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DESCRIPCIÓN

Vector de expresión para células animales

Campo técnico

La presente invención se refiere a un vector de expresión para células animales que tiene una eficacia de expresión 
génica incrementada.5

Técnica precedente

A fin de obtener una proteína diana sobreexpresada para usar la proteína diana obtenida para medicina, una 
industria o similares, se han usado diversos sistemas de expresión tales como un sistema de expresión de 
microorganismo, un sistema de expresión de planta, un sistema de expresión de levadura, un sistema de expresión 
de insecto o un sistema de expresión de animal, y similares. Entre ellos, el sistema de expresión de microorganismo, 10
que es el sistema más  fácilmente usado, se ha desarrollado como sistemas de expresión adecuados para diversas 
aplicaciones y se ha comercializado.

Sin embargo, el sistema de expresión de microorganismo tiene varios factores limitativos. El principal factor limitativo 
es que, puesto que el mecanismo de expresión y modificación de la proteína (glicosilación, fosforilación, 15
amidización) del microorganismo es diferente del de una célula animal, aunque se exprese el mismo gen en el 
sistema de expresión de microorganismo, una estructura o característica de la proteína expresada no es 
completamente igual que las de la proteína original. Por lo tanto, en caso de producir proteína recombinante usando 
el sistema de expresión de microorganismo, puesto que una modificación después de la síntesis era difícil de 
generar, no se genera la inactivación de la proteína producida o una diferencia significativa en las funciones, sino 20
que frecuentemente se expresa proteína modificada o proteína que tiene una diferencia parcial en la estructura. 
Además, un procedimiento de producción de la proteína recombinante usando el sistema de expresión de 
microorganismo ha sido difícil ya que se debe realizar un procedimiento de retirada de contaminantes secundario 
debido a la contaminación del microorganismo, la contaminación del microorganismo con endotoxinas, o similares.

25
Por otra parte, aunque el sistema de expresión de células animales es el sistema más adecuado para la expresión 
de proteínas animales, el sistema de expresión de células animales tiene un alto coste de producción debido a la 
baja eficacia de expresión de la proteína recombinante, y un procedimiento operativo de la célula animal es difícil, en 
comparación con el sistema de expresión de microorganismo, de modo que no es fácil industrializar la expresión de 
células animales. Como una línea celular animal industrial usada actualmente, existen células de ovario de hámster 30
chino (CHO), células de riñón de cría de hámster (BHK), células de mieloma, o similares. La proteína extraña diana 
se puede expresar al transfectar un vector de expresión que incluye el gen correspondiente en estas líneas celulares 
animales.

En el caso de que diversos mecanismos de modificación de proteínas incluyendo la glicosilación se mantengan en la 35
célula animal y la proteína se secrete en un medio de cultivo, los procedimientos de obtención y purificación de la 
proteína se pueden realizar fácilmente. La mayoría de las células animales requieren necesariamente un aditivo 
compuesto tal como proteína sérica o similares durante un procedimiento de cultivo, pero puesto que la célula CHO
se puede cultivar en un medio al que no se añaden suero y proteína, la célula CHO se puede usar como la célula 
huésped más adecuada para la expresión de proteína recombinante. Además, la célula CHO tiene ventajas ya que 40
se han efectuado diversas investigaciones en las células CHO, de modo que se ha conocido bien la función de las 
mismas, la velocidad de crecimiento es rápida y se puede realizar un cultivo en suspensión para el cultivo en masa.

Generalmente, en caso de permitir que un transgén se exprese en células animales, el transgén y un vector que 
tiene un marcador se transfectan simultáneamente, y las células transfectadas se cultivan en medio selectivo y se 45
seleccionan. Sin embargo, en la mayoría de los casos, su frecuencia de expresión es significativamente baja. Una 
de las razones es que estos transgenes se deben integrar en un cromosoma de la célula huésped en la célula 
animal a diferencia del sistema de microorganismo. Por otra parte, aunque se seleccionen transfectantes estables en 
los que el transgén esté establemente integrado en el cromosoma de la célula hospedadora, es difícil predecir una 
cantidad de expresión de los mismos. La razón es que una posición de integración del gen es diferente en cada 50
célula, y un patrón de expresión es diferente según la posición de integración. Por lo tanto, el número de transgenes 
y la cantidad de expresión del transgén integrado en la célula animal no tienen una correlación clara entre ellos 
(Grindley y cols., 1987, Trends Genet. 3, 16-22; Kucherlapati y cols., 1984, Crit. Rev. Biochem. 16,349-381; Palmiter 
y cols., 1986, Annu. Rev. Genet. 20, 465-499). En la mayoría de los casos, la expresión génica en la célula animal 
es suprimida por bases de ADN alrededor de la posición de integración, de modo que incluso en el caso de 55
transgenes establemente integrados, la expresión a menudo se expresa en un nivel significativamente bajo 
(Eissenberg y cols., 1991, Trends Genet. 7, 335-340; Palmiter y cols., 1986, Annu. Rev.Genet. 20, 465-499).

La disponibilidad de un factor de ADN para proteger la expresión transgénica del efecto específico de la posición 
génica que se describe anteriormente se ha presentado en diversos sistemas. Como el susodicho factor de ADN, se 60
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puede usar un factor aislante, una región de ligazón a la matriz nuclear (en lo sucesivo, denominada "MAR"), una 
región de ligazón al armazón (en lo sucesivo, denominada "SAR") o similares. Aunque los mecanismos de operación 
de los mismos no se han aclarado, cuando se incluyen factores de ADN en construcciones transgénicas, inducen la 
expresión génica independientemente de la posición de integración, y la cantidad de expresión se determina 
mediante el número de copias del gen (McKnight, R. A. y cols., 1992, Proc. Natl. Acad. US. 89, 6943-6947). Kalos y 5
cols. han combinado el elemento de MAR del gen de apolipoproteína B humana con una construcción transgénica 
promotora mínima y han inducido la expresión génica en células animales para incrementar la expresión del 
transcrito en aproximadamente 200 veces (Kalos y cols., 1995, Mol. Cell. Biol. 15, 198-207). De forma similar, se ha 
presentado que el elemento de MAR del gen de lisozima A de pollo, el elemento de SAR de interferón β humano y 
similares confieren expresión transgénica en vertebrados independientemente de una posición de integración en el 10
cromosoma de células hospedadores (Eissenberg y cols., 1991, Trends Genet. 7, 335-340; Klehr y cols., 1991, 
Biochemistry 30, 1264-1270). Sin embargo, no se ha presentado todavía un intento de incrementar sustancialmente 
la producción de proteína en líneas celulares usando una combinación del elemento de MAR de globina β 
específico, el elemento de MAR/SAR específico o el elemento de SAR de interferón β específico que se describe 
anteriormente o el caso en el que se identificaba un beneficio industrial.15

Esta información divulgada en la presente técnica anterior es solamente para mejorar la comprensión de los 
antecedentes de la presente invención. Por lo tanto, puede no incluirse la información sobre la técnica anterior que 
ya es conocida por los expertos en la técnica.

Sumario20

Un objetivo de la presente invención es proporcionar un vector de expresión para células animales que comprende
al menos una copia del elemento de MAR y el elemento de SAR en el extremo 5' de un promotor y/o el extremo 3' de 
un sitio de terminación de la transcripción, todos los cuales están ligados operativamente entre sí dentro del vector 
de expresión, en donde el promotor es un mutante de promotor de EF1α de ratón y tiene la secuencia génica de 
SEQ ID Nº 34.25

Otro objetivo de la presente invención es proporcionar una célula animal recombinante que comprende el vector de 
expresión para células animales.

Otro objetivo más de la presente invención es proporcionar un método para la producción de una proteína diana, en 30
donde el método comprende las etapas de (a) cultivar una célula animal recombinante usando el vector de expresión 
para células animales a fin de expresar la proteína diana y (b) recuperar la proteína diana.

Según un aspecto de la presente invención, se proporciona un vector de expresión para células animales que 
comprende al menos una copia del elemento de MAR o el elemento de SAR en el extremo 5' de un promotor y/o el 35
extremo 3' de un sitio de terminación de la transcripción, todos los cuales están ligados operativamente entre sí 
dentro del vector de expresión, en donde el promotor es un mutante de promotor de EF1α de ratón y tiene la 
secuencia génica de SEQ ID Nº 34.

Según un aspecto de la presente invención, se proporciona un vector de expresión para células animales que 40
comprende un factor de incremento de la expresión génica seleccionado de un grupo que consiste en al menos una 
copia de un elemento de MAR de globina β, un elemento de SAR de CSP-B y un elemento de SAR de interferón β 
en un extremo 5' de un promotor y/o un extremo 3' de un sitio de terminación de la transcripción, todos los cuales 
están ligados operativamente entre sí dentro del vector de expresión.

45
Según un aspecto de la presente invención, se proporciona un vector de expresión para células animales que 
comprende un elemento de MAR y un elemento de SAR, que son factores de incremento de la expresión génica, en 
el extremo 5' de un promotor y/o el extremo 3' de un sitio de terminación de la transcripción, todos los cuales están 
ligados operativamente entre sí dentro del vector de expresión, en donde el promotor es un mutante de promotor de 
EF1α y tiene la secuencia génica de SEQ ID Nº 34.50

Según un aspecto de la presente invención, se proporciona un vector de expresión para células animales que 
comprende un elemento de MAR de globina β y un elemento de SAR de CSP-B, que son factores de incremento de 
la expresión génica, en el extremo 5' de un promotor y/o el extremo 3' de un sitio de terminación de la transcripción, 
todos los cuales están ligados operativamente entre sí dentro del vector de expresión, en donde el promotor es un 55
mutante de promotor de EF1α de ratón y tiene la secuencia génica de SEQ ID Nº 34.

Según un aspecto de la presente invención, se proporciona un microorganismo recombinante que comprende el 
vector de expresión para células animales.

60
Según un aspecto de la presente invención, se proporciona una célula animal recombinante que comprende el
vector de expresión para la célula animal, en donde la célula animal se selecciona del grupo que consiste en células 
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CHO, células Hela, células BHK, células NIH/3T3, células COS-1, células COS-7, células CHO-K1 y células 
HEK293.

Según un aspecto de la presente invención, se proporciona un método para la producción de una proteína diana, en 
donde el método comprende las etapas de (a) cultivar una célula animal recombinante a fin de expresar la proteína 5
diana y (b) recuperar la proteína diana expresada.

Otras características y realizaciones de la presente invención se harán obvias a partir de la siguiente descripción 
detallada y las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripción de los dibujos10

La FIG. 1 es un diagrama de configuración que muestra esquemáticamente combinaciones de diversos elementos
de MAR y elementos de SAR incluidos en cada vector.

La FIG. 2 es un mapa de un vector de expresión pC(F)mEGM(R).

La FIG. 3 es un mapa de un vector de expresión pM(R)mEGC(F).

La FIG. 4 es un mapa de un vector de expresión pM(R)M(R)mEG.15

La FIG. 5 muestra los resultados obtenidos al medir la velocidad de expresión de factor de crecimiento endotelial 
vascular (VEGF) humano usando un método de ensayo de inmunoabsorción con enzimas ligadas (ELISA) después 
de transfectar los vectores pI(F)SG, pI(R)SG, pSGI(F), pSGI(R), pC(F)SG, pC(R)SG, pSGC(F), pSGC(R), pM(R)SG, 
pM(F)SG, pSGM(F) y pSGM(R) a líneas de células hospedadores cultivadas adherentes.

La FIG. 6 muestra los resultados obtenidos al medir la velocidad de expresión del VEGF usando el método de ELISA 20
después de transfectar los vectores pI(F)SG, pI(R)SG, pSGI(F), pSGI(R), pC(F)SG, pC (R) SG, pSGC(F), pSGC(R), 
pM(R)SG, pM(F)SG, pSGM(F) y pSGM(R) en líneas de células hospedadoras cultivadas en suspensión.

La FIG. 7 muestra los resultados obtenidos al medir la velocidad de expresión del VEGF usando el método de ELISA 
con respecto a los vectores pI(F)SGM(F), pI(R)SGM(R), pI(R)SGI(F), pI(R)SGI(R), pI(R)SGC(F), pI(R)SGC(R), 
pC(F)SGM(F), pC(F)SGM(R), pC(F)SGI(F), pC(F)SGI(R), pC(F)SGC(F), pC(F)SGC(R), pC(F)C(F)SG, 25
pM(R)SGC(F), pM(R)SGC(R), pM(R)SGI(F), pM(R)SGI(R), pM(R)SGM(R) y pM(R)M(R)SG.

La FIG. 8 muestra los resultados obtenidos al medir la velocidad de expresión del VEGF usando el método de ELISA 
con respecto a pC(F)SGM(R), pM(R)SGC(F) y pM(R)M(R)SG.

La FIG. 9 muestra los resultados obtenidos al medir la velocidad de expresión del VEGF usando el método de ELISA 
después de sustituir un promotor de SV40 de los vectores de la FIG. 8 por un mutante de promotor de mEF1α. Aquí, 30
un promotor de pmEF1α* indica en mutante de promotor de mEF1α.

La FIG. 10 muestra los resultados obtenidos al medir la velocidad de expresión de una proteína de anticuerpo 
recombinante después de sustituir una proteína diana de los vectores de la FIG. 9 por la proteína de anticuerpo 
recombinante. Aquí, el promotor de pmEF1α indica el mutante de promotor de mEF1α.

La FIG. 11 muestra los resultados obtenidos al medir la velocidad de expresión de una proteína de anticuerpo 35
recombinante de pM(R)SG, pMhEG, pMcEG, pMmEG y pMmEG(TA).

Descripción detallada de las realizaciones 

A menos que se defina otra cosa en la presente, los términos técnicos y científicos usados en la presente memoria 
descriptiva tienen los mismos significados que se entienden por los especialistas en la técnica de la que trata la 
presente invención. Generalmente, la nomenclatura usada en la presente memoria descriptiva es muy conocida y 40
usada comúnmente en la técnica.

La presente invención se refiere a un vector de expresión para células animales que tiene un incremento de la 
eficacia de expresión génica, y particularmente a un vector de expresión para células animales que comprende un
elemento de MAR y un elemento de SAR, que son factores de incremento de la expresión génica, en el extremo 5' 45
de un promotor y/o el extremo 3' de un sitio de terminación de la transcripción, todos los cuales están ligados 
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operativamente entre sí dentro del vector de expresión, en donde el promotor es un mutante de promotor de EF1α 
de ratón y tiene la secuencia génica de SEQ ID Nº 34.

A fin de incrementar significativamente una cantidad de expresión de genes en el momento de la expresión de genes
extraños, los presentes inventores inventaron un factor para proteger a la expresión de genes extraños de un efecto 5
inhibidor específico de la posición de un cromosoma de la célula hospedadora e incrementar la expresión de los 
genes extraños en células de ovario de hámster chino (CHO), células de riñón de cría de hámster (BHK) o similares, 
que se conocen como células animales.

Con detalle, se construyó un vector usando una región de unión a la matriz nuclear (en lo sucesivo, mencionada en 10
la presente memoria como "MAR") y una región de unión al armazón (en lo sucesivo, mencionada en la presente 
memoria como "SAR") de modo que se incluyan al menos una o dos copias del elemento de MAR o el elemento de 
SAR en el extremo 5' del promotor o el extremo 3' del sitio de terminación de la transcripción, y las capacidades del 
vector de expresión se compararon y se analizaron.

15
En primer lugar, a fin de asegurar una secuencia del elemento de MAR o el elemento de SAR, los ADN genómicos 
correspondientes se separaron de las células correspondientes y a continuación se clonaron en un vector de 
Escherichia coli usando un método de reacción en cadena de polimerización (PCR) del ADN genómico 
correspondiente y un método de subclonación, asegurando de ese modo diversos elementos de MAR y elementos
de SAR. Preferiblemente, el elemento de MAR y el elemento de SAR se pueden seleccionar de un grupo que 20
consiste en MAR de globina ß humana (Yu, J., Bock, J. H., Slightom, J. L. y Villeponteau, B., Gene 139(2), 139-145 
(1994), nº de registro del Genbank: L22754), SAR que flanquea gen de CSP-B humano (Hanson, R. D. and Ley, T. 
J., Nº de Registro del Genbank: M62716) y SAR que flanquea gen de interferón ß humano (Mielke, C., Kohwi, Y., 
Kohwi-Shigematsu, T. y Bode, J., Biochemistry 29, 7475-7485 (1990), Nº de Registro del Genbank: M83137).

25
En la presente invención, el vector de expresión para células animales puede ser un vector de expresión para 
células animales que comprende al menos una copia del factor de incremento de la expresión génica seleccionado 
del grupo que consiste en el elemento de MAR de globina ß, el elemento de SAR de CSP-B y el elemento de SAR 
de interferón ß en cada uno del extremo 5' del promotor y el extremo 3' del sitio de terminación de la transcripción, 
todos los cuales están ligados operativamente entre sí dentro del vector de expresión.30

Además, el vector de expresión para células animales puede ser un vector de expresión para células animales que 
comprende al menos una copia del factor de incremento de la expresión génica seleccionado el grupo que consiste 
en el elemento de MAR de globina ß, el elemento de SAR de CSP-B y el elemento de SAR de interferón ß en el 
extremo 5' del promotor o el extremo 3' del sitio de terminación de la transcripción, todos los cuales están ligados 35
operativamente entre sí dentro del vector de expresión.

Particularmente, el vector de expresión para células animales puede comprender al menos dos copias del factor de 
incremento de la expresión génica. Esto es, el vector de expresión para células animales comprende al menos dos 
copias del factor de incremento de la expresión génica en el extremo 5' del promotor o el extremo 3' del sitio de 40
terminación de la transcripción. Alternativamente, un incremento en la expresión del gen extraño se puede inducir al 
contener al menos una copia del factor de incremento de la expresión génica en el extremo 5’ del promotor o el 
extremo 3’ del sitio de terminación de la transcripción, respectivamente.

Además, más preferiblemente, el vector de expresión para células animales puede incluir tanto el elemento de MAR45
como el elemento de SAR, que son el factor de incremento de la expresión génica, en el extremo 5’ del promotor, el 
extremo 3’ del sitio de terminación de la transcripción o tanto el extremo 5' del promotor como el extremo 3’ del sitio 
de terminación de la transcripción.

En la presente invención, el término "promotor" significa una secuencia de ADN de una región no traducida aguas 50
arriba de una región codificada, que incluye un sitio de unión a polimerasa que tiene una actividad de inicio de la 
transcripción de genes aguas abajo del promotor en ARNm. Más específicamente, el "promotor" incluye una 
secuencia TATA situada de 20 a 30 bases aguas arriba desde un sitio de inicio de la transcripción (+1) y que sirve 
para permitir que la ARN polimerasa inicie la transcripción desde una posición exacta o una región similar a la 
secuencia TATA, pero no se limita a aguas arriba y aguas abajo de estas regiones. Además de estas regiones, el 55
promotor puede incluir una región requerida para acumular una proteína para regular la expresión, excepto para la 
ARN polimerasa. En la presente invención, el promotor puede ser un mutante de promotor de EF-1α de ratón y que 
tiene la secuencia génica de SEQ ID Nº 34. Según se usa en la presente, el término "mutante" significa un mutante
obtenido al añadir, suprimir o sustituir una parte de la secuencia del promotor a fin de incrementar la expresión 
génica.60

Además, el promotor está ligado operativamente a fin de inducir la expresión del gen diana, que es un gen extraño. 
Aquí, el término "ligado operativamente" significa que una secuencia reguladora de la expresión de ADN y una 
secuencia de ADN que codifica la proteína diana están conectadas funcionalmente entre sí a fin de realizar 
funciones generales. La ligazón operativa con un vector recombinante se puede realizar usando una tecnología de 65
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recombinación génica muy conocida en la técnica y, en el momento de la escisión y ligazón de ADN específicas de 
un sitio, se pueden usar enzimas generalmente conocidas en la técnica, o similares.

En la presente invención, el gen diana, que es un gen que codifica un producto extraño que se va a expresar, es un 
gen que codifica todos los tipos de proteínas capaces de ser expresadas como proteínas recombinantes. Como un 5
ejemplo representativo de la proteína que se describe anteriormente, están la insulina, citocinas (interleucina, un 
factor de necrosis tumoral, interferón, un factor estimulante de colonias, una quimiocina, y similares), eritropoyetina, 
y similares. El gen diana incluye un "sitio de clonación", que es una secuencia de ADN que incluye un sitio de 
reconocimiento o escisión de una enzima de restricción introducida en el mismo a fin de que esté integrada en el 
vector.10

En la presente invención, el factor de incremento de la expresión génica puede ser el elemento de la región de unión 
a la matriz (MAR) de globina ß, el elemento de SAR de CSP-B o el elemento de SAR de interferón ß, en donde el 
término "región de unión a la matriz (MAR)" indica una secuencia de ADN que une temporalmente un dominio de 
bucle de ADN transcripcionalmente activo a una red proteínica conocida como matriz nuclear (Pienta y cols. (1991) 15
Crit. Rev. Eukaryotic Gene Expres. 1:355-385). Diversos ejemplos de la secuencia de MAR se conocen en la 
técnica.

En la presente invención, un ejemplo del sitio de terminación de la transcripción puede incluir cualquier sitio de 
terminación de la transcripción conocido en la técnica relacionada. Preferiblemente, el sitio de terminación de la 20
transcripción puede ser un sitio de terminación de la transcripción de gastrina, y poliA puede estar unida al mismo. 
Por ejemplo, se puede incluir una señal de poliadenilación (poliA) de hormona del crecimiento humana, una señal de 
poliadenilación (poliA) de hormona del crecimiento bovina o una señal de poliadenilación (poliA) de virus SV40.

Los presentes inventores seleccionaron y construyeron un terminador del gen de gastrina humana del que se sabe 25
exactamente que una señal de poliA esencial para la terminación de la transcripción, un sitio de escisión y un sitio de
terminación aplican el terminador del gen de gastrina construido al vector de expresión de la presente invención a fin 
de mejorar la eficacia del vector de expresión al incrementar la estabilidad del ARNm. La gastrina está compuesta 
por un fragmento de 603 pb en el que la señal de poli-A, el sitio de escisión y el terminador se incluyen en un mapa 
enzimático de restricción de HindIII, en donde la señal de poli-A y el sitio de escisión están separados entre sí por 15 30
pb, y el terminador está separado de la señal de poli-A por aproximadamente 220 pb. La transcripción se termina en 
el sitio de terminación de la transcripción de la gastrina situada como se describe anteriormente, y la escisión del
ARNm y la poliadenilación (poli-A) se generan en el sitio de escisión.

En la presente invención, el vector de expresión para células animales puede ser un vector que incluye una copia del35
elemento de MAR de globina ß, el elemento de SAR de CSP-B o el elemento de SAR de interferón ß en el extremo 
5’ del promotor o el extremo 3’ del sitio de terminación de la transcripción.

En la presente invención, la combinación de los factores de incremento de la expresión génica pueden ser las 
configuraciones mostradas en la FIG. 1. La FIG. 1 muestra esquemáticamente una secuencia de enlace del factor de 40
incremento de la expresión génica, el promotor, la poliA y el terminador en el vector de expresión para células 
animales. Aquí, el promotor es el mutante del promotor de mEF1α y MAR/SAR es el elemento de MAR de globina ß, 
el elemento de SAR de CSP-B o el elemento de SAR de interferón ß. También se divulgan el promotor de SV40 y el 
promotor de mEF1α.

45
En la presente invención, el vector de expresión para células animales puede ser un vector que comprende el 
elemento de MAR y el elemento de SAR en el extremo 5’ del promotor y/o el extremo 3’ del sitio de terminación de la 
transcripción. En este caso, el elemento de MAR y el elemento de SAR pueden ser adyacentes entre sí o pueden 
estar separados uno de otro por una secuencia codificante o no codificante.

50
Como un ejemplo específico de la presente invención, el vector de expresión para células animales puede ser un 
vector que comprende una copia del elemento de MAR de globina ß en el extremo 5’ del promotor y una copia del
elemento de SAR de CSP-B en el extremo 3’ del sitio de terminación de la transcripción.

Como un ejemplo específico de la presente invención, el vector de expresión para células animales puede ser un 55
vector que comprende una copia del elemento de MAR de globina ß en el extremo 5’ del promotor y una copia del
elemento de SAR de interferón ß en el extremo 3’ del sitio de terminación de la transcripción.

Como un ejemplo específico de la presente invención, el vector de expresión para células animales puede ser un
vector que comprende una copia del elemento de SAR de CSP-B en el extremo 5’ del promotor y una copia del60
elemento de MAR de globina ß en el extremo 3’ del sitio de terminación de la transcripción.

Como un ejemplo específico de la presente invención, el vector de expresión para células animales puede ser un 
vector que comprende una copia del elemento de SAR de interferón ß en el extremo 5’ del promotor y una copia del
elemento de MAR de globina ß en el extremo 3’ del sitio de terminación de la transcripción.65
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En la presente invención, cuando se incluyen dos copias de los elementos de MAR de globina ß, los elementos de 
SAR de CSP-B o los elementos de SAR de interferón ß, es preferible que las dos copias de los elementos de MAR o
de SAR se puedan situar continuamente a fin de ser adyacentes entre sí o estar espaciadas una de otra por una 
región espaciadora relativamente corta.

5
En la presente invención, el vector puede incluir factores de incremento de la expresión génica incluyendo el 
elemento de MAR de globina ß, el elemento de SAR de CSP-B y el elemento de SAR de interferón ß como 
orientación directa o inversa. Aquí, la orientación de cada uno de los factores de incremento de la expresión génica
puede ser diferente según la combinación específica de estos factores.

10
En el Ejemplo de la presente invención, se confirmó que en el caso de usar un mutante de promotor de mEF1α que 
tiene una secuencia de SEQ ID Nº 34, la productividad del anticuerpo se incrementaba en 5 veces o más en todos 
los vectores que tenían los elementos de MAR y SAR en comparación con el caso de un promotor de SV40, y 
particularmente la productividad de un vector pC(F)mEGM(R) se incrementaba en 10 veces o más. Puesto que se 
analizó que la productividad medida después de sustituir el promotor de SV40 por el promotor de mEF1α y ser 15
adaptada a una concentración de MTX de 0 nM era superior aproximadamente 2 veces en comparación con la 
productividad asegurada después de amplificar con MTX en el caso de usar el promotor de SV40, el resultado que 
se describe anteriormente indica que se pueden asegurar líneas celulares de alta expresión sin realizar la 
amplificación con MTX. Por lo tanto, la presente invención se caracteriza por usar el mutante de promotor de mEF1α 
que tiene una secuencia de SEQ ID Nº 34.20

En otro aspecto, la presente invención se refiere a células recombinantes o animales transformadas con el vector de 
expresión para células animales.

Aquí, las células animales pueden ser células CHO, células Hela, células BHK, células NIH/3T3, células COS-1, 25
células COS-7, células CHO-K1, células HEK293 o similares, que son líneas celulares animales generalmente 
conocidas. También se describen las células SP2/0, células NSO, células PER.C6 o similares.

En otro aspecto, la presente invención se refiere a un método para la producción de una proteína diana usando un 
vector de expresión para células animales y caracterizado por cultivar la célula animal recombinante a fin de 30
expresar la proteína diana y recuperar la proteína diana.

En la presente invención, el método de producción puede incluir: (a) integrar un gen diana en el vector de expresión 
para células animales de modo que la expresión sea regulada por el promotor; (b) transfectar células animales con 
el vector de expresión para células animales en el que está integrado el gen diana; y (c) cultivar la célula animal 35
recombinante transfectada para expresar la proteína diana y recuperar la proteína diana.

En lo sucesivo, la presente invención se describirá con detalle a través de los Ejemplos. Sin embargo, estos
Ejemplos son solamente para ilustrar la presente invención, y los expertos en la técnica apreciarán que estos 
Ejemplos no se han de considerar limitativos de un alcance de la presente invención.40

Ejemplos

Ejemplo 1 Clonación de elementos de MAR y SAR

Se aseguró ADN de MAR/SAR mediante un método de PCR después de separar ADN genómico usando un estuche 
de separación de ADN de líneas celulares Hep G-2 (Wizard Genomic DNA purification kit, Promega, EE. UU.).

45
Se usaron como plantilla 200 ng del ADN genómico separado, y se añadieron 25 pmol de cada cebador, dNTP (0,5
mM) y ADN polimerasa de ExTaq (Takara Shuzo Co., Japón), realizando de ese modo una reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR). Las secuencias de los cebadores usados para cada uno de los elementos de MAR/SAR y los 
tamaños de los fragmentos de ADN obtenidos mediante la PCR se muestran en la siguiente Tabla 1. La reacción en 
cadena de la polimerasa se realizó usando un GeneAmp PCR system 9600 (Perkin - Elmer Corp., EE. UU.) y las 50
condiciones de la PCR se mostraban en la siguiente Tabla 2. 

E12764826
17-02-2017ES 2 617 217 T3

 



8  

Tabla 1

Elemento de MAR/SAR Tamaños de ADN Cebador Secuencia Nº

MAR de globina ß humana 2969 pb

SEQ ID NO: 1

SEQ ID NO: 2

SAR de CSP-B 1233 pb

SEQ ID NO: 3

SEQ ID NO:

4

SAR de interferón-ß 2168 pb

SEQ ID NO: 5

SEQ ID NO: 6

Tabla 2

Etapa Condiciones Ciclo

1 94°C, 2 min. 1

2 94°C, 40 s; 65°C, 40 s; 72°C, 40 s 2-31

3 72°C, 10 min. 32

5
Los productos de PCR obtenidos de la MAR de globina ß humana, la SAR de CSP-B y la SAR de interferón-ß se 
subclonaron en un vector pT7blue (R) (Novagene, EE. UU.) o pCR 2.1 (Invitrogen, EE. UU.). La MAR de globina ß 
humana se subclonó en el vector pT7blue (R) y la SAR de CSP-B y la SAR de interferón-ß se subclonaron en el 
vector pCR 2.1.

Ejemplo 2: Construcción de vector de expresión para células animales10

2-1: Construcción de vectores pSV-β-gal/versión I y versión II 

A fin de clonar eficazmente los elementos de MAR y SAR subclonados en el vector pT7blue (R) y el vector pCR 2.1, 
frente a un promotor de un vector pSV-β-gal, se construyeron los vectores recombinantes pSV-β-gal versión I y 
versión II.
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En primer lugar, después de construir un cebador (SEQ ID Nº 7) que incluye un sitio de enzimas de restricción de 
Spe I-Sma I-Apa I-EcoR I y un cebador (SEQ ID Nº 8) que incluye Hind III en el extremo 3' y realizar una PCR para
un promotor de SV40 de un vector pSV-β-gal (Promega Co., EE. UU.), un fragmento tratado con Spe I-Hind III de 
443 pb que incluía el promotor de SV40 se separó, se purificó y se recuperó de gel de agarosa usando un gene 
clean III kit (BIO 101 Co.). A continuación, este fragmento se integró en y se ligó a un pBluescript SK(+) linealizado 5
(Stratagene Co., EE. UU.) tratado con Spe I/Hind III, que eran las mismas enzimas de restricción, construyendo de 
ese modo un vector promotor pBluescript/SV40 I. Posteriormente, el vector promotor pBluescript/SV40 I construido 
se trató con las enzimas de restricción Sca I y Hind III, de modo que un fragmento que incluía el promotor de SV40 
se purificó, se separó y se recuperó del gel de agarosa mediante el método susodicho. Más adelante, el fragmento 
se integró en y se ligó al vector pSV-β-gal linealizado tratado con las mismas enzimas de restricción, completando 10
de ese modo el vector de la versión I (pSV-β-gal/versión I). 

SEQ ID Nº 7: Cebador de sentido para construir el vector pSV-beta-gal/ver1

5'-GCACTAGTCC CGGGCCCATG ATTACGAATT CGCGCAGCACCAT-3'

SEQ ID Nº 8: Cebador antisentido para construir el vector pSV-beta-gal/ver1

5'-GCAAGCTTTT TGCAAAAGCC TAGGCCTCC-3'15

A fin de construir un vector pSV-β-gal versión II recombinante, después de que el vector pSV-β-gal se tratara con 
EcoR I y Hind III, de modo que un fragmento EcoR I/Hind III de 420 pb que incluía el promotor de SV40 se purificara, 
se separara y se recuperara del gel de agarosa mediante el método susodicho. A continuación, este fragmento se 
integró en y se ligó a un vector pBluescript SK(+) linealizado tratado con EcoR I y Hind III, que eran las mismas 
enzimas de restricción, construyendo de ese modo un vector promotor pBluescript/SV 40 II. Posteriormente, el vector20
promotor pBluescript/SV40 II construido se trató con las enzimas de restricción Sca I e Hind III, de modo que un 
fragmento que incluía el promotor de SV40 se separara, se purificara y se recuperara del gel de agarosa mediante el 
método susodicho. Más adelante, el fragmento se integró en y se ligó al vector pSV-β-gal linealizado tratado 
mediante las mismas enzimas de restricción, completando de ese modo el vector versión II (pSV-β-gal/versión II).

2-2: Construcción de vector que incluye los elementos de MAR/SAR y el gen de β-gal25

El vector pT7blue/MAR de globina ß construido en el Ejemplo 1 se trató con las enzimas de restricción Spe I y Sma I, 
de modo que un fragmento de ADN de 3 kb que incluía el elemento de MAR de globina ß se separara, se purificara y 
se recuperara del gel de agarosa. A continuación, este fragmento se integró en y se ligó con el vector pSV-β-gal 
versión I recombinante linealizado tratado con Spe I y Sma I, que eran las mismas enzimas de restricción, 
completando de ese modo la clonación del elemento de MAR de globina ß (pMS-β-gal). A fin de confirmar la 30
orientación del elemento de MAR de globina ß integrado, se realizó un tratamiento usando una enzima de restricción 
Hind III que estaba presente en el elemento de MAR de globina ß y el vector pSV-β-gal versión I recombinante, 
confirmando de ese modo que la orientación del elemento de MAR de globina ß era inversa.

Los elementos de SAR se separaron del pCR 2.1/SAR de interferón ß y pCR 2.1/SAR de CSP-B y se clonaron en 35
pSV/I o pSV/II como se describe anteriormente. La SAR de interferón ß se subclonó en pSV-β-gal/versión I usando 
ApaI/SpeI, construyendo de ese modo pSV-β-gal/SAR de interferón ß (F) (pIS-β-gal). Después de realizar una PCR 
usando cebadores y pCR 2.1/SAR de CSP-B como una plantilla (SEQ ID Nº 9 y 10) que incluía la enzima de 
restricción Spe I y Sma I, la SAR de CSP-B se trató con las enzimas de restricción Spe I/Sma I separadas y se 
subclonó en pSV-β-gal/verII tratado mediante las mismas enzimas de restricción, construyendo de ese modo pSV-β-40
gal/SAR de CSP-B (pCS-β-gal). 

SEQ ID Nº 9: SAR de CSP-B Sentido

5'-TTT ACT AGT GGA TCC CAT TCT CCT TGA-3'

SEQ ID Nº 10: SAR de CSP-B Antisentido

5'-TCC CCC GGG GAA TTC AAA CAA CTC AAT AGC-3' (30mero)45
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2-3: Aseguramiento del sitio de terminación de la transcripción del gen de gastrina y construcción del vector pSG-β-
gal 

Después de que se sintetizara una hebra de sentido del sitio de terminación de la transcripción (GTF) del gen de 
gastrina usando un cebador (SEQ ID Nº 11) y una hebra antisentido del mismo usando un cebador (SEQ ID Nº 12), 
se renaturalizaron dos hebras. El producto de reacción de renaturalización, que se trató con BamH I y Pst I, se 5
integró en y se ligó a un vector pSV-β-gal linealizado (Promega Co., EE. UU.) tratado con las mismas enzimas de 
restricción por adelantado, completando de ese modo un vector pSG-β-gal. 

SEQ ID Nº 11: Secuencia de sentido del sitio de terminación de gastrina

SEQ ID Nº 12: Secuencia antisentido del sitio de terminación de gastrina usado en el vector pSG10

2-4: Construcción del vector pM(R)SG

Un vector al que se aplicaron simultáneamente la MAR de globina ß (orientación inversa) y SPA-GTF se construyó 
mediante un método de reacción en cadena de la polimerasa (PCR). A fin de construir el vector pM(R)SG, la 
reacción en cadena de la polimerasa se realizó usando el pMS-β-gal del Ejemplo 2-2 y el pSG-β-gal del Ejemplo 2-3 15
como plantillas, y a continuación el producto de reacción se trató con una enzima de restricción específica para ser 
ligado, completando de ese modo el vector pM(R)SG.

 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para el elemento de MAR de globina ß

La PCR se realizó usando pMS-β-gal como una plantilla, un cebador de sentido ML1 (SEQ ID Nº 13) y un cebador 
antisentido MR1 (SEQ ID Nº 14). El producto de reacción obtenido se trató con las enzimas de restricción Sac II y 20
Cla I para ser escindido y a continuación se integró en y se ligó a un vector pMS-β-gal linealizado tratado mediante 
las mismas enzimas de restricción por adelantado para completar una primera etapa de subclonación, construyendo 
de ese modo un vector pMS-β-gal/sc, que era un producto vectorial intermedio. 

SEQ ID Nº 13: Cebador ML1 para amplificar el elemento de MAR de globina ß humana en el vector pMS 

5'-TCCCCGCGGC CCGGGCCTCC TGAGTAGCTG GGGACT-3'25

SEQ ID Nº 14: Cebador MR1 para amplificar el elemento de MAR de globina ß humana en el vector pMS

5'-TTGGGGCCCA TCGATTTTTC CTCTTTAGGT TCTC-3'

 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) que incluye un sitio de multiclonación y un sitio de terminación de la 
transcripción

La PCR para el sitio de terminación de la transcripción del gen de gastrina en el vector pSG-β-gal se realizó usando 30
un cebador de sentido TL1 (SEQ ID Nº 15) y un cebador antisentido TR1 (SEQ ID Nº 16). El producto de PCR se 
subclonó en un vector pGEM-T Easy (Promega Co., EE. UU.), que es un tipo de vector de clonación TA construido a 
fin de clonar directamente un producto de PCR sin tratamiento con enzimas de restricción, construyendo de ese 
modo un vector pGEM-T/MCSp(A), que era un producto intermedio para construir un vector. 

SEQ ID Nº 15: Cebador TL1 del sitio de terminación de gastrina en el vector pSG 35

5'-GAAGATCTGT TAACTCGAGA ACTTGTTTAT TGCAGCTTA 3'

SEQ ID Nº 16: Cebador TR1 del sitio de terminación de gastrina en el vector pSG
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5'-GTGCCAGCTT GCATGCCTGC-3'

 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para promotor de SV40 y sitio de multiclonación

La PCR para el promotor de SV40 y el sitio de multiclonación se realizó usando un cebador PL1 de sentido (SEQ ID 
Nº 17) y un cebador PR1 antisentido (SEQ ID Nº 18). El producto de reacción se trató con enzimas de restricción
Apa I y Bgl II y a continuación se ligó a un vector pGEM-T/MCSp(A) linealizado construido por adelantado al ser 5
tratado con la misma enzima de restricción que se describe anteriormente, construyendo de ese modo un vector 
pGEM-T/SVMCSp(A) como un producto intermedio. 

SEQ ID Nº 17: Cebador PL1 para fusionar el promotor del virus SV40 y el sitio de multiclonación 

5'-CCGGGCCCAT CGATAAGCTT GATCCCGCGC AGCACCATGG CCTGAA-3'

SEQ ID Nº 18: Cebador PR1 para fusionar el promotor del virus SV40 y el sitio de multiclonación10

5'-GAAGATCTGC GGCCGCTAGC AAGCTTTTTG CAAAAGCCTA-3'

 Construcción de vector pMS y vector pMSG 

El vector pGEM-T/SVMCSp(A) construido en el Ejemplo  se trató con enzimas de restricción Cla I y BamH I, de 
modo que el fragmento de ADN compuesto por el promotor de SV40, el sitio de multiclonación y un sitio de 
terminación de la transcripción de SV40 se separó y se purificó. A continuación, el fragmento de ADN purificado se15
integró en el vector pMS-β-gal/sc linealizado construido en el Ejemplo  al ser tratado con las mismas enzimas de 
restricción por adelantado, completando de ese modo el vector pMS. A fin de construir el vector pM(R)SG, después 
de que el vector pSG-β-gal construido anteriormente se tratara con las enzimas de restricción BamH I y Sca I para 
separar y purificar un fragmento de ADN de 950 pb que tenía una secuencia de GTF del gen de gastrina, el 
fragmento de ADN purificado se integró en y se ligó al vector pMS linealizado tratado por adelantado con las mismas 20
enzimas de restricción, completando de ese modo un vector pM(R)SG.

2-5: Construcción del vector pSG 

A fin de integrar el elemento de MAR/SAR en un extremo 3' del sitio de terminación de la transcripción, se construyó 
el vector pSG. Después de que el vector de expresión pM(R)SG se tratara con Sma I y Cla I para retirar la MAR del 
mismo, lo resultante se trató con Klenow para formar extremos romos y a continuación se autoligó, construyendo de 25
ese modo el vector pSG.

2-6: Construcción de los vectores pMSG y pSGM

Después de que el vector de expresión pM(R)SG se tratara con Sac II y Cla I para separar la MAR (R) del mismo, a 
fin de asegurar MAR (F) (MAR como orientación directa), se construyeron cebadores (SEQ ID Nº 19 y 20) de modo 
que Sac II/Cla I estuviera incluida en los mismos, realizando de ese modo la PCR. El producto de PCR se separó de 30
un gel de agarosa y se integró en el vector pM(R)SG tratado con las mismas enzimas de restricción, construyendo 
de ese modo el vector pM(F)SG. 

SEQ ID Nº 19: 5'-TTTTCCGCGGTTTTCCTCTTTAG-3'

SEQ ID Nº 20: 5'-TTTTATCGATCCTCCTGAGTAG-3'

Mientras tanto, el vector pSGM, que es un vector de expresión para células animales que contiene el elemento de 35
MAR de globina ß en el extremo 3’ del sitio de terminación de la transcripción, se construyó a través de los 
procedimientos que se describen posteriormente.

A fin de construir el vector pSGM, se construyeron cebadores (SEQ ID Nº 21 y 22) de modo que incluyeran la 
enzima de restricción Nar I en ambos extremos de la MAR, y se realizó una PCR usando el pM(R)SG como una 40
plantilla. El producto de PCR se trató con la enzima de restricción Nar I y se integró en el vector pSG tratado con la 
misma enzima de restricción, construyendo de ese modo los vectores pSGM(R) y pSGM(F). 

SEQ ID Nº 21: MAR de β-globina de sentido Nar I
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5'-AAA AGG CGC CCC TCC TGA GTA GCT GGG ACT A-3' (31mero)

SEQ ID Nº 22: MAR de β-globina antisentido Nar I

5'-AAA AGG CGC CTT CTT CCT CTT TAG GTT CTC C-3' (31mero)

2-7: Construcción de vectores pISG y pSGI 

Un vector pISG, que es un vector de expresión para células animales que incluye el elemento de SAR de interferón 5
ß en el extremo 5’ del promotor, y un vector pSGI, que es un vector de expresión para células animales que incluye 
el elemento de SAR de interferón ß en el extremo 3’ del sitio de terminación de la transcripción se construyeron a 
través de los procedimientos que se describen posteriormente.

Un gen de β-gal se retiró del vector pSV-β-gal/SAR de interferón ß (F) (pI (F)S-β-gal) y el sitio de multiclonación10
(MCS), el sitio de terminación de la transcripción de SV40 y el GTF de gastrina se integraron, construyendo de ese 
modo el vector pI(F)SG.

Un fragmento Hind III/Pst I que incluía el sitio del gen de β-gal del vector pI(F)S-β-gal se retiró y el fragmento Hind 
III/Pst I se separó del pM(R)SG tratado con la misma enzima de restricción y se integró, construyendo de ese modo15
el vector pI(F)SG.

El vector pI(F)SG se trató con la enzima de restricción EcoR I, el elemento de SAR de interferón ß se separó del gel 
de agarosa y se integró de nuevo en el vector pI(F)SG tratado con la misma enzima de restricción para construir 
pI(R)SG. Posteriormente, el vector pI(R)SG se confirmó mediante cartografía enzimática de restricción. A fin de 20
construir el vector pSGI, un ligador (SEQ ID Nº 23) que incluían el sitio de la enzima de restricción Nar I se integró en 
un vector pGEM-T Easy, y el elemento de SAR se trató con la enzima de restricción EcoR I a partir del vector pISG 
para separar un fragmento de ADN. A continuación, el fragmento de ADN separado se integró en un vector T 
modificado. De nuevo, lo resultante se escindió mediante la enzima de restricción Nar I y a continuación se integró 
en el vector pSG tratado con la misma enzima de restricción, construyendo de ese modo los vectores pSGI(F) y25
pSG(R). 

SEQ ID Nº 23: Ligador 

5'-GGC CGG CGC CGA ATT CGG CGC C-3'

2-8: Construcción de vectores pCSG y pSGC 

Un vector pCSG, que es un vector de expresión para células animales que incluye el elemento de SAR de CSP-B en 30
el extremo 5’ del promotor, y un vector pSGC, que es un vector de expresión para células animales que incluye el 
elemento de SAR de CSP-B en el extremo 3’ del sitio de terminación de la transcripción se construyeron a través de 
los procedimientos que se describen posteriormente.

Se realizó una PCR usando pSV-β-gal/SAR de CSP-B (F) (pCS-β-gal) como una plantilla y cebadores (SEQ ID Nº35
24 y 10) que incluyen las enzimas de restricción Cla I y Sma I, seguido por tratamiento con las enzimas de 
restricción Cla I y Sma I, obteniendo de ese modo un fragmento de ADN de SAR de CSP-B. El vector pM(R)SG se 
trató con las enzimas de restricción Cla I y Sma I para retirar la MAR, seguido por la integración de la SAR de CSP-B
tratada con la misma enzima de restricción, construyendo de ese modo el vector pC(R)SG. 

SEQ ID Nº 24: SAR de CSP-B de sentido Cla I40

5'-AAA AAT CGA TAT GAC CAT GAT TAC GCC AAG-3' (30mero)

SEQ ID Nº 10: SAR de CSP-B antisentido Sma I

5'-TCC CCC GGG GAA TTC AAA CAA CTC AAT AGC-3' (30mero)

El elemento de SAR de CSP-B tratado con la enzima de restricción Sac II a partir del vector pC(R)SG se integró en 
el vector pSG tratado con la misma enzima de restricción, construyendo de ese modo el vector pC(F)SG.45

A fin de construir el vector pSGC, se construyeron cebadores (SEQ ID Nº 25 y 26) de modo que incluyeran la enzima 
de restricción Nar I en ambos extremos de la SAR de CSP-B, y se realizó una PCR usando el pC(F)SG como una 

E12764826
17-02-2017ES 2 617 217 T3

 



13  

plantilla. El producto de PCR se trató con la enzima de restricción Nar I y se integró en el vector pSG tratado con la 
misma enzima de restricción, construyendo de ese modo los vectores pSGC(F) y pSGC(R). 

SEQ ID Nº 25: SAR de CSP-B de sentido Nar I

5'-AAA AGG CGC CGA ATT CAA ACA ACT CAA TAG C-3' (31mero)

SEQ ID Nº 26: SAR de CSP-B antisentido Nar I5

5'-AAA AGG CGC CAT GAC CAT GAT TAC GCC AAG-3' (30mero)

2-9: Construcción de los vectores pMMSG, pMSGM, pMSGC y pMSGI 

Un vector pMMSG, que es un vector de expresión para células animales que incluye 2 copias de los elementos de 
MAR de globina ß en el extremo 5’ del promotor, y un vector pMSGM, que es un vector de expresión para células 
animales que incluye los elementos de MAR de globina ß en el extremo 5’ del promotor y el extremo 3’ del sitio de 10
terminación de la transcripción, respectivamente, se construyeron a través de los procedimientos que se describen 
posteriormente.

Se realizó una PCR usando el vector pM(R)SG como una plantilla y cebadores (SEQ ID Nº 21 y 27) que incluían 
enzimas de restricción Nar I y Cla I en ambos extremos de la MAR. A continuación, el producto de PCR se trató con 15
las enzimas de restricción Nar I y Cla I y se integró en el vector pM(R)SG tratado con la enzima de restricción Cla I, 
construyendo de ese modo el vector pM(R)M(R)SG. 

SEQ ID Nº 21: MAR de β-globina de sentido Nar I

5'-AAA AGG CGC CCC TCC TGA GTA GCT GGG ACT A-3' (31mero)

SEQ ID Nº 27: MAR de β-globina Cla I20

5'-AAA ATC GAT TT CTT CCT CTT TAG GTT CTC C-3' (31mero)

A fin de construir los vectores pM(R)SGM, pM(R)SGC y pM(R)SGI, los vectores pSGM(F), pSGC(F) y pSGI(F) se 
trataron con la enzima de restricción Nar I para separar individualmente la MAR de globina ß, el elemento de SAR de 
CSP-B o el elemento de SAR de interferón ß y se integraron en el vector pM(R)SG tratado con la misma enzima de 
restricción, construyendo de ese modo los vectores pM(R)SGM(R), pM(R)SGC(F), pM(R)SGC(R), pM(R)SGI(F) y25
pM(R)SGI(R).

2-10: Construcción de los vectores pI(R)SGI, pI(R)SGC y pI(R)SGM 

Un vector de expresión para células animales que incluye una copia del elemento de SAR de interferón ß en el 
extremo 5’ del promotor y una copia del elemento de MAR de globina ß, el elemento de SAR de CSP-B y el 
elemento de SAR de interferón ß en el extremo 3’ del sitio de terminación de la transcripción se construyó a través 30
de los procedimientos que se describen posteriormente.

A fin de construir los vectores pI(R)SGI, pI(R)SGC y pI(R)SGM, se prepararon los elementos de MAR/SAR a partir 
de los vectores pSGI(F), pSGC(F) y pSGM(F) mediante tratamiento con la enzima de restricción Nar I, 
respectivamente. Los elementos de MAR/SAR separados y purificados se integraron en un vector pI(R)SG tratado 35
con la enzima de restricción Nar I, construyendo de ese modo los vectores pI(R)SGI(R), pI(R)SGI(F), pI(R)SGC(R), 
pI(R)SGC(F), pI(R)SGM(R) y pI(R)SGM(F).

2-11: Construcción de los vectores pCCSG, pCSGI, pCSGC y pCSGM 

Un vector pCCSG, que es un vector de expresión para células animales que incluye 2 copias del elemento de SAR 
de CSP-B en el extremo 5’ del promotor, se construyó a través de los procedimientos que se describen 40
posteriormente.

El vector pC(F)SG que incluye el elemento de SAR de CSP-B se trató con la enzima de restricción Hind III para ser 
separado, y a continuación se realizó la autoligación. De nuevo, lo resultante se trató con las enzimas de restricción 

E12764826
17-02-2017ES 2 617 217 T3

 



14  

Nhe I y Spe I para separar y purificar el elemento de SAR de CSP-B y a continuación se integró en el vector 
pC(F)SG tratado con la enzima de restricción Spe I, construyendo de ese modo un vector pC(F)C(F)SG.

A fin de construir los vectores pC(F)SGI, pC(F)SGC y pC(F)SGM, los elementos de MAR/SAR se separaron de los 
vectores pSGI(F), pSGC(F) y pSGM(F) mediante tratamiento con la enzima de restricción Nar I, respectivamente. 5
Los elementos de MAR/SAR separados y purificados se integraron en el vector pC(F)SG tratado con la enzima de 
restricción Nar I, construyendo de ese modo los vectores pC(F)SGI(R), pC(F)SGI(F), pC(F)SGC(R), pC(F)SGC(F), 
pC(F)SGM(R) y pC(F)SGM(F).

2-12: Construcción de un vector de expresión que incluye promotor de EF1α de ratón y mutante del mismo

Un promotor de EF1α de ratón se separó de ADN genómico asegurado de tejido de saco vitelino de ratón usando un 10
estuche de aislamiento de ADN (DNeasy Blood & Tissue Kit, QIAGEN).

Se añadieron 200 ng del ADN genómico, 10 pmol de cada cebador (SEQ ID Nº 28 y 29) y agua a Maxime PCR 
Premix (i-pfu) (Intron biotechnology) a fin de tener un volumen total de 20 μl para realizar una reacción en cadena de 
la polimerasa (PCR). Las condiciones de reacción eran como sigue. Después de un procedimiento de realizar 15
secuencialmente una reacción a 94°C durante 5 minutos, 94°C durante 30 segundos, 56°C durante 1 minuto y 72°C 
durante 3 minutos efectuado en un ciclador término durante 25 ciclos, se efectuó una reacción final a 72°C durante 5 
minutos, seguido por separación y purificación usando un estuche de separación (GeneAllR Expin™ PCR SV, 
Geneall). 

SEQ ID Nº 28: mEF1α-F20

5'-TTT TAT CGA TAG CGG AGT AAG GAA GAG TAG-3

SEQ ID Nº 29: mEF1α-R

5'-TTT TGC TAG CAG CGG TGG TTT TCA CAA CAC-3'

Después de que el promotor de SV40 se retirara del vector de expresión pM(R)SG usando Cla I y Nhe I, un promotor 
de EF1α de ratón tratado con las mismas enzimas de restricción se integró, construyendo de ese modo un vector de 25
expresión pMmEG.

A fin de sustituir la timina situada en una quinta posición de TATATAA, que es una secuencia TATA del promotor de 
EF1α de ratón, por adenina, se construyó un cebador de PCR que incluía una secuencia sustituida como la descrita 
posteriormente, induciendo de ese modo una mutación de un solo par de bases (Jaeger E., 1997).30

Después de que se realizara una PCR primaria al mezclar el cebador 1 y 3 (SEQ ID Nº 30 y 32) en un tubo 1 y el 
cebador 2 y 4 (SEQ ID Nº 31 y 33) en un tubo 2, respectivamente, usando el vector de expresión pMmEG como una 
plantilla, cada uno de los productos obtenidos en los dos tubos se purificó, y los productos purificados se mezclaron 
entre sí. A continuación, se realizó una PCR secundaria en las mismas condiciones usando el producto de PCR 35
mixto como una plantilla y el cebador 1 y 4. El producto de PCR se trató con Kpn I y Spe I, y a continuación un 
mutante de promotor de EF1α de ratón (mEF1α(TA)) se aseguró usando un estuche de separación. Después de que 
el vector de expresión pMmEG se tratara con Kpn I y Spe I para retirar el promotor de EF1α de ratón, un mutante de 
promotor de EF1α de ratón (mEF1α(TA), SEQ ID Nº 34) tratado con la misma enzima de restricción se integró, 
construyendo de ese modo un vector pMmEG(TA). 40

SEQ ID Nº 30: mEF-tata-1

5'-TCC CAG GGA CCG TCG CTA AAT TCT CAT AAC-3'

SEQ ID Nº 31: mEF-tata-2

5'-GAA CGG TAT AAA AGT GCG GCA GTC GCC TTG-3'

SEQ ID Nº 32: mEF-tata-345

5'-CAA GGC GAC TGC CGC ACT TTT ATA CCG TTC-3'

SEQ ID Nº 33: mEF-tata-4
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5'-GCT CCG CTC AAA ACT CAA GGG GAC AAA TTC-3'

2-13: Construcción del vector de expresión pmED

Después de que el vector pC(R)SG se tratara con la enzima de restricción Sac I para retirar SAR de CSP-B y a 
continuación se autoligara, lo resultante se trató con las enzimas de restricción Cla I y Nhe I, construyendo de ese 
modo pG. El vector pMmEG (TA) se trató con las enzimas de restricción Cla I y Nhe I para separar el mutante de 5
EF1α de ratón y a continuación se integró en el pG tratado con la misma enzima de restricción, construyendo de ese 
modo un vector pmEG.

2-14: Construcción del vector de expresión pC(F)mEGM(R)/ pM(R)mEGC(F)/ pM(R)M(R)mEG 

El mutante del promotor de EF1α de ratón se integró en un vector de expresión que incluye 2 copias de MAR/SAR 
que tiene alta eficacia de expresión, construyendo de ese modo un vector de expresión como el descrito 10
posteriormente.

Después de que el vector de expresión pMmEG(TA) se tratara con las enzimas de restricción Cla I y Nhe I para 
separar el mutante de promotor de EF1α de ratón, los vectores de expresión pC(F)SGM(R), pM(R)SGC(F) y
pM(R)M(R)SG se trataron con las mismas enzimas de restricción para retirar el promotor de SV40, y el mutante de 15
promotor de EF1α de ratón separado se integró en los mismos, construyendo de ese modo un mapa de vector de 
expresión pC(F)mEGM(R) de la FIG. 2, un mapa de vector de expresión pM(R)mEGC(F) de la FIG. 3 y un mapa de 
vector de expresión pM(R)M(R)mEG de la FIG. 4.

En este caso, la información del vector pC(F)mEGM(R) construido (SEQ ID Nº 35) era como sigue. 20

Tabla 3

tamaño del vector (pb) 8664

principio final Tamaño (pb)

mEF1α(TA) 1 1416 1416

MCS 1417 1445 29

Señal de poliA del antígeno pequeño de SV40 1446 1580 135

terminador 1581 1652 72

MAR de β-globina humana (R) 1834 4802 2969

Amp 5243 6103 861

Origen de ColE1 6263 6877 615

CSP-B-SAR(F) 7352 8584 1233

Ejemplo 3: Desarrollo de una línea celular transfectada

3-1: Transfección usando una línea de células hospedadoras adherente

Una línea celular CHO DG44 deficiente en gen DHFR (Dr. Chasin, Columbia University) se cultivó en un medio MEM 25
(medio esencial mínimo, Gibco BRL) con 10% de suero bovino fetal. Se inocularon 2x105 células en una placa de 6 
pocillos que contenía 2 ml del medio y se cultivaron durante la noche a 37°C en la incubadora de CO2 al 5% hasta 
que se producía la transfección.

La transfección se llevó a cabo mediante un método mediado por liposomas. Un vector pDCHIP que incluye un gen 30
DHFR en un vector pSP72, que es un vector comercializado, se cotransfectó con cada vector de prueba en una 
relación molar de 100:1. Se mezclaron 2 ug de cada vector con GeneJuice (MERCK, Alemania), que es un tipo de 
tensioactivo graso, y un medio MEM libre de suero para reaccionar entre sí a temperatura ambiente durante 45 
minutos y a continuación se añadieron a células lavadas junto con el medio. A continuación, las células
transfectadas se cultivaron durante 6 horas y se retiró un medio de cultivo. Para seleccionar la línea celular 35
transfectada, las células se incubaron en el medio MEM sin nucleósido. Después de 2 semanas, se obtuvieron 
células inicialmente adaptadas y las células se adaptaron continuamente a MTX 10 nM y 100 nM, asegurando de 
ese modo líneas celulares estables, respectivamente.
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3-2: Transfección usando una línea de células hospedadoras cultivadas en suspensión

Una línea de células hospedadoras CHO DG44 adaptada al cultivo en suspensión se subcultivó en un medio 
comercial libre de suero. Antes de 1 día de la transfección, se realizó el subcultivo, y el vector pDCHIP y cada vector 
de prueba se transfectó con electroporación. Para seleccionar la línea celular transfectada, las células se incubaron 
en el medio comercial libre se suero sin nucleósido. Después de 2 semanas, se obtuvieron células inicialmente 5
adaptadas y las células se adaptaron continuamente a MTX 10 nM y 100 nM, asegurando de ese modo líneas 
celulares estables, respectivamente.

Ejemplo 4: Ejemplo experimental: experimento para confirmar la potencia de expresión

4-1: Construcción del vector de expresión para expresar proteína de VEGF recombinante 

Después de obtener genes proteínicos recombinantes subclonados en los vectores pT7blue y pCR 2.1, se cortaron 10
mediante enzimas de restricción. Cada vector construido en el Ejemplo 2 se cortó mediante las mismas enzimas de 
restricción que en el gen proteínico recombinante y se integró en cada vector, construyendo de ese modo un vector 
de expresión.

A fin de verificar la eficacia de los vectores construidos en el Ejemplo 2 sobre la expresión génica, un gen de factor 15
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) humano se amplificó mediante PCR usando un cebador de sentido (SEQ 
ID Nº 36) y un cebador antisentido (SEQ ID Nº 37). Después de que el producto de PCR se tratara con las enzimas 
de restricción Nhe I y Xho I para asegurar el gen de VEGF, los vectores construidos en los Ejemplos se escindieron 
mediante la misma enzima de restricción, y el gen de VEGR asegurado se integró en estos vectores, construyendo 
de ese modo vectores de expresión. 20

SEQ ID Nº 36: vegf-5

5'-CTA GCTAGCCACCATGAACTTTCTGCTGTCTTGGG-3'

SEQ ID Nº 37: vegf-3

5'-GAAGATCTCACCGCCTCGGCTTGTCAC-3'

4-2: Construcción de vector de expresión para expresar proteína de anticuerpo recombinante25

A fin de verificar la eficacia de los vectores construidos en los Ejemplos sobre la expresión génica, se construyó un
vector de expresión para expresar gen de anticuerpo anti-CD20 recombinante.

Después de que un gen de cadena pesada del anticuerpo recombinante se tratara con las enzimas de restricción Bgl 
II y Xho I, y una cadena ligera se tratara con las enzimas de restricción Nhe I y Xho I, respectivamente, los genes 30
tratados se integraron en los vectores de los Ejemplos tratados con las mismas enzimas de restricción, construyendo 
de ese modo vectores de expresión.

4-3: Establecimiento de una línea celular adherente transfectada

Estos vectores de expresión se introdujeron en la línea de células hospedadoras CHO DG44. Después de que 2x105

células se inocularan en una placa de 6 pocillos y se cultivaran a 37°C durante 24 horas en la incubadora de CO2 al 35
5%, este vector de expresión (2 μg) y un minigén de DHFR se mezclaron en una relación de 100:1 y se introdujeron 
en las células CHO conjuntamente mediante transfección mediada por liposomas, tal como lipofectamina, Dosper o 
similares. Después de 6 horas de introducción, el medio de cultivo se cargó a un medio de crecimiento y a 
continuación el cultivo celular se mantuvo durante 48 horas.

40
La línea celular transfectada se cultivó en metotrexato (MTX) secuencialmente creciente a una concentración de 0
nM, 10 nM y 100 nM en un medio selectivo (medio MEM-α con 10% de FBS dializado inactivado térmicamente y sin 
nucleósido). La línea celular transfectada se inoculó a 2×105 células/pocillo (2 ml) a cada concentración de MTX y se 
cultivó durante 4 días, y, a continuación, el fluido de cultivo se recogió, seguido por analizar la absorbancia usando 
un estuche de ELISA (R&D Systems, DY293).45

Los resultados obtenidos al medir la velocidad de expresión del VEGF usando la absorbancia con respecto a los 
vectores pI(F)SG, pI(R)SG, pSGI(F), pSGI(R), pC(F)SG, pC (R) SG, pSGC(F), pSGC(R), pM(R)SG, pM(F)SG, 
pSGM(F) y pSGM(R) se mostraban en la FIG. 5.
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4-4: Establecimiento de línea célular cultivada en suspensión transfectada y medida de la productividad de VEGF 

Estos vectores de expresión se introdujeron en la línea de células hospedadoras CHO DG44 adaptada al cultivo en 
suspensión. Después de que las células se añadieran a un matraz a una concentración de 5×105 células/ml y se 
incubaran a 37°C con agitación durante 24 horas en la incubadora de CO2 al 5%, los vectores de expresión de 
VEGF y el vector pDCHIP se mezclaron entre sí en una relación molar de 100:1 y se introdujeron conjuntamente en 5
las células CHO mediante electroporación. Después de aproximadamente 3 días de transfección, el medio de cultivo 
se cambio por un medio selectivo y a continuación el cultivo se realizó de nuevo durante de 2 a 3 semanas.

La línea celular transfectada se cultivó en medio al que se había añadido metotrexato (MTX) y las células adaptadas 
a cada etapa de MTX se inocularon en una placa de 6 pocillos en 2×105 células/pocillo (2 ml) y se cultivaron durante 
4 días. Posteriormente, el fluido de cultivo se recogió y se analizó mediante absorbancia usando un estuche de 10
ELISA (R&D Systems, DY293).

En primer lugar, se midió la velocidad de expresión del VEGF (FIG. 6) usando la absorbancia con respecto a los 
vectores pI(F)SG, pI(R)SG, pSGI(F), pSGI(R), pC(F)SG, pC(R)SG, pSGC(F), pSGC(R), pM(R)SG, pM(F)SG, 
pSGM(F) y pSGM(R), y los resultados obtenidos se compararon con los del Ejemplo 4-3 mostrado en la FIG. 5. A 15
partir del resultado, se seleccionaron dos copias de combinaciones de MAR/SAR. Se efectuó una combinación de 
modo que se seleccionaran I(R), C(F) y M(R) aguas arriba del promotor y los elementos de MAR y SAR como 
orientación directa e inversa se seleccionaron aguas abajo del sitio de terminación de la transcripción.

Posteriormente, la velocidad de expresión del VEGF se midió mediante la absorbancia con respecto a los vectores 20
pI(R)SGM(F), pI(R)SGM(R), pI(R)SGI(F), pI(R)SGI(R), pI(R)SGC(F), pI(R)SGC(R), pC(F)SGM(F), pC(F)SGM(R), 
pC(F)SGI(F), pC(F)SGI(R), pC(F)SGC(F), pC(F)SGC(R), pC(F)C(F)SG, pM(R)SGC(F), pM(R)SGC(R), pM(R)SGI(F), 
pM(R)SGI(R), pM(R)SGM(R) y pM(R)M(R)SG usando la combinación seleccionada. Según se muestra en la FIG. 7, 
los vectores pC(F)SGM(R), pM(R)SGC(F) y pM(R)M(R)SG tenían una productividad significativamente alta en 
comparación con otros vectores. Esto es, se confirmaba que en el caso de combinar entre sí el elemento de MAR y 25
el elemento de SAR, la proteína diana se expresaba altamente. Particularmente, el pC(F)SGM(R) tenía una 
velocidad de expresión significativamente alta en comparación con el vector pM(R)M(R)SG que tenía dos elementos
de MAR. Esto indica que una combinación del elemento de MAR y el elemento de SAR es más eficaz que el caso de 
incluir dos elementos de MAR y la proteína se puede producir a un nivel industrial rentable usando esta
combinación.30

De nuevo, la velocidad de expresión del VEGF se midió mediante el método de ELISA con respecto a los tres 
vectores seleccionados (pC(F)SGM(R), pM(R)SGC(F) y pM(R)M(R)SG)) (FIG. 8). Además, la velocidad de expresión 
del VEGF se midió usando la absorbancia (FIG. 9) con respecto al vector de expresión pC(F)mEGM(R) (SEQ ID Nº
35) de la FIG. 2 en el Ejemplo 2-14 en el que el promotor de SV40 del mismo se sustituía por mutante de promotor 35
de mEF1α, el vector de expresión pM(R)mEGC(F) de la FIG. 3 en el Ejemplo 2-14 y el vector de expresión
pM(R)M(R)mEG que tiene un mapa de escisión de la FIG. 4 en el Ejemplo 2-14. Como resultado, según se muestra 
en las FIG. 8 y 9, después de sustituir el promotor de SV40 por el mutante del promotor de mEF1α, en los casos de 
los tres vectores, la productividad de VEGF se incrementaba en 5 veces o más. Particularmente, en el caso del 
vector pC(F)mEGM(R), la productividad se incrementaba en 20 veces o más.40

El resultado experimental que se describe anteriormente indica que se obtenía un efecto sinérgico significativo al 
aplicar el mutante de promotor de mEF1α a la combinación del elemento de MAR y el elemento de SAR.

4-5: Medida de la productividad de proteína de anticuerpo recombinante

Mientras tanto, se construyeron vectores de expresión para proteína de anticuerpo recombinante mediante el 45
método del Ejemplo 4-2 con respecto a los tres tipos de vectores, y las líneas celulares productoras de anticuerpo se 
transfectaron con los métodos de los Ejemplos 4-4 y se cultivaron en medio selectivo durante de 2 a 3 semanas. Las 
líneas celulares transfectadas se inocularon en una placa de 6 pocillos en 2×105 células/pocillo (2 ml) y se cultivaron 
durante 6 días y a continuación se recogió un fluido de cultivo, seguido por analizar una velocidad de expresión de 
anticuerpo usando un estuche de ELISA (PanGen Biotech., PGK1002).50

Como resultado, según se muestra en la FIG. 10, en el caso de usar el mutante de promotor de mEF1α, la 
productividad del anticuerpo se incrementaba en 3 veces o más en los tres vectores, en comparación con el caso de 
usar el promotor de SV40. Particularmente, la productividad del vector pC(F)mEGM(R) se incrementaba en 10 veces 
o más.55

Puesto que se analizaba que la productividad medida después de sustituir el promotor de SV40 por el mutante de 
promotor de mEF1α y adaptarse a una concentración de MTX de 0 nM era aproximadamente 2 veces superior en 
comparación con la productividad analizada después de la amplificación con MTX en el caso de usar el promotor de 
SV40, el resultado que se describe anteriormente indica que se pueden obtener líneas celulares de alta expresión 60
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sin realizar la amplificación con MTX. Esto es, en comparación con la técnica relacionada, se confirmaba que la 
productividad se mejoraba en un nivel industrialmente rentable al combinar el mutante de promotor de mEF1α en la 
combinación del elemento de MAR y el elemento de SAR según la presente invención.

Mientras tanto, al producir el anticuerpo recombinante, en el caso de usar la combinación del elemento de MAR y el5
elemento de SAR con mutante de promotor de EF1α de ratón, la productividad se mejoraba significativamente en 
comparación con el caso de usar 2 copias de los elementos de MAR con mutante de promotor de EF1α de ratón. Se 
puede sugerir a partir de este resultado experimental que el efecto sinérgico se obtenía al aplicar el mutante de 
promotor de EF1α de ratón a la combinación del elemento de MAR y el elemento de SAR.

4-6: Confirmación del efecto de mutante de promotor de EF1α de ratón10

A fin de probar un efecto del mutante de promotor de EF1α de ratón construido en el Ejemplo 2-12, se construyeron 
un pMhEG en el que se integraba un promotor de EF1α humano y un pMcEG en el que se integraba un promotor de 
EF1α de ovario de hámster chino (CHO) y se compararon con el promotor de EF1α de ratón y los mutantes del
Ejemplo 2-12.

En primer lugar, el vector pMhEG se construyó como sigue. Se realizó una PCR dirigida a un sitio promotor de EF1α 15
humano del vector pEF/myc/cyto (Invitrogen) usando los cebadores de SEQ ID Nº 38 y 39. 

SEQ ID Nº 38: 5'-TCG ATC GAA TTC AAG TT CGT GAG G-3'

SEQ ID Nº 39: 5'-GCT AGC GTG TTC ACG ACA CCT GAA ATG-3'

Posteriormente, el producto de PCR se trató con las enzimas de restricción Cla I y Nhe I, seguido por separación y 
purificación de gel de agarosa al 1%. A continuación, el producto de PCR purificado se integró en el vector pM(R)SG 20
tratado con la misma enzima de restricción, construyendo de ese modo el vector pMhEG.

Además, el vector pMcEG se construyó como sigue. Las células CHO DG44 que se subcultivaban (1×106) se 
pusieron en un microtubo y se centrifugaron a 3.000 rpm durante 1 minuto para asegurar las células, y se preparó 
ADN genómico de CHO usando un DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN). A continuación, se realizó una PCR 25
usando los cebadores de SEQ ID Nº 40 y 41, obteniendo de ese modo un promotor de EF1α de CHO (número de 
registro del Genbank AY188393). 

SEQ ID Nº 40: chEF1A-F

5'-TAT CGA TAG TGG AGT CAG GAA GGG TAG-3'

SEQ ID Nº 41: chEF1A-R30

5'-TGC TAG CAG CGG TGG TTT TCA CAA CAC-3'

El producto de PCR se trató con las enzimas de restricción ClaI y NheI, seguido por separación y purificación de gel 
de agarosa al 1%. A continuación, el producto de PCR purificado se integró en el vector pM(R)SG tratado con las 
mismas enzimas de restricción, construyendo de ese modo el vector pMcEG.

35
Posteriormente, se produjeron anticuerpos recombinantes usando el pM(R)SG del Ejemplo 2-4 y el pMmEG y el 
pMmEG(TA) del Ejemplo 2-12, y los vectores pMhEG y pMcEG obtenidos según se describe anteriormente mediante 
el mismo método del Ejemplo 4-5.

Como resultado, según se muestra en la FIG. 11, se confirmó que en el caso de usar el promotor de EF1α de ratón, 40
la productividad era superior que en el caso de usar el promotor de EF1α humano o el promotor de EF1α de CHO y,
en el caso del mutante del promotor de EF1α de ratón de SEQ ID Nº 34, la productividad se mejoraba 
significativamente en comparación con el caso de usar el promotor de SV40 o el promotor de EF1α de ratón, o
similares.
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Lista de secuencias

<110> Pangen Biotech Inc.

<120> Vector de expresión para célula animal

<130> PP-B1101

<150> KR10-2011-00287645

< 151> 2011-03-30

<160> 41

<170> KopatentIn 2.0

<210> 1

< 211> 2010

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador de MAR de globina ß humana

<400> 115

tttttcctct ttaggttctc 20

<210> 2

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial20

<220>

< 223> Cebador de MAR de globina ß humana

<400> 2

cctcctgagt agctggggac 20

<210> 325

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial
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<220>

< 223> Cebador de SAR de CSP-B

<400> 3

ggatcccatt ctccttgatg 20

<210> 45

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador de SAR de CSP-B10

<400> 4

gaattcaaac aactcaatag 20

<210> 5

< 211> 20

< 212> ADN15

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador de SAR de interferón ß

<400> 5

gaattcagca aggtcgccac 2020

<210> 6

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>25

< 223> Cebador de SAR de interferón ß

<400> 6

ttgtatcaac tttctacaat 20
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<210> 7

< 211> 43

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>5

< 223> Cebador de sentido para construir el vector pSV-beta-gal/ver1

<400> 7

gcactagtcc cgggcccatg attacgaatt cgcgcagcac cat 43

<210> 8

< 211> 2910

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador antisentido para construir el vector pSV-beta-gal/ver1

<400> 815

gcaagctttt tgcaaaagcc taggcctcc 29

<210> 9

< 211> 27

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial20

<220>

< 223> Cebador de sentido de SAR de CSP-B

<400> 9

tttactagtg gatcccattc tccttga 27

<210> 1025

< 211> 30

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial
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<220>

< 223> Cebador antisentido de SAR de CSP-B

<400> 10

tcccccgggg aattcaaaca actcaatagc 30

<210> 115

< 211> 86

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Secuencia de sentido del sitio de terminación de gastrina10

<400> 11 

<210> 12

< 211> 86

< 212> ADN15

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Secuencia antisentido del sitio de terminación de gastrina usado en el vector pSG

<400> 12 

20

<210> 13

< 211> 36

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>25

< 223> Cebador ML1 para amplificar el elemento de MAR de globina ß humana en el vector pMS

<400> 13
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tccccgcggc ccgggcctcc tgagtagctg gggact 36

<210> 14

< 211> 34

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial5

<220>

< 223> Cebador MR1 para amplificar el elemento de MAR de globina ß humana en el vector pMS

<400> 14

ttggggccca tcgatttttc ctctttaggt tctc 34

<210> 1510

< 211> 39

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador TL1 del sitio de terminación de gastrina en el vector pSG 15

<400> 15

gaagatctgt taactcgaga acttgtttat tgcagctta 39

<210> 16

< 211> 20

< 212> ADN20

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador TR1 del sitio de terminación de gastrina en el vector pSG 

<400> 16

gtgccagctt gcatgcctgc 2025

<210> 17

< 211> 46

< 212> ADN
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< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador PL1 para fusionar promotor del virus SV40 y el sitio de multiclonación

<400> 17

ccgggcccat cgataagctt gatcccgcgc agcaccatgg cctgaa 465

<210> 18

< 211> 40

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>10

< 223> Cebador PR1 para fusionar promotor del virus SV40 y el sitio de multiclonación

<400> 18

gaagatctgc ggccgctagc aagctttttg caaaagccta 40

<210> 19

< 211> 2315

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador para aislar elemento de MAR de globina ß humana en el vector pM(R)SG

<400> 1920

ttttccgcgg ttttcctctt tag 23

<210> 20

< 211> 22

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial25

<220>

< 223> Cebador para aislar elemento de MAR de globina ß humana en el vector pM(R)SG

<400> 20
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ttttatcgat cctcctgagt ag 22

<210> 21

< 211> 31

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial5

<220>

< 223> MAR de globina ß de sentido Nar I

<400> 21

aaaaggcgcc cctcctgagt agctgggact a 31

<210> 2210

< 211> 31

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> MAR de globina ß antisentido Nar I15

<400> 22

aaaaggcgcc ttcttcctct ttaggttctc c 31

<210> 23

< 211> 22

< 212> ADN20

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> ligador 

<400> 23

ggccggcgcc gaattcggcg cc 2225

<210> 24

< 211> 30

< 212> ADN
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< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> SAR de CSP-B de sentido Cla I

<400> 24

aaaaatcgat atgaccatga ttacgccaag 305

<210> 25

< 211> 31

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>10

< 223> SAR de CSP-B antisentido Sma I

<400> 25

aaaaggcgcc gaattcaaac aactcaatag c 31

<210> 26

< 211> 3015

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> SAR de CSP-B antisentido Nar I

<400> 2620

aaaaggcgcc atgaccatga ttacgccaag 30

<210> 27

< 211> 30

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial25

<220>

< 223> MAR de globina ß Cla I

<400> 27
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aaaatcgatt tcttcctctt taggttctcc 30

<210> 28

< 211> 30

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial5

<220>

< 223> Cebador de mEF1 alfa-F

<400> 28

ttttatcgat agcggagtaa ggaagagtag 30

<210> 2910

< 211> 30

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador de mEF1α-R15

<400> 29

ttttgctagc agcggtggtt ttcacaacac 30

<210> 30

< 211> 30

< 212> ADN20

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador de mEF-tata-1

<400> 30

tcccagggac cgtcgctaaa ttctcataac 3025

<210> 31

< 211> 30

< 212> ADN
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< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador de mEF-tata-2

<400> 31

gaacggtata aaagtgcggc agtcgccttg 305

<210> 32

< 211> 30

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>10

< 223> Cebador de mEF-tata-3

<400> 32

caaggcgact gccgcacttt tataccgttc 30

<210> 33

< 211> 3015

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador de mEF-tata-4

<400> 3320

gctccgctca aaactcaagg ggacaaattc 30

<210> 34

< 211> 1416

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial25

<220>

< 223> Mutante del promotor de EF1α de ratón

<400> 34 

E12764826
17-02-2017ES 2 617 217 T3

 



29  

<210> 35

< 211> 8664

< 212> ADN5

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Vector pC(F)mEGM(R) 

<400> 35 
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<210> 36

< 211> 35

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial5

<220>

< 223> Cebador vegf-5

<400> 36

ctagctagcc accatgaact ttctgctgtc ttggg 35

E12764826
17-02-2017ES 2 617 217 T3

 



35  

<210> 37

< 211> 27

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>5

< 223> Cebador vegf-3 

<400> 37

gaagatctca ccgcctcggc ttgtcac 27

<210> 38

< 211> 2410

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador para amplificar la región promotora de EF1 humano en el vector pEF/myc/cyto

<400> 3815

tcgatcgaat tcaagttcgt gagg 24

<210> 39

< 211> 27

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial20

<220>

< 223> Cebador para amplificar la región promotora de EF1 humano en el vector pEF/myc/cyto

<400> 39

gctagcgtgt tcacgacacc tgaaatg 27

<210> 4025

< 211> 27

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial
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<220>

< 223> Cebador chEF1A-F

<400> 40

tatcgatagt ggagtcagga agggtag 27

<210> 415

< 211> 27

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador chEF1A-R10

<400> 41

tgctagcagc ggtggttttc acaacac 27
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de expresión para células animales que comprende al menos una copia de elemento de MAR (región 
de unión a la matriz) y elemento de SAR (región de unión al armazón) en el extremo 5' de un promotor y/o el 
extremo 3' de un sitio de terminación de la transcripción, todos los cuales están ligados operativamente entre sí 
dentro del vector de expresión, en donde el promotor es un mutante de promotor de EF1α de ratón y tiene la 5
secuencia génica de SEQ ID Nº 34.

2. El vector de expresión para células animales según la reivindicación 1, en el que el elemento de MAR y el
elemento de SAR están situados adyacentes entre sí o separados uno de otro por una secuencia codificante o no 
codificante.10

3. El vector de expresión para células animales según la reivindicación 1, en donde el vector incluye el elemento de 
MAR o el elemento de SAR en orientación directa o inversa.

4. El vector de expresión para células animales según la reivindicación 1, en el que el elemento de MAR es el15
elemento de MAR de globina ß.

5. El vector de expresión para células animales según la reivindicación 1, en el que el elemento de SAR es el 
elemento de SAR de CSP-B o el elemento de SAR de interferón ß.

20
6. El vector de expresión para células animales según la reivindicación 1, en el que la señal de poliadenilación está 
ligada al extremo 5' del sitio de terminación de la transcripción.

7. El vector de expresión para células animales según la reivindicación 1, en el que un gen diana cuya expresión es 
regulada por el promotor se integra en el vector de expresión y en el que dicho gen diana está ligado operativamente 25
al promotor.

8. Un vector de expresión para células animales que incluye al menos una copia de un elemento de MAR de globina 
ß, un elemento de SAR de CSP-B en el extremo 5' de un promotor y/o el extremo 3' de un sitio de terminación de la 
transcripción como un vector de expresión para células animales que incluye el promotor ligado operativamente al 30
mismo y el sitio de terminación de la transcripción, en el que el promotor es un mutante de promotor de EF1α de 
ratón que tiene la secuencia génica de SEQ ID Nº 34.

9. El vector de expresión para células animales según la reivindicación 8, en el que el vector es pC(F)mEGM(R) que 
tiene la secuencia génica de SEQ ID Nº 35.35

10. Un microorganismo recombinante que comprende el vector de expresión para células animales según una 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

11. Una célula animal recombinante que comprende el vector de expresión para células animales según las40
reivindicaciones 1 a 9, en el que la célula animal se selecciona del grupo que consiste en células CHO, células Hela, 
células BHK, células NIH/3T3, células COS-1, células COS-7, células CHO-K1 y células HEK293.

12. Una célula animal recombinante según la reivindicación 11, en el que la célula comprende el vector de expresión 
para células animales según la reivindicación 7.45

13. Un método para la producción de una proteína diana, en donde el método comprende las etapas de: (a) cultivar 
una célula animal recombinante según la reivindicación 12 a fin de expresar la proteína diana; y (b) recuperar la 
proteína diana.
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