983) 80: pag. 4564

[Documento 5 no de patente] Cytotechnology, (1990) 4: pag. 173
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[Documento 6 no de patente] Biotechnology, (1992) 10: pag. 169
[Documento 7 no de patente] J. Immunol. Methods, (1989) 125: pag. 191
[Documento 8 no de patente] Biotechnology, (1992) 10: pag. 1455
[Documento 9 no de patente] Gene, (1997) 199: pag. 293

Divulgacién de la invencién

Problemas a resolver por la invencién

El uso de células de mamifero, particularmente células de ovario de hamster chino (en lo sucesivo, células CHO) en la
produccion de agentes farmacéuticos, se ha confirmado como seguro y se ha convertido en una técnica comun hoy en
dia. En la produccién de proteinas recombinantes usando células de mamifero, el aumento de la productividad es muy
importante desde los puntos de vista de reduccion de costes, mantenimiento de los costes de la asistencia sanitaria, etc.
Por lo tanto, es necesario el desarrollo de vectores de expresion para producir transformantes que tengan una
capacidad de produccién de alto nivel mediante transferencia génica eficiente.

Es necesaria una transferencia de genes eficiente para la produccion facil de niveles elevados de proteina recombinante
en células de mamifero. Una transferencia eficiente de genes significa que la probabilidad de obtener clones con un alto
nivel de productividad es alta independientemente de si la seleccion de clones es facil o no. Especificamente, esto
significa que el numero de clones de células viables con respecto a todas las células transformadas después de la
seleccién del farmaco es relativamente pequefio y, por lo tanto, la seleccion de clones con un alto nivel de productividad
es facil. También significa que la probabilidad de ocurrencia de clones con alto nivel de productividad es alta incluso si el
nuamero de células que producen la proteina de interés es pequefio. A medida que el nimero de células disponibles se
vuelve mayor, se requiere mas tiempo y esfuerzo para la seleccion, y esto conduce a ineficiencia y a una alta
probabilidad de pasar por alto clones que potencialmente tienen la capacidad de un alto nivel de produccion.

La capacidad de produccion de alto nivel se refiere al alto nivel de expresién de la proteina recombinante en los clones
celulares transformados obtenidos por transferencia génica, y se considera que esto se debe principalmente a las
caracteristicas y el rendimiento de los vectores de expresion. Se ha encontrado que el nivel de expresion génica es
notablemente diferente dependiendo de la posicion cromosémica (Annu Rev. Cell Biol., 6, pagina 679, 1990), y la
introduccion de un gen de interés en una regién con alta actividad transcripcional sobre el cromosoma (en lo sucesivo,
punto caliente transcripcional) es probable que aumente el nivel de produccién de proteina recombinante.

La presente invencion se logré en vista de las circunstancias anteriores. Un objetivo de la presente invencion es
proporcionar vectores de expresion para células de mamifero que confieren células huésped de mamifero con la
capacidad de producir proteinas derivadas de genes fordneos con niveles elevados. Otro objetivo de la presente
invencion es proporcionar métodos para producir transformantes que utilicen los vectores y métodos anteriormente
mencionados y métodos para producir proteinas derivadas de genes foraneos utilizando los vectores antes
mencionados.

[Medios para resolver los problemas]

Como resultado de la investigacion dedicada a resolver los problemas mencionados anteriormente, los presentes
inventores han desarrollado con éxito vectores de expresién que portan un mecanismo en el que el ADN plasmidico
esta integrado en el punto caliente transcripcional en el cromosoma de la célula huésped, y las células se seleccionan
como cepas resistentes a un farmaco (por ejemplo, neomicina, zeocina o blasticidina). La alta productividad de los
clones primarios de cepas resistentes a G418 transducidas depende del mecanismo de expresion génica de NPT, la
alta productividad de los clones primarios de cepas resistentes a zeocina depende del mecanismo de expresién génica
de resistencia a la zeocina, y la alta productividad de los clones primarios de las cepas resistentes a la blasticidina
depende del mecanismo de expresion génica de resistencia a la blasticidina. Como resultado, los presentes inventores
completaron la presente invencion construyendo vectores de expresion que permiten una produccion de proteinas
estable y de alto nivel.

Mas especificamente, la presente invencion proporciona la materia como se define en las reivindicaciones.
Adicionalmente se proporciona lo siguiente:

[1] un vector de expresion que permite la produccién de alto nivel de una proteina derivada de un gen foraneo en una
célula huésped de mamifero, que comprende:
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(a) un casete de gen de resistencia a farmacos de traduccion alterada, cuya expresion se atenda alterando los codones
con los codones menos frecuentemente utilizados en un mamifero; y

(b) un casete de gen que comprende un sitio de clonacion para la integracion de un gen fordneo entre un promotor
transcripcionalmente altamente activo y una sefial de poliadenilacion altamente estable;

[2] el vector de expresién de [1], en el que los codones del casete del gen de resistencia a farmacos de traduccion
alterada de [1] (a) han sido alterados con los codones menos frecuentemente utilizados en seres humanos;

[3] el vector de expresion de [1], en el que los codones del casete del gen de resistencia a farmacos de traduccién
alterada de [1] (a) se han alterado a GCA para alanina, CGA para arginina, AAU para asparagina, GAU para acido
aspartico, UGU para cisteina, GAA para glutamina, GGU para glicina, CAU para la histidina, UUA para leucina, AAA
para lisina, CCA para prolina, UUU para fenilalanina, UCA para serina, ACU para treonina, UAU para tirosina, y/o GUA
para valina;

[4] el vector de expresion de [1], en el que el casete del gen de resistencia a farmacos de traduccion alterada de [1] (a)
utiliza un promotor con baja actividad inductora de expresion como promotor;

[5] el vector de expresion de [4], en el que el promotor de baja actividad utilizado es un promotor derivado de un gen que
apenas se expresa en una célula de mamifero o un promotor cuya porcién potenciadora se ha eliminado;

[6] el vector de expresion de [1], en el que una regidon de codones alterados en el casete del gen de resistencia a
farmacos de traduccion alterada de [1] (a) es 30% o mas de toda la longitud del casete del gen;

[7] el vector de expresion de cualquiera de [1] a [6], donde el gen de resistencia a farmacos de [1] (a) es un gen de
neomicina fosfotransferasa (gen de NTP);

[8] un método para producir un transformante que tiene capacidad para producir un alto nivel de una proteina derivada
de un gen foraneo y para resistir a la neomicina; que comprende las etapas de insertar un gen foraneo en el vector de
expresion de [7], y transformar una célula huésped utilizando el vector de expresion;

[9] un método para producir una proteina derivada de un gen foraneo, que comprende las etapas de:
(a) insertar un gen foraneo en el vector de expresioén de [7];

(b) transformar una célula huésped con el vector de expresion;

(c) cultivar el transformante en un medio suplementado con neomicina; y

(d) recoger la proteina derivada de un gen foraneo del transformante cultivado;

[10] el método de produccion de [9], en el que se utiliza un medio quimicamente definido (medio CD) o un medio
suplementado con un aditivo no animal en el medio CD para cultivar en la etapa (c) de [9];

[11] un método de cribado para un transformante que tiene capacidad para producir un alto nivel de una proteina
derivada de un gen foraneo, que comprende las etapas de:

(a) insertar un gen foraneo en el vector de expresién de [7];
(b) transformar una célula huésped con el vector de expresion; y
(c) cultivar el transformante en un medio suplementado con neomicina;

[12] el vector de expresion de cualquiera de [1] a [6], en el que el gen de resistencia al farmaco de [1] (a) es un gen de
resistencia a zeocina (gen de zeocina");

[13] un método para producir un transformante que tiene capacidad para producir un alto nivel de una proteina derivada
de un gen foraneo y para resistir la zeocina; que comprende las etapas de insertar un gen foraneo en el vector de
expresion de [12], y transformar una célula huésped utilizando el vector de expresion;

[14] un método para producir una proteina derivada de un gen foraneo, que comprende las etapas de:
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(a) insertar un gen foraneo en el vector de expresion de [12];

(b) transformar una célula huésped con el vector de expresion;

(c) cultivar el transformante en un medio suplementado con zeocina; y

(d) recoger la proteina derivada de un gen foraneo del transformante cultivado;

[15] El método de produccion de [14], en el que se utiliza un medio quimicamente definido (medio CD) o un medio
suplementado con un aditivo no animal en el medio CD para cultivar en la etapa (c) de [14];

[16] un método de cribado para un transformante que tiene capacidad para producir un alto nivel de una proteina
derivada de un gen foraneo, que comprende las etapas de:

(a) insertar un gen foraneo en el vector de expresion de [12];
(b) transformar una célula huésped con el vector de expresion; y
(c) cultivar el transformante en un medio suplementado con zeocina;

[17] el vector de expresion de cualquiera de [1] a [6], en el que el gen de resistencia al farmaco de [1] (a) es un gen de
resistencia a blasticidina (gen de blasticidina);

[18] un método para producir un transformante que tiene la capacidad para producir un alto nivel de una proteina
derivada de un gen foraneo y para resistir la blasticidina; que comprende las etapas de insertar un gen foraneo en el
vector de expresion de [17], y transformar una célula huésped utilizando el vector de expresion;

[19] un método para producir una proteina derivada de un gen foraneo, que comprende las etapas de:
(a) insertar un gen foraneo en el vector de expresion de [17];

(b) transformar una célula huésped con el vector de expresion;

(c) cultivar el transformante en un medio suplementado con blasticidina; y

(d) recoger la proteina derivada de un gen foraneo del transformante cultivado;

[20] el método de produccion de [19], en el que se utiliza un medio quimicamente definido (medio CD) o un medio
suplementado con un aditivo no animal en el medio CD para cultivar en la etapa (c) de [19]; y

[21] un método de cribado para un transformante que tiene capacidad para producir un alto nivel de una proteina
derivada de un gen foraneo, que comprende las etapas de:

(a) insertar un gen foraneo en el vector de expresion de [17];

(b) transformar una célula huésped con el vector de expresion; y

(c) cultivar el transformante en un medio suplementado con blasticidina.
Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra el constructo pNC1. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intron de la hormona de crecimiento del conejo; PABGH: sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de
crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio sin potenciador; NPT: ADNc de neomicina
fosfotransferasa; PASV: sefial de adiciéon de poliA del virus 40 vacuolado de simio; y Amp". marcador de seleccion
(resistencia a ampicilina) en E. coli.

La figura 2 muestra el constructo pNC2. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intron de la hormona de crecimiento del conejo; PABGH: sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de
crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio sin potenciador; cdNPT: gen de NPT de traduccion
alterada producido alterando los codones de toda la secuencia de nucledtidos de NPT con los codones menos
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frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicion de poliA del virus 40 vacuolado de simio; y Amp":
marcador de seleccion (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La figura 3 muestra el constructo pNC5. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intron de la hormona de crecimiento del conejo; PABGH: sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de
crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio sin potenciador; Cd90NPT: gen de NPT de
traduccion alterada producido por alteracion de los codones en el intervalo de 90 bases desde el extremo 5' con los
codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicion de poliA del virus 40 vacuolado de
simio; y Amp": marcador de seleccién (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La figura 4 muestra el constructo pNC6. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intrén de la hormona de crecimiento del conejo; PABGH: sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de
crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio sin potenciador; Cd180NPT: gen de NPT de
traduccion alterada producido por alteracion de los codones en el intervalo de 180 bases desde el extremo 5' de la
secuencia de nucleétidos de NPT con los codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefal de
adicion de poliA del virus 40 vacuolado de simio; y Amp": marcador de seleccion (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La figura 5 muestra el constructo pNC7. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intrén de la hormona de crecimiento del conejo; PABGH: sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de
crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio sin potenciador; Cd270NPT: gen de NPT de
traduccion alterada producido por alteracion de los codones en el intervalo de 270 bases desde el extremo 5’ de la
secuencia de nucledtidos de NPT con los codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefial de
adicion de poliA del virus 40 vacuolado de simio; y Amp": marcador de seleccion (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La figura 6 muestra el constructo pNC1/hMBL. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intron de la hormona de crecimiento del conejo; hMBL: ADNc de lectina de unién a manosa humana; PABGH:
sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio
sin potenciador; NPT: ADNc de neomicina fosfotransferasa; PASV: sefial de adicion de poliA del virus 40 vacuolado de
simio; y Amp": marcador de seleccién (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La figura 7 muestra el constructo pNC2/hMBL. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intrén de la hormona de crecimiento del conejo; hMBL: ADNc de lectina de union a manosa humana; PABGH:
sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio
sin potenciador; CANPT: gen de NPT de traduccién alterada producido alterando los codones de toda la secuencia de
nucledtidos de NPT con los codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicion de poliA
del virus 40 vacuolado de simio; y Amp" marcador de seleccién (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La figura 8 muestra el constructo pNC5/hMBL. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intrén de la hormona de crecimiento del conejo; hMBL: ADNc de lectina de unidon a manosa humana; PABGH:
sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio
sin potenciador; CA90NPT: gen de NPT de traduccion alterada producido por alteracion de los codones en el intervalo
de 90 bases desde el extremo 5’ de la secuencia de nucleétidos de NPT con los codones menos frecuentemente
utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicion de poliA del virus 40 vacuolado de simio; y Amp'": marcador de
seleccién (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La figura 9 muestra el constructo pNC6/hMBL. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intrén de la hormona de crecimiento del conejo; hMBL: ADNc de lectina de union a manosa humana; PABGH:
sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio
sin potenciador; Cd180NPT: gen de NPT de traduccién alterada producido por alteracion de los codones en el intervalo
de 180 bases desde el extremo 5' de la secuencia de nucleétidos de NPT con los codones menos frecuentemente
utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicion de poliA del virus 40 vacuolado de simio; y Amp'": marcador de
seleccién (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La figura 10 muestra el constructo pNC7/hMBL. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intron de la hormona de crecimiento del conejo; hMBL: ADNc de lectina de unién a manosa humana; PABGH:
sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio
sin potenciador; Cd270NPT: gen de NPT de traduccién alterada producido por alteracion de los codones en el intervalo
de 270 bases desde el extremo 5' de la secuencia de nucleétidos de NPT con los codones menos frecuentemente
utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicién de poliA del virus 40 vacuolado de simio; y Amp": marcador de
seleccion (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La figura 11 muestra el constructo pZC1l. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intron de la hormona de crecimiento del conejo; PABGH: sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de
crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio sin potenciador; Zeo: ADNc del gen de resistencia
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a la zeocina (gen Sh ble); PASV: sefal de adicién de poliA del virus 40 vacuolado de simio; y Amp":. marcador de
seleccion (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La figura 12 muestra el constructo pZC2. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intron de la hormona de crecimiento del conejo; PABGH: sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de
crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio sin potenciador; CdZeo: gen de resistencia a la
zeocina de traduccion alterada (gen Sh ble) producido por alteracion de los codones de toda la secuencia de
nucledtidos del gen de resistencia a zeocina con los codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV:
sefial de adicion de poliA del virus 40 vacuolado de simio; y Amp": marcador de seleccion (resistencia a ampicilina) en E.
coli.

La figura 13 muestra el constructo pZC5. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intron de la hormona de crecimiento del conejo; PABGH: sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de
crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio sin potenciador; Cd90Zeo: gen de resistencia a
zeocina (gen Sh ble) de traduccién alterada producido por alteracion de los codones en el intervalo de 90 bases desde
el extremo 5’ de la secuencia de nucledtidos del gen de resistencia a zeocina con los codones menos frecuentemente
utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicion de poliA del virus 40 vacuolado de simio; y Amp'": marcador de
seleccion (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La figura 14 muestra el constructo pZC7. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intrén de la hormona de crecimiento del conejo; PABGH: sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de
crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio sin potenciador; Cd180Zeo: gen de resistencia a la
zeocina (gen Sh ble) de traduccion alterada producido por alteracion de los codones en el intervalo de 180 bases desde
el extremo 5’ de la secuencia de nucledtidos del gen de resistencia a zeocina con los codones menos frecuentemente
utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicion de poliA del virus 40 vacuolado de simio; y Amp'": marcador de
seleccién (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La figura 15 muestra el constructo pZC1/hMBL. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intron de la hormona de crecimiento del conejo; hMBL: ADNc de lectina de union a manosa humana; PABGH:
sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio
sin potenciador; Zeo: ADNc del gen de resistencia a zeocina (gen Sh ble); PASV: sefial de adicion de poliA del virus 40
vacuolado de simio; y Amp": marcador de seleccién (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La figura 16 muestra el constructo pZC2/hMBL. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intron de la hormona de crecimiento del conejo; hMBL: ADNc de lectina de unién a manosa humana; PABGH:
sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio
sin potenciador; CdZeo: gen de resistencia a la zeocina (gen Sh ble) de traduccién alterada, producido por alteracion de
los codones de toda la secuencia de nucledtidos del gen de resistencia a zeocina con los codones menos
frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicion de poliA del virus 40 vacuolado de simio; y Amp":
marcador de seleccion (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La figura 17 muestra el constructo pZC5/hMBL. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intron de la hormona de crecimiento del conejo; hMBL: ADNc de lectina de unién a manosa humana; PABGH:
sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio
sin potenciador; Cd90Zeo: gen de resistencia a la zeocina (gen Sh ble) de traduccion alterada producido por alteracién
de los codones en el intervalo de 90 bases desde el extremo 5’ de la secuencia de nucle6tidos del gen de resistencia a
zeocina con los codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicion de poliA del virus 40
vacuolado de simio; y Amp": marcador de seleccion (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La figura 18 muestra el constructo pZC7/hMBL. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intron de la hormona de crecimiento del conejo; hMBL: ADNc de lectina de unién a manosa humana; PABGH:
sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio
sin potenciador; Cd180Zeo: gen de resistencia a la zeocina (gen Sh ble) de traduccién alterada producido por alteracion
de los codones en el intervalo de 180 bases desde el extremo 5’ de la secuencia de nucleétidos del gen de resistencia a
zeocina con los codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicion de poliA del virus 40
vacuolado de simio; y Amp": marcador de seleccién (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La figura 19 muestra el constructo pBC1. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intrén de la hormona de crecimiento del conejo; PABGH: sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de
crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio sin potenciador; Bsd: ADNc del gen de resistencia
a blasticidina (gen bsd); PASV: sefial de adicion de poliA del virus 40 vacuolado de simio; y Amp'": marcador de
seleccién (resistencia a ampicilina) en E. coli.
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La figura 20 muestra el constructo pBC6. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intrén de la hormona de crecimiento del conejo; PABGH: sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de
crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio sin potenciador; Cd120Bsd: gen de resistencia a
blasticidina de traduccion alterada (gen bsd) producido por alteracién de los codones en el intervalo de 120 bases desde
el extremo 5 de la secuencia de nucleétidos del gen de resistencia a blasticidina con los codones menos
frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicion de poliA del virus 40 vacuolado de simio; y Amp":
marcador de seleccion (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La figura 21 muestra el constructo pBC1/hMBL. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intron de la hormona de crecimiento del conejo; hMBL: ADNc de lectina de union a manosa humana; PABGH:
sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio
sin potenciador; Bsd: ADNc del gen de resistencia a blasticidina (gen bsd); PASV: sefial de adicién de poliA del virus 40
vacuolado de simio; y Amp": marcador de seleccién (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La figura 22 muestra el constructo pBC6/hMBL. Cada uno de los siguientes indica: PCMV: promotor de citomegalovirus;
INRBG: intron de la hormona de crecimiento del conejo; hMBL: ADNc de lectina de unién a manosa humana; PABGH:
sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de crecimiento bovino; PdSV: promotor del virus 40 vacuolado de simio
sin potenciador; Cd120Bsd: gen de resistencia a blasticidina de traduccion alterada (gen bsd) producido por alteracion
de los codones en el intervalo de 120 bases desde el extremo 5’ de la secuencia de nucledtidos del gen de resistencia a
blasticidina con los codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicion de poliA del virus
40 vacuolado de simio; y Amp": marcador de seleccion (resistencia a ampicilina) en E. coli.

Modo para llevar a cabo la invencion

Alterando los codones de un gen de resistencia a farmacos (gen de NPT, gen de resistencia a zeocina, o gen de
resistencia a blasticidina) con los codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos para atenuar completamente
la expresion del gen de resistencia a farmaco, los presentes inventores hicieron que fuera dificil la supervivencia por
seleccién de farmaco en el medio (seleccion de neomicina (por ejemplo G418), seleccién de zeocina o seleccion de
blasticidina) incluso para transformantes a menos que el gen del plasmido incorporado esté integrado en una posicion
del cromosoma con propiedades de expresién muy altas.

Mas especificamente, la presente invencién proporciona vectores de expresién para inducir una produccion de alto nivel
de proteinas recombinantes en células huésped de mamifero como se define en las reivindicaciones.

Un vector de expresién de la presente descripcion o invencion, respectivamente, se puede construir mediante la
inclusién de lo siguiente en un vector principal:

(a) un casete del gen de resistencia a farmacos de traduccion alterada, cuya expresion se debilita alterando codones
con los codones menos frecuentemente utilizados en un mamifero; y

(b) un casete del gen que comprende un sitio de clonacion para la integracién de un gen foraneo entre un promotor
altamente transcripcionalmente activo y una sefial de poliadenilacién altamente estable.

La presente invencién altera notablemente el mecanismo de expresion del gen de resistencia a farmacos en la célula
huésped transformada alterando los codones de un gen de resistencia a farmacos con los codones menos
frecuentemente utilizados en mamiferos y utilizando promotores con menor propiedad de induccién de expresion del
gen de resistencia a farmacos para el constructo del casete del gen de resistencia a farmacos (cistron). En la presente
invencion, "casete del gen" se refiere a una unidad con la composicion basica del promotor, gen estructural y sefial de
poliadenilacion (poliA) que expresa la proteina mediante transcripcidn/traduccién, y también puede incluir como
secuencias de insercién secuencias de ADN asociadas con cualquiera de estas secuencias o cualquiera de las
secuencias opcionales de ADN. Los casetes de genes de resistencia a farmacos de la presente invencion se definen
como "casetes de genes de resistencia a farmacos de traduccién alterada" porque difieren de aquellos con un promotor
simplemente atenuado, y permiten especificamente la adquisicion de cepas resistentes a farmacos que tienen el gen
plasmidico integrado en el punto caliente transcripcional. En la presente invencion, los genes de resistencia a farmacos
incluyen un gen de resistencia a neomicina (gen de neomicina fosfotransferasa, gen de NTP), o un gen de resistencia a
blasticidina. Se describe ademas un gen de resistencia a zeocina.

En la presente invencion, "los codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos" se refiere preferiblemente, por
ejemplo, a los codones menos frecuentemente utilizados en seres humanos. Los codones menos frecuentemente
utilizados en humanos incluyen los codones descritos en el documento por Kim y colaboradores (Gene, 199, pag. 293,
1997). Ejemplos especificos de los codones son GCA para alanina, CGA para arginina, AAU para asparagina, GAU
para acido aspartico, UGU para cisteina, CAA para glutamina, GAA para acido glutamico, GGU para glicina, CAU para
histidina, UUA para leucina, AAA para lisina, CCA para prolina, UUU para fenilalanina, UCA para serina, ACU para
treonina, UAU para tirosina y/o GUA para valina, pero no se limitan a estos.
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En la presente invencién, "atenuar la expresion” indica la reduccion de la expresion génica en los niveles de
transcripcion y/o traduccion, y especificamente, esto puede conseguirse alterando los codones con los codones "menos
frecuentemente utilizados en los mamiferos".

En el "casete del gen de resistencia a farmacos de traduccion alterada" antes mencionado, las regiones en las que se
alteran los codones no estan particularmente limitadas, pero preferiblemente, los codones en una region
correspondiente al 30% o mas (por ejemplo 40% o mas, 50% o mas, 60% o mas, 70% o mas, 80% o mas, 90% o mas,
95% o0 mas, 0 100%) de la longitud total del casete del gen, estan alterados. El intervalo de las regiones de codones
alterados se puede determinar arbitrariamente considerando otras condiciones del vector.

Como promotor del "casete del gen de resistencia a farmacos de traduccion alterada" mencionado anteriormente, se
pueden usar los promotores derivados del promotor de un gen de una proteina que es normalmente dificil de expresar
en una célula de mamifero, o promotores producidos suprimiendo el potenciador de un promotor normal. Mas
especificamente, se utilizan preferiblemente un promotor producido por supresion de la region potenciadora del
promotor del antigeno del virus SV40 (Mol. Cell Biol., 6, pag. 2593, 1986), o promotores con una propiedad de expresion
equivalente muy baja.

La integracion del ADN plasmidico en un punto caliente transcripcional en el cromosoma de la célula huésped puede
lograrse como resultado de la seleccion con neomicina (G418), zeocina, blasticidina o de acuerdo con las propiedades
del casete del gen de resistencia a farmacos, pero la expresion de la proteina misma derivada del gen foraneo en el
punto caliente transcripcional del cromosoma debe ser fuertemente inducida. Por lo tanto, los promotores y la sefial de
poliadenilacion (en lo sucesivo, denominada poliA) en el sitio de clonacion multiple (en lo sucesivo, denominado MCS),
donde se insertan los genes de la proteina, se seleccionaran de entre aquellos que tienen la propiedad inductora de
expresion mas fuerte. Ejemplos de los promotores incluyen el promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano
(hCMV MIE: Cell, 41, pag. 521, 1985), el promotor de CMV5 que es un promotor de fusién del promotor de
citomegalovirus humano y el promotor de adenovirus (Nucleic Acid Research, 30, pag. 2, 2002), y el promotor de B-
actina (Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 84, pag. 4831, 1987); y ejemplos de poliA incluyen la secuencia de poliA derivada
de la hormona de crecimiento bovina (DNA 5, pag. 115, 1986). En este caso, un fragmento de ADN que porta un sitio de
clonacion multiple para insertar el gen de una proteina de interés se denomina un "casete de expresion génica".

Los vectores de expresion de la presente invencion se pueden ejemplificar mediante vectores de expresién
especificamente descritos en los Ejemplos, pero no se limitan a los mismos.

Ademas, la presente invencién proporciona un método para producir transformantes con una capacidad para producir
proteinas derivadas de genes foraneos en niveles elevados y una capacidad para resistir un farmaco, que comprende
las etapas de insertar un gen foraneo en los vectores de expresion antes mencionados y la transformacion de células
huésped utilizando los vectores de expresion.

Ejemplos especificos incluyen un método para obtener transformantes con alta capacidad de produccion de proteinas,
que implica la insercion de un gen foraneo que codifica una proteina que se expresa en el sitio de clonacién mdltiple (de
aqui en adelante denominado como MCS) de un vector de expresion de la presente invencién, transformando a
continuacion células huésped con el vector de expresion usando un método de transfeccion (ejemplos del método de
transfeccion a que se hace referencia en la presente invencion incluyen métodos bien conocidos por los expertos en la
técnica tales como el método de lipofectina, el método de electroporacién, el método de fosfato de calcio y el método de
microinyeccion), y luego seleccionar por la resistencia al farmaco (neomicina, zeocina o blasticidina).

En la presente invencion, las células huésped no estan particularmente limitadas siempre que sean células adecuadas
para expresar proteinas derivadas de genes foraneos, pero preferiblemente incluyen, por ejemplo, células de mamifero
y mas preferiblemente células de ovario de hamster chino (células CHO).

Muchas de las células transformadas que sobrevivieron a la seleccidon de farmacos ya han alcanzado un nivel de
expresion de proteina relativamente alto, pero para seleccionar a partir de estas células las células transformadas que
tienen un nivel aln mas alto de capacidad de produccion, se puede determinar el nivel de expresion de la proteina.

Ademas, la presente invencion proporciona métodos para producir una proteina derivada de un gen foraneo, que
comprenden las etapas de:

(a) insertar un gen foraneo en un vector de expresion de la presente invencion;
(b) transformar una célula huésped con el vector de expresion;
(c) cultivar el transformante en un medio suplementado con un farmaco (neomicina, zeocina o blasticidina); y

(d) recoger la proteina derivada del gen foraneo del transformante cultivado.
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En la presente invencién, en la etapa (c) mencionada anteriormente, los transformantes (colonias) que muestran una
expresion de proteina de alta eficacia se pueden seleccionar cultivando en un medio suplementado con un farmaco
(neomicina, zeocina o blasticidina). Los transformantes seleccionados pueden cultivarse continuamente en el mismo
medio, o pueden cultivarse después de la transferencia a otro medio tal como un medio para la expresion a gran escala.

En la presente invencion, los medios para cultivar o naturalizar transformantes no estan particularmente limitados, sino
que son, por ejemplo, preferiblemente un medio exento de suero, y mas preferiblemente un medio CD o un medio CD
suplementado con aditivos no basados en animales.

En la presente invencién, cuando se recogen proteinas derivadas de genes foraneos a partir de transformantes
cultivados, las proteinas pueden purificarse por métodos conocidos por los expertos en la técnica (filtracion,
centrifugacion, purificacién en columna, etc.). Las proteinas derivadas de genes foraneos pueden expresarse como
proteinas de fusion con otras proteinas para facilitar la purificacion.

Ademas, la presente invencion proporciona un método de cribado para transformantes con alta capacidad para producir
una proteina derivada de un gen foraneo, que comprende las etapas de:

(a) insertar un gen foraneo en un vector de expresion de la presente invencion;

(b) transformar una célula huésped con el vector de expresion; y

(c) cultivar el transformante en un medio suplementado con un farmaco (neomicina, zeocina o blasticidina).
[Ejemplos ]

A continuacion, se ilustrara especificamente la presente invencion con referencia a los siguientes Ejemplos.
[Ejemplo 1 ] Construccién de pNC1, pNC2, pNC2, pNC6 y pNC7

Usando métodos bien conocidos por los expertos en la técnica, se construyeron los vectores de la presente invencion,
respectivamente, pNC1, pNC2, pNC5, pNC6 y pNC7. La secuencia de nucleétidos completa del vector de cadena
principal pNC1 se muestra en la SEQ ID NO: 1. pNC1 transporta el ADNc de NPT de tipo silvestre entre los nucleétidos
No. 1784 y No. 2578 (figura 1).

PNC2 se construye sustituyendo los nucle6tidos No. 1784 a No. 2578 en la secuencia de pNC1 con la secuencia de la
SEQ ID NO: 2. La region sustituida de pNC2 se introduce con un gen de NPT de traduccién alterada en el que los
codones de la secuencia completa de nucleétidos de NPT ha sido alterada con los codones menos frecuentemente
utilizados en mamiferos (figura 2).

pNCS5 se construye sustituyendo los nucleétidos No. 1784 a No. 2578 en la secuencia de pNC1 con la secuencia de la
SEQ ID NO: 3. La region sustituida de pNC5 se introduce con un gen de NPT de traduccién alterada en el que los
codones en el intervalo de 90 bases desde el extremo 5' (11,3% de alteracién del codén) de la secuencia de nucledtidos
de NPT se ha alterado con los codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos (figura 3).

PNC6 se construye sustituyendo los nucle6tidos No. 1784 a No. 2578 en la secuencia de pNC1 con la secuencia de la
SEQ ID NO: 4. La region sustituida de pNC6 se introduce con un gen de NPT de traduccién alterada en el que los
codones en el intervalo de 180 bases desde el extremo 5 (22,6% de alteracion de coddn) de la secuencia de
nucleotidos de NPT se ha alterado con los codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos (figura 4).

pNC7 se construye sustituyendo los nucleétidos No. 1784 a No. 2578 en la secuencia de pNC1 con la secuencia de la
SEQ ID NO: 5. La region sustituida de pNC7 se introduce con un gen de NPT de traduccién alterada en el que los
codones en el rango de 270 bases desde el extremo 5’ (34,0% de alteracion de coddn) de la secuencia de nucleétidos
de NPT se ha alterado con los codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos (figura 5).

[Ejemplo 2 ] Construccién de pNC1/hMBL, pNC2/hMBL, pNC5/hMBL, pNC6/hMBL y pNC7/hMBL

Utilizando métodos bien conocidos por los expertos en la técnica, los nucleétidos No. 1267 a No. 1275 en los vectores
de la presente invencién o descripcion, respectivamente, pNC1, pNC2, pNC5, pNC6 y pNC7, se sustituyeron por un
ADNCc que codifica la lecitina de unién a manano humano (MBL) de la SEQ ID NO: 6 (denominada en lo sucesivo
hMBL), para construir pNC1/hMBL (figura 6), pNC2/hMBL (figura 7), pNC5/hMBL (figura 8), pNC6/hMBL (figura 9), y
pNC7/hMBL (figura 10).
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[Ejemplo 3] Transfeccion de pNC1/hMBL, pNC2/hMBL, pNC5/hMBL, pNC6/hMBL y pNC7/hMBL en células CHO y
seleccién de G418 usando un medio CD o un medio CD suplementado con aditivos no basados en animales

Se transfectaron 10 pg de pNC1/hMBL, pNC2/hMBL, pNC5/hMBL, pNC6/hMBL y pNC7/hMBL en 5,0 x 10° células CHO
(células CHO DG44) en matraces de cultivo de 25 cm? utilizando el método de lipofectina (utilizando LipofectaminaMR
LTX; Invitrogen). La transfeccién génica se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Cuarenta y ocho
horas después de la transfeccion génica, se contd el nimero de células, y después se diluyeron las células en IS CHO-
CD con medio hidrolizado (IS Japén) suplementado con Gluta MAXMR-| (Invitrogen) 4 mM. Las células se sembraron en
placas de microtitulacién de 96 pozos cada una en concentraciones de 1.000 células/pozo y 100 células/pozo, un total
de 10 placas (960 pozos), y después de cultivar en presencia de gas dioxido de carbono al 5% a 37°C durante
aproximadamente tres semanas, se observaron células viables (clon resistente a G418). Los clones resistentes a G418
se seleccionaron arbitrariamente a partir de las células viables, se transfirieron a placas de 24 pozos junto con IS CHO-
CD con medio hidrolizado (IS Japon) suplementado con Gluta MAXYR (Invitrogen) 4 mM y se cultivaron hasta que las
células ocupaban 1/3 o méas de cada pozo. Se colocaron 0,4 ml de cada clon en un tubo estéril y se centrifugaron a 200
x g durante dos minutos. Se descart6 el sobrenadante y se suspendieron las células en 0,1 mL de medio fresco (IS
CHO-CD con medio hidrolizado (IS Japén) suplementado con Gluta MAXMR-| (Invitrogen) 4 mM). Después de contar el
ndmero de células, se diluyeron las células con el medio hasta 5,0 x 10° células/mL, luego se transfirieron 0,2 mL de
ellas a nuevas placas de 24 pozos, se cultivaron las células en presencia de gas diéxido de carbono al 5% a 37C
durante 72 horas. A continuacion, se centrifugaron las células a 9.300 x g durante dos minutos y se recogi6 el
sobrenadante. A continuacién, se determiné el nivel de produccion de MBL en los sobrenadantes del cultivo.

[Ejemplo 4 ] Determinacion de los niveles de produccion de MBL mediante los clones transfectados con pNC1/hMBL,
pNC5/hMBL, pNC6/hMBL y pNC7/hMBL

Se ensay0 el nivel de produccién mediante ELISA. Se recubrieron placas de 96 pozos (F96 MAXI SORP Nunc-
Immunoplate, catalogo No. 442404, Nunc) con 1 pyg/ml de anticuerpo anti-MBL humano (obsequio del Dr. Ohtani de la
Asahikawa Medical University, Japon) diluido con un regulador de recubrimiento (Na2COz 15 mM, NaHCOs3 35 mM,
NaNs al 0,05%, pH 9,6) a 4°C durante 16 horas. Después del bloqueo con Block Ace (Dainippon Sumitomo Pharma Co.,
Ltd.) al 4%, se aplicé el sobrenadante de cultivo de 72 horas (dilucién de 1/1.000 a 1/100.000), dilucion serial dos veces
(0,3125 a 20 ng/ml) de MBL humana purificada (obsequio del Dr. Ohtani de la Asahikawa Medical University, Japén) en
IS CHO-CD con medio hidrolizado (IS Jap6n), que es un medio exento de suero para las células CHO, o medio IS CHO
con hidrolizado (IS Japén) a las placas a razén de 100 pL/pozo, y se incubaron las placas a 37<C durante una hora.
Esto se incubd adicionalmente con 0,1 ug/ml de anticuerpo monoclonal de MBL humana biotinilada (obsequio del Dr.
Ohtani en Asahikawa Medical University, Jap6n) a 37°C durante una hora. Se aplic6 el kit estdndar VECTASTAION Elite
ABC (2 gotas de Reactivo A, 2 gotas de Reactivo B/5 mL, Vector), que se habia incubado a 37<C durante 30 minutos, a
100 uL/pozo, y se lo dej6 reaccionar a 37T durante 45 minutos. Se aplicé adicionalmente el kit TMB del sustrato
peroxidasa (2 gotas de regulador, 3 gotas de TMB, 2 gotas de perdxido de hidrogeno/5 mL, Vector), que se habia
incubado a temperatura ambiente durante 30 minutos, a 100 uL/pozo y después de dejarlos reaccionar a temperatura
ambiente durante 15 minutos, se afiadi6é acido fosférico 1 M a 100 uL/pozo para detener la reaccién. La concentracion
de proteina se determiné usando un lector de microplacas (Modelo 680, fabricado por BioRad). Los resultados
obtenidos por el método de ELISA y las tres muestras mas importantes que muestran altos niveles de produccion de
MBL humana se muestran en la Tabla 1. El clon con el nivel de produccion mas alto mostré6 una productividad
significativamente alta en comparacién con el vector con los codones no alterados.

[Tabla 1]

Produccion de hMBL en un clon resistente a G418
Nombre del clon Cantidad de produccion (ug/ml)

pNC1-1 14,9

pNC1-17 13,2

pNC1-49 12,2

pNC2-23 14,7

pNC2-37 20,0

pNC2-48 23,3
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pNC5-2 9,2
pNC5-3 9,5
pNC5-5 9,9
pNC6-7 13,7
pNC6-21 16,0
pNC6-24 11,5
pNC7-5 32,5
pNC7-29 36,4
pNC7-30 46,1

[Ejemplo 5] niveles de produccion de hMBL mediante clones de células transfectadas con pNC1/hMBL, pNC2/hMBL,
pNC5/hMBL, pNC6/hMBL y pNC7/hMBL

La distribucion de hMBL expresada por los vectores de expresion pNC1, pNC2, pNC2, pNC6 y pNC7 de la presente
invencion o descripcion, respectivamente, en cada clon se muestra en la Tabla 2.

Para pNC1, entre las cincuenta cepas resistentes a G418, 72,0% produjeron hMBL a 0 yg/mL o méas hasta menos de 5
pMg/mL. Catorce de las cincuenta cepas (28,0%) mostraron niveles de produccion de 5 pyg/mL o mas. Siete de las
cincuenta cepas (14,0%) mostraron niveles de produccion de 10 ug/mL o mas. La cepa que muestra el nivel de
produccion mas alto produjo 15,0 ug/ml en 3 dias.

Para pNC2, entre las cincuenta cepas resistentes a G418, el 40,0% produjo hMBL a 0 ug/mL o mas hasta menos de 5
pg/mL. Treinta de las cincuenta cepas (60,0%) mostraron niveles de produccién de 5 pyg/mL o mas. Catorce de las
cincuenta cepas (28,0%) mostraron niveles de produccion de 10 pg/mL o mas. Dos de las cincuenta cepas (4,0%)
mostraron niveles de produccion de 15 yg/ml o mas. La cepa que muestra el nivel de produccién mas alto produjo 23,3
pg/ml en 3 dias.

Para pNCS5, entre las cincuenta cepas resistentes a G418, el 70,0% produjo hMBL a 0 yg/mL o mas hasta menos de 5
pg/mL. Quince de las cincuenta cepas (30,0%) mostraron niveles de produccién de 5 yg/mL o més. La cepa que mostrd
el mayor nivel de produccion produjo 9,9 ug/mL en 3 dias.

Para pNCS6, entre las cincuenta cepas resistentes a G418, el 60,0% produjo hMBL a 0 ug/mL o mas hasta menos de 5
pg/mL. Veinte de las cincuenta cepas (40,0%) mostraron niveles de produccion de 5 pg/mL o mas. Cuatro de las
cincuenta cepas (8,0%) mostraron niveles de produccién de 10 yg/mL o mas. Una de cada cincuenta cepas (2,0%)
mostré niveles de produccion de 15 yg/mL o mas. La cepa que muestra el nivel de producciéon mas alto produjo 16,0
pg/ml en 3 dias.

Para pNC7, entre las cincuenta cepas resistentes a G418, el 56,0% produjo hMBL a 0 yg/mL o mas hasta menos de 5
pg/mL. Veintidés de las cincuenta cepas (44,0%) mostraron niveles de produccién de 5 pg/mL o mas. Dieciséis de las
cincuenta cepas (32,0%) mostraron niveles de produccién de 10 yg/mL o mas. Sorprendentemente, trece de las
cincuenta cepas (26,0%) mostraron niveles de produccion de 15 ug/mL o mas. La cepa que muestra el nivel de
produccion mas alto produjo 46,1 pug/mL en 3 dias.

Este fue el nivel mas alto cuando se compar6 con los datos de clones iniciales antes de la amplificacién génica por
vectores de expresion representativos reportados en la literatura (DNA, 7, pag. 651, 1988, Biotechnology, 10, pag. 1455,
1992, Biotechnology, 8, pag. 662, 1990, Gene 76, pag. 19, 1989, y Biotechnology, 9, pag. 64, 1991).

El cribado de células recombinantes por amplificacion génica usualmente requiere de seis meses a un afio. Debido a
que existen grandes variaciones debido a las condiciones de cultivo y a las concentraciones de agente estimulador de
amplificacion, se considera apropiado comparar la eficacia primaria de los vectores de expresion usando el nivel de
expresion de amplificaciéon previa de los clones iniciales. Esto reveld que la eficacia de los vectores de expresion de la
presente invenciéon es muy alta. Los resultados confirmaron que mientras que los vectores de la presente invencion
producen muy pocas cepas resistentes a G418, permiten el establecimiento de cepas celulares que son capaces de
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producir altos niveles de proteinas de interés con muy alta eficiencia. Esto demostr6 que los vectores de expresion de la
presente invencién permiten niveles muy altos de expresion de proteinas.

[Tabla 2]
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[Ejemplo 6 ] Construccion de pZC1, pZC2, pZC5y pZC7

Usando métodos bien conocidos por los expertos en la técnica, se construyeron pZC1l, pZC2, pZC5 y pZC7, que son
vectores de la presente invencion. pZC1 transporta el gen de resistencia a zeocina de tipo silvestre (gen Sh ble) descrito
en la SEQ ID NO: 7 entre los nuclettidos No. 1784 a No. 2578 en la secuencia del vector de cadena principal pNC1
(figura 11). pZC2 se construye sustituyendo los nucle6tidos No. 1784 a No. 2578 en la secuencia de nucleétidos de
PNC1 con la secuencia de la SEQ ID NO: 8. La region sustituida de pZC2 se introduce con un gen de resistencia a
zeocina de traduccion alterada en el que los codones en el nucledtido del gen de resistencia a zeocina han sido
alterados con los codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos (figura 12).

pZC5 se construye sustituyendo los nucleétidos No. 1784 a No. 2578 en la secuencia de pNC1 con la secuencia de la
SEQ ID NO: 9. La regioén sustituida de pZC5 se introduce con un gen de resistencia a zeocina de traduccion alterada en
el que los codones en el intervalo de 90 bases desde el extremo 5’ (24,0% de alteracion del codon) de la secuencia de
nucledtidos del gen de resistencia a zeocina han sido alterados con los codones menos frecuentemente utilizados en
mamiferos (figura 13).

pZC7 se construye sustituyendo los nucledtidos No. 1784 a No. 2578 en la secuencia de pNC1 con la secuencia de la
SEQ ID NO: 10. La region sustituida de pZC7 se introduce con un gen de resistencia a zeocina de traduccion alterada
en el que los codones en el intervalo de 180 bases desde el extremo 5’ (48,0% de alteracion del codon) de la secuencia
de nucledtidos del gen de resistencia a zeocina han sido alterados con los codones menos frecuentemente utilizados en
mamiferos (figura 14).

[Ejemplo 7 ] Construccion de pZC1/hMBL, pZC2/hMBL, pZC5/hMBL y pZC7/hMBL

Utilizando métodos bien conocidos por los expertos en la técnica, se sustituyeron los nucleétidos No. 1267 a No. 1275
de vectores de la presente invencion, pZC1, pZC2, pZC2 y pZC7, con un ADNc que codifica la lectina de unién a
manano humano (MBL) de la SEQ ID NO: 6 (en lo sucesivo denominado hMBL), para construir pZC1/hMBL (figura 15),
pZC2/hMBL (figura 16), pZC5/hMBL (figura 17) y pZC7/hMBL (figura 18).

[Ejemplo 8] Transfeccion de pZC1/hMBL, pZC2/hMBL, pZC5/hMBL y pZC7/hMBL en células CHO, y seleccion de
zeocina utilizando un medio CD o un medio CD suplementado con aditivos no basados en animales

Se transfectaron 10 pg de pZC1/hMBL, pZC2/hMBL, pZC5/hMBL, pZC6/hMBL y pZC7/hMBL en 5,0 x 10° células CHO
(células CHO DG44) en matraces de cultivo de 25 cm? utilizando el método de lipofectina (utilizando LipofectaminaMR
LTX; Invitrogen). La transfeccién génica se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Cuarenta y ocho
horas después de la transfeccion génica, se cont6 el nimero de células, y después se diluyeron las células en IS CHO-
CD con medio hidrolizado (IS Japén) suplementado con Gluta MAXMR-| (Invitrogen) 4 mM y 200 pug/mL de zeocina
(Invitrogen). Las células se sembraron en placas de microtitulacion de 96 pozos (480 pozos) a una en concentraciones
de 4.000 células/pozo, y después de cultivar en presencia de gas dioxido de carbono al 5% a 37°C durante
aproximadamente tres semanas, se observaron células viables (clon resistente a zeocina). Los clones resistentes a
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zeocina se seleccionaron arbitrariamente a partir de las células viables, se transfirieron a placas de 24 pozos junto con
IS CHO-CD con medio hidrolizado (IS Japén) suplementado con Gluta MAXMR (Invitrogen) 4 mM y 200 pug/mL de
zeocina (Invitrogen), y se cultivaron hasta que las células ocupaban 1/3 o mas de cada pozo. Se colocaron 0,4 ml de
cada clon en un tubo estéril y se centrifugaron a 200 x g durante dos minutos. Se descarté el sobrenadante y se
suspendieron las células en 0,1 mL de medio fresco (IS CHO-CD con medio hidrolizado (IS Japon) suplementado con
Gluta MAXMR-| (Invitrogen) 4 mM). Después de contar el nimero de células, se diluyeron las células con el medio hasta
5,0 x 10° células/mL, luego se transfirieron 0,2 mL de ellas a nuevas placas de 24 pozos, se cultivaron las células en
presencia de gas diéxido de carbono al 5% a 37<C durante 72 horas. A continuacion, se centrifugaron las células a
9.300 x g durante dos minutos y se recogio el sobrenadante. A continuacion, se determiné el nivel de producciéon de
MBL en los sobrenadantes del cultivo.

[Ejemplo 9] Determinacion de los niveles de produccion de MBL mediante los clones transfectados pZC1/hMBL,
pZC5/hMBL y pZC7/hMBL

Se ensay0 el nivel de produccién mediante ELISA. Se recubrieron placas de 96 pozos (F96 MAXI SORP Nunc-
Immunoplate, catalogo No. 442404, Nunc) con 1 pyg/ml de anticuerpo anti-MBL humano (obsequio del Dr. Ohtani de la
Asahikawa Medical University, Japén) diluido con un regulador de recubrimiento (Na2COz 15 mM, NaHCOs 35 mM,
NaNs al 0,05%, pH 9,6) a 4°C durante 16 horas. Después del bloqueo con Block Ace (Dainippon Sumitomo Pharma Co.,
Ltd.) al 4%, se aplicé el sobrenadante de cultivo de 72 horas (dilucién de 1/1.000 a 1/100.000), dilucion serial dos veces
(0,3125 a 20 ng/ml) de MBL humana purificada (obsequio del Dr. Ohtani de la Asahikawa Medical University, Japén) en
IS CHO-CD con medio hidrolizado (IS Jap6n), que es un medio exento de suero para las células CHO, o IS CHO con
medio hidrolizado (IS Japon) a las placas a razon de 100 uL/pozo, y se incubaron las placas a 37 durante un a hora.
Esto se incubd adicionalmente con 0,1 yg/ml de anticuerpo monoclonal de MBL humana biotinilada (obsequio del Dr.
Ohtani en Asahikawa Medical University, Jap6n) a 37°C durante una hora. Se aplic6 el kit estdndar VECTASTAION Elite
ABC (2 gotas de Reactivo A, 2 gotas de Reactivo B/5 mL, Vector), que se habia incubado a 37<C durante 30 minutos, a
100 pL/pozo, y se lo dejo reaccionar a 37T durante 45 minutos. Se aplic6 adicionalmente el kit TMB de sustrato
peroxidasa (2 gotas de regulador, 3 gotas de TMB, 2 gotas de perdxido de hidrogeno/5 mL, Vector), que se habia
incubado a temperatura ambiente durante 30 minutos, a 100 uL/pozo y después de dejarlos reaccionar a temperatura
ambiente durante 15 minutos, se afiadié acido fosférico 1 M a 100 pL/pozo para detener la reaccion. La concentracion
de proteina se determiné usando un lector de microplacas (Modelo 680, fabricado por BioRad). Los resultados
obtenidos por el método de ELISA y las tres muestras mas importantes que muestran altos niveles de produccion de
MBL humana se muestran en la Tabla 3. Los clones con vectores con codones alterados mostraron una productividad
equivalente a la del vector con los codones no alterados.

[Tabla 3]

Produccion de hMBL en un clon resistente a zeocina
Nombre del clon | Cantidad de produccién (ug/ml)

pZC1-23 11,7

pZC1-26 8,8

pZC1-27 14,3

pZC1-30 15,1

pZC1-46 12,4

pZC5-1 12,2

pZC5-3 7,7

pZC5-12 7,0

pZC5-39 8,3

pZC5-44 8,2

pZC7-4 7.9
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pZC7-5 9,1
pZC7-6 8,5
pZC7-9 10,1
pZC7-38 8,8

[Ejemplo 10 ] Niveles de producciéon de hMBL mediante los clones de células transfectadas pZC1/hMBL, pZC5/hMBL y
pZC7/hMBL

La distribucion de hMBL expresada por los vectores de expresion pZC1l, pZC2 y pZC7 de la presente descripcion en
cada clon se muestra en la Tabla 4.

Para pZC1, entre las cincuenta cepas resistentes a zeocina, el 70,0% produjo hMBL a 0 yg/mL o mas hasta menos de 5
pg/mL. Quince de las cincuenta cepas (30,0%) mostraron niveles de produccion de 5 yg/mL o mas. Cuatro de las
cincuenta cepas (8,0%) mostraron niveles de produccién de 10 yg/mL o mas. Una de las cincuenta cepas (2,0%) mostro
niveles de produccién de 15 pg/mL o mas. La cepa que muestra el nivel de producciéon mas alto produjo 15,1 yg/ml en 3
dias.

Para pZC5, entre las cincuenta cepas resistentes a zeocina, el 84,0% produjo hMBL a 0 yg/mL o mas hasta menos de 5
pg/mL. Ocho de las cincuenta cepas (16,0%) mostraron niveles de produccion de 5 ug/mL o mas. Una de las cincuenta
cepas (2,0%) mostré niveles de produccion de 10 yg/mL o mas. La cepa que muestra el nivel de produccién mas alto
produjo 12,2 ug/ml en 3 dias.

Para pZC7, entre las 49 cepas resistentes a zeocina, el 75,5% produjo hMBL a 0 pg/mL o mas hasta menos de 5 yg/mL.
Doce de las 49 cepas (24,5%) mostraron niveles de produccion de 5 pg/mL o méas. Una de las 49 cepas (2,0%) mostré
niveles de produccién de 10 pg/mL o mas. La cepa que muestra el nivel de producciéon mas alto produjo 10,1 yg/ml en 3
dias.

Entre los pZC, el nivel de produccién del clon que mostré el nivel mas alto de produccion de proteina foranea fue de
15,1 pyg/ml en 3 dias; y entre los pNC, el nivel de produccién del clon que mostré el mayor nivel de produccién de
proteina foranea fue de 46,1 ug/mL en 3 dias. Esto mostr6 que mediante la alteracidon de los codones del gen de
resistencia a farmacos incluido como componente con los codones menos frecuentemente utilizados, las
productividades de proteina foranea de los pNC aumentaron significativamente. Con respecto a pZC, se puede iniciar la
region de alteracion del codén del gen de resistencia al farmaco desde el lado del extremo terminal C o la region central
de la secuencia. Alternativamente, se puede pensar colocar alternativamente codones que seran alterados y codones
que no seran alterados, etc. De cualquier manera, ajustando los codones que seran alterados, aumentara la eficacia de
seleccién del farmaco, y se cree que tales vectores se insertan en una posicion en el cromosoma de las células
competentes que tiene una capacidad de expresién muy alta, como en el caso de los pNC.

[Tabla 4]
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[Ejemplo 11 ] Construccién de pBC1y pBC6

Utilizando métodos bien conocidos por los expertos en la técnica, se construyeron vectores de la presente descripcion o
invencion, respectivamente, pBC1 y pBC6. PBC1 transporta el gen de resistencia a blasticidina de tipo silvestre (gen
bsd) descrito en la SEQ ID NO: 11 entre los nucleétidos No. 1784 a No. 2578 en la secuencia del vector de cadena
principal pNC1 (figura 19).

pBC6 se construye sustituyendo los nucledtidos No. 1784 a No. 2578 en la secuencia de pNCL1 con la secuencia de la
SEQ ID NO: 12. La region sustituida de pBC6 se introduce con un gen de resistencia a la blasticidina de traduccién
alterada en el que los codones en el intervalo de 120 bases desde el extremo 5’ (30,1% de alteracion del codén) de la
secuencia de nucledtidos del gen de resistencia a la blasticidina han sido alterados con los codones menos
frecuentemente utilizados en mamiferos (figura 20).

[Ejemplo 12 ] Construccion de pBC1/hMBL y pBC6/hMBL

Usando métodos bien conocidos por los expertos en la técnica, los nucleétidos No. 1267 a No. 1275 de vectores de la
presente descripcidn o invencion, respectivamente, pBC1 y pBC6, se sustituyeron por un ADNc que codifica la lectina
de unién a manano humano (MBL) de la SEQ ID NO: 6 (en lo sucesivo denominado hMBL), para construir pBC1/hMBL
(figura 21) y pBC6/hMBL (figura 22).

[Ejemplo 13 ] Transfeccién de pBC1/hMBL y pBC6/hMBL en células CHO, y seleccién de blasticidina usando un medio
CD o un medio CD suplementado con aditivos no basados en animales

Se transfectaron 10 yg de pBC1/hMBL y pBC6/hMBL en 5,0 x 10° células CHO (células CHO DG44) en matraces de
cultivo de 25 cm? usando el método de lipofectina (usando Lipofectamina“R LTX; Invitrogen). La transfeccion génica se
realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion génica, se
conté el nimero de células y después se diluyeron las células en IS CHO-CD con medio hidrolizado (IS Japén)
suplementado con Gluta MAXMR-| (Invitrogen) 4 mM y 10 ug/mL de blasticidina (Invitrogen). Las células se sembraron
en placas de microtitulacion de 96 pozos (480 pozos) a una concentracion de 4.000 células/pozo, y después de cultivar
en presencia de gas diéxido de carbono al 5% a 37°C durante aproximadamente tres semanas, se observaron células
supervivientes (clon resistente a blasticidina): Los clones resistentes a blasticidina se seleccionaron arbitrariamente a
partir de las células supervivientes, se transfirieron a placas de 24 pozos junto con el IS CHO-CD con medio hidrolizado
(IS Japdn) suplementado con Gluta MAXMR-| (Invitrogen) 4 mM y 10 yg/mL de blasticidina (Invitrogen), y se cultivaron
hasta que las células ocupaban 1/3 o mas de cada pozo. Se colocaron 0,4 mL de cada clon en un tubo estéril y se
centrifugé a 200 x g durante dos minutos. Se descart6 el sobrenadante y se suspendieron las células en 0,1 mL de
medio fresco (IS CHO-CD con medio hidrolizado (IS Japdn) suplementado con Gluta MAXMR-| (Invitrogen) 4 mM).
Después de contar el nimero de células, las células se diluyeron con el medio hasta 5,0 x 10° células/mL, luego se
transfirieron 0,2 ml de ellas a nuevas placas de 24 pozos, se cultivaron las células en presencia de gas diéxido de
carbono al 5% a 37T durante 72 horas. Luego, se ce ntrifugaron las células a 9.300 x g durante dos minutos y se
recogié el sobrenadante. A continuacion, se determind el nivel de produccién de MBL en el sobrenadante del cultivo.

[Ejemplo 14 ] Determinacion del nivel de produccion de MBL por clones transfectados pBC1/hMBL y pBC6/hMBL

Se ensay6 el nivel de produccién mediante ELISA. Se recubrieron placas de 96 pozos (F96 MAXI SORP Nunc-
Immunoplate, catalogo No. 442404, Nunc) con 1 pyg/ml de anticuerpo anti-MBL humano (obsequio del Dr. Ohtani de la
Asahikawa Medical University, Japén) diluido con un regulador de recubrimiento (Na2COz 15 mM, NaHCOs 35 mM,
NaNs al 0,05%, pH 9,6) a 4°C durante 16 horas. Después del bloqueo con Block Ace (Dainippon Sumitomo Pharma Co.,
Ltd.) al 4%, se aplico el sobrenadante de cultivo de 72 horas (dilucién de 1/1.000 a 1/100.000), dilucion serial dos veces
(0,3125 a 20 ng/ml) de MBL humana purificada (obsequio del Dr. Ohtani de la Asahikawa Medical University, Japén) en
IS CHO-CD con medio hidrolizado (IS Jap6n), que es un medio exento de suero para las células CHO, o IS CHO con
medio hidrolizado (IS Japon) a las placas a razén de 100 pL/pozo, y se incubaron las placas a 37<C durante un a hora.
Esto se incubd adicionalmente con 0,1 ug/ml de anticuerpo monoclonal de MBL humana biotinilada (obsequio del Dr.
Ohtani en Asahikawa Medical University, Jap6n) a 37°C durante una hora. Se aplico el kit estandar VECTASTAION Elite
ABC (2 gotas de Reactivo A, 2 gotas de Reactivo B/5 mL, Vector), que se habia incubado a 37T durante 30 minutos, a
100 pL/pozo, y se lo dejo reaccionar a 37T durante 45 minutos. Se aplicé adicionalmente el kit TMB de sustrato
peroxidasa (2 gotas de regulador, 3 gotas de TMB, 2 gotas de perdxido de hidrogeno/5 mL, Vector), que se habia
incubado a temperatura ambiente durante 30 minutos, a 100 uL/pozo y después de dejarlos reaccionar a temperatura
ambiente durante 15 minutos, se afiadié acido fosférico 1 M a 100 pL/pozo para detener la reaccion. La concentracion
de proteina se determind usando un lector de microplacas (Modelo 680, fabricado por BioRad). Los resultados
obtenidos por el método de ELISA y las cinco muestras mas importantes que muestran altos niveles de produccién de
MBL humana se muestran en la Tabla 5. Los clones con vectores con codones alterados mostraron una productividad
equivalente a la del vector con los codones no alterados.

16



10

15

20

ES2616021 T3

[Tabla 5]

Produccion de hMBL en el clon resistente a blasticidina

Nombre del clon Cantidad de produccion (ug/ml)
pBC1-6 6,2
pBC1-19 11,2
pBC1-22 9,2
pBC1-35 75
pBC1-48 57
pBC6-13 7,9
pBC6-19 9,1
pBC6-25 11,5
pBC6-32 8,5
pBC6-45 12,5

[Ejemplo 15 ] Niveles de produccion de hMBL mediante clones de células transfectadas pBC1/hMBL y pBC6/hMBL

La distribucion de hMBL expresada por los vectores de expresion pBC1 y pBC6 de la presente descripcion o invencion,
respectivamente, en cada clon se muestra en la Tabla 6.

Para pBC1, entre las cincuenta y seis cepas resistentes a blasticidina, 83,9% produjeron hMBL a 0 pg/mL o mas hasta
menos de 5 pyg/mL. Nueve de las cincuenta y seis cepas (26,1%) mostraron niveles de produccién de 5 yg/mL o mas.
Una de las cincuenta y seis cepas (1,8%) mostrd niveles de produccion de 10 yg/mL o mas. La cepa que mostré el
mayor nivel de produccién produjo 11,2 yg/mL en 3 dias.

Para pBC6, entre las cincuenta y nueve cepas resistentes a blasticidina, el 66,1% produjo hMBL a 0 yg/mL o mas hasta
menos de 5 pg/mL. Veinte de las cincuenta y nueve cepas (33,9%) mostraron niveles de producciéon de 5 ug/mL o mas.
Tres de las cincuenta y nueve cepas (5,1%) mostraron niveles de produccién de 10 yg/mL o0 mas. La cepa que muestra
el nivel de produccion mas alto produjo 12,5 yg/ml en 3 dias.

Entre los pBC, el nivel de produccién del clon que mostro el nivel mas alto de produccién de proteina foranea fue de
12,5 yg/ml en 3 dias; y entre los pNC, el nivel de produccion del clon que mostrdé el mayor nivel de produccion de
proteinas foraneas fue de 46,1 ug/mL/3 dias. Esto mostré que al alterar los codones del gen de resistencia a farmacos
incluido como componente a los codones menos utilizados con frecuencia, las productividades de proteinas foraneas de
los pNC aumentaron significativamente. Con respecto a los pBC, se puede iniciar la regién de alteracién del codén del
gen de resistencia al farmaco desde el lado del extremo terminal C o la region central de la secuencia. Alternativamente,
se puede pensar alternativamente colocar codones que seran alterados y codones que no seran alterados, etc. De
cualquier manera, ajustando los codones que seran alterados, la eficacia de seleccion del farmaco aumentara, y se cree
que tales vectores se insertan en una posicion en el cromosoma de las células competentes que tiene una capacidad de
expresion muy alta, como en el caso de los pNC.
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Aplicabilidad industrial

La presente invencion puede proporcionar vectores de expresion que permitan la produccién de alto nivel de proteinas
derivadas de genes foraneos usando células de mamifero como huéspedes. Ademas, pueden producir proteinas que
tienen modificaciones postraduccionales inherentes a los mamiferos y alta actividad biolégica. Por lo tanto, el coste de
produccién de sustancias proteicas Utiles tales como productos biofarmacéuticos puede reducirse significativamente.

Ademas, puesto que los métodos para la produccién de proteinas de acuerdo con la presente invencion no utilizan virus
0 microorganismos, es posible una produccién de proteina altamente segura.

Listado de secuencias

<110> NATIONAL UNIVERSITY CORPORATION HOKKAIDO UNIVERSITY FUSO PHARMACEUTICAL INDUSTRIES,
LTD.

<120> Vector de expresion para produccién de proteinas codificadas por un gen foraneo en células de mamifero y su
uso

<130> F2-A0801P

<150> JP 2008-046782
<151> 2008-02-27

<160> 12

<170> Patentln versién 3.4
<210>1

<211> 6078

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Una secuencia de vector artificialmente sintetizada

<400> 1
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cgatgtacgg
aattacgggg
aaatggccceg
tgttecccata
gtaaactgce
cgtcaatgac
tectacttgg
gcagtacate
cattgacgtce
taacaactcc
aagcagagct
ggagaacttc
attcatgtta
cttgtatcac
accattgtct
gcatttgtaa
ctaatcactt
gagaacaatt
gcgtggaaat

tttatggtta

gccagatata
tecattagtte
cctggetgac
gtaacgccaa
cacttggcég
ggtaaatggce
cagtacatct
aatgggegtg
aatgggagtt
gccccattga
ctetggctaa
agggtgagtt
tatggagggg
catggaccct
cctettattt
cgaattttta
ttttttecaag
gttataatta
attcttattg

caatgatata

ES2616021 T3

cgegttgaca
atagcccata
cgcccaacga
tagggacttt
tacatcaagt
ccgectggea
acgtattagt
gatageggtt
tgttttggea
cgcaaatggg
ctagagaacc
tggggaccct
gcaaagtttt
catgataatt
tecttttcatt
aattcacttt
gcaatcagég
aatgataagg
gtagaaacaa

cactgtttga

ttgattattg
tatggagtte
cccccgecca
ccattgacgt
gtatcatatg
ttatgececcag
catecgetatt
tgactcacgé
ccaaaatcaa
cggtaggegt
cactgttaac
tgattgttect
cagggtgttg
ttgtttettt
ttctgtaact
tgtttatttg
tatattatat
tagaatattt
ctacatcctg

gatgaggata
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actagttatt
cgegttacat
ttgacgtcaa
caatgggtgg
ccaagtacgc
tacatgacct
accatggtga
ggatttccaa
cgggacttte
gtacggtggg
tggecttatceg
ttettttteg
tttagaatgg
cactttctac
ttttegttaa
tcagattgta
tgtacttecag
ctgcatataa
gtcatcatce

aaatactectg

aatagtaate
aacttacggt
taatgacgta
agtatttacg
ccectattga
tatgggactt
tgeggttttg
gtetccacee
caaaatgteg
aggtctatat
aaattgtcga
ctattgtaaa
gaagatgtcc
tctgttgaca
actttagett
agtactttcet
cacagtttta
attctggctg
tgcectttete

agtccaaacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

8440

900

960

1020

1080

1140

1200



gggcccectcet
gctggeggee
gcecectecee
aaaatgagga
tggggcagga
tcegeggtgt
agaagtatgce
ccecatcecege
ttttttattt
ggaggectttt
attgcacgca
acagacaatc
tetttttgte
gctategtgg
agcgggaagg
ccttgetect
tgatcecgget
tcggatggaa
gccagccgaa
gacccatgge
catcgactgt
tgatattgct
cgecgctece
tccgtgacat
tttttaagtg
acctatggaa
tgctcagaag
cctecaaaaa
tttttgagte
aaggaaaaag
agtaggcata

gtgtctgcta

gctaaccatg
gccttcectaga
cgtgccttece
aattgcatcg
cagcaagggyg
ggaatgtgtg
aaagcatgca
ccctaactcee
atgcagaggc
ttggaggecct
ggttctcegg
ggctgctcetg
aagaccgacce
ctggccacga
gactggctge
gccgagaaag
acctgececcat
gceggtettg
ctgttcgcca

gatgcetget

ggccggetgg

gaagagcttg
gattcgcage
aattggacaa
tataatgtgt
ctgatgaatg
aaatgccatc
agaagagaaa
atgctgtgtt
ctgcactget
acagttataa

ttaataacta
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ttcatgecctt
gcectcgactg
ttgaccectgg
cattgtctga
gaggattggg
tcagttaggg
tctcaattag
geccagttee
cgaggcegcce
aggecttttge
ccgettgggt
atgccgecegt
tgtcecggtge
cgggegttce
tattgggcga
tatccatcat
tcgaccacca
tcgatcagga
ggctcaagge
tgccgaatat
gtgtggcgga
gcggegaatg
gcatcgecctt
actacctaca
taaactactg
ggagcagtgg
tagtgatgat
ggtagaagac
tagtaataga
atacaagaaa
tcataacata

tgctcaaaaa

cttcttttte
tgecttetag
aaggtgccac
gtaggtgtca
aagacaatag
tgtggaaagt
tcagcaacca
gcccattcete
tcggcectcetg
aaaaaagctg
ggagaggcta
gttecggetg
cctgaatgaa
ttgegecaget
agtgccgggg
ggctgatgeca
dgcgaaacat
tgatctggac
gcgecatgcce
catggtggaa
ccgctatcag
ggctgaccge
ctatcgectt
gagatttaaa
attctaattg
tggaatgcct
gaggctactg
cccaaggact
actcttgcett
attatggaaa
ctgttttttce
ttgtgtacct
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ctacagctce
ttgeccagceca
tcccactgte
ttctattctg
caggcatgct
ccccaggcete
tagtccecgece
cgeccecatgg
agctattcca
cagatgattg
tteggctatg
tcagcgecagg
ctgcaggacg
gtgctcgacg
caggatctcce
atgcggegge
cgecatecgage
gaagagcatc
gacggcgagg
aatggccget
gacatagcgt
ttcctegtge
cttgacgagt
gctctaaggt
tttgtgtatt
ttaatgagga
ctgactctca
tteccttecaga
gctttgetat
aatattetgt
ttactccaca

ttagcttttt

tgggcaacgt
tetgttgttt

ctttectaat

gggggtgggg
ggggaggatc
cccagcagge
cctaactceeg
ctgactaatt
gaagtagtga
aacaagatgg
actgggcaca
ggcgeceggt
aggcagcgceg
ttgtcactga
tgtcatctca
tgcatacget
gagcacgtac
aggggctcge
atctegtegt
tttctggatt
tggctaccceg
tttacggtat
tcttetgaga
aaatataaaa
ttagattcca
aaacctgttt
acattctact
attgctaagt
ttacaccaca
aacctttata
caggcataga

aatttgtaaa

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



ggggttaata
cacatttgta
acataaaatg
ataaagcaat
tggtttgtce
tacgtagctt
cccaacttaa
ccecgcaccga
ggtattttet
caatctgete
cgcecctgacyg
ggagctgcat
ctecgtgatac
ggtggcactt
tcaaatatgt
aggaagagta
tgcecttectg
ttgggtgcac
tttegececyg
gtattatccc
aatgacttgg
agagaattat
acaacgatcg
actcgecettg
accacgatge
actctagett
cttctgeget
cgtgggtcte
gttatctaca
ataggtgecct
tagattgatt
aatctcatga

gaaaagatca

aggaatattt
gaggttttac
aatgcaattg
agcatcacaa
aaactcatca
ggcactggcc
tcgecttgea
tegeccttee
ccttacgeat
tgatgcecgea
ggcttgtetg
gtgtcagagg
gcctattttt
ttcggggaaa
atccgetcat
tgagtattca
tttttgctca
gagtgggtta
aagaacgttt
gtattgacgce
ttgagtactc
gcagtgctge
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
cceggcaaca
cggeecttee
gcggtatcat
cgacggggag
cactgattaa
taaaacttca
ccaaaatccce

aaggatctte

ES2616021 T3

gatgtatagt
ttgctttaaa
ttgttgttaa
atttcacaaa
atgtatctta
gtcgttttac
gcacatccce
caacagttgce
ctgtgeggta
tagttaagce
ctececcggeat
ttttcacegt
ataggttaat
tgtgcgegga
gagacaataa
acatttccgt
cccagaaacg
catcgaactg
tccaatgatg
cgggcaagag
accagtcaca
cataaccatg
ggagctaacce
accggagcetg
ggcaacaacg
attaatagac
ggctggctgg
tgcagcactg
tcaggcaact
gcattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag

ttgagatcct

gccttgacta
aaacctccca
cttgtttatt
taaagcattt
tcatgtetgg
aacgtcgtga
ctttegecag
gcagcctgaa
tttcacaccg
agccccgaca
ccgettacag
catcaccgaa
gtcatgataa
acccctattt
cecctgataaa
gtcgecectta
ctggtgaaag
gatctcaaca
agcactttta
caactcggte
gaaaagcatc
agtgataaca
gecttttttge
aatgaagcca
ttgegcaaac
tggatggagg
tttattgcetg
gggccagatg
atggatgaac
ctgtcagacc
aaaaggatct
ttttegttec
ttttttetge
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gagatcataa
cacctececece
gcagcttata
ttttcactéc
gcccategat
ctgggaaaac
ctggcgtaat
tggcgaatgg
catatggtge
cccgecaaca
acaagctgtg
acgcgegagg
taatggttte
gtttattttt
tgcttcaata
ttcecttttt
taaaagatgc
gcggtaagat
aagttctget
gccgcecataca
ttacggatgg
ctgcggccaa
acaacatggg
taccaaacga
tattaactgg
cggataaagt
ataaatctgg
gtaagcccte
gaaatagaca
aagtttacte
aggtgaagat
actgagecgtce

gcgtaatcetg

tcagccatac
tgaacctgaa
atggttacaa
attctagttg
gaattcaacg
cctggegtta
agcgaagagg
cgcctgatge
actctcagta
ccegetgacg
accgtcteeg
acgaaagggc
ttagacgtca
ctaaatacat
atattgaaaa
tgcggecattt
tgaagatcag
ccttgagagt
atgtggcgeg
ctattctecag
catgacagta
cttacttctg
ggatcatgta
cgagcgtgac
cgaactactt
tgcaggacca
agccggtgag
ccgtatcgta
gatcgetgag
atatatactt
cctttttgat
agaccccgta

ctgettgeaa

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040

5100



acaaaaaaac
tttececgaagyg
ccgtagttag
atecctgttac
agacgatagt
ccecagettgg
agcgccacgc
acaggagagc
gggtttcgec
ctatggaaaa
gctcacatgt
gagtgagctg
gaagcggaag
tgcagetgge
gtgagttagc
ttgtgtggaa
gaatttegta
<210> 2

<211> 795
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

caccgectacce
taactggcett
gccaccactt
cagtggetge
taccggataa
agcgaacgac
ttccecgaagg
gcacgaggga
acctctgact
acgccagcaa
tctttectge
ataccgeteg
agcgcccaat
acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagegg

cgaagctt
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agcggtggtt
cagcagagceyg
caagaactct
tgccagtggc
ggcgcagegg
ctaéaccgaa
gagaaaggcg
gcttecaggg
tgagecgtcga
cgecggececttt
gttatcccect
ccgcagecga
acgcaaaccg
tceccgactgg
ggcaccccag

ataacaattt

tgtttgeegg
cagataccaa
gtagcaccgce
gataagtcgt
tcgggetgaa
ctgagatace
gacaggtatc
ggaaacgecct
tttttgtgat
ttacggttcc
gattctgtgg
acgaccgagc
cctetececeg
aaagcgggca
gctttacact

cacacaggaa

<223> Una secuencia de nucleétidos sintetizada artificialmente

<400> 2
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atcaagagct
atactgtect
ctacatacct
gtecttacegyg
cggggggttce
tacagecgtga
cggtaagegg
ggtatcttta
gectcecgtecagg
tggccttttg
ataaccgtat
gecagegagte
cgcgttggece
gtgagcgcaa
ttatgecttecce

acagctatga

accaactett

tctagtgtag

cgetetgeta -

gttggactca
gtgcacacag
gcattgagaa
cagggtcgga
tagtcctgtce
ggggcggagc
ctggcctttt
taccgeettt
agtgagcgag
gattcattaa
cgcaattaat
ggctegtatg

ccatgattac

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6078
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atgattgaac aagatggttt acatgecaggt tcaccagcag catgggtaga acgattattt 60
ggttatgatt gggcacaaca aactattggt tgttcagatg cagcagtatt tegattatca 120
gcacaaggte gaccagtatt atttgtaaaa actgatttat caggtgecatt aaatgaatta 180
caagatgaag cagcacgatt atcatggtta gcaactactg gtgtaccatg tgcagcagta 240
ttagatgtag taactgaage aggtcgagat tggttattat taggtga;gt accaggtcaa 300
gatttattat catcacattt agcaccagca gaaaaagtat caattatggc agatgcaatg 360
cgacgattac atactttaga tceccagcaact tgtccatttg atcatcaage aaaacatcga 420
attgaacgag cacgaactcg aatggaagca ggtttagtag atcaagatga tttagatgaa 480
gaacatcaag gtttagcacc agcagaatta tttgcacgat taaaagcacg aatgccagat 540
ggtgaagatt tagtagtaac tcatggtgat gcatgtttac caaatattat ggtagaaaat 600
ggtcgatttt caggttttat tgattgtggt cgattaggtg tagcagatcg atatcaagat 660
attgcattag caactcgaga tattgcagaa gaattaggtg gtgaatgggc agatcgattt 720
ttagtattat atggtattge agcaccagat tcacaacgaa ttgcatttta tcecgattatta 780
gatgaatttt tttga 795

<210>3

<211> 795

<212> ADN

<213> Atrtificial
<220>
<223> Una secuencia de nucleétidos sintetizada artificialmente

<400> 3
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atgattgaac
ggttatgatt
gcgeagggge
caggacgagg
ctegacgttg
gatctcctgt
cggcggetge
atcgagecgag
gagcatcagg
ggcgaggatc
ggeccgetttt
atagegttgg
ctegtgettt
gacgagttct
<210> 4

<211> 795
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

aagatggttt
gggcacaaca
gcccggttet
cagcgegget
tcactgaage
catctcacct
atacgcttga
cacgtacteg
ggctcgegec
tcgtegtgac
ctggattcat
ctaccecgtga
acggtatcgce

tetga
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acatgcaggt
aactattggt
ttttgtcaag
atcgtggctg
gggaagggac
tgctcectgee
tceggctace
gatggaagce
agccgaactg
ccatggcegat
cgactgtggc
tattgctgaa

cgctcecccgat

tcaccagcag
tgctctgatg
accgacctgt
gccacgacgg
tggctgctat
gagaaagtat
tgcecatteg
ggtecttgteg
ttegecagge
gcecetgettge
cggetgggtg
gagcttggcg

tcgecagegea

<223> Una secuencia de nucleétidos sintetizada artificialmente

<400> 4

atgattgaac
ggttatgatt
gcacaaggtce
caggacgagg

ctcgacgttyg

aagatggttt
gggcacaaca
gaccagtatt
cagegeggcet

tcactgaage

acatgcaggt
aactattggt
atttgtaaaa
atcgtggcetg

gggaagggac

tcaccagcag
tgttcagatg
actgatttat
gccacgacgg

tggctgctat
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catgggtaga
ccgeegtgtt
ceggtgeccet
gegttecttg
tgggcgaagt
ccatcatgge
accaccaagce
atcaggatga
tcaaggegeg
cgaatatcat
tggcggaccg
gcgaatggge

tcgecttceta

catgggtaga
cagcagtatt
caggtgcatt
gcgttecttg

tgggcgaagt

acgattattt
ccggectgtca
gaatgaactg
cgcagetgtyg
gccggggeag
tgatgcaatg
gaaacatcge
tctggacgaa
catgcccgac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgacecgette

tcgecttett

acgattattt
tcgattatca
aaatgaatta
cgcagcetgtg

gccggggcag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

795

60

120

180

240

300



gatctectgt
cggcggetge
atcgagcgag
gagcatcagg
ggcgaggatc
ggeccgetttt
atagegttgg
ctegtgettt
gacgagttct
<210>5

<211> 795
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

catctecacct
atacgcttga
cacgtactcg
ggctegegec
tegtegtgac
ctggattcecat
ctaccegtga
acggtatcgce

tctga
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tgctcectgece
tcecggetace
gatggaagcc
agccgaactg
ccatggegat
cgactgtgge
tattgctgaa

cgctececgat

gagaaagtat
tgccecatteg
ggtcttgteg
ttcgeccagge
gectgettge
cggetgggtyg
gagcttggeg

tcgcagegeca

<223> Una secuencia de nucleétidos sintetizada artificialmente

<400> 5
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ccatcatgge
accaccaagc
atcaggatga
tcaaggecgeg
cgaatatcat
tggcggaccg
gegaatggge

tcgcecttcta

tgatgcaatg
gaaacatcgc
tctggacgaa
catgccegac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgaccgette

tcgecttcett

360

420

480

540

600

660

720

780

795



atgattgaac
ggttatgatt
gcacaaggtc
caagatgaag
ttagatgtag
gatctcctgt
cggeggetge
atcgagcgag
gagcatcagg
ggcgaggatce
ggccegetttt
atagecgttgg
ctegtgettt
gacgagttct
<210>6

<211> 759

<212> ADN

aagatggttt
gggcacaaca
gaccagtatt
cagcacgatt
taactgaagce
catctcacct
atacgcttga
cacgtactcg
ggctcegegee
tcgtegtgac
ctggattcat
ctaccegtga
acggtatcge

tctga

<213> Homo sapiens

<400> 6
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acatgcaggt

aactattggt
atttgtaaaa
atcatggtta
aggtcgagat
tgctcecectgee
teceggetace
gatégaagcc
agccgaactg
ccatggegat
cgactgtggc
tattgetgaa

cgctcecgat

tcaccagecag
tgttcagatg
actgatttat
gcaactactg
tggctgetat
gagaaagtat
tgcccatteg
ggtcttgtcg
ttegccagge
gcectgettge
cggctgggtg
gagcttggeg

tcgecagegea

catgggtaga
cagcagtatt
caggtgecatt
gtgtaccatg
tgggcgaagt
ccatcatggce
accaccaage
atcaggatga
tcaaggcgcg
cgaatatcat
tggcggaccg
gegaatggge

tcgecettcta

acgattattt
tecgattatca
aaatgaatta
tgcagcagta
gccggggeag
tgatgcaatg
gaaacatcgce
tctggacgaa
catgcecegac
ggtggaaaat
ctétcaggac
tgaccgattc

tcegecttett

ggccgccace atgagectgt teccccagect gececctgetg ctgetgageca tggtggccge

26

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

795

60
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cagctacage
ctgecagcagce
cgagaagggc
ccecceccgge
cggcaagagc
cgagatggce
gttcttcectg
gttccaggcece
gatcaaggag
cctgaccgge
cagcgacgag
caccagccac
<210>7

<211> 375
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

gagaccgtga
ccceggeatca
gageceggece
aaccceggec
cccgacggeg
cgcatcaaga
accaacggcg
agcegtggeca
gaggecttee
aaccgectga
gactgegtge

ctggecegtgt

ES2616021 T3

cetgegagga
acggecttcce
agggcctgeg
ccagcggcag
acagcagecct
agtggctgac
agataatgac
cccccegcaa
tgggcatcac
cctacaccaa
tgctgctgaa

gcgagttccce

cgcccagaag
cggcaaggac
cggectgeag
ccceggacee
ggccgccage
cttcagectg
cttecgagaag
cgccgecgag
cgacgagaag
ctggaacgag
gaacggccag

catctgaat

<223> Una secuencia de nucleétidos sintetizada artificialmente

<400> 7
atggccaagt
gagtﬁctgga
gtggtceggg
aacaccctgg
gtegtgtceeca
ccgtgggggce
gaggagcagg
<210> 8

<211> 375
<212> ADN

<213> Atrtificial

tgaccagtgce
ccgaceggcet
acgacgtgac
cctgggtgtyg
cgaacttecg
gggagttcge

actga

cgtteceggtg
cgggttectcece
cctgttecate
tgtgegegge
ggacgeectce

cctgegegac

ctcacegege
cgggactteg
agecgeggtcec
ctggacgage
gggccggeca

ceggecggea

27

acctgcccecg
ggccgegacg
ggcccceecg
aagggccaga
gagcgcaagg
ggcaagcagg
gtgaaggcee
aacggcgcca
accgagggec
ggcgagccca

tggaacgacg

gegacgtege
tggaggacga
aggaccaggt
tgtacgcega
tgaccgagat

actgegtgea

ccgtgattge
gcaccaaggg
gcaagctgagg

agggecgaccce

cectgecagac
tgggcaacaa
tgtgegtgaa
ttcagaacct
agttegtgga
acaacgccegg

tgcecctgeag

cggagcggte
cttegeeggt
ggtgccggac
gtggtcggag
cggcgagcag

cttegtggee

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

759

60
120
180
246
300
360

375
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<220>
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<223> Una secuencia de nucleétidos sintetizada artificialmente

<400> 8
atggcaaaat
gaattttgga
gtagtacgag
aatactttag
gtagtatcaa
ccatggggte
gaagaacaag
<210>9

<211> 375
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

taacttcagec agtaccagta

ctgatcgatt aggtttttca

atgatgtaac tttatttatt

catgggtatg tgtacgaggt

ctaatttteg agatgcatca

gagaatttge attacgagat

attga

ttaactgcac
cgagattttg

tcagcagtac

ttagatgaat
ggtccagcaa

ccagcaggta

<223> Una secuencia de nucleétidos sintetizada artificialmente

<400> 9
atggcaaaat
gaattttgga
gtggtceggg
aacaccctgg
gtegtgtcca
ccgtggggge

gaggagcagg

<210> 10
<211> 375
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

taacttecagce
ctgatcgatt
acgacgtgac
cctgggtgtg
cgaacttécg
gggagttcge

actga

agtaccagta
aggttttteca
cctgttcecate
tgtgcgegge
ggacgcctec

cctgegegac

ttaactgcac
cgggactteg
agcgcecggtcec
ctggacgagce
gggccggeca

ceggeeggea

28

gagatgtagec aggtgcagta
tagaagatga ttttgcaggt

aagatcaagt agtaccagat

tatatgecaga atggtcagaa
tgactgaaat tggtgaacaa

attgtgtaca ttttgtagca

gagatgtage
tggaggacga
aggaccaggt
tgtacgccga
tgaccgagat

actgegtgea

aggtgcagta
cttecgeecggt
ggtgccggac
gtggtcggag
cggcgagcag

cttegtggee

60

120

180

240

300

360

375

60

120

180

240

300

360

375
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<223> Una secuencia de nucleétidos sintetizada artificialmente

<400> 10

atggcaaaat
gaattttgga
gtagtacgag
aacaccectgg
gtcgtgtcca

ccgtggggge

gaggagcagg .

<210>11

<211> 393

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

taacttecage
ctgatcgatt
atgatgtaac
cctgggtgtg
cgaactteccg
gggagttcge

actga

agtaccagta
aggtttttca
tttatttatt
tgtgegecgge
ggacgeetcee

cctgegegac

ttaactgcac
cgagattttg
tcagcagtac
ctggacgagc
gggccggeca

ccggecggea

<223> Una secuencia de nucleétidos sintetizada artificialmente

<400> 11

atgcctttgt
atccccatct
ttcactggtg
ggcactgctg
aacaggggca
gggatcaaag

ttgetgecct

<210> 12

<211> 399

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

ctcaagaaga
ctgaagacta
tcaatgtata
ctgctgecgge
tcttgageee
cgatagtgaa

ctggttatgt

atccaccctce
cagcgtcgee
tcattttact
agctggcaac
ctgeggacgg
ggacagtgat

gtgggagggce

attgaaagag
agcgcagcte
gggggacctt
ctgacttgta
tgtcgacagg
ggacagccega

taa

<223> Una secuencia de nucleétidos sintetizada artificialmente

<400> 12

29

gagatgtage
tagaagatga
aagatcaagt
tgtacgeccga
tgaccgagat

actgegtgea

caacggctac
tctctagega
gtgcagaact
tcgtegegat
tgcttctega

cggecagttgg

aggtgcagta
ttttgcaggt
agtaccagat
gtggtcggag
cggegageag

cttecgtggece

aatcaacagc
cggeccgecatce
cgtggtgectg
cggaaatgag
tectgecatcect

gattegtgaa

60
120
180
240
300
360

375

60
120
180
240
300
360

393



atggcaaaac
aattcaatte
cgcatcttca
gtgctgggca
aatgagaaca

catecctggga

cgtgaattge

cattatcaca
caatttcaga
ctggtgtcaa
ctgectgetge
ggggcatctt
tcaaagccat

tgccectetgg

ES2616021 T3

agaagaatca
agattattca
tgtatatcat
tgcaggecaget
gageccecctge
agtgaaggac

ttatgtgtgg

actttaattg
gtagcatcag
tttactgggg
ggcaacctga
ggacggtgce
agtgatggac

gagggctaa

30

aacgagcaac
cagcattate
gaccttgtge
cttgtaﬁcgt
gacaggtgcet

agccgacgge

tgcaactatt
atcagatggt
agaactcgtg
cgegategga
tctecgatctg

agttgggatt

60

120

180

240

300

360

399
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de expresion que permite la produccion de alto nivel de una proteina derivada de un gen foraneo en una
célula huésped de mamifero, que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1 excepto los nucleétidos No. 1784 a No.
2578 de la misma, que han sido sustituidos con la secuencia de la SEQ ID NO: 2 0 5.

2. Un método para producir un transformante que tiene capacidad para producir un alto nivel de una proteina derivada
de un gen foraneo y para resistir la neomicina; que comprende las etapas de insertar un gen foraneo en el vector de
expresion de la reivindicacion 1, y transformar una célula huésped utilizando el vector de expresion.

3. Un método para producir una proteina derivada de un gen foraneo, que comprende las etapas de:
(a) insertar un gen foraneo en el vector de expresion de la reivindicacion 1;

(b) transformar una célula huésped con el vector de expresion;

(c) cultivar el transformante en un medio suplementado con neomicina; y

(d) recoger la proteina derivada del gen foraneo del transformante cultivado.

4. El método de produccién de la reivindicacién 3, en el que se usa un medio quimicamente definido (medio CD) o un
medio suplementado con un aditivo no basado en animales con el medio CD para cultivar en la etapa (c) de la
reivindicacion 3.

5. Un método de cribado para un transformante que tiene la capacidad para producir un alto nivel de una proteina
derivada de un gen foraneo, que comprende las etapas de:

(a) insertar un gen foraneo en el vector de expresion de la reivindicacion 1;
(b) transformar una célula huésped con el vector de expresion; y
(c) cultivar el transformante en un medio suplementado con neomicina.

6. Un vector de expresién que permite la produccion de alto nivel de una proteina derivada de un gen foraneo en una
célula huésped de mamifero, que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1 excepto los nucleétidos No. 1784 a No.
2578 de la misma, que han sido sustituidos con la secuencia de la SEQ ID NO: 12.

7. Un método para producir un transformante que tiene la capacidad para producir un alto nivel de una proteina derivada
de un gen foraneo y para resistir la blasticidina; que comprende las etapas de insertar un gen foraneo en el vector de
expresion de la reivindicacion 6, y transformar una célula huésped utilizando el vector de expresion.

8. Un método para producir una proteina derivada de un gen foraneo, que comprende las etapas de:
(a) insertar un gen foraneo en el vector de expresion de la reivindicacion 6;

(b) transformar una célula huésped con el vector de expresion;

(c) cultivar el transformante en un medio suplementado con blasticidina; y

(d) recoger la proteina derivada del gen foraneo del transformante cultivado.

9. El método de produccion de la reivindicacion 8, en el que se usa un medio quimicamente definido (medio CD) o un
medio suplementado con un aditivo no basado en animales con el medio CD para cultivar en la etapa (c) de la
reivindicacion 8.

10. Un método de cribado para un transformante que tiene la capacidad para producir un alto nivel de una proteina
derivada de un gen foraneo, que comprende las etapas de:

(a) insertar un gen foraneo en el vector de expresion de la reivindicacion 6;

(b) transformar una célula huésped con el vector de expresion; y

31
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(c) cultivar el transformante en un medio suplementado con blasticidina.
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FIG. 1
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FIG. 2
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 5
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FIG. 6
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FIG. 9
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FIG. 10
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FIG. 11
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FIG. 12
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FIG. 14
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FIG. 19
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FIG. 20

52



ES2616021 T3

hMBL

o Amp'

FIG. 21

53




ES2616021 T3

hMBL

INRBG. ABGE){d RN

cd120Bsd\ )\

pBC6
PAsv

FIG. 22

54




	Primera Página
	Descripción
	Lista de secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos


