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DESCRIPCIÓN 
 
Casete de expresión 
 
Campo de la invención 5 
 
La presente invención se refiere a un casete de expresión útil para la expresión de una secuencia de polinucleótidos 
que codifica un polipéptido. La presente invención también se dirige a vectores y células huésped que comprenden 
el casete de expresión y usos del casete de expresión para la producción de un polipéptido a partir de una célula 
huésped. 10 
 
Antecedentes de la invención 
 
Los sistemas de expresión para la producción de polipéptidos recombinantes se conocen bien en el estado de la 
técnica y se describen por, por ejemplo, Marino MH (1989) Biopharm, 2: 18-33; Goeddel DV et al., (1990) Methods 15 
Enzymol 185: 3-7; Wurm F & Bernard A (1999) Curr Opin Biotechnol 10: 156-159. Los polipéptidos para su uso en 
aplicaciones farmacéuticas se producen preferiblemente en células de mamífero tales como células CHO, células 
NSO, células SP2/0, células COS, células HEK, células BHK, o similares. Los elementos esenciales de un vector de 
expresión usado para este propósito normalmente se seleccionan de una unidad de propagación de plásmido 
procariota, por ejemplo, E. coli, que comprende un origen de replicación procariota y un marcador de selección 20 
procariota, opcionalmente un marcador de selección eucariota, y uno o más casetes de expresión para la expresión 
de uno o más genes estructurales de interés, comprendiendo cada uno un promotor, una secuencia de 
polinucleótidos que codifica un polipéptido y, opcionalmente, un terminador de la transcripción que incluye una señal 
de poliadenilación. Para la expresión transitoria en células de mamífero puede incluirse un origen de replicación de 
mamífero, tal como SV40 Ori u OriP. Como promotor, se puede seleccionar un promotor constitutivo o inducible. 25 
Para la transcripción optimizada, se puede incluir una secuencia Kozak en la región 5' no traducida. Para el 
procesamiento de ARNm, en particular el corte y empalme de ARNm y la terminación de la transcripción, se pueden 
incluir señales de corte y empalme de ARNm, dependiendo de la organización del gen estructural (organización de 
exón/intrón), así como una señal de poliadenilación. La expresión de un gen se realiza de forma transitoria o usando 
una línea celular estable. El nivel de expresión estable y alta de un polipéptido en una línea celular de producción es 30 
crucial para el proceso global de la producción de polipéptidos recombinantes. La demanda de moléculas biológicas 
tales como proteínas y específicamente anticuerpos o fragmentos de anticuerpos ha aumentado significativamente 
en los últimos años. El alto coste y el bajo rendimiento han sido factores limitantes en la disponibilidad de moléculas 
biológicas y ha sido un gran desafío desarrollar procesos robustos que aumenten el rendimiento de moléculas 
biológicas deseables a escala industrial. 35 
 
El documento EP1308510 enseña el uso de todo el promotor GAPDH para el cribado de agentes inductores de la 
apoptosis. En todas las realizaciones descritas en la solicitud citada, se usa el promotor completo. Incluso cuando 
las secuencias no traducidas se incluyen en las construcciones, se usan junto con el promotor completo. 
 40 
Por lo tanto, todavía existe la necesidad de mejorar la eficacia de los vectores de expresión para obtener alta 
expresión en la producción de polipéptidos recombinantes. 
 
Resumen de la invención 
 45 
La presente invención se refiere en general a sistemas de expresión tales como casetes de expresión y vectores de 
expresión que pueden usarse para obtener una expresión aumentada en la producción de polipéptidos 
recombinantes. En un aspecto, la presente descripción proporciona un casete de expresión que comprende un 
promotor, una secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido, y una secuencia de ADN genómico no 
traducida aguas abajo de un promotor de Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) eucariota, en el que el 50 
polipéptido codificado por la secuencia de polinucleótidos no es GAPDH, y en el que la secuencia de ADN genómico 
no traducida aguas abajo del promotor GAPDH eucariota se inicia en una región que abarca desde la posición de 
nucleótido de aproximadamente +1 a la posición de nucleótido de aproximadamente +7000, en el que la posición de 
nucleótido es relativa al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH, y en el que la longitud de la secuencia de 
ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor GAPDH eucariota es de aproximadamente 200 a 55 
aproximadamente 2800 nucleótidos. 
 
En un aspecto adicional, la presente descripción proporciona un casete de expresión que comprende un promotor, 
una secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido, y una secuencia de ADN genómico no traducida aguas 
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arriba de un promotor GAPDH eucariota, en el que el polipéptido codificado por la secuencia de polinucleótidos no 
es GAPDH, y en el que la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH eucariota se 
inicia en una región que abarca desde aproximadamente el extremo 5' del promotor GAPDH eucariota a la posición 
de nucleótido de aproximadamente -3500, en el que la posición de nucleótido es relativa al inicio de la transcripción 
del ARNm de GAPDH, en el que la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del 5 
promotor GAPDH eucariota es de 200 a aproximadamente 2800 nucleótidos, con la condición de que el casete de 
expresión no comprenda un promotor GAPDH eucariota o fragmentos del mismo. 
En un aspecto adicional, la presente descripción proporciona un vector de expresión que comprende un casete de 
expresión y una célula huésped que comprende un casete de expresión o un vector de expresión que comprende un 
casete de expresión. 10 
 
En aún aspectos adicionales, la presente descripción proporciona un método in vitro para la expresión de un 
polipéptido, que comprende transfectar una célula huésped con un casete de expresión o un vector de expresión y 
recuperar el polipéptido y el uso de un casete de expresión o un vector de expresión para la expresión de un 
polipéptido heterólogo de una célula huésped de mamífero. 15 
 
Breve descripción de las figuras 
 

La Figura 1 muestra la construcción de la expresión indicadora (REP) que consiste en el promotor de 
citomegalovirus de ratón (mCMV), fragmento aceptor de donante de Ig (IgDA) que contiene el primer intrón, 20 
cadena ligera de anticuerpo IgG1 (IgG1 LC), sitios de entrada ribosómica interna derivados del virus de la 
encefalomiocarditis (IRES), cadena pesada del anticuerpo IgG1 (IgG1 HC), proteína verde fluorescente 
(GFP) y señal de poliadenilación del virus simio 40 (poli (A)). 
La Figura 2 muestra la expresión transitoria del anticuerpo IgG1 en células CHO-S el día 5 después de la 
transfección (la media de títulos de IgG se representa gráficamente para dos transfecciones 25 
independientes). Las células se transfectaron usando los vectores GAPDH_A y GAPDH_B (GAPDH_A y 
GAPDH_B), los mismos vectores sin elementos GAPDH aguas arriba y aguas abajo (A y B) y el vector 
pGLEX41 como control (pGLEX41). La concentración del anticuerpo IgG1 acumulado en el sobrenadante 
se determinó usando el instrumento Octet (Fortebio, Menlo, CA, Estados Unidos). 
La Figura 3 muestra la expresión del anticuerpo IgG1 en células HEK293 EBNA. Las células se 30 
transfectaron usando los vectores GAPDH_A y GAPDH_B (GAPDH_A y GAPDH_B) y el vector pGLEX41 
como control (pGLEX41). El sobrenadante se recolectó y se analizó el día 10 después de la transfección 
usando el instrumento Octet. Los datos representan N = 3 transfecciones independientes en tubespin por 
vector. 
La Figura 4 muestra un estudio de nivel de expresión en una producción por lotes que usa grupos 35 
celulares. Las células se transfectaron y se crearon grupos de células estables usando vectores GAPDH_A 
y GAPDH_B (GAPDH_A(1), GAPDH_A(2), GAPDH_B(1) y GAPDH_B(2)), los mismos vectores sin los 
elementos de GAPDH aguas arriba y aguas abajo (A(1) y A(2)) y el vector pGLEX41 como control 
(pGLEX41). Después de 7 días de cultivo, el sobrenadante se analizó usando el instrumento Octet para el 
anticuerpo acumulado en el sobrenadante. La media de los títulos de IgG se da (μg/ml) para cada grupo. 40 
Los datos representan N = 2 lotes por grupo. 
La Figura 5 muestra un estudio de nivel de expresión en poblaciones generadas por transfección estable y 
dilución limitante. Las células se transfectaron usando los vectores GAPDH_A y GAPDH_B (GAPDH_A y 
GAPDH_B), los mismos vectores sin los elementos GAPDH aguas arriba y aguas abajo (A y B) y el vector 
pGLEX41 como control (pGLEX41). El valor medio de la fluorescencia de GFP expresado por clones y 45 
minigrupos de transfecciones estables se leyó 14 días después de la transfección. Las células se cultivaron 
bajo presión de selección en placas de 96 pocillos. Los datos representan N = 48 clones o minigrupos por 
vector. 
La Figura 6 muestra el efecto de los aditivos de medio insulina y PMA (forbol 12-miristato 13-acetato, un 
éster de forbol) sobre la expresión del anticuerpo IgG1 en el sobrenadante. Después de la transfección con 50 
el vector GAPDH_A (GAPDH_A) y el vector pGLEX41 como control (pGLEX41), las células se diluyeron en 
medio PowerCHO2, Gln 4 mM, +/- insulina y PowerCHO2, Gln 4 mM, PMA +/- insulina. No se pudo 
observar diferencia en la expresión en comparación con el medio estándar para pGLEX41 (barras de color 
negro) o GAPDH_A (barras de color blanco). 
La Figura 7 muestra una visión general del locus GAPDH humano. El gen GAPDH está flanqueado por los 55 
genes NCAPD2 e IFFO1. 
La Figura 8 muestra detalles del gen GAPDH humano, los elementos GAPDH aguas arriba y aguas abajo y 
los fragmentos creados para el análisis del estudio de fragmentación aguas arriba de GAPDH. El sitio de 
restricción NruI se introdujo para facilitar las etapas de clonación y no es parte de la secuencia genómica 5' 
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de GAPDH aguas arriba (por lo tanto, se resalta usando un asterisco). Los tamaños de los fragmentos son: 
Fragmento 1 (SEQ ID NO: 9): 511 bps, Fragmento 2 (SEQ ID NO: 10): 2653 bps, Fragmento 3 (SEQ ID NO: 
11): 1966 bps, Fragmento 4 (SEQ ID NO: 12): 1198 pb, Fragmento 8 (SEQ ID NO: 13): 259 pb, Fragmento 
9 (SEQ ID NO: 14): 1947 pb, Fragmento 11 (SEQ ID NO: 15): 1436 pb, y Fragmento 17 (SEQ ID NO: 16): 
1177 pb. 5 
La Figura 9 muestra los resultados de expresión de la fragmentación de los elementos de GAPDH aguas 
arriba y aguas abajo. Los resultados de expresión se obtuvieron en la transfección transitoria en células 
CHO el día 10 después de la transfección. La cuantificación se realizó utilizando el instrumento Octet. El 
vector pGLEX41 sirve como control negativo. pGLEX41-ampiA también es un control negativo que muestra 
la expresión inicial del vector sin los elementos flanqueantes de GAPDH. pGLEX41-10 
ascendente/descendente contiene las regiones flanqueantes de longitud completa (aguas arriba y aguas 
abajo) y sirve como control positivo. pGLEX41-ascendente contiene solo la región flanqueante aguas arriba 
y pGLEX41-descendente contiene solo la región flanqueante aguas abajo. Todas las demás construcciones 
contienen los fragmentos descritos en la Figura 8. Los fragmentos 2 y 3 se clonaron en la misma dirección 
que IgG1 LC e IgG1 HC o en dirección opuesta en relación con IgG1 LC e IgG1 HC (AS). 15 
La Figura 10 muestra la expresión transitoria del anticuerpo IgG1 en células CHO-S el día 8 después de la 
transfección (la media de títulos de IgG se representa gráficamente para tres transfecciones 
independientes; barras de error: DE +/-). Las células se transfectaron usando vectores con el elemento 
aguas arriba de GAPDH de hámster chino en combinación con el CMV de ratón (A_GAPDH_UP) o el 
promotor GAPDH de hámster chino (A_GAPDH_UP_PR). Los plásmidos que tienen solo el CMV de ratón 20 
(A) o el promotor GAPDH de hámster chino (A_PR) se transfectaron como control. La concentración del 
anticuerpo IgG1 acumulado en el sobrenadante se determinó usando el instrumento Octet QK (Fortebio, 
Menlo, CA, Estados Unidos). 

 
Descripción detallada de la invención 25 
 
La presente descripción se refiere a casetes de expresión y vectores de expresión que comprenden un promotor, 
una secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido, y una secuencia de ADN genómico no traducida aguas 
abajo de un promotor de Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) eucariota, en el que el polipéptido 
codificado por la secuencia de polinucleótidos no es GAPDH, y en el que la secuencia de ADN genómico no 30 
traducida aguas abajo del promotor GAPDH eucariota se inicia en una región que abarca desde la posición de 
nucleótido de aproximadamente +1 a la posición de nucleótido de aproximadamente +7000, en el que la posición de 
nucleótido es relativa al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH, y en el que la longitud de la secuencia de 
ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor GAPDH eucariota es de aproximadamente 200 a 
aproximadamente 2800 nucleótidos. 35 
 
La presente descripción se refiere además a un casete de expresión que comprende un promotor, una secuencia de 
polinucleótidos que codifica un polipéptido, y una secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un 
promotor GAPDH eucariota, en el que el polipéptido codificado por la secuencia de polinucleótidos no es GAPDH, y 
en el que la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH eucariota se inicia en una 40 
región que abarca desde aproximadamente el extremo 5' del promotor GAPDH eucariota a la posición de nucleótido 
de aproximadamente -3500, en el que la posición de nucleótido es relativa al inicio de la transcripción del ARNm de 
GAPDH, en el que la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH 
eucariota es de 200 a aproximadamente 2800 nucleótidos, con la condición de que el casete de expresión no 
comprenda un promotor GAPDH eucariota o fragmentos del mismo. 45 
 
El término "casete de expresión" como se usa en el presente documento incluye una secuencia de polinucleótidos 
que codifica un polipéptido a expresar y secuencias que controlan su expresión tales como un promotor y 
opcionalmente una secuencia potenciadora, que incluye cualquier combinación de elementos de control 
transcripcional de actuación en cis. Las secuencias que controlan la expresión del gen, es decir, su transcripción y la 50 
traducción del producto de transcripción, se denominan comúnmente unidad reguladora. La mayoría de las partes de 
la unidad reguladora se localizan aguas arriba de la secuencia de codificación del gen y están operativamente 
unidas a la misma. El casete de expresión también puede contener una región 3' no traducida aguas abajo que 
comprende un sitio de poliadenilación. La unidad reguladora de la invención está unida operativamente al gen que 
se va a expresar, es decir, la unidad de transcripción, o está separada de la misma por un ADN intermedio tal como, 55 
por ejemplo, por la región 5' no traducida del gen heterólogo. Preferiblemente, el casete de expresión está 
flanqueado por uno o más sitios de restricción adecuados para permitir la inserción del casete de expresión en un 
vector y/o su escisión en un vector. Por lo tanto, el casete de expresión de acuerdo con la presente invención se 
puede usar para la construcción de un vector de expresión, en particular un vector de expresión de mamífero. El 
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casete de expresión de la presente invención puede comprender una o más, por ejemplo, dos, tres o incluso más 
secuencias de ADN genómico no traducidas aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota o fragmentos del mismo, 
y/o una o más, por ejemplo, dos, tres o incluso más secuencias de ADN genómico no traducidas aguas arriba de un 
promotor GAPDH eucariota o fragmentos del mismo. Si el casete de expresión de la presente invención comprende 
más de una secuencia de ADN aguas abajo y/o aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota o fragmentos del 5 
mismo, estas secuencias de ADN pueden estar unidas directamente, es decir, pueden comprender secuencias de 
unión, por ejemplo, secuencias enlazadoras que contienen sitios de restricción que están unidos a los extremos 5' y 
3' y que permiten la clonación secuencial cómoda de las secuencias o fragmentos de las mismas. Como alternativa, 
las secuencias de ADN aguas abajo y/o aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota o fragmentos de las mismas 
pueden no estar directamente unidas, es decir, pueden clonarse con secuencias de ADN intermedias. 10 
 
El término "secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido" como se usa en el presente documento incluye 
ADN que codifica un gen, preferiblemente un gen heterólogo que expresa el polipéptido. 
 
Los términos "secuencia de codificación heteróloga", "secuencia génica heteróloga", "gen heterólogo", "gen 15 
recombinante" o "gen" se usan indistintamente. Estos términos se refieren a una secuencia de ADN que codifica un 
producto de proteína recombinante, en particular de proteína heteróloga recombinante, que se pretende expresar en 
una célula huésped, preferiblemente en una célula de mamífero y se cosecha. El producto del gen puede ser un 
polipéptido. La secuencia del gen heterólogo no está presente naturalmente en la célula huésped y se deriva de un 
organismo de la misma especie o de una diferente y puede modificarse genéticamente. 20 
 
Los términos "proteína" y "polipéptido" se usan indistintamente para incluir una serie de residuos de aminoácidos 
conectados entre sí por enlaces peptídicos entre los grupos alfa-amino y carboxi de residuos adyacentes. 
 
El término "secuencia de ADN genómico no traducida" como se usa en el presente documento incluye ADN que 25 
constituye información genética de un organismo. El genoma de casi todos los organismos es ADN, con la única 
excepción de algunos virus que tienen un genoma de ARN. Las moléculas de ADN genómico en la mayoría de los 
organismos están organizadas en complejos ADN-proteína llamados cromosomas. El tamaño, el número de 
cromosomas y la naturaleza del ADN genómico varían entre diferentes organismos. Los genomas de ADN virales 
pueden ser de cadena sencilla o doble, lineales o circulares. Todos los demás organismos tienen genomas de ADN 30 
bicatenario. Las bacterias tienen un solo cromosoma circular. En eucariotas, la mayoría del ADN genómico se 
encuentra dentro del núcleo (ADN nuclear) como cromosomas lineales múltiples de diferentes tamaños. Las células 
eucariotas contienen adicionalmente ADN genómico en las mitocondrias y, en plantas y eucariotas inferiores, los 
cloroplastos. Este ADN generalmente es una molécula circular y está presente como copias múltiples dentro de 
estos orgánulos. Una secuencia de ADN genómico no traducida normalmente no está unida operativamente a un 35 
promotor y, por lo tanto, no está traducida. Puede contener uno o más genes que no están traducidos, por lo tanto, 
uno o más genes que codifican, por ejemplo, una proteína que no se expresa. 
 
El término "secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota" como se usa 
en el presente documento corresponde al ADN 3' genómico eucariota no traducido de un promotor GAPDH 40 
eucariota. La secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota normalmente 
comienza en la posición de nucleótido de aproximadamente +1, preferiblemente en la posición de nucleótido +1, en 
la que la posición de nucleótido es relativa al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH, es decir, relativa al 
origen del inicio de la transcripción del gen eucariota que codifica GAPDH. La secuencia de ADN genómico no 
traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota es normalmente del mismo origen que el promotor GAPDH 45 
eucariota, por ejemplo, si el promotor GAPDH es de origen humano, la secuencia de ADN genómico no traducida 
aguas abajo del promotor GAPDH humano también es de origen humano y corresponde a la secuencia de ADN 
genómico humano de origen natural aguas abajo del promotor GAPDH humano. 
 
El término "secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota" como se usa 50 
en el presente documento corresponde al ADN 5' genómico eucariota no traducido de un promotor GAPDH 
eucariota. La secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota 
normalmente comienza en una posición de nucleótido alrededor del extremo 5' del promotor GAPDH eucariota, 
preferiblemente en la posición de nucleótido inmediatamente después del extremo 5' del promotor GAPDH eucariota. 
La secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota es normalmente del 55 
mismo origen que el promotor GAPDH eucariota, por ejemplo, si el promotor GAPDH es de origen humano la 
secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH humano es también de origen humano 
y corresponde a la secuencia de ADN genómico humana de origen natural aguas arriba del promotor GAPDH 
humano. 
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Las posiciones del promotor GAPDH eucariota, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo o aguas 
arriba del promotor GAPDH eucariota, y otras secuencias de ADN como se indica en el presente documento son 
relativas al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH, por ejemplo, son relativas al origen del inicio de la 
transcripción de la GAPDH eucariota si no se indica específicamente de otra manera. 5 
 
El término "secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota se extiende a" 
o "secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota se extiende a" se usa 
para definir la extensión de la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba y/o aguas abajo 
de un promotor GAPDH eucariota desde el inicio hasta un elemento genético particular, por ejemplo, extensión a un 10 
intrón. Esta extensión incluye la longitud completa de la secuencia de ADN que codifica el elemento genético, por 
ejemplo, el intrón o una parte del mismo. 
 
El promotor GAPDH eucariota y el ADN genómico eucariota aguas arriba y/o aguas abajo del promotor GAPDH se 
pueden encontrar para seres humanos, ratas y ratones en el banco de datos público NCBI (las entradas para el gen 15 
GAPDH humano, de ratón, de rata y de hámster chino son genes ID 2597 (ARNm: NM_002046.3), 14433 (ARNm: 
NM_008084.2), 24383 (ARNm: NM_017008.3) y 100736557 (ARNm: NM_001244854.2), respectivamente; National 
Center for Biotechnology Information (NCBI): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y se muestran de forma ilustrativa en la 
Figura 7 y 8 para el gen GAPDH humano. 
 20 
El promotor GAPDH eucariota se considera habitualmente que se extiende desde aproximadamente los pb -500 a 
aproximadamente +50 con respecto al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH. El promotor GAPDH humano 
se encuentra en el cromosoma 12. El promotor GAPDH humano es considerado por Graven et al. (Graven et al., 
(1999) Biochimica et Biophysics Acta, 147: 203-218) para extenderse desde los pb -488 a +20 en relación con el 
comienzo de la transcripción del ARNm de GAPDH basándose en un estudio de fragmentación. De acuerdo con el 25 
banco de datos público NCBI, el promotor GAPDH humano se extiende desde los pb -462 a +46 en relación con el 
inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH como se define en el banco de datos público NCBI. Si no se indica 
específicamente lo contrario, el promotor GAPDH humano como se menciona en el presente documento se extiende 
desde -462 hasta la posición +46 con respecto al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH que corresponde a 
la secuencia que se extiende desde los pb 4071 hasta 4578 de SEQ ID NO: 17. 30 
 
La numeración utilizada para el ADN del gen GAPDH, el gen IFF01 y el gen NCAPD2 de origen humano, de ratón y 
de rata, como se refiere en el presente documento, corresponde a la numeración utilizada para estos genes en el 
banco de datos público NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
 35 
El término "promotor" como se usa en el presente documento define una secuencia reguladora de ADN 
generalmente localizada aguas arriba de un gen que media el inicio de la transcripción al dirigir la ARN polimerasa 
para que se una al ADN e inicie la síntesis del ARN. 
 
El término "potenciador" como se usa en el presente documento define una secuencia de nucleótidos que actúa para 40 
potenciar la transcripción génica independientemente de la identidad del gen, la posición de la secuencia en relación 
con el gen, o la orientación de la secuencia. Los vectores de la presente invención incluyen opcionalmente 
potenciadores. 
 
Los términos "unidas funcionalmente" y "unidas operativamente" se usan indistintamente y se refieren a una relación 45 
funcional entre dos o más segmentos de ADN, en particular secuencias génicas a expresar y aquellas secuencias 
que controlan su expresión. Por ejemplo, una secuencia promotora y/o potenciadora, que incluye cualquier 
combinación de elementos de control transcripcional de actuación en cis, está unida operativamente a una 
secuencia codificante si estimula o modula la transcripción de la secuencia codificante en una célula huésped 
apropiada u otro sistema de expresión. Las secuencias reguladoras del promotor que están unidas operativamente a 50 
la secuencia del gen transcrito están físicamente contiguas a la secuencia transcrita. 
 
"Orientación" se refiere al orden de los nucleótidos en una secuencia de ADN dada. Por ejemplo, una orientación de 
una secuencia de ADN en dirección opuesta en relación con otra secuencia de ADN es aquella en la que el orden de 
5' a 3' de la secuencia en relación con otra secuencia se invierte cuando se compara con un punto de referencia en 55 
el ADN del que se obtuvo la secuencia. Dichos puntos de referencia pueden incluir la dirección de transcripción de 
otras secuencias de ADN especificadas en el ADN de origen y/o el origen de replicación de vectores replicables que 
contienen la secuencia. 
 

E12816132
18-07-2018ES 2 679 291 T3

 



 
 

 7

El término "vector de expresión" como se usa en el presente documento incluye una molécula de ADN aislada y 
purificada que tras la transfección en una célula huésped apropiada proporciona una expresión de alto nivel de un 
producto génico recombinante dentro de la célula huésped. Además de la secuencia de ADN que codifica el 
producto genético o recombinante, el vector de expresión comprende secuencias de ADN reguladoras que se 
requieren para una transcripción eficaz de la secuencia de codificación de ADN en ARNm y para una traducción 5 
eficaz de los ARNm en proteínas en la línea celular huésped. 
 
Los términos "célula huésped" o "línea celular huésped" como se usan en el presente documento, incluyen cualquier 
célula, en particular células de mamífero, que sea capaz de crecer en cultivo y expresar una proteína de producto 
recombinante deseada. 10 
 
El término "fragmento" como se usa en el presente documento incluye una secuencia de nucleótidos respectiva, por 
ejemplo, una porción de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo y/o aguas arriba de un promotor 
GAPDH eucariota o una porción de la secuencia de nucleótidos que codifica un elemento genético particular tal 
como un promotor. Los fragmentos de una secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo y/o aguas arriba 15 
de un promotor GAPDH eucariota pueden conservar la actividad biológica y, por lo tanto, alterar, por ejemplo, 
aumentar los patrones de expresión de las secuencias codificantes unidas operativamente a un promotor. Los 
fragmentos de una secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo y/o aguas arriba de un promotor GAPDH 
eucariota pueden variar de nucleótidos de al menos aproximadamente 100 a aproximadamente 3000 pb, 
preferiblemente de aproximadamente 200 a aproximadamente 2800 pb, más preferiblemente de aproximadamente 20 
300 a aproximadamente 2000 pb, en particular, nucleótidos de aproximadamente 500 a aproximadamente 1500 pb. 
Con el fin de clonar los fragmentos de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo y/o aguas arriba de 
un promotor GAPDH eucariota en el casete de expresión de la presente invención, habitualmente las secuencias 
enlazadoras que contienen sitios de restricción que permiten una clonación cómoda se unen a los extremos 5' y 3' 
de los fragmentos. 25 
 
El término "identidad de secuencia de nucleótidos" o "secuencia de nucleótidos idéntica" como se usa en el presente 
documento incluye el porcentaje de nucleótidos en la secuencia candidata que son idénticos a la secuencia de 
nucleótidos de, por ejemplo, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo y/o aguas arriba de un 
promotor GAPDH eucariota, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr el 30 
porcentaje máximo de identidad de secuencia. Por lo tanto, la identidad de secuencia puede determinarse mediante 
métodos estándar que se usan comúnmente para comparar la similitud en la posición de los nucleótidos de dos 
secuencias de nucleótidos. Habitualmente, la identidad de secuencia de nucleótidos de la secuencia candidata con 
respecto a la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo y/o aguas arriba de un promotor GAPDH 
eucariota es de al menos el 80 %, preferiblemente al menos el 85 %, más preferiblemente al menos el 90 %, y 35 
mucho más preferiblemente al menos el 95 %, en particular 96 %, más particular el 97 %, incluso más particular el 
98 %, mucho más particular el 99 %, incluyendo, por ejemplo, el 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 
88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, y el 100 %. 
 
El término "sitio CpG" como se usa en el presente documento incluye regiones de ADN en las que se produce un 40 
nucleótido de citosina junto a un nucleótido de guanina en la secuencia lineal de bases a lo largo de su longitud. 
"CpG" es la abreviatura de "-C-fosfato-G-", es decir, citosina y guanina separadas por un solo fosfato; el fosfato une 
dos nucleósidos juntos en el ADN. La notación "CpG" se usa para distinguir esta secuencia lineal del 
emparejamiento de bases de CG de citosina y guanina. 
 45 
El término "uso de codones alternativos" como se usa en el presente documento incluye el uso de codones 
alternativos que codifican el mismo aminoácido con el fin de evitar el motivo de la secuencia CpG. Esto incluye el 
uso preferiblemente de codones que no tengan un sitio CpG interno (por ejemplo, codificación GCG para alanina y 
que contenga un sitio CpG, podría reemplazarse por GCT, GCC o GCA), así como evitar la unión de dos codones 
que conduce a un nuevo sitio CpG. 50 
 
El término "aproximadamente" como se usa en el presente documento en relación con la longitud de una secuencia 
de ADN y en relación con una posición de nucleótido que es relativa al inicio de la transcripción del ARNm de 
GAPDH, por ejemplo, es relativa al origen del inicio de la transcripción de la GAPDH eucariota incluye valores con 
desviaciones de un máximo de ±50 %, usualmente de un máximo de ±10 % de los valores establecidos, por ejemplo, 55 
"aproximadamente 3000 nucleótidos" incluye valores de 2700 a 3300 nucleótidos, preferiblemente de 2900 a 3100 
nucleótidos, más preferiblemente de 2995 a 3005 nucleótidos, "aproximadamente 100 nucleótidos" incluye valores 
de 50 a 150 nucleótidos, preferiblemente de 90 a 110 nucleótidos, más preferiblemente de 95 a 105 nucleótidos, 
"aproximadamente 15000 nucleótidos" incluye valores de 13500 a 16500 nucleótidos, preferiblemente de 14500 a 
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15500 nucleótidos, más preferiblemente de 14990 a 15010 nucleótidos, mucho más preferiblemente de 14995 a 
15005 nucleótidos, "aproximadamente 200 nucleótidos" incluye valores de 150 a 250 nucleótidos, preferiblemente de 
190 a 210 nucleótidos, más preferiblemente de 195 a 205 nucleótidos, "aproximadamente 8000 nucleótidos" incluye 
valores de 7200 a 8800, preferiblemente de 7500 a 8500 nucleótidos, más preferiblemente de 7990 a 8010 
nucleótidos, mucho más preferiblemente de 7995 a 8005 nucleótidos, "aproximadamente 500 nucleótidos" incluye 5 
valores de 450 a 550 nucleótidos, preferiblemente de 475 a 525, más preferiblemente de 490 a 510, mucho más 
preferiblemente de 495 a 505 nucleótidos, "aproximadamente 5000 nucleótidos" incluye valores de 4500 a 5500 
nucleótidos, preferiblemente de 4750 a 5250, más preferiblemente de 4990 a 5010, mucho más preferiblemente de 
4995 a 5005 nucleótidos, "aproximadamente 1000 nucleótidos" incluye valores de 900 a 1100 nucleótidos, 
preferiblemente de 950 a 1050, más preferiblemente de 990 a 1010, mucho más preferiblemente de 995 a 1005 10 
nucleótidos, "aproximadamente 4500 nucleótidos" incluye valores de 4050 a 4950 nucleótidos, preferiblemente de 
4250 a 4750, más preferiblemente de 4490 a 4510, mucho más preferiblemente de 4495 a 4505 nucleótidos, 
"aproximadamente 1500 nucleótidos" incluye valores de 1350 a 1650 nucleótidos, preferiblemente de 1450 a 1550, 
más preferiblemente de 1490 a 1510, mucho más preferiblemente de 1495 a 1505 nucleótidos, "aproximadamente 
4000 nucleótidos" incluye valores de 3600 a 4400 nucleótidos, preferiblemente de 3800 a 4200, más preferiblemente 15 
de 3990 a 4010, más preferiblemente de 3995 a 4005 nucleótidos, "aproximadamente 2000 nucleótidos" incluye 
valores de 1800 a 2200 nucleótidos, preferiblemente de 1900 a 2100, más preferiblemente de 1990 a 2010, mucho 
más preferiblemente de 1995 a 2005 nucleótidos, "aproximadamente 3500 nucleótidos" incluye valores de 3150 a 
3850 nucleótidos, preferiblemente de 3300 a 3700, más preferiblemente de 3490 a 3510, mucho más 
preferiblemente de 3495 a 3505 nucleótidos, "aproximadamente 2700 nucleótidos" incluye valores de 2430 a 2970 20 
nucleótidos, preferiblemente de 2600 a 2800, más preferiblemente de 2690 a 2710, mucho más preferiblemente de 
2695 a 2705 nucleótidos, "aproximadamente 3300 nucleótidos" incluye valores de 2970 a 3630 nucleótidos, 
preferiblemente de 3100 a 3500, más preferiblemente de 3290 a 3310, mucho más preferiblemente de 3295 a 3305 
nucleótidos, "aproximadamente 3200 nucleótidos" incluye valores de 2880 a 3520 nucleótidos, preferiblemente de 
3000 a 3400, más preferiblemente de 3190 a 3210, mucho más preferiblemente de 3195 a 3205 nucleótidos, 25 
aproximadamente +7000 o aproximadamente la posición +7000 incluye las posiciones +6300 a +7700, 
preferiblemente las posiciones +6700 a +7300, más preferiblemente las posiciones +6990 a +7010, mucho más 
preferiblemente las posiciones +6995 a +7005, aproximadamente +1 o aproximadamente la posición +1 incluye las 
posiciones -10 a +10, preferiblemente las posiciones -5 a +5, más preferiblemente las posiciones -1 a +2, 
aproximadamente -3500 o aproximadamente la posición -3500 incluye las posiciones -3150 a -3850, preferiblemente 30 
las posiciones -3300 a -3700, más preferiblemente las posiciones -3490 a -5010, mucho más preferiblemente las 
posiciones -3495 a -3505. 
El término "aproximadamente" como se usa en el presente documento en relación con la numeración usada para el 
ADN del gen GAPDH, el gen IFF01 y el gen NCAPD2 de origen humano, de ratón y de rata como se refiere en el 
presente documento, o se usa en el presente documento en relación con una posición en una secuencia de un 35 
número de SEQ ID incluye valores con desviaciones de un máximo de ±500 pb, preferiblemente ±100 pb, más 
preferiblemente ±10 pb, mucho más preferiblemente ± 5 pb. 
 
En una realización, la presente descripción proporciona un casete de expresión que comprende un promotor, una 
secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido, y una secuencia de ADN genómico no traducida aguas 40 
abajo de un promotor GAPDH eucariota, en el que el polipéptido codificado por la secuencia de polinucleótidos no es 
GAPDH, y en el que la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor GAPDH eucariota se 
inicia en una región que abarca de la posición de nucleótido aproximadamente +1 a la posición de nucleótido de 
aproximadamente +7000, en el que la posición de nucleótido es relativa al inicio de la transcripción del ARNm de 
GAPDH, y en el que la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor GAPDH 45 
eucariota es de aproximadamente 200 a aproximadamente 2800 nucleótidos. 
En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH 
eucariota es de al menos 100 nucleótidos y se extiende en su máximo al segundo último intrón del gen IFF01 o a 
una parte del mismo. En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de 
un promotor GAPDH eucariota es de al menos 100 nucleótidos y se extiende en su máximo al último intrón del gen 50 
IFF01. 
 
El gen IFF01 humano está localizado en el ADN humano aproximadamente de los pb 6665249 a 6648694 del 
cromosoma 12 (gen NCBI ID: 25900). En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida 
aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende en su máximo al último intrón del gen IFF01 en seres 55 
humanos se extiende en su máximo a aproximadamente los pb 6650677 del cromosoma 12 que codifica el gen 
IFF01 en seres humanos (posición +7021). En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no 
traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende en su máximo al segundo último intrón del 
gen IFF01 en seres humanos se extiende en su máximo a aproximadamente los pb 6657230 del cromosoma 12 que 
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codifica el gen IFF01 en seres humanos (posición +13574). Las secuencias de ADN genómico no traducidas aguas 
abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende en su máximo al último intrón del gen IFF01 en seres 
humanos y al segundo último intrón del gen IFF01 en seres humanos, respectivamente, se incluyen en la SEQ ID 
NO: 17 que muestra los pb 6657230 a 6639125 del cromosoma 12 (gen NCBI ID: 25900). La secuencia de ADN 
genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende al último intrón se extiende a 5 
aproximadamente los pb 11553 de la secuencia de nucleótidos como se muestra por la SEQ ID NO: 17 y la 
secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende al 
segundo último intrón se extiende a aproximadamente los pb 18106 de la secuencia de nucleótidos como se 
muestra por la SEQ ID NO: 17. 
 10 
El gen IFF01 de ratón (gen NCBI ID: 320678) se sitúa en el ADN de ratón de aproximadamente los pb 125095259 a 
125111800 del cromosoma 6. En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas 
abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende en su máximo al último intrón del gen IFF01 en ratones se 
extiende en su máximo a aproximadamente los pb 125109211 del cromosoma 6 que codifica el gen IFF01 en 
ratones (posición +6391). En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas 15 
abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende en su máximo al segundo último intrón del gen IFF01 en 
ratones se extiende en su máximo a aproximadamente los pb 125103521 del cromosoma 6 que codifica el gen 
IFF01 en ratones (posición +12081). Las secuencias de ADN genómico no traducidas aguas abajo de un promotor 
GAPDH eucariota que se extiende en su máximo al último intrón y al segundo último intrón del gen IFF01 en 
ratones, respectivamente, se incluyen en la SEQ ID NO: 18 que muestra los pb 125103521 a 125119832 del 20 
cromosoma 6 (gen NCBI ID: 320678). La secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor 
GAPDH eucariota que se extiende al último intrón del gen IFFO1 en ratones se extiende a aproximadamente los pb 
10622 de la secuencia de nucleótidos como se muestra por la SEQ ID NO: 18 y la secuencia de ADN genómico no 
traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende al segundo último intrón del gen IFFO1 en 
ratones se extiende a aproximadamente los pb 16312 de la secuencia de nucleótidos como se muestra por la SEQ 25 
ID NO: 18. 
 
El gen IFF01 de rata (gen NCBI ID: 362437) se encuentra en el ADN de rata de aproximadamente los pb 161264966 
a 161282150 del cromosoma 4. En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida 
aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende en su máximo al último intrón del gen IFF01 en ratas 30 
se extiende en su máximo a aproximadamente los pb 161280937 del cromosoma 4 que codifica el gen IFF01 en 
ratas (posición + 5154). En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo 
de un promotor GAPDH eucariota que se extiende en su máximo al segundo último intrón del gen IFF01 en ratas se 
extiende en su máximo a aproximadamente los pb 161279451 del cromosoma 4 que codifica el gen IFF01 en las 
ratas (posición +6640). 35 
 
Las secuencias de ADN genómico no traducidas aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende en 
su máximo al último intrón y al segundo último intrón del gen IFF01 en ratas, respectivamente, se incluyen en la SEQ 
ID NO: 19 que muestra los pb 161279451 a 161290508 del cromosoma 4 (gen NCBI ID: 362437). La secuencia de 
ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende al último intrón del gen 40 
IFFO1 se extiende a aproximadamente los pb 9572 de la secuencia de nucleótidos como se muestra por la SEQ ID 
NO: 19 y la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota que se 
extiende al segundo último intrón del gen IFFO1 se extiende a aproximadamente los pb 11058 de la secuencia de 
nucleótidos como se muestra por la SEQ ID NO: 19. 
 45 
El gen IFFO1 de hámster chino (gen NCBI ID: 100753382) se encuentra en el ADN de hámster chino de 
aproximadamente los pb 3577293 a 3593683. En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no 
traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende en su máximo al último intrón del gen 
IFF01 en hámster chino se extiende en su máximo a aproximadamente los pb 3579014 que codifica el gen IFF01 en 
hámster chino (posición +6883). En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida 50 
aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende en su máximo al segundo último intrón del gen IFF01 
en hámster chino se extiende en su máximo a aproximadamente los pb 3585061 que codifican el gen IFFO1 en 
hámster chino (posición +12930). La ubicación cromosómica aún no está anotada en el banco de datos NCBI y la 
información de secuencia actual contiene muchas bases desconocidas. Por lo tanto, la anotación precisa de los 
límites puede cambiar con la disponibilidad de información de secuencia más precisa. 55 
 
Las secuencias de ADN genómico no traducidas aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende en 
su máximo al último intrón y al segundo último intrón del gen IFF01 en hámster chino, respectivamente, se incluyen 
en la SEQ ID NO: 29 que muestra los pb 3567932 a 3585061. La secuencia de ADN genómico no traducida aguas 
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abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende al último intrón del gen IFFO1 se extiende a 
aproximadamente los pb 11083 de la secuencia de nucleótidos como se muestra por la SEQ ID NO: 29 y la 
secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende al 
segundo último intrón del gen IFFO1 se extiende a aproximadamente los pb 17130 de la secuencia de nucleótidos 
como se muestra por la SEQ ID NO: 29. 5 
 
En una realización adicional, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH 
eucariota se inicia en el sitio de poliadenilación de GAPDH eucariota, por ejemplo, se inicia en el primer nucleótido 
que codifica el sitio de poliadenilación de GAPDH eucariota. Preferiblemente, la secuencia de ADN genómico no 
traducida aguas abajo del promotor GAPDH eucariota comienza aguas abajo del sitio de poliadenilación de GAPDH 10 
eucariota, por ejemplo, se inicia después del último nucleótido que codifica el sitio de poliadenilación de GAPDH 
eucariota. Incluso más preferida, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor GAPDH 
eucariota se inicia aguas abajo del sitio de poliadenilación de GAPDH eucariota y la longitud de la secuencia de ADN 
genómico no traducida aguas abajo del promotor GAPDH eucariota es de al menos 100 nucleótidos y se extiende en 
su máximo al segundo último intrón del gen IFF01. 15 
 
En una realización, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor GAPDH eucariota se 
inicia en una región que abarca de la posición de nucleótido aproximadamente +3881 a la posición de nucleótido 
aproximadamente +5000, preferiblemente en una región que abarca de la posición de nucleótido de 
aproximadamente +3931 a la posición de nucleótido de aproximadamente +5000, más preferiblemente en una 20 
región que abarca de la posición de nucleótido de aproximadamente +4070 a la posición de nucleótido de 
aproximadamente +5000, en el que la posición de nucleótido es relativa al inicio de la transcripción del ARNm de 
GAPDH. 
Una secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor GAPDH eucariota que se inicia, por 
ejemplo, aguas abajo del sitio de poliadenilación GAPDH eucariota usado en la presente invención usualmente se 25 
inicia en una posición de nucleótido de aproximadamente la +3931, preferiblemente en una posición de nucleótido 
de aproximadamente +4070, en el que la posición de nucleótido es relativa al inicio de la transcripción del ARNm de 
GAPDH. 
 
En el ser humano, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del sitio de poliadenilación de GAPDH 30 
humano se inicia en aproximadamente la posición de nucleótido +3931 (con respecto al inicio de la transcripción del 
ARNm de GAPDH que corresponde al pb 8463 como se muestra en la SEQ ID NO: 17). Preferiblemente, si la 
secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del sitio de poliadenilación de GAPDH es de ser humano, la 
secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del sitio de poliadenilación de GAPDH se inicia en 
aproximadamente +3931 (con respecto al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH; que corresponde al pb 35 
8463 como se muestra en la SEQ ID NO: 17) y su longitud es de aproximadamente 3357 pb correspondientes a la 
secuencia de aproximadamente los pb 8463 a aproximadamente 11819 como se muestra en la SEQ ID NO: 17, más 
preferiblemente, se inicia en aproximadamente +4070 (con respecto al inicio de la transcripción del ARNm de 
GAPDH que corresponde al pb 8602 como se muestra en la SEQ ID NO: 17) y su longitud es de aproximadamente 
3218 pb correspondientes a la secuencia de aproximadamente los pb 8602 a aproximadamente 11819 como se 40 
muestra en la SEQ ID NO: 17. 
 
En una realización adicional, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH 
eucariota comprende la secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 8 y 21 o 
fragmentos de las mismas. 45 
 
En una realización adicional, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor GAPDH 
eucariota comprende una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de nucleótidos seleccionada del 
grupo que consiste en SEQ ID NOs: 8 y 21 o fragmentos de las mismas. 
 50 
En una realización adicional, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor GAPDH 
eucariota comprende una secuencia de nucleótidos al menos un 80 % idéntica a la secuencia de nucleótidos 
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 8 y 21 o fragmentos de las mismas. 
 
En algunas realizaciones, la secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 8 y 21 o 55 
fragmentos de las mismas, comprende cinco o menos, preferiblemente cuatro o menos, más preferiblemente tres o 
menos, mucho más preferiblemente dos o menos, en particular una modificación de ácido nucleico, en donde la 
modificación o modificaciones de ácidos nucleicos son preferiblemente una sustitución de ácido nucleico. 
 

E12816132
18-07-2018ES 2 679 291 T3

 



 
 

 11

En una realización adicional, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor 
GAPDH eucariota es preferiblemente de aproximadamente 200 a aproximadamente 8000 nucleótidos, más 
preferiblemente de aproximadamente 500 a aproximadamente 5000 nucleótidos, incluso más preferiblemente de 
aproximadamente 1000 a aproximadamente 4500 nucleótidos, mucho más preferiblemente de aproximadamente 
1500 a aproximadamente 4000 nucleótidos, en particular de aproximadamente 2000 a aproximadamente 3500 5 
nucleótidos, más en particular de aproximadamente 2700 a aproximadamente 3300, incluso más en particular 
aproximadamente 3200, mucho más en particular 3218 nucleótidos. La longitud de la secuencia de ADN genómico 
no traducida aguas abajo del promotor GAPDH eucariota como se define en el presente documento no incluye 
ninguna secuencia enlazadora añadida a la secuencia de ADN genómico no traducida. 
 10 
En una realización adicional, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor GAPDH 
eucariota está orientada en la misma dirección que la secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido. 
 
En una realización adicional, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor GAPDH 
eucariota está orientada en dirección opuesta en relación con la secuencia de polinucleótidos que codifica un 15 
polipéptido. 
 
En algunas realizaciones, el casete de expresión que comprende un promotor, una secuencia de polinucleótidos que 
codifica un polipéptido, y una secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH 
eucariota comprende además una secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH 20 
eucariota, en el que la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH eucariota se 
inicia en una región que abarca desde aproximadamente el extremo 5' del promotor GAPDH eucariota a la posición 
de nucleótido de aproximadamente -3500, en el que la posición de nucleótido es relativa al inicio de la transcripción 
del ARNm de GAPDH, y en el que la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del 
promotor GAPDH eucariota es de aproximadamente 200 a aproximadamente 2800 nucleótidos. 25 
 
En otra realización, el casete de expresión comprende un promotor, una secuencia de polinucleótidos que codifica 
un polipéptido, y una secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota, en 
el que el polipéptido codificado por la secuencia de polinucleótidos no es GAPDH, y en el que la secuencia de ADN 
genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH eucariota se inicia en una región que abarca desde 30 
aproximadamente el extremo 5' del promotor GAPDH eucariota a la posición de nucleótido de aproximadamente -
3500, en el que la posición de nucleótido es relativa al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH, en el que la 
longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH eucariota es de 200 a 
aproximadamente 2800 nucleótidos, con la condición de que el casete de expresión no comprenda un promotor 
GAPDH eucariota o fragmentos del mismo. 35 
 
En algunas realizaciones, el casete de expresión comprende además una secuencia de ADN genómico no traducida 
aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota, en el que la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo 
del promotor GAPDH eucariota se inicia en una región una secuencia de polinucleótidos que +1 a la posición de 
nucleótido de aproximadamente +7000, en el que la posición de nucleótido es relativa al inicio de la transcripción del 40 
ARNm de GAPDH, y en el que la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor 
GAPDH eucariota es de aproximadamente 200 a aproximadamente 2800 nucleótidos. En estas realizaciones, la 
secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota usado es, por ejemplo, 
como se ha descrito anteriormente. 
 45 
En una realización adicional, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor 
GAPDH eucariota es de al menos 100 nucleótidos y se extiende en su máximo al codón de inicio del gen NCAPD2. 
En una realización adicional, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor 
GAPDH eucariota es de al menos 100 nucleótidos y se extiende en su máximo al tercer último intrón del gen 
NCAPD2. En una realización adicional, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del 50 
promotor GAPDH eucariota es de al menos 100 nucleótidos y se extiende en su máximo al segundo último intrón del 
gen NCAPD2. En una realización adicional, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba 
del promotor GAPDH eucariota es de al menos 100 nucleótidos y se extiende en su máximo al último intrón del gen 
NCAPD2. 
 55 
El gen NCAPD2 humano (gen NCBI ID: 9918) se encuentra en el ADN humano de aproximadamente los pb 
6603298 a 6641132 del cromosoma 12. En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no 
traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota que se extiende en su máximo al último intrón del gen 
NCAPD2 en seres humanos se extiende en su máximo a aproximadamente 6640243 pb del cromosoma 12 que 
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codifica el gen NCAPD2 en seres humanos (posición -3414 con respecto al inicio de la transcripción del gen GAPDH 
que corresponde a los pb 1119 en la SEQ ID NO: 17). 
 
En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH 
eucariota que se extiende en su máximo al segundo último intrón del gen NCAPD2 in human se extiende en su 5 
máximo a aproximadamente 6639984 pb del cromosoma 12 que codifica el gen NCAPD2 en seres humanos 
(posición -3673 con respecto al inicio de la transcripción del gen GAPDH que corresponde a los pb 860 en la SEQ ID 
NO: 17). 
 
En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH 10 
eucariota que se extiende en su máximo al tercer último intrón del gen NCAPD2 en seres humanos se extiende en 
su máximo a aproximadamente 6639125 pb del cromosoma 12 que codifica el gen NCAPD2 en seres humanos 
(posición -4532 con respecto al inicio de la transcripción del gen GAPDH; que corresponde al pb 1 en la SEQ ID NO: 
17). 
 15 
La secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota que se extiende en su 
máximo al último intrón, al segundo último intrón y al tercer último intrón del gen NCAPD2 en seres humanos, 
respectivamente, se incluyen en la SEQ ID NO: 17, que muestra los pb 6657230 a 6639125 del cromosoma 12 (gen 
NCBI ID: 9918). 
 20 
El gen NCAPD2 de ratón (Gen ID: 68298) se encuentra en el ADN de ratón de aproximadamente la posición 
125118025 a 125141604 del cromosoma 6. En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no 
traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota (estimada con una longitud de 500 pb aguas arriba del 
inicio de la transcripción) que se extiende en su máximo al último intrón del gen NCAPD2 en ratones se extiende en 
su máximo a aproximadamente los pb 125118607 del cromosoma 6 que codifica el gen NCAPD2 en ratones. 25 
 
En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH 
eucariota que se extiende en su máximo al segundo último intrón del gen NCAPD2 en ratones se extiende en su 
máximo a aproximadamente 125118880 pb del cromosoma 6 que codifica el gen NCAPD2 en ratones. 
 30 
En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH 
eucariota que se extiende en su máximo al tercer último intrón del gen NCAPD2 en ratones se extiende en su 
máximo a aproximadamente 125119832 pb del cromosoma 6 que codifica el gen NCAPD2 en ratones. 
La secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota que se extiende en su 
máximo al último intrón, al segundo último intrón y al tercer último intrón del gen NCAPD2 en ratones, 35 
respectivamente, se incluyen en la SEQ ID NO: 18, que muestra los pb 125103521 a 125119832 del cromosoma 6 
(gen NCBI ID: 68298). La secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota 
que se extiende al último intrón se extiende a aproximadamente los pb 1226 de la secuencia de nucleótidos como se 
muestra por la SEQ ID NO: 18 (-3006 con respecto al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH de ratón). La 
secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende al 40 
segundo último intrón se extiende a aproximadamente los pb 953 de la secuencia de nucleótidos como se muestra 
por la SEQ ID NO: 18 (-3279 con respecto al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH de ratón). La secuencia 
de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende al tercer último intrón 
se extiende a aproximadamente 1 pb de la secuencia de nucleótidos como se muestra por la SEQ ID NO: 18 (-4231 
con respecto al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH de ratón). 45 
 
El gen NCAPD2 de rata (Gen ID: 362438) se encuentra en el ADN eucariota de aproximadamente la posición 
161288671 a 161310417 del cromosoma 4. En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no 
traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota que se extiende en su máximo al último intrón del gen 
NCAPD2 en ratas se extiende en su máximo a aproximadamente 161289191 pb del cromosoma 4 que codifica el 50 
gen NCAPD2 en ratas. En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba 
de un promotor GAPDH eucariota que se extiende en su máximo al segundo último intrón del gen NCAPD2 en ratas 
se extiende en su máximo a aproximadamente 161289446 pb del cromosoma 4 que codifica el gen NCAPD2 en 
ratas. En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor 
GAPDH eucariota que se extiende en su máximo al tercer último intrón del gen NCAPD2 en ratas se extiende en su 55 
máximo a aproximadamente 161290508 pb del cromosoma 4 que codifica el gen NCAPD2 en ratas. 
 
La secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota que se extiende en su 
máximo al último intrón, al segundo último intrón y al tercer último intrón del gen NCAPD2 en ratas, respectivamente, 
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se incluyen en la SEQ ID NO: 19, que muestra los pb 161279451 a 161290508 del cromosoma 4 (gen NCBI ID: 
362438). La secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota que se 
extiende al último intrón se extiende a aproximadamente los pb 1318 de la secuencia de nucleótidos como se 
muestra por la SEQ ID NO: 19 (-3101 con respecto al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH de rata). La 
secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende al 5 
segundo último intrón se extiende a aproximadamente los pb 1063 de la secuencia de nucleótidos como se muestra 
por la SEQ ID NO: 19 (posición -3356 con respecto al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH de rata). La 
secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende al tercer 
último intrón se extiende a aproximadamente 1 pb de la secuencia de nucleótidos como se muestra por la SEQ ID 
NO: 19 (posición -4418 con respecto al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH de rata). 10 
 
El gen NCAPD2 de hámster chino (Gen ID: 100753087) se encuentra en el ADN eucariota de aproximadamente la 
posición 3544184 a 3569879. La ubicación cromosómica no está disponible en la base de datos NCBI. En una 
realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH 
eucariota que se extiende en su máximo al último intrón del gen NCAPD2 en hámster chino se extiende en su 15 
máximo a aproximadamente 3569380 pb en hámster chino. En una realización, la longitud de la secuencia de ADN 
genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota que se extiende en su máximo al segundo 
último intrón del gen NCAPD2 en hámster chino se extiende en su máximo a aproximadamente 3569131 pb en 
hámster chino. En una realización, la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un 
promotor GAPDH eucariota que se extiende en su máximo al tercer último intrón del gen NCAPD2 en hámster chino 20 
se extiende en su máximo a aproximadamente 3567932 pb en hámster chino. 
 
La secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota que se extiende en su 
máximo al último intrón, al segundo último intrón y al tercer último intrón del gen NCAPD2 en hámster chino, 
respectivamente, se incluyen en la SEQ ID NO: 29, que muestra los pb 3567932 a 3585061. La secuencia de ADN 25 
genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota que se extiende al último intrón se extiende a 
aproximadamente los pb 1449 de la secuencia de nucleótidos como se muestra por la SEQ ID NO: 29 (-2752 con 
respecto al inicio de la transcripción de ARNm de GAPDH de hámster chino). La secuencia de ADN genómico no 
traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende al segundo último intrón se extiende a 
aproximadamente los pb 1200 de la secuencia de nucleótidos como se muestra por la SEQ ID NO: 29 (posición -30 
3001 con respecto al inicio de la transcripción de ARNm de GAPDH de hámster chino). La secuencia de ADN 
genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota que se extiende al tercer último intrón se 
extiende a aproximadamente 1 pb de la secuencia de nucleótidos como se muestra por la SEQ ID NO: 29 (posición -
4200 con respecto al inicio de la transcripción de ARNm de GAPDH de hámster chino). 
 35 
In human la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH humano se inicia en 
aproximadamente la posición de nucleótido -463 (con respecto al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH que 
corresponde a los pb 4533 como se muestra en la SEQ ID NO: 17). Preferiblemente, si la secuencia de ADN 
genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH es de ser humano, la secuencia de ADN genómico no 
traducida aguas arriba del promotor GAPDH se inicia en aproximadamente -500 (con respecto al inicio de la 40 
transcripción del ARNm de GAPDH; que corresponde a los pb 4533 como se muestra en la SEQ ID NO: 17). Más 
preferiblemente, si la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH es de ser 
humano, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH se inicia en 
aproximadamente -576 (con respecto al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH; que corresponde a los pb 
4533 como se muestra en la SEQ ID NO: 17) y su longitud es de aproximadamente 3158 pb correspondientes a la 45 
secuencia de aproximadamente los pb 800 a aproximadamente 3957 como se muestra en la SEQ ID NO: 17. 
 
En una realización adicional, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH 
eucariota comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 7, 9, 10, 
11, 12, 13, 14, 15, 16, 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27 y 28 o fragmentos de las mismas, preferiblemente una secuencia de 50 
nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 y 16 o fragmentos de 
las mismas, o una secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 20, 22, 23, 24, 
25, 26, 27, 28 y 16 o fragmentos de las mismas. Es más preferida una secuencia de nucleótidos seleccionada del 
grupo que consiste en SEQ ID NOs: 10, 12, 15 y 16 o fragmentos de las mismas, más preferiblemente, una 
secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 10, 12, 15 y 16 o fragmentos de las 55 
mismas, en donde las secuencias de nucleótidos que comprenden las SEQ ID NOs: 10 y/o 16 se orientan en la 
dirección opuesta con respecto a la secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido, y secuencias de 
nucleótidos que comprenden las SEQ ID NOs: 12 y/o 15 se orientan en la misma dirección que la secuencia de 
polinucleótidos que codifica un polipéptido. Es más preferida igualmente una secuencia de nucleótidos seleccionada 
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del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 23, 25, 28 y 16 o fragmentos de las mismas, más preferiblemente, una 
secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 23, 25, 28 y 16 o fragmentos de las 
mismas, en donde las secuencias de nucleótidos que comprenden las SEQ ID NOs: 23 y/o 16 se orientan en la 
dirección opuesta con respecto a la secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido, y secuencias de 
nucleótidos que comprenden las SEQ ID NOs: 25 y/o 28 se orientan en la misma dirección que la secuencia de 5 
polinucleótidos que codifica un polipéptido. 
 
En una realización adicional, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH 
eucariota comprende una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de nucleótidos seleccionada del 
grupo que consiste en SEQ ID NOs: 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27 y 28 o fragmentos de 10 
la misma, preferiblemente una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de nucleótidos seleccionada 
del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 y 16 o fragmentos de la misma, o una secuencia 
de nucleótidos complementaria a la secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 
20, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 y 16 o fragmentos de las mismas. Es más preferida una secuencia de nucleótidos 
complementaria a la secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 10, 12, 15 y 16 15 
o fragmentos de las mismas. Es más preferida igualmente una secuencia de nucleótidos complementaria a la 
secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 23, 25, 28 y 16 o fragmentos de las 
mismas. 
 
En una realización adicional, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH 20 
eucariota comprende una secuencia de nucleótidos al menos un 80 % idéntica a la secuencia de nucleótidos 
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27 y 28 
o fragmentos de las mismas, preferiblemente una secuencia de nucleótidos al menos un 80 % idéntica a la 
secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 y 16 o 
fragmentos de las mismas, o una secuencia de nucleótidos al menos un 80 % idéntica a la secuencia de nucleótidos 25 
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 y 16 o fragmentos de las 
mismas. Es más preferida una secuencia de nucleótidos al menos un 80 % idéntica a la secuencia de nucleótidos 
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 10, 12, 15 y 16 o fragmentos de las mismas, más 
preferiblemente una secuencia de nucleótidos al menos un 80 % idéntica a la secuencia de nucleótidos seleccionada 
del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 10, 12, 15 y 16 o fragmentos de las mismas, en donde las secuencias de 30 
nucleótidos que comprenden las SEQ ID NOs: 10 y/o 16 se orientan en la dirección opuesta con respecto a la 
secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido, y secuencias de nucleótidos que comprenden las SEQ ID 
NOs: 12 y/o 15 se orientan en la misma dirección que la secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido. Es 
más preferida igualmente una secuencia de nucleótidos al menos un 80 % idéntica a la secuencia de nucleótidos 
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 23, 25, 28 y 16 o fragmentos de las mismas, más 35 
preferiblemente una secuencia de nucleótidos al menos un 80 % idéntica a la secuencia de nucleótidos seleccionada 
del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 23, 25, 28 y 16 o fragmentos de las mismas, en donde las secuencias de 
nucleótidos que comprenden las SEQ ID NOs: 23 y/o 16 se orientan en la dirección opuesta con respecto a la 
secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido, y secuencias de nucleótidos que comprenden las SEQ ID 
NOs: 25 y/o 28 se orientan en la misma dirección que la secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido. 40 
 
En algunas realizaciones, la secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 7, 9, 10, 
11, 12, 13, 14, 15, 16, 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27 y 28 o fragmentos de las mismas, comprende cinco o menos, 
preferiblemente cuatro o menos, más preferiblemente tres o menos, mucho más preferiblemente dos o menos, en 
particular una modificación de ácido nucleico, en donde la modificación o modificaciones de ácidos nucleicos son 45 
preferiblemente una sustitución de ácido nucleico. 
 
En algunas realizaciones, la secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 7, 9, 11, 
14, 20, 22, 24 y 27 o fragmentos de las mismas, comprende cinco o menos, preferiblemente cuatro o menos, más 
preferiblemente tres o menos, mucho más preferiblemente dos o menos, en particular una modificación de ácido 50 
nucleico, en donde la modificación o modificaciones de ácidos nucleicos son preferiblemente una sustitución de 
ácido nucleico. 
 
En algunas realizaciones, la secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 7, 9, 11, 
14, o fragmentos de las mismas, comprende una sustitución de ácido nucleico en la posición 16 con respecto al 55 
inicio de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NOs: 7, 9, 11, 14. Preferiblemente, G en la posición 16 con respecto 
al inicio de la secuencia de nucleótidos se reemplaza con T. 
 
En algunas realizaciones, la secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 20, 22, 
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24 y 27 o fragmentos de las mismas, comprende una sustitución de ácido nucleico en la posición 13 con respecto al 
inicio de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NOs: 20, 22, 24 y 27. Preferiblemente, G en la posición 13 con 
respecto al inicio de la secuencia de nucleótidos se reemplaza con T. 
 
En una realización adicional, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH 5 
eucariota se orienta en la misma dirección que la secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido. 
 
En una realización adicional, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH 
eucariota está orientada en dirección opuesta en relación con la secuencia de polinucleótidos que codifica un 
polipéptido. 10 
 
En una realización preferida, el casete de expresión comprende un promotor, una secuencia de polinucleótidos que 
codifica un polipéptido, y una secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH 
eucariota y una secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota como se 
ha descrito anteriormente. Preferiblemente, el origen de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de 15 
un promotor GAPDH eucariota y la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH 
eucariota es el mismo, es decir, es de la misma especie. Más preferiblemente, el origen de la secuencia de ADN 
genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota, la secuencia de ADN genómico no traducida 
aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota y la célula huésped es el mismo, es decir, es de la misma especie, 
por ejemplo, el origen de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH 20 
eucariota, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota y la célula 
huésped es del mismo mamífero, por ejemplo, de un ser humano. 
 
En algunas realizaciones, si la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo y/o aguas arriba del promotor 
GAPDH eucariota es una secuencia de ADN genómico no traducida de una especie, el promotor del casete de 25 
expresión no es un promotor GAPDH de la misma especie. 
 
En algunas realizaciones, si la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo y/o aguas arriba del promotor 
GAPDH eucariota es una secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo y/o aguas arriba de origen 
humano, el promotor del casete de expresión no es un promotor GAPDH humano. 30 
 
En algunas realizaciones, el promotor del casete de expresión no es un promotor GAPDH. 
En una realización, si el casete de expresión comprende un promotor, una secuencia de polinucleótidos que codifica 
un polipéptido, y una secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor de Gliceraldehído 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) eucariota, en el que el polipéptido codificado por la secuencia de polinucleótidos 35 
no es GAPDH, y en el que la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor GAPDH eucariota 
se inicia en una región una secuencia de polinucleótidos que +1 a la posición de nucleótido de aproximadamente 
+7000, en el que la posición de nucleótido es relativa al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH, y en el que 
la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor GAPDH eucariota es de 
aproximadamente 200 a aproximadamente 2800 nucleótidos y en el que el casete de expresión comprende además 40 
una secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota, en el que la 
secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH eucariota se inicia en una región que 
abarca desde aproximadamente el extremo 5' del promotor GAPDH eucariota a la posición de nucleótido de 
aproximadamente -3500, en el que la posición de nucleótido es relativa al inicio de la transcripción del ARNm de 
GAPDH, y en el que la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH 45 
eucariota es de aproximadamente 200 a aproximadamente 2800 nucleótidos, el promotor del casete de expresión 
puede ser un promotor GAPDH eucariota, preferiblemente un promotor GAPDH de mamífero, más preferiblemente 
un promotor GAPDH de roedor o humano. En esta realización, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas 
arriba del promotor GAPDH eucariota que se inicia en una región que abarca desde aproximadamente el extremo 5' 
del promotor GAPDH eucariota a la posición de nucleótido de aproximadamente -3500 se encuentra preferiblemente 50 
directamente aguas abajo del promotor GAPDH eucariota, más preferiblemente en esta realización, el casete de 
expresión comprende la secuencia de ADN genómico de origen natural que comprende el promotor GAPDH 
eucariota y que se extiende a la posición de nucleótido de aproximadamente -3500, en donde la posición de 
nucleótido es relativa al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH. 
 55 
En algunas realizaciones, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo y/o aguas arriba del promotor 
GAPDH eucariota es de origen mamífero, por ejemplo, el promotor GAPDH eucariota es un promotor GAPDH de 
mamífero y secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo y/o aguas arriba del promotor GAPDH de 
mamífero se usa como se describe en el presente documento. 
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En algunas realizaciones, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo y/o aguas arriba del promotor 
GAPDH eucariota es de origen de roedor o humano, por ejemplo, el promotor GAPDH eucariota es un promotor 
GAPDH de roedor o humano y una secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo y/o aguas arriba del 
promotor GAPDH de roedor o humano se usa como se describe en el presente documento. 5 
 
Preferiblemente, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo y/o aguas arriba del promotor GAPDH 
eucariota se selecciona de origen humano, de rata o ratón, más preferiblemente de origen humano o de ratón, 
mucho más preferiblemente de origen humano. 
 10 
En algunas realizaciones, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo y/o aguas arriba del promotor 
GAPDH eucariota no está unida operativamente a la secuencia de polinucleótidos que codifica el polipéptido. 
 
En algunas realizaciones, el casete de expresión comprende un sitio de poliadenilación. Preferiblemente, el sitio de 
poliadenilación se selecciona del grupo que consiste en SV40 poli(A) y BGH (hormona de crecimiento bovina) 15 
poli(A). 
 
En algunas realizaciones, el promotor y la secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido del casete de 
expresión están unidos operativamente. 
 20 
En algunas realizaciones, el promotor del casete de expresión se selecciona del grupo que consiste en promotor 
SV40, promotor tk humano, promotor MPSV, CMV de ratón, CMV humano, CMV de rata, EF1 alfa humano, EF1 alfa 
de hámster chino, GAPDH humana, promotores híbridos que incluyen el promotor MYC, HYK y CX. 
 
En algunas realizaciones, el polipéptido codificado por el casete de expresión puede ser un polipéptido no 25 
glucosilado y glucosilado. Los polipéptidos glucosilados se refieren a polipéptidos que tienen al menos una cadena 
de oligosacáridos. 
 
Los ejemplos de proteínas no glucosiladas son, por ejemplo, hormonas no glucosiladas; enzimas no glucosiladas; 
factores de crecimiento no glucosilados de la familia del factor de crecimiento nervioso (NGF), del factor de 30 
crecimiento epitelial (EGF) y de la familia del factor de crecimiento fibroblástico (FGF) y receptores no glucosilados 
para hormonas y factores de crecimiento. 
 
Los ejemplos de proteínas glucosiladas son hormonas y factores liberadoras de hormonas, factores de coagulación, 
factores anticoagulantes, receptores de hormonas o factores de crecimiento, factores neurotróficos, citocinas y sus 35 
receptores, receptores de linfocitos T, proteínas de membrana superficial, proteínas de transporte, receptores de 
localización, adresinas, proteínas reguladoras, anticuerpos, proteínas quiméricas, tales como inmunoadhesinas, y 
fragmentos de cualquiera de las proteínas glucosiladas. Preferiblemente, el polipéptido se selecciona del grupo que 
consiste en anticuerpos, fragmentos de anticuerpo o derivados de anticuerpo (por ejemplo, proteínas de fusión Fc y 
formatos de anticuerpo particulares como anticuerpo biespecíficos). El fragmento de anticuerpo como se usa en el 40 
presente documento incluyen, pero sin limitación, (i) un dominio, (ii) el fragmento Fab que consiste en los dominios 
VL, VH, CL o CK y CH1, incluyendo Fab' y Fab'-SH, (iii) el fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1, (iv) 
el fragmento dAb (Ward ES et al., (1989) Nature, 341(6242): 544-6) que consiste en un único dominio variable, (v) 
fragmentos F(ab')2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos, (vi) moléculas Fv 
monocatenarias (scFv), en las que un dominio VH y un dominio VL están unidos por un enlazador peptídico que 45 
permite que los dos dominios se asocien para formar un sitio de unión a antígeno (Bird RE et al., (1988) Science 
242(4877): 423-6; Huston JS et al., (1988) Proc Natl Acad Sci U S A, 85(16): 5879-83), (vii) "diacuerpos" o 
"triacuerpos", fragmentos multivalentes o multiespecíficos construidos por fusión génica (Holliger P et al., (1993) 
Proc Natl Acad Sci U S A, 90(14): 6444-8; Holliger P et al., (2000) Methods Enzymol, 326: 461-79), (viii) scFv, 
diacuerpo o anticuerpo de dominio fusionado a una región Fc e (ix) scFv fusionado al mismo o un anticuerpo 50 
diferente. 
 
En algunas realizaciones, el casete de expresión comprende además un elemento genético seleccionado del grupo 
que consiste en un promotor adicional, un potenciador, elementos de control de la transcripción y un marcador 
seleccionable, preferiblemente un marcador seleccionable que se expresa en células animales. Los elementos de 55 
control transcripcional son, por ejemplo, secuencias de Kozak o elementos de terminación de la transcripción. 
 
En una realización, el elemento genético es un marcador seleccionable en el que el contenido de sitios CpG 
contenidos en la secuencia de polinucleótidos que codifica el marcador seleccionable es 45 o menos, 
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preferiblemente 40 o menos, más preferiblemente 20 o menos, en particular 10 o menos, más en particular 5 o 
menos, más en particular 0 (los sitios CpG han sido completamente eliminados). 
 
En un aspecto adicional, la presente descripción proporciona un vector de expresión, preferiblemente un vector de 
expresión de mamífero que comprende un casete de expresión como se ha descrito anteriormente. 5 
En algunas realizaciones, el vector de expresión comprende al menos dos unidades de transcripción separadas. Un 
vector de expresión con dos unidades de transcripción separadas también se denomina vector de doble gen. Un 
ejemplo del mismo es un vector, en el que la primera unidad de transcripción codifica la cadena pesada de un 
anticuerpo o un fragmento del mismo y la segunda unidad de transcripción codifica la cadena ligera de un 
anticuerpo. Otro ejemplo es un vector de doble gen, en el que las dos unidades de transcripción codifican dos 10 
subunidades diferentes de una proteína tal como una enzima. Sin embargo, también es posible que el vector de 
expresión de la presente invención comprenda más de dos unidades de transcripción separadas, por ejemplo tres, 
cuatro o incluso más unidades de transcripción separadas cada una de las cuales comprende una secuencia de 
nucleótidos diferente que codifica una cadena polipeptídica diferente. Por lo tanto, un ejemplo es un vector con 
cuatro unidades de transcripción separadas, cada una de las cuales contiene una secuencia de nucleótidos diferente 15 
que codifica una subunidad de una enzima que consiste en cuatro subunidades diferentes. 
 
En algunas realizaciones, el vector de expresión comprende además un elemento genético seleccionado del grupo 
que consiste en un promotor adicional, un potenciador, elementos de control de la transcripción, un origen de 
replicación y un marcador seleccionable. 20 
 
En algunas realizaciones, el vector de expresión comprende además un origen de replicación y un marcador 
seleccionable en el que el contenido de los sitios CpG contenidos en la secuencia de polinucleótidos del vector de 
expresión que codifica el origen de replicación y el marcador seleccionable es 200 o menos, preferiblemente 150 o 
menos, en particular 100 o menos, más particularmente 50 o menos, mucho más particular 30 o menos. 25 
 
Se puede usar cualquier marcador de selección comúnmente empleado tal como timidina cinasa (tk), dihidrofolato 
reductasa (DHFR), puromicina, neomicina o glutamina sintetasa (GS) para el casete de expresión o el vector de 
expresión de la presente invención. Preferiblemente, los vectores de expresión de la invención también comprenden 
un número limitado de sitios de restricción útiles para la inserción del casete de expresión para la secreción de una 30 
proteína heteróloga de la presente invención. Cuando se usan en particular solo para expresión 
transitoria/episómica, los vectores de expresión de la invención pueden comprender además un origen de 
replicación tal como el origen oriP del virus Epstein Barr (EBV) o virus SV40 para la replicación 
autónoma/mantenimiento episómico en células huésped eucariotas, pero pueden estar desprovistos de un marcador 
seleccionable. La expresión transitoria en células que carecen de factores relevantes para facilitar la replicación del 35 
vector también es posible. El vector de expresión que alberga el casete de expresión puede comprender además un 
casete de expresión que codifica un marcador fluorescente, un casete de expresión que codifica un ARNnc, un 
casete de expresión que codifica una proteína antiapoptótica o un casete de expresión que codifica una proteína que 
aumenta la capacidad de ka ruta secretora. 
 40 
En un aspecto adicional, la presente descripción proporciona un vector de expresión, que comprende en orden: 
 

a) una secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH de mamífero, en el 
que la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH de mamífero se inicia 
en una región que abarca del extremo 5' del promotor GAPDH de mamífero a la posición de nucleótido de 45 
aproximadamente -3500, en el que la posición de nucleótido es relativa al inicio de la transcripción del 
ARNm de GAPDH, en el que la longitud de la secuencia de ADN genómico aguas arriba del promotor 
GAPDH de mamífero es de 200 a aproximadamente 2800 nucleótidos 
b) un promotor 
c) una secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido 50 
d) un sitio de poliadenilación 
e) un potenciador 
f) una secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH de mamífero, 

 
en el que el polipéptido codificado por la secuencia de polinucleótidos no es GAPDH, en el que la secuencia de ADN 55 
genómico aguas abajo del promotor GAPDH de mamífero se inicia en una región que abarca desde la posición de 
nucleótido de aproximadamente +1 a la posición de nucleótido de aproximadamente +7000, en el que la posición de 
nucleótido es relativa al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH, y en el que la longitud de la secuencia de 
ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor GAPDH de mamífero es de aproximadamente 200 a 

E12816132
18-07-2018ES 2 679 291 T3

 



 
 

 18

aproximadamente 2800 nucleótidos. 
 
En algunas realizaciones, la presente descripción proporciona un vector de expresión, que comprende en orden: 
 

a) una secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota 5 
b) un promotor 
c) una secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido 
d) un sitio de poliadenilación 
e) un potenciador 
f) una secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota, 10 

 
en el que la inclusión del potenciador es opcional. 
 
En un aspecto adicional, la presente descripción proporciona un vector de expresión, que comprende en orden: 
 15 

a) una secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota 
b) un potenciador 
c) un promotor 
d) una secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido 
e) un sitio de poliadenilación 20 
f) una secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de una GAPDH eucariota, 

 
en el que la inclusión del potenciador es opcional. 
 
En un aspecto adicional, la presente descripción proporciona un vector de expresión, que comprende en orden: 25 
 

a) un potenciador 
b) una secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de una GAPDH eucariota 
c) un promotor 
d) una secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido 30 
e) un sitio de poliadenilación 
f) secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de una GAPDH eucariota, 

 
en el que la inclusión del potenciador es opcional. 
 35 
En un aspecto adicional, la presente descripción proporciona un vector de expresión, que comprende en orden: 
 

a) una secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota 
b) un promotor 
c) una secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido 40 
d) un sitio de poliadenilación 
e) un potenciador 
f) una secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota, 

 
en el que la inclusión del potenciador es opcional. 45 
 
En un aspecto adicional, la presente descripción proporciona un vector de expresión, que comprende en orden: 
 

a) una secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota 
b) un potenciador 50 
c) un promotor 
d) una secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido 
e) un sitio de poliadenilación 
f) una secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de una GAPDH eucariota, 

 55 
en el que la inclusión del potenciador es opcional. 
 
En un aspecto adicional, la presente descripción proporciona un vector de expresión, que comprende en orden: 
 

E12816132
18-07-2018ES 2 679 291 T3

 



 
 

 19

a) un potenciador 
b) una secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de una GAPDH eucariota 
c) un promotor 
d) una secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido 
e) un sitio de poliadenilación 5 
f) secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de una GAPDH eucariota, 

 
en el que la inclusión del potenciador es opcional. 
 
La secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de una GAPDH eucariota, un potenciador, un promotor, 10 
una secuencia de polinucleótido que codifica un polipéptido, un sitio de poliadenilación y una secuencia de ADN 
genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH eucariota de los vectores de expresión son, por 
ejemplo, como se ha descrito anteriormente. 
 
En un aspecto adicional, la presente descripción proporciona una célula huésped que comprende un casete de 15 
expresión o un vector de expresión como se ha descrito anteriormente. La célula huésped puede ser una célula 
humana o no humana. Las células huésped preferidas son células de mamífero. Los ejemplos preferidos de células 
huésped de mamífero incluyen, sin restricción, células de riñón embrionario humano (Graham FL et al., J. Gen. Virol. 
36: 59-74), fibroblastos humanos MRC5, células de melanoma humano 983M, células de riñón canino MDCK, 
fibroblastos de pulmón de rata cultivados RF aislados de ratas Sprague-Dawley, células de melanoma murino 20 
B16BL6, células de mastocitoma murino P815, células de adenocarcinoma mamario murino MT1 A2, células 
PER:C6 (Leiden, Países Bajos) y células o líneas celulares de ovario de hámster chino (CHO) (Puck et al., 1958, J. 
Exp. Med. 108: 945-955). 
 
En una realización preferida particular, la célula huésped es una célula o línea celular de ovario de hámster chino 25 
(CHO). Las líneas celulares CHO adecuadas incluyen, por ejemplo, CHO-S (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados 
Unidos), CHO K1 (ATCC CCL-61), CHO pro3-, CHO DG44, CHO P12 o la línea celular dhfr- CHO DUK-BII (Chasin 
et al., PNAS 77, 1980, 4216-4220), DUXBI 1 (Simonsen et al., PNAS 80, 1983, 2495-2499), o CHO-K1SV (Lonza, 
Basel, Suiza). 
 30 
En un aspecto adicional, la presente descripción proporciona un método in vitro para la expresión de un polipéptido, 
que comprende transfectar una célula huésped con el casete de expresión o un vector de expresión como se 
describe anteriormente y recuperar el polipéptido. El polipéptido es preferiblemente un polipéptido heterólogo, más 
preferiblemente un polipéptido humano. 
 35 
Para transfectar el casete de expresión o el vector de expresión en una célula huésped de acuerdo con la presente 
invención, cualquier técnica de transfección tales como las ya conocidas en la técnica, por ejemplo, electroporación, 
coprecipitación con fosfato de calcio, transfección de DEAE-dextrano, lipofección, pueden emplearse si es apropiado 
para un tipo de célula huésped dado. Debe observarse que la célula huésped transfectada con el casete de 
expresión o el vector de expresión de la presente invención debe interpretarse como una línea celular transfectada 40 
de forma transitoria o estable. Por lo tanto, de acuerdo con la presente invención, el presente casete de expresión o 
el vector de expresión se puede mantener episómicamente, es decir transfectarse transitoriamente, o puede 
integrarse de forma estable en el genoma de la célula huésped, es decir, transfectarse de forma estable. 
 
Una transfección transitoria se caracteriza por la no aplicación de ninguna presión de selección para un marcador de 45 
selección portado por vector. En experimentos de expresión transitoria que comúnmente duran de 2 hasta 10 días 
después de la transfección, el casete de expresión transfectado o el vector de expresión se mantienen como 
elementos episómicos y aún no están integrados en el genoma. Es decir, el ADN transfectado normalmente no se 
integra en el genoma de la célula huésped. Las células huésped tienden a perder el ADN transfectado y crecer en 
exceso las células transfectadas en la población tras el cultivo del grupo de células transfectadas transitoriamente. 50 
Por lo tanto, la expresión es más fuerte en el periodo inmediatamente posterior a la transfección y disminuye con el 
tiempo. Preferiblemente, un transfectante transitorio de acuerdo con la presente invención se entiende como una 
célula que se mantiene en cultivo celular en ausencia de presión de selección hasta un tiempo de 2 a 10 días 
después de la transfección. 
 55 
En una realización preferida de la invención, la célula huésped, por ejemplo, la célula huésped CHO se transfecta de 
forma estable con el casete de expresión o el vector de expresión de la presente invención. La transfección estable 
significa que el ADN foráneo recientemente introducido, tal como el ADN del vector, se está incorporando al ADN 
genómico, habitualmente mediante eventos de recombinación aleatorios no homólogos. El número de copias del 
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ADN del vector y, concomitantemente, la cantidad del producto génico se puede aumentar seleccionando líneas 
celulares en las que las secuencias del vector se han amplificado después de la integración en el ADN de la célula 
huésped. Por lo tanto, es posible que dicha integración estable dé lugar, tras la exposición a aumentos adicionales 
en la presión de selección para la amplificación génica, a cromosomas de doble minuto en células CHO. Además, 
una transfección estable puede dar como resultado la pérdida de partes de la secuencia del vector no relacionadas 5 
directamente con la expresión del producto génico recombinante, tal como, por ejemplo, las regiones de control del 
número de copias bacterianas se vuelven superfluas tras la integración genómica. Por lo tanto, una célula huésped 
transfectada ha integrado al menos parte o diferentes partes del casete de expresión o el vector de expresión en el 
genoma. 
 10 
En un aspecto adicional, la presente descripción proporciona el uso del casete de expresión o un vector de 
expresión como se ha descrito anteriormente para la expresión de un polipéptido heterólogo de una célula huésped 
de mamífero, en particular, el uso del casete de expresión o un vector de expresión como se ha descrito 
anteriormente para la expresión in vitro de un polipéptido heterólogo de una célula huésped de mamífero. 
 15 
La expresión y la recuperación de la proteína se pueden realizar de acuerdo con métodos conocidos por el experto 
en la técnica. 
 
Para la expresión de un polipéptido, la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo y/o aguas arriba de un 
promotor GAPDH eucariota del casete de expresión o del vector de expresión como se ha descrito anteriormente y 20 
la célula huésped como se ha descrito anteriormente se usan y normalmente son del mismo origen. 
Sorprendentemente se ha encontrado que se obtiene un aumento de la expresión si la secuencia de ADN genómico 
no traducida aguas abajo y/o aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota del casete de expresión o del vector de 
expresión y la célula huésped son de origen diferente, por ejemplo, si las secuencias de ADN humano aguas abajo 
y/o aguas arriba de un promotor GAPDH eucariota se usan en células CHO. 25 
 
En un aspecto adicional, la presente descripción proporciona el uso del casete de expresión o el vector de expresión 
como se ha descrito anteriormente para la preparación de un medicamento para el tratamiento de un trastorno. 
 
En un aspecto adicional, la presente descripción proporciona el casete de expresión o el vector de expresión como 30 
se ha descrito anterior para su uso como un medicamento para el tratamiento de un trastorno. 
 
En un aspecto adicional, la presente descripción proporciona el casete de expresión o el vector de expresión como 
se ha descrito anteriormente para su uso en la terapia génica. 
 35 
Ejemplos 
 
Ejemplo 1: Clonación de vectores de expresión: 
 
I. Materiales y métodos 40 
 
I.1 Construcciones plasmídicas 
 
I.1.1. Placas de cultivo LB 
 45 
Se mezclaron 500 ml de agua y se hirvieron con 16 g de agar LB (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) (1 litro 
de LB contiene 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl). Después de enfriar, se añadió el 
antibiótico respectivo a la solución que después se colocó en placas (placas de ampicilina a 100 μg/ml y placas de 
kanamicina a 50 μg/ml). 
 50 
I.1.2. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
Se realizaron todas las PCR utilizando 1 μl de dNTP (10 mM para cada dNTP; Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados 
Unidos), 2 unidades de ADN polimerasa Phusion® (Finnzymes Oy, Espoo, Finlandia), 25 nmol de Cebador A 
(Mycrosynth, Balgach, Suiza), 25 nmol de Cebador B (Mycrosynth, Balgach, Suiza), 10 μl de tampón HF 5X (MgCl2 55 
7,5 mM, Finnzymes, Espoo, Finlandia), 1,5 μl de dimetilsulfóxido (DMSO, Finnzymes, Espoo, Finlandia) y 1-3 μl de la 
plantilla (1-2 μg) en un volumen final de 50 μl. Todos los cebadores utilizados se enumeran en la Tabla 1. 
 
La PCR se inició por una desnaturalización inicial a 98 °C durante 3 minutos, seguida de 35 ciclos de 30 s de 
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desnaturalización a 98 °C, 30 s de hibridación a una temperatura específica del cebador (según el contenido de CG) 
y 2 min de elongación a 72 °C. Se realizó una elongación final a 72 °C durante 10 minutos antes de enfriar y 
mantener a 4 °C. 
 
Tabla 1: Resumen de cebadores usados en PCR. GAPDH: Secuencia de gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, 5 
5': secuencia aguas arriba, 3: secuencia aguas abajo. La "T" (subrayada) en el cebador GlnPrl 172 se introdujo para 

evitar la formación de dímeros de cebadores. 
Cebador Secuencia de cebador Secuencia amplificada Seq ID 

GlnPr 1171 

 

 
 

5' GAPDH 

SEQ ID No: 1 

GlnPr 1172 

 

 
 

SEQ ID No: 2 

GlnPr 1173 

 

 
 

3'GAPDH 

SEQ ID No: 3 

GlnPr 1174 

 

 
 

SEQ ID No: 4 

 
I.1.3. Digestión de restricción 
 10 
Para todas las digestiones de restricción se mezcló aproximadamente 1 μg de ADN plasmídico (cuantificado con 
NanoDrop, espectrofotómetro ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, Estados Unidos)) con 10-20 unidades de 
cada enzima, 4 μl de 10X NEBuffer correspondiente (NEB, Ipswich, MA, Estados Unidos), y el volumen se completó 
a 40 μl con H2O estéril. Sin más indicaciones, las digestiones se incubaron durante 1 hora a 37 °C. 
 15 
Después de cada digestión preparativa de la estructura principal, se añadió 1 unidad de fosfatasa alcalina intestinal 
de ternera (CIP; NEB, Ipswich, MA, Estados Unidos) y la mezcla se incubó durante 30 min a 37 °C. 
Si la digestión se realizó en NEBuffer 3 (NEB, Ipswich, MA, Estados Unidos), el tampón se cambió a tampón NEB 4 
antes de añadir CIP porque esta enzima tiene una actividad fuerte en este tampón y también puede digerir algunos 
de los nucleótidos en los extremos externos. 20 
 
I.1.4. Purificación por PCR y electroforesis en gel de agarosa 
 
I.1.4.1. Limpieza por PCR 
 25 
Para permitir la digestión, todos los fragmentos de PCR se limpiaron antes de las digestiones de restricción usando 
el kit Macherey Nagel Extract II (Macherey Nagel, Oensingen, Suiza) siguiendo el manual del fabricante usando 40 
μl de tampón de elución. Este protocolo también se usó para cambiar los tampones de muestras de ADN. 
 
I.1.4.2. Extracción de ADN 30 
 
Para la electroforesis en gel, se prepararon geles al 1 % usando Agarosa UltraPure™ (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
Estados Unidos) y tampón 50X de ácido tris acético EDTA (TAE, pH 8,3; Bio RAD, Munich, Alemania). Para la 
tinción de ADN, se añadió 1 μl de colorante rojo en gel (Biotum, Hayward, CA, Estados Unidos) a 100 ml de gel de 
agarosa. Como marcador de tamaño, se usaron 2 μg de la escalera de ADN de 1 kb (NEB, Ipswich, MA, Estados 35 
Unidos). La electroforesis se realizó durante aproximadamente 1 hora a 125 voltios. Las bandas de interés se 
cortaron del gel de agarosa y se purificaron usando el kit Extract II (Macherey-Nagel, Oensingen, Suiza), siguiendo el 
manual del fabricante usando 40 μl de tampón de elución. 
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I.1.5. Ligación 
 
Para cada ligación, se mezclaron 4 μl de inserto con 1 μl de vector, 400 unidades de ligasa (ADN ligasa T4, NEB, 
Ipswich, MA, Estados Unidos), 1 μl de tampón ligasa 10X (tampón ADN ligasa T4; NEB, Ipswich, MA, Estados 5 
Unidos) en un volumen de 10 μl. La mezcla se incubó durante 1-2 h a TA. 
 
I.1.6. Transformación de productos de ligación en bacterias competentes 
 
Para la clonación de pGLEX41-[REP] y para construcciones hechas con el vector pCR-Blunt que contienen un 10 
origen de replicación estándar, se usó TOP 10 (E. coli competente TOP 10 de One Shot®; Invitrogen, Carlsbad, CA, 
Estados Unidos). 
 
Para el inicio de la replicación del plásmido que contiene el origen de replicación R6K, se requiere la expresión de la 
proteína π, codificada por la secuencia pir. La proteína π se expresa por E. coli competente de One Shot® PIR1 15 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos). Estas bacterias se usaron para todos los vectores que contienen la 
secuencia R6K. 
 
Para transformar bacterias competentes con el producto de ligación, se descongelaron 25-50 μl de bacterias en hielo 
durante 5 minutos. Después, se añadieron 3-5 μl de producto de ligación a las bacterias competentes y se incubaron 20 
durante 20-30 minutos en hielo antes del choque térmico durante 1 minuto a 42 °C. Después, se añadieron 500 μl de 
medio S.O.C. (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) por tubo y se incubaron durante 1 hora a 37 °C en 
agitación. Finalmente, las bacterias se colocan en una placa LB con ampicilina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
Estados Unidos) y se incuban durante una noche a 37 °C. Para la clonación en vectores pCR-Blunt, se usaron 
placas con kanamicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos). 25 
 
I.1.7. Preparación de plásmidos a pequeña (mini) y media (midi) 
 
I.1.7.1. Minipreparación 
 30 
Para la minipreparación, se cultivaron colonias de bacterias transformadas durante 6-16 horas en 2,5 ml de LB y 
ampicilina o kanamicina a 37 ºC, 200 rpm. El ADN se extrajo con un kit de purificación de plásmidos para E. coli 
(QuickPure, Macherey Nagel, Oensingen, Suiza), siguiendo el manual proporcionado. 
 
El ADN plasmídico de minipreparaciones se cuantificó una vez con el espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 35 
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, Estados Unidos) midiendo la absorbancia a 260 nm y evaluando la relación de 
OD260 nm/OD280 nm que tenía que estar entre 1,8 y 2. Se realizó una digestión de control antes de enviar la 
muestra a Fasteris SA (Ginebra, Suiza) para la confirmación de la secuencia. 
 
Para la extracción de BAC, se utilizó el kit QuickPure (Macherey Nagel, Oensingen, Suiza) con la siguiente 40 
modificación del protocolo: Se sembraron 10 ml de LB y cloranfenicol (12,5 μg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
Estados Unidos) con bacterias que contenían el vector pBACe3.6. Después de la incubación en una plataforma de 
agitación a 37 °C durante una noche, el cultivo se centrifugó durante 5 min a 13300 rpm antes de suspenderse de 
nuevo en 500 μl de tampón A1. Se añadieron 500 μl de Tampón de Lisis A2 y la solución se incubó durante 5 
minutos a TA. Después, se neutralizó con 600 μl de tampón A3 y se centrifugó durante 10 minutos a 13300 rpm. El 45 
sobrenadante se cargó en una columna y a partir de esta etapa se usó el protocolo estándar del kit QuickPure 
miniprep. 
 
I.1.7.2. Midipreparación 
 50 
Para la midipreparación, las bacterias transformadas se cultivaron a 37 °C durante una noche en 200 a 400 ml de LB 
y ampicilina (o kanamicina). A continuación, el cultivo se centrifugó durante 20 minutos a 725 g y el plásmido se 
purificó usando un kit comercial (NucleoBond Xtra Midi; Macherey Nagel, Oensingen, Suiza) siguiendo el protocolo 
de plásmido bajo proporcionado en el manual del fabricante. 
 55 
El ADN plasmídico de la midipreparación se cuantificó tres veces con el espectrofotómetro NanoDrop ND-1000, se 
confirmó mediante digestión de restricción y finalmente se envió para su secuenciación (Fasteris SA, Ginebra, 
Suiza). 
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II. Resultados y análisis 
 
II.1. Clonación de regiones de ADN aguas arriba y aguas abajo del casete de expresión de GAPDH (GAPDH 5' 
y 3') 
 5 
El clon BAC RPCIB753F11841Q se pidió en Imagene (Berlín, Alemania). Este clon contiene la secuencia de GAPDH 
humana en una estructura principal del vector pBACe3.6, que contiene un gen de resistencia al cloranfenicol. 
Después de la extracción del ADN por minipreparación, la concentración del vector se determinó mediante Nanodrop 
a 27 ng/μl. 
 10 
Las secuencias de ADN que rodean inmediatamente el casete de expresión de GAPDH aguas arriba del promotor y 
aguas abajo del sitio de poliadenilación se amplificaron por PCR usando 27 ng del clon RPCIB753F11841Q 
purificado como plantilla. El fragmento de 3 kb aguas arriba del promotor se amplificó con los cebadores GlnPrl 171 
(SEQ ID NO: 1) y GlnPrl 172 (SEQ ID NO: 2) lo que condujo al amplicón con SEQ ID No. 5. Como cebador GlnPrl 
172 (SEQ ID NO: 2) lleva un cambio de base (G a T) con respecto a la secuencia de plantilla, todas las secuencias 15 
derivadas de esta reacción de PCR también llevarán este cambio de base. El cambio se encuentra en la posición -
3721 con respecto al inicio de la transcripción del gen GAPDH (pb 812 de SEQ ID NO: 17, posición 23 con respecto 
al inicio de la SEQ ID NO: 5). El fragmento de 3 kb aguas abajo del sitio de poliadenilación se amplificó con los 
cebadores GlnPrl 173 (SEQ ID NO: 3) y GlnPrl 174 (SEQ ID NO: 4) lo que condujo al amplicón con SEQ ID NO: 6 
(Tabla 1). La temperatura de hibridación utilizada para estas PCR fue de 72 °C. 20 
 
Los fragmentos de GAPDH 5' y 3' (SEQ ID NOs: 5 y 6) se clonaron en pCR-Blunt, un vector de clonación de 
producto de PCR disponible comercialmente (pCR-Blunt, kit de clonación PCR Zero Blunt, Invitrogen). Los productos 
de ligación se transformaron en bacterias competentes TOP10 y se pusieron en placas de kanamicina LB-agar. Las 
colonias se amplificaron y los plásmidos se aislaron mediante minipreparaciones. Se realizaron digestiones de 25 
control para identificar clones positivos que produjeron las construcciones pCR-Blunt-5'GAPDH y pCR-Blunt-
3'GAPDH. 
 
II.2. Preparación del fragmento de ADN que codifica las proteínas indicadoras GFP y un anticuerpo 
monoclonal recombinante IgG1 (LC-IRES-HC-IRES-GFP) 30 
 
La construcción indicadora (REP) usada en el presente trabajo consistió en un gen policistrónico: cadena ligera (LC) 
del anticuerpo monoclonal IgG1-IRES-cadena pensada (HC) del anticuerpo monoclonal IgG1-IRES-proteína 
fluorescente verde (GFP). La presencia de sitios de entrada de ribosomas internos (IRES) derivados del virus de la 
encefalomiocarditis (Gurtu et al., Biochem Biophys Res Commun.; 229(1): 295-298, 1996)) permite la traducción de 35 
la cadena ligera (LC) del anticuerpo monoclonal IgG1 de 3 péptidos, cadena pesada (HC) del anticuerpo monoclonal 
IgG1 y GFP (Figura 1). Las células transfectadas, por lo tanto, secretarán el anticuerpo monoclonal IgG1 y 
acumularán GFP intracelular de una manera dependiente. Sin embargo, los ARNm policistrónicos no son comunes 
en células eucariotas y su traducción no es muy eficiente, lo que conduce a títulos relativamente bajos de expresión 
de IgG1 y GFP. 40 
 
Se digirió un vector que contenía la construcción de REP usando las enzimas de restricción NheI y BstBI (BstBI se 
usa a 65 °C). El fragmento REP que contenía la construcción de expresión se cortó, se purificó y se usó para etapas 
de clonación adicionales. 
 45 
II.3. Clonación de vectores de expresión 
 
El vector pGLEX41, un vector de expresión derivado de pcDNA3.1 (+) (Invitrogen, Carlsbad, CA) se usó para la 
producción de líneas celulares estables. Se usó como estructura principal inicial que se había modificado para 
generar las segundas generaciones de vectores A y B con y sin las secuencias de GAPDH. Para todos los vectores 50 
se usó la misma combinación promotor-intrón (mCMV y un fragmento donante-aceptor que codifica el primer intrón 
(IgDA)) (Gorman et al., (1990) Proc Natl Acad Sci USA, 87: 5459-5463). 
 
Clonación del vector intermedio pGLEX41-HM-MCS-ampiA: 
 55 
El desarrollo de la nueva generación de vectores se inició a partir de pGLEX41. Este vector se cortó usando las 
enzimas de restricción NruI y BspHI para liberar el casete de resistencia a la ampicilina. El fragmento de la estructura 
principal se sometió a CIP y se purificó mediante electroforesis en gel. El fragmento de ADN que codifica una versión 
optimizada de codón (para expresión en E. coli) del gen de resistencia a ampicilina (que incluye el promotor bla) se 
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ha pedido en GeneArt. El inserto se cortó del vector de clonación GeneArt n.º 1013237 usando las enzimas de 
restricción NruI y BspHI (las mismas enzimas que se usan para la estructura principal), se purificó y se clonó en la 
estructura principal. Las minipreparaciones se analizaron mediante digestión de restricción. El clon pGLEX41-HM-
MCS-ampiA#2 tenía el perfil de restricción esperado y la integración del fragmento correcto se confirmó mediante 
secuenciación. 5 
 
Clonación del vector intermedio pGLEX41-MCS-R6K-ampiA 
 
Para intercambiar el origen de replicación de pUC del vector pGLEX41-HM-MCS-ampiA#2, el vector se digirió 
usando PvuI y BspHI. El fragmento de la estructura principal se sometió a CIP y se purificó. El nuevo fragmento de 10 
inserción contiene el origen de replicación de R6K y una secuencia de poli(A) de SV40 modificada como parte del 
casete de expresión. Se han eliminado las secuencias innecesarias de la estructura principal bacteriana o viral 
alrededor del SV40 poli (A) (véase la Tabla 2 a continuación). El fragmento de inserción se ha pedido a GeneArt; se 
cortó del vector de clonación GeneArt n.º 1013238 usando las enzimas PvuI y BspHI (las mismas que se usan para 
la estructura principal), se purificó y se clonó en el fragmento de la estructura principal. Las minipreparaciones se 15 
prepararon y se confirmaron mediante análisis de secuencia. El clon pGLEX41-MCS-R6K-ampiA#1 tenía la 
secuencia correcta. 
 

Tabla 2: Contenido de CpG en los diferentes vectores 
 Contenido de CpG en vectores de expresión 

 pGLEX41 
Vectores optimizados por codón: 

"A" 
Vectores reducidos por CpG 

"B" 
Resistencia a ampicilina 49 43 19 

Resistencia a 
puromicina 

93 36 1 

Resistencia a geneticina 74 51 0 
Origen de replicación 45 9 9 

Suma: 261 139 29 
 20 
Clonación del vector intermedio pGLEX41-MCS-R6K-ampiB 
 
El vector pGLEX41- MCS-R6K-ampiA#1 se abrió utilizando la enzima de restricción BspHI y se sometió a CIP para 
liberar la resistencia a la ampicilina. El nuevo fragmento de inserción contiene el codón de resistencia a ampicilina 
optimizado para la expresión en E. coli, pero todas las secuencias de CpG que podrían eliminarse mediante el uso 25 
de codones alternativos se habían reemplazado (véase la Tabla 2 anterior). Este fragmento se pidió en GeneArt. 
Para liberar el fragmento de inserto, el vector de clonación GeneArt n.º 1016138 se digirió usando BspHI. Después 
de la purificación de los fragmentos tanto de inserto como de estructura principal mediante electroforesis en gel, se 
ligaron y se transformaron en bacterias PIR1. Las minipreparaciones se enviaron directamente para su 
secuenciación. pGLEX41-R6K-MCS-ampiB#1 tiene la secuencia correcta y se usó para etapas de clonación 30 
adicionales. 
 
Clonación de la construcción indicadora en vectores de expresión derivados de pGLEX41 
 
Para clonar la construcción indicadora REP en los vectores de expresión pGLEX41-MCS-R6K-ampiA y pGLEX41-35 
MCS-R6K-ampiB, los vectores se cortaron usando las enzimas de restricción NheI y Clal. El vector de expresión 
pGLEX41-HM-MCS se abrió usando las enzimas de restricción NheI y BstBI (a 65 °C). Todas las estructuras 
principales de vectores se trataron con CIP después de la digestión y las estructuras principales se purificaron 
mediante electroforesis en gel. Las estructuras principales se ligaron con el fragmento NheI/BstBI (BstBI es 
compatible con ClaI) que codifica la construcción indicadora REP. Los productos de ligación se transformaron en 40 
bacterias competentes PIR1 o TOP 10 y se sembraron en placas de ampicilina LB-agar. Las colonias se amplificaron 
y los plásmidos se aislaron mediante minipreparaciones. Los clones positivos se pudieron identificar por digestión de 
restricción de minipreparaciones y confirmación de secuencia posterior por Fasteris SA. 
 
Adición de secuencias flanqueantes de GAPDH en vectores de expresión derivados de pGLEX41 45 
 
Todos los análisis de restricción de este párrafo se realizaron en un volumen final de 80 μl y se incubaron durante 
una noche a 37 °C. 
 
La secuencia 5'GAPDH (SEQ ID NO: 7) se escindió de pCR-blunt-5'GAPDH usando la enzima de restricción NruI y 50 
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se ligó en los vectores de expresión pGLEX41-R6K-ampiA-[REP] y pGLEX41-R6K-ampiB-[REP] que se linealizaron 
usando NruI y se trataron con CIP para evitar la recirculación. Después de la amplificación de las colonias PIR1 
(obtenidas por transformación de productos de ligación) se analizaron minipreparaciones por digestión de restricción. 
Los clones pGLEX41-R6K-ampiA-5'GAPDH-[REP] #2 y pGLEX41-R6K-ampiB-5'GAPDH-[REP] #1 mostraron bandas 
del tamaño esperado en el análisis de restricción, se confirmaron posteriormente mediante secuenciación y se 5 
usaron para más etapas de clonación. Estos nuevos vectores se abrieron entonces con ScaI y se trataron con CIP. 
El fragmento 3'GAPDH (SEQ ID NO: 8) se escindió de pCR-Blunt-3'GAPDH usando la misma enzima y se ligó en las 
dos estructuras principales con el fin de generar los vectores de expresión pGLEX41-R6K-ampiA-GAPDH-[REP] y 
pGLEX41-R6K-ampiB-GAPDH-[REP]. 
 10 
La digestión de control de los clones pGLEX41-R6K-ampiA-GAPDH-[REP] # 2 y pGLEX41-R6K-ampiB-GAPDH-
[REP] # 8 mostró bandas del tamaño esperado en el análisis de restricción. La inserción del fragmento 3'GAPDH en 
la orientación correcta se confirmó posteriormente por secuenciación (Fasteris). 
 
II.4. Clonación de vectores de resistencia 15 
 
El punto de partida para la clonación de los vectores de resistencia fue el vector pGLEX-MCS-R6K-ampiA#1. En 
cuanto a la expresión de genes de resistencia, un promotor débil es suficiente, el promotor mCMV fue reemplazado 
por el promotor SV40. Los genes que codifican los genes de resistencia se pidieron a GeneArt SA (Regensburg, 
Alemania) y se optimizaron para la expresión en hámster chino (puromicina: puroA y neomicina: neoA) o se 20 
redujeron en contenido de CpG mediante el uso de codones selectivos (puromicina: puroB y neomicina: neoB). 
 
Clonación de pGLEX-R6K-AmpiA-PuroA/PuroB: 
 
Para clonar la resistencia a la puromicina en el casete de expresión, se abrió el vector pGLEX41-MCS-R6K-ampiA#1 25 
usando las enzimas de restricción NruI y XbaI, seguido de tratamiento con CIP. El fragmento de inserción se pidió a 
GeneArt y se proporcionó como inserto en el vector de clonación GeneArt n.º 1013239. Contiene el promotor SV40 y 
el gen optimizado por codón para la resistencia a la puromicina (para el uso de codones de células CHO). El inserto 
se cortó del vector de clonación GeneArt usando las enzimas NruI y XbaI (las mismas que se usan para la estructura 
principal), se purificó y se clonó en el fragmento de la estructura principal. Las minipreparaciones se prepararon y se 30 
analizaron mediante digestión de restricción. El clon pGLEX-MCS-R6K-ampiA-puroA#1 mostró el perfil correcto y 
pudo confirmarse mediante secuenciación. 
 
Este vector se usó para la clonación del vector pGLEX-MCS-R6K-ampiA-puroB mediante el intercambio de la región 
codificante por el gen de resistencia a la puromicina, mientras se abandona el promotor SV40. El nuevo fragmento 35 
de inserción contiene una versión optimizada por codones del gen puromicina, donde se han reemplazado todas las 
secuencias CpG que podrían eliminarse debido al uso de codones alternativos. El fragmento se ha pedido por 
GeneArt y se administró en el vector de clonación n.º 1016139. Para liberar el fragmento de inserción, el vector 
GeneArt se digirió usando las enzimas de restricción XbaI y NotI. El fragmento de inserción se purificó mediante 
electroforesis en gel y se clonó en la estructura principal de pGLEX-MCS-R6K-ampiA-puroA, después de la 40 
liberación del marco de lectura abierto de puromicina mediante digestión de restricción usando XbaI y NotI, seguido 
de tratamiento con CIP. El vector resultante pGLEX-MCS-R6K-ampiA-puroB#1 se confirmó directamente mediante 
análisis de secuencia. 
 
Clonación de los vectores pGLEX-R6K-ampiA-NeoA y pGLEX-R6K-ampiA-NeoB 45 
 
Para clonar la resistencia a la neomicina en el casete de expresión, el vector pGLEX-R6K-puroA#1 se abrió usando 
las enzimas de restricción XbaI y NotI, seguido de tratamiento con CIP. Los fragmentos de inserción se pidieron a 
partir de GeneArt y se proporcionaron como insertos en los vectores de clonación GeneArt n.º 1013242 (neoA) y n.º 
1026894 (neoB). Contienen el gen optimizado por codón para la resistencia a la neomicina para el uso de codones 50 
de las células CHO y la versión reducida de CpG de la resistencia a la neomicina, respectivamente. Los insertos se 
cortaron de los vectores de clonación GeneArt usando las enzimas XbaI y NotI (las mismas que se usan para la 
estructura principal), se purificaron y se clonaron en el fragmento de la estructura principal. Las minipreparaciones se 
prepararon y los clones se confirmaron por secuenciación. 
 55 
Clonación de vectores pGLEX-R6K-ampiB-NeoB y pGLEX41-R6K-ampiB-puroB: 
 
El vector pGLEX41-R6K-puroB#1 se abrió usando la enzima de restricción BspHI y posteriormente se sometió a CIP. 
El fragmento de inserción contiene el gen de resistencia a la ampicilina que estaba optimizado por codón para la 
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expresión en E. coli, mientras que todas las secuencias CpG que podrían eliminarse debido al uso de codones 
alternativos se han reemplazado. Este fragmento se ha pedido a GeneArt y ha llegado en el vector de clonación n. 
1016138. Para liberar el fragmento de inserto, el vector de clonación GeneArt se digirió usando BspHI. Después de 
la purificación del fragmento tanto de inserción como de estructura principal mediante electroforesis en gel, se 
ligaron y se transformaron en bacterias PIR1. Las minipreparaciones se enviaron directamente para su 5 
secuenciación y pudieron confirmarse (pGLEX41-ampiB-R6K-puroB#1). 
 
La clonación que conduce al vector pGLEX-R6K-neoB-ampiB se realizó abriendo pGLEX-R6K-neoB-ampiA usando 
las enzimas de restricción BspHI para crear el fragmento de la estructura principal. La digestión de pGLEX-R6K-
ampiB-hygroB usando la misma combinación de enzima de restricción produjo el fragmento de inserción que codifica 10 
ampiB. El inserto ampiB se clonó en la estructura principal pGLEX-R6K-neoB-ampiA. 
 
II.5 Adición de secuencias aguas arriba y aguas abajo del gen GAPDH humano en vectores de resistencia 
 
El vector pCR-blunt-5'GAPDH se digirió con NruI para obtener el inserto 5'GAPDH (3164 pb). Los vectores que 15 
codifican los genes de resistencia se digirieron con NruI, posteriormente se trataron con CIP (fosfatasa intestinal de 
ternero, NEB, Ipswich, MA) con el fin de preparar los fragmentos de la estructura principal. Los 4 fragmentos de 
estructura principal diferentes (pGLEX-R6K-neoA-ampiA, pGLEX-R6K-neoB-ampiB, pGLEX-R6K-puroA-ampiA u 
pGLEX-puroB-ampiB) se ligaron con el inserto GAPDH 5' de 364 pb y se transformaron en bacterias competentes 
PIR1. La digestión de restricción de minipreparaciones usando ApalI permitió la identificación de los clones pGLEX-20 
R6K-neoB-ampiB-5'GAPDH#5, pGLEX-R6K-neoA-ampiA-5'GAPDH #6, pGLEX-R6K-puroA-ampiA-5'GAPDH #16 y 
pGLEX-puroB-ampiB-5'GAPDH #5. 
 
Estos vectores intermedios se cortaron entonces con la enzima de restricción ScaI y se trataron con CIP para 
preparar las estructuras principales para la ligación. El vector que porta el segundo fragmento de inserción, pCR-25 
Blunt-3'GAPDH, se cortó usando ScaI para liberar el fragmento de inserción (3224 pb) de la región flanqueante 
aguas abajo de GAPDH. Las cuatro moléculas de estructura principal diferentes se ligaron con el fragmento de 
inserción de 3224 pb purificado y se transformaron en células competentes PIR1. Las minipreparaciones se 
analizaron mediante digestión de restricción. Los clones que muestran fragmentos de restricción del tamaño 
esperado eran pGLEX-R6K-neoB-ampiB-GAPDH #8, pGLEX-R6K-neoA-ampiA-GAPDH #1, pGLEX-R6K-puroA-30 
ampiA-GAPDH #1 u pGLEX-puroB-ampiB-GAPDH #4. Los clones se confirmaron posteriormente por análisis de 
secuenciación (Fasteris, Ginebra, Suiza). 
 
II.1.5. Midipreparaciones de plásmidos clonados para transfección 
 35 
Para tener cantidades suficientes de plásmidos, se prepararon midipreps usando el kit Macherey Nagel (NucleoBond 
Xtra Midi; Macherey Nagel, Oensingen, Suiza). Después de la confirmación por digestión de restricción y 
secuenciación, los plásmidos se linealizaron y se usaron para la transfección en células CHO-S. La Tabla 3 resume 
las concentraciones de lotes de ADN plasmídico obtenidos en midipreparaciones, preparaciones de ADN 
linealizadas que se habían preparado para la transfección, las enzimas utilizadas para la linealización y los archivos 40 
de secuencias de Fasteris SA confirmando la identidad y la información de secuencia del plásmido respectivo. Todas 
las midipreparaciones se confirmaron por secuenciación antes de ser utilizados para transfecciones. 
 

Tabla 3: Resumen de plásmidos clonados. Concentración de midipreparación de ADN y midipreparación 
linealizada (con la enzima correspondiente). El número GSC codifica el plásmido respectivo y permite identificar los 45 

archivos de secuenciación relevantes. 

Plásmidos 
Conc. de 

midipreparación 
(µg/ml) 

Enzima para 
linealización 

Conc. de plásmidos 
linealizados (μg/ml) 

Código de 
plásmido 
Glenmark 

pGLEX41-R6K-
AmpiA-[REP]-

GAPDH 
1538 EcoRV 1019 GSC 2774 

pGLEX41-R6K-
AmpiB-[REP]-

GAPDH 
1243 EcoRV 1233 GSC 2775 

pGLEX-R6K-AmpiA-
neoA-GAPDH 

890 AseI 766 GSC 2776 

pGLEX-R6K-AmpiB-
neoB-GAPDH 

594 AseI 979 GSC 2777 
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pGLEX-R6K- 
AmpiA-puroA-

GAPDH 
917 AseI 859 GSC 2778 

pGLEX-AmpiB-
puroB-GAPDH 

869 AseI 1049 GSC 2779 

pGLEX41-[REP] 2119 BspHI 868 GSC 2239 
pGLEX41-R6K-
AmpiA-[REP] 

865 BspHI 779 GSC 2240 

pGLEX41-R6K-
AmpiB-[REP] 

1751 BspHI 806 GSC 2249 

pGLEX-R6K-AmpiA-
neoA 

890 BspHI 764 GSC 2214 

pGLEX-R6K-AmpiB-
neoB 

767 BspHI 654 GSC 2244 

pGLEX-R6K-AmpiA-
puroA 

708 BspHI 659 GSC 2220 

pGLEX-R6K-AmpiB-
puroB 

574 BspHI 746 GSC 2213 

 
Ejemplo 2: Transfección de células con vectores de expresión: 
 
1. Materiales y métodos 
 5 
Células CHO-S y células HEK293 
 
Las células de mamífero son el huésped preferido para expresar proteínas porque son capaces de plegar, 
ensamblar y modificar post-transcripcionalmente de forma correcta proteínas recombinantes. La línea celular CHO 
se usó porque están bien caracterizadas y no sirven como huésped para la mayoría de los virus patógenos 10 
humanos, lo que los convierte en un huésped relativamente seguro para la producción estable de proteínas 
terapéuticas. Las células de ovario de hámster chino (CHO-S, Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) se 
cultivaron en suspensión en medio PowerCHO-2 CD (Lonza, Verviers, Bélgica), se complementaron con L-glutamina 
4 mM (Applichem, Alemania) y se incubaron en una incubadora de sacudidas (200 rpm con una carrera circular de 
2,5 cm) a 37 °C, CO2 al 5 % y 80 % de humedad. Las células HEK293 se utilizan porque son fáciles de transfectar y 15 
permiten la producción rápida de proteínas recombinantes hasta cantidades de menos gramos. Las células 
utilizadas son células HEK293-EBNA (ATCC, Manassas, VA) y se cultivan rutinariamente en suspensión en medio 
Ex-cell 293 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI). 
 
Se realizaron rutinariamente subcultivos de células CHO-S y HEK293 EBNA cada 3-4 días usando una densidad de 20 
siembra de 0,5 x 106 células viables/ml en medio fresco. Las células se cultivaron utilizando 10 ml de medio en tubos 
de biorreactor de 50 ml (Tubespin Bioreactor 50; TPP, Trasadingen, Suiza) que contenían un filtro permeable que 
permitía el intercambio de gases. La viabilidad celular y la concentración se determinaron con el contador celular 
automatizado Countess (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) utilizando el método de exclusión de células 
azules tripánicas. La concentración celular se confirmó mediante la determinación del método del volumen celular 25 
empaquetado (PCV) usando tubos de PCV (TPP, Trasadingen, Suiza) para células CHO-S. 
 
Volumen celular empaquetado (PCV) 
 
El método de PCV se basa en la centrifugación de un volumen específico de líquido de cultivo en un tubo de mini-30 
PCV (PCV Tubo de volumen celular empaquetado; TPP, Trasadingen, Suiza) durante 1 minuto a 5000 rpm. Durante 
la centrifugación, las células se sedimentan en el capilar graduado en la base del tubo. El porcentaje de volumen 
celular empaquetado se determina luego evaluando el volumen del sedimento en relación con la cantidad de fluido 
de cultivo celular centrifugado. Por ejemplo, el PCV al 1 % indicó que 10 μl de sedimento celular estaban presentes 
en 1 ml de fluido de cultivo. 35 
 
Para el recuento celular de rutina de las células, se añadieron por pipeteo 200 μl de cada muestra en un tubo de 
PCV y se leyó el volumen del sedimento correspondiente (en μl) con una regla (dispositivo de medición de "lectura 
fácil"; TPP, Trasadingen, Suiza). Este volumen se multiplicó por 5 para tener el valor de 1 ml y luego se multiplicó 
usando un factor de correlación específico de células para obtener una estimación de la concentración de células 40 

E12816132
18-07-2018ES 2 679 291 T3

 



 
 

 28

viables (en millones de células/ml). 
 
Recuento celular "automatizado" 
 
La concentración celular y la viabilidad se determinaron con el contador celular automatizado Countess® (Invitrogen, 5 
Carlsbad, CA, Estados Unidos) en la mezcla de la muestra con la misma cantidad de azul de tripano. Después, la 
solución se añade por pipeteo en el portaobjetos de la cámara Countess® antes de leerse por el instrumento. Este 
instrumento permite una lectura automática de la cámara de Neubauer que, después de la calibración, determina la 
viabilidad celular y la concentración de células muertas y vivas. 
 10 
Análisis de citometría de flujo 
 
La citometría de flujo es una técnica para el análisis de múltiples parámetros de células individuales. Esta técnica 
permite el análisis cuantitativo y cualitativo de células que son fenotípicamente diferentes entre sí, por ejemplo, 
muertas de células viables (de acuerdo con el tamaño y la granularidad de las células). También permite la 15 
cuantificación de células que expresan una proteína de interés, tal como GFP. Las células se recogieron del cultivo 
mediante pipeteo estéril de 300 μl de muestras y se analizaron con un citómetro de flujo Calibur de clasificación 
celular asociada a fluorescencia (FACS) (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos) 
equipado con un láser de argón refrigerado por aire que emite a 488 nm. Los análisis se realizaron con el software 
CellQuest. La emisión de GFP se detectó con FL-1, utilizando un filtro de paso de banda de 530/30 nm. 20 
 
En la primera puerta, los restos celulares, así como las células muertas se excluyeron del análisis en un gráfico de 
puntos de SSC/FSC en escala lineal. Después, la fluorescencia GFP de las células vivas se mostró en un 
histograma en escala logarítmica. El valor medio de la distribución de fluorescencia se utilizó para evaluar el nivel de 
expresión de GFP de las poblaciones celulares analizadas. 25 
 
Método de cuantificación de IgG: OCTET QK 
 
El sistema Octet QK (FortéBio, Menlo Park, CA, Estados Unidos) realiza la cuantificación sin etiqueta de anticuerpos, 
proteínas, péptidos, ADN y otras biomoléculas y proporciona la caracterización cinética de las interacciones de unión 30 
biomolecular. Una correlación entre la velocidad de unión (nm) y la concentración de IgG1 acumulada (μg/ml) de la 
muestra permite la cuantificación del título de IgG con una curva de calibración. 
 
Las muestras celulares se centrifugaron durante 5 minutos a 300 g. El sobrenadante luego se diluyó (1/5 para el 
anticuerpo IgG1) con el tampón octeto en una placa de 96 pocillos antes de analizarse con el octeto utilizando 35 
biosensores de proteína A (DIP de proteína A y Biosensor READ™, Forté Bio, Estados Unidos) para obtener la 
concentración de anticuerpo por pocillos. 
 
Transfección transitoria usando JetPEI 
 40 
Se realizó la transfección transitoria y estable de células CHO-S y HEK293 EBNA usando polietilenimina (PEI, 
JetPEI, Polyplus-transfection, Illkirch, Francia). PEI es un polímero catiónico que puede formar complejos con 
moléculas cargadas negativamente tal como ADN. El complejo de ADN-PEI cargado positivamente se une a la 
superficie celular cargada negativamente y se internaliza mediante endocitosis. Alcanza el compartimiento 
lisosómico desde donde se libera por lisis al núcleo. La alta eficacia de transfección con complejos de ADN-PEI se 45 
debe a la capacidad de PEI para proteger el ADN de la degradación lisosómica. Las células se transfectaron de 
acuerdo con el manual proporcionado por el fabricante. 
 
Todos los plásmidos se linealizaron antes de la transfección estable (100 μg de ADN resuspendido en 100 μl de Tris-
EDTA, pH 7,5). Para la transfección transitoria, se usaron directamente plásmidos circulares a partir de ADN de 50 
midipreparación. En este estudio, las transfecciones transitorias se mantuvieron en tubos de biorreactor de 50 ml y 
no se añadieron antibióticos. 
 
Se obtuvieron clones de CHO-S estables que expresaban IgG1 y GFP por cotransfección de un vector de expresión 
y dos vectores de resistencia (que codifican resistencia a puromicina o neomicina, respectivamente). 55 
 
Selección de grupos y minigrupos estables 
 
La eficacia de transfección se determinó 24 h después de la transfección mediante citometría de flujo (citómetro BD 
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FACS Calibur, n.º 1293) mediante el análisis de la expresión de GFP intracelular. Si el porcentaje de células 
positivas a GPF era superior al 20 %, las células transfectadas se diluyeron con medio selectivo y se distribuyeron 
en placas de 96 pocillos (para limitar la dilución para generar minigrupos estables aislados) o en T-Flasks (para 
generar grupos estables). El medio selectivo utilizado fue PowerCHO-2, glutamina 4 mM, complementado con 
diferentes concentraciones de geneticina y puromicina. 5 
 
Siete días después de la transfección, la rigurosidad de la selección se renovó añadiendo medio de selección a las 
células. Tan pronto como las colonias en placas de 96 pocillos fueron confluentes, las placas se leyeron usando un 
lector de fluorescencia. 
 10 
Los grupos en T-Flasks se expandieron a escala de tubespin usando PowerCHO-2 libre de antibióticos, L-glutamina 
4 mM. Su viabilidad y concentración se evaluaron con el contador celular automatizado Countess (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, Estados Unidos). Tan pronto como la densidad celular lo permitió, se inició un tren de siembra para 
cada grupo sembrando células a una densidad de 0,5 x 106 células/ml en 10 ml de medio en tubos de bioreactor de 
50 ml (incubados en un agitador (200 rpm) en CO2 al 5 %, 37 °C y 80 % de humedad). Cada tren de siembra se hizo 15 
pasar dos veces por semana sembrando las células a 0,5 x 106 células/ml en medio de crecimiento (la concentración 
de células se determinó por análisis de PCV). El tren de siembra se utilizó para el inóculo de todas las realizaciones 
de producción (lotes). 
 
Durante las siguientes 4-5 semanas, las realizaciones de producción se sembraron una vez por semana en 20 
duplicados. La estabilidad del grupo se evaluó mediante expresión de FACS e IgG como se ha descrito 
anteriormente para poblaciones clonales. 
 
Realizaciones de producción (fermentación por lotes) 
 25 
Se sembraron las realizaciones en lote de grupos de células a una concentración de 0,5 x 106 células/ml usando el 
tren de siembra para la inoculación y luego se cultivaron las células durante 7 días en medio de alimentación. Los 
días 4 y 8, se centrifugaron 200 μl de células durante 5 minutos a 300 g y se analizó el sobrenadante en busca de 
IgG acumulada usando el Octeto. Además, la expresión de GFP de cada lote fue analizada por FACS. 
 30 
2. Resultados 
 
2.1 Expresión en transitorio en células CHO: 
 
Los vectores comparados en este estudio difieren principalmente en su estructura principal. El casete de expresión 35 
completo (promotor, primer intrón, construcción de expresión, poli (A)) es exactamente el mismo para todos los 
vectores. Los vectores se derivan del vector pGLEX41 como se describe en el Ejemplo 1. En un vector, el gen de 
resistencia a ampicilina se optimizó por codón para la expresión en E. coli y la estructura principal bacteriana se 
redujo a un mínimo: pGLEX41-R6K-AmpiA-[REP] (en resumen A). En un segundo vector, el gen de resistencia a la 
ampicilina se optimizó por codón para la expresión en E. coli, pero se evitaron todas las secuencias CpG, mediante 40 
el uso de codones alternativos (cuando fue posible): Este vector se denomina pGLEX41-R6K-AmpiB-[REP] (en 
resumen B). La tercera modificación incluyó el uso de las secuencias flanqueantes de GAPDH que se clonaron 
aguas arriba y aguas abajo del casete de expresión de los vectores A y B, dando los vectores pGLEX41-R6K-
AmpiA-[REP]-GAPDH (en resumen GAPDH A) y pGLEX41-R6K-AmpiB-[REP]-GAPDH (en resumen GAPDH_B). 
 45 
Se realizaron transfecciones transitorias de células CHO-S (Invitrogen) con el fin de comparar el nivel de expresión 
de las proteínas indicadoras expresadas en el contexto de las diferentes estructuras principales del plásmido. Las 
transfecciones (por duplicado) se realizaron en tubos de biorreactor de 50 ml (TPP, Trasadingen, Suiza) usando 10 
ml de volumen de medio final y se analizaron el día 5 después de la transfección con Octet (Figura 2). 
 50 
Todos los vectores (A y B) con la estructura principal corregida muestran un nivel de expresión ligeramente más alto 
que los vectores de control pGLEX41. Solo hay una pequeña diferencia entre los vectores A y B. Esto es esperado, 
porque la única diferencia en la estructura principal es la resistencia a la ampicilina que no debería tener un impacto 
en la expresión transitoria. 
 55 
La observación más llamativa es el efecto positivo de las secuencias de GAPDH en la expresión. Se obtiene un nivel 
de expresión 2 veces mayor con el plásmido que alberga las secuencias flanqueantes de GAPDH en comparación 
con los que no tienen las secuencias de GAPDH. Esto es cierto para las construcciones A y B. En comparación con 
el vector pGLEX41, se puede observar una expresión 3 veces mayor. Esto es incluso más sorprendente si se tiene 
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en cuenta el tamaño de los plásmidos. El vector A (7048 pb) es casi la mitad del tamaño en comparación con el 
vector GAPDH-A (13436 pb). Por lo tanto, se supone que la cantidad de ADN entregado durante el proceso de 
transfección transitoria es la misma para todos los plásmidos, solo la mitad de la cantidad molar de GAPDH-A se 
administra al núcleo. 
 5 
2.2 Expresión en transitorio en células HEK293 
 
Se realizaron transfecciones transitorias de células HEK293 EBNA con el fin de comparar el nivel de expresión de 
las proteínas indicadoras expresadas en el contexto de las diferentes estructuras principales del plásmido. Las 
transfecciones (por duplicado) se realizaron en tubos de biorreactor de 50 ml (TPP, Trasadingen, Suiza) usando 10 10 
ml de volumen de medio final y se analizaron el día 10 después de la transfección con Octet (Figura 3). 
 
Los resultados mostrados en la Figura 3 muestran un aumento significativo en la expresión que se puede obtener 
usando las regiones flanqueantes de GAPDH en células HEK293 EBNA. El vector GAPDH-B muestra un aumento 
de tres veces en la expresión, mientras que el vector GAPDH-A muestra un aumento aún mayor en la expresión de 5 15 
veces. Estos vectores no contienen el elemento oriP y, por lo tanto, pueden tener un potencial para títulos incluso 
mayores. 
 
2.3 Expresión en líneas celulares CHO estables 
 20 
Establecimiento de células transfectadas estables 
 
Se generaron poblaciones estables co-transfectando un vector de expresión y vectores que codifican genes de 
resistencia, seguido de presión de selección mediada por antibióticos. La presión de selección se eliminó 14 días 
después de la transfección. Estas etapas permitieron la generación de minigrupos estables y grupos estables que se 25 
cultivaron en intervalos regulares en las realizaciones de producción con el fin de comparar los niveles de expresión 
de las proteínas indicadoras (anticuerpo IgG1 y GFP) de las diferentes construcciones y la estabilidad de la 
expresión. 
 
Estudio de expresión de proteína indicadora en realizaciones de producción realizadas con grupos de 30 
células 
 
Los grupos se generaron por transfección estable. Durante el procedimiento de selección (los primeros 14 días 
después de la transfección) los grupos se analizaron mediante FACS. Se pudo observar un aumento de la fracción 
de células positivas para GFP junto con la viabilidad del cultivo a lo largo del tiempo. La presión de selección 35 
mediada por los antibióticos se eliminó de los grupos después de 14 días. Usando este enfoque, no se pueden 
obtener grupos celulares transfectadas con los plásmidos "B". El nivel de expresión de los grupos generados se 
ensayó tan pronto como las células pudieron cultivarse en tubos de biorreactor de 50 ml. Los lotes se hicieron por 
duplicado. Las células se analizaron mediante FACS para la expresión de GFP y la acumulación de IgG en el 
sobrenadante se ensayó mediante Octet después de 8 días de expresión. 40 
 
Se pudo observar una relación proporcional entre los títulos de IgG y la expresión de GFP de los grupos. Por lo 
tanto, solo los datos de IgG se muestran en la Figura 4. Todos los grupos transfectados con vectores que contienen 
la secuencia de GAPDH muestran una expresión más alta en comparación con el vector pGLEX41 o con el mismo 
vector sin la secuencia de GAPDH (factor de 2,8 entre A y A-GAPDH. No puede sacar ninguna conclusión entre B y 45 
B-GAPDH ya que no ha sobrevivido ningún grupo B). Las transfecciones realizadas con A-GAPDH y B-GADPH 
indujeron una mayor expresión de IgG (2,7 y 3,5 veces más, respectivamente) que la transfección de pGLEX41 
(para el lote 2). Por lo tanto, en los grupos, las secuencias flanqueantes de GAPDH parecen ser favorables para la 
producción de proteínas. Finalmente, las transfecciones realizadas con vectores B-GADPH indujeron una mayor 
expresión de IgG que la transfección realizada con A-GAPDH (factor de 1,25). Por lo tanto, la reducción de CpG en 50 
los genes de resistencia también parece ser favorable para la producción estable de proteínas. 
 
Estudio de nivel de expresión en poblaciones clónicas 
 
Las células se transfectaron y se distribuyeron en placas de 96 pocillos en medio selectivo con el fin de obtener 55 
poblaciones clonales u oligoclonales. Después de 7 días, la presión de selección se refrescó mediante la adición de 
medio selectivo a las células. La expresión de GFP se evaluó 14 días después de la transfección usando un lector 
de placas ELISA. Los resultados se muestran en la Figura 5. 
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Confirmando los resultados obtenidos en grupos celulares, las células transfectadas con vectores que contenían 
secuencias flanqueantes de GAPDH expresaron significativamente más GFP que la misma estructura principal sin 
secuencias aguas arriba y aguas abajo de GAPDH (factores de 1,7 a 2 veces) o los demás vectores usados como 
control (pGLEX41: 2,5 veces) (Figura 5). Además, las poblaciones con vectores que contenían secuencias de 
resistencia que habían sido reducidas por CpG (B) indujeron una expresión más alta que los vectores 5 
correspondientes que solo habían sido optimizados por codón (A) (1,5 veces entre A y B; 1,2 veces entre B y B-
GAPDH). 
 
Del estudio de expresión se sacaron varias conclusiones. En primer lugar, la secuencia de GAPDH aguas arriba y 
aguas abajo permite una expresión más alta que el vector estándar que se usó como punto de referencia 10 
(pGLEX41). También se obtiene un nivel de expresión más bajo cuando las células se transfectan con la misma 
estructura principal del vector sin que las secuencias de GAPDH confirmen que el efecto beneficioso sobre la 
expresión está relacionado con las secuencias flanqueantes de GAPDH insertadas. Además, la reducción del 
número de CpG en los plásmidos de expresión y selección parece ser ligeramente favorable para la expresión, 
también. 15 
 
Ejemplo 3: Nivel de expresión transitoria de células CHO-S GMP transfectadas con nuevos vectores 
diseñados 
 
Se ha descrito en la bibliografía que la región 5' del promotor GAPDH alberga una insulina potencial, así como un 20 
elemento de respuesta de éster de forbol (Alexander-Bridges et al., (1992) Advan Enzyme Regul, 32: 149-159). El 
elemento de respuesta de éster de forbol (-1040 -1010 pb) está situado aguas arriba de lo que habitualmente se 
conoce como el promotor GAPDH (-488 - +20). En un estudio de deleción realizado en líneas celulares de Hepatoma 
H35 estables, los autores no pudieron demostrar un efecto significativo de la eliminación de pares de bases -1200 a 
-488 (en relación con el punto de inicio de la transcripción). Por lo tanto, el elemento de respuesta de éster de forbol 25 
podría no estar funcionalmente unido a la expresión impulsada por el promotor GAPDH. Sin embargo, se realizó un 
experimento de transfección transitoria para evaluar la contribución de insulina y PMA (forbol-12-miristato-13-
acetato, el éster de forbol más común) en el aumento de la expresión transitoria y estable que se observó utilizando 
los plásmidos que contenían los elementos flanqueantes de GAPDH. 
 30 
Para obtener un medio de crecimiento libre de insulina, se preparó PowerCHO2 a partir de un medio en polvo y no 
se añadió insulina. PMA se adquirió en Sigma (St. Louis, MO), y se dosificó a una concentración final de 1,6 μM 
(correspondiente a la concentración utilizada por Alexander-Bridges en líneas celulares de Hepatoma H35) en 
PowerCHO2 (+/- Insulina). 
 35 
Las transfecciones se realizaron en tubos de biorreactor de 50 ml (Tubespins, TPP, Trasadingen, Suiza) como se ha 
descrito previamente. Con el fin de evitar la presencia de insulina proporcionada por OptiMEM (Life technologies, 
Carlsbad, CA), el medio de transfección se cambió a RPMI1640 (PAA, Pasching, Austria) complementado con 4 Gln 
mM y HEPES 25 mM. Después de la transfección, las células se distribuyeron en placas de 12 pocillos y se añadió 1 
ml de los cuatro medios diferentes (PowerCHO2, Gln 4 mM, +/- insulina; PowerCHO2, Gln 4 mM, PMA 1,6 μM, +/- 40 
insulina). Nuevamente, se usó la construcción indicadora que expresa IgG1 y GFP utilizando dos IRES (descritos en 
el Ejemplo 2). Este vector permitió la verificación de la eficacia de la transfección. El porcentaje y la viabilidad de las 
células transfectadas se encontraron similares en las cuatro preparaciones de medios diferentes. 
 
Como se muestra en la Figura 6, no se pudo observar ningún efecto significativo del agotamiento de la insulina y/o la 45 
adición de PMA durante este experimento. Se obtuvieron títulos similares en todos los medios utilizados para la 
expresión. Esto sugiere que los potenciales ésteres de forbol y los elementos de respuesta a la insulina presentes en 
la secuencia flanqueante aguas arriba del gen GAPDH no afectan a la expresión transgénica transitoria. 
 
Ejemplo 4: Análisis de fragmentación del ADN que flanquea el casete de expresión de GAPDH aguas arriba 50 
del promotor y aguas abajo del sitio poli A con el fin de estudiar el efecto sobre la expresión del gen 
indicador 
 
El locus GAPDH humano está localizado en el cromosoma 12 del genoma humano. GAPDH se describe como 
constitutivamente activo en todas las células de origen mamífero, ya que la enzima es un elemento clave en el 55 
metabolismo de la glucosa. Aguas arriba del promotor, el gen GAPDH está flanqueado por NCAPD2, un gen que se 
extiende en más de 30000 pb. Aguas abajo del sitio de poliadenilación, el gen GAPDH está flanqueado por IFFO1 
(véase la Figura 7 para más detalles). 
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No solo GAPDH y el promotor, sino también las regiones flanqueantes están bien conservadas entre diferentes 
especies (véase la Tabla 4). 
 

Tabla 4: Tramos de homologías altas entre las regiones flanqueantes de GAPDH humanas, de rata y de ratón. El 
análisis se realizó usando el administrador de clones 9 (ScieED, Cary, NC, Estados Unidos). La numeración es 5 

relativa a la primera base del elemento flanqueante aguas arriba o aguas abajo, respectivamente (Secuencia ID NO: 
7 y Secuencia ID NO: 8, respectivamente). Las secuencias usadas para la alineación fueron para las bases de ratón 
532-3731 (aguas arriba) y 8164-11364 (aguas abajo) de la Secuencia ID No 18 y para las bases de rata 719-3918 

(aguas arriba) y 8495-11058 (aguas abajo) de la Secuencia ID No 19. 
Región aguas arriba Aguas abajo 

Secuencias de 
homología [rata] 

Secuencias de 
homología [ratón] 

Secuencias de 
homología [rata] 

Secuencias de homología 
[ratón] 

>80 % >90 % >80 % >90 % >80 % >90 % >80 % >90 % 
161-249 279-331 15-69 278-329 1608-1764 1706-1764 1614-1671 1904-2061 
256-338 554-623 159-249 546-626 1894-2067 1912-2061 1888-2072 2927-3071 
515-659  273-342    2918-3082  

2296-2349  515-647      
2381-2513  1143-1223      
2736-2818  1957-2009      

  2029-2080      
  2375-2485      
  2730-2821      

 10 
Una comparación de la homología de ADN entre roedores y seres humanos muestra un mínimo de conservación de 
ADN del 38 %. La presencia de un tramo conservado de ADN fuera de una región promotora o una región que 
codifica un gen indica que puede haber una presión de selección sobre la célula para mantener la secuencia de ADN 
o para permitir solo ciertos cambios/cambios menores. En este caso específico, las regiones flanqueantes de 
GAPDH podrían ser importantes para las células porque mantienen un alto nivel de expresión de los genes GAPDH. 15 
Los cambios en la secuencia de ADN que conducen a la disminución de la expresión se seleccionarán en contra. 
 
Para evaluar la contribución del elemento GAPDH aguas arriba y aguas abajo al aumento observado en la 
expresión, se prepararon construcciones que contenían solo la región flanqueante de GAPDH aguas arriba (SEQ ID 
NO: 7), fragmentos de la región flanqueante de GAPDH aguas arriba o la región flanqueante de GAPDH aguas 20 
abajo (SEQ ID NO: 8). El anticuerpo indicador de tipo IgG1 se expresó mediante una construcción IRES (cadena 
ligera-IRES-cadena pesada), evitando por lo tanto la cotransfección de plásmidos múltiples. Los detalles sobre la 
fragmentación del fragmento aguas arriba de GAPDH se muestran en la Figura 8. Se usaron los siguientes 
fragmentos de la región flanqueante de GAPDH aguas arriba: Fragmento 1 (SEQ ID NO: 9), fragmento 2 (SEQ ID 
NO: 10), fragmento 3 (SEQ ID NO: 11), fragmento 4 (SEQ ID NO: 12), fragmento 8 (SEQ ID NO: 13), fragmento 9 25 
(SEQ ID NO: 14), fragmento 11 (SEQ ID NO: 15), fragmento 17 (SEQ ID NO: 16). 
 
La región flanqueante de GAPDH aguas arriba (SEQ ID NO: 7) usada contiene 2 veces 3 (en total 6) nucleótidos del 
sitio de restricción NruI de los cuales tres están unidos al ADN genómico en su 5' y tres están unidos al ADN 
genómico en su extremo 3'. La región flanqueante GAPDH aguas abajo (SEQ ID NO: 8) usada contiene dos veces 3 30 
(en total 6) nucleótidos del sitio de restricción ScaI de los cuales tres están unidos al ADN genómico en su 5' y tres 
están unidos al ADN genómico en su extremo 3'. La región flanqueante de GAPDH aguas arriba y la región 
flanqueante de GAPDH aguas abajo sin los nucleótidos del sitio de restricción respectivo se muestran en la SEQ ID 
NO: 20 (región flanqueante de GAPDH aguas arriba sin sitios de restricción) y SEQ ID NO: 21 (región flanqueante de 
GAPDH aguas abajo sin sitios de restricción). Los fragmentos de la región flanqueante de GAPDH aguas arriba 35 
utilizada contienen cada uno 3 nucleótidos del sitio de restricción respectivo en su extremo 5' y/o 3' unido al ADN 
genómico (el Fragmento 1 contiene 3 nucleótidos del sitio de restricción NruI en su extremo 5'; el Fragmento 2 
contiene 3 nucleótidos del sitio de restricción NruI en su extremo 3'; el Fragmento 3 contiene 3 nucleótidos del sitio 
de restricción NruI en su extremo 5': el Fragmento 4 contiene 3 nucleótidos del sitio de restricción NruI en su extremo 
3'; el Fragmento 8 contiene 3 nucleótidos del sitio de restricción NruI en su extremo 3'; el Fragmento 9 contiene 3 40 
nucleótidos del sitio de restricción NruI en su extremo 5' y 3 nucleótidos del sitio de restricción NruI en su extremo 3'; 
el Fragmento 11 contiene 3 nucleótidos del sitio de restricción NruI en su extremo 3'). El Fragmento 17 no contiene 
nucleótidos de un sitio de restricción. Los fragmentos de la región flanqueante de GAPDH aguas arriba sin los 
nucleótidos del sitio de restricción respectivo se muestran en la SEQ ID NO: 22 (fragmento 1 sin sitio de restricción), 
SEQ ID NO: 23 (fragmento 2 sin sitio de restricción) SEQ ID NO: 24 (fragmento 3 sin sitio de restricción), SEQ ID 45 
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NO: 25 (fragmento 4 sin sitio de restricción), SEQ ID NO: 26 (fragmento 8 sin sitio de restricción), SEQ ID NO: 27 
(fragmento 9 sin sitios de restricción), SEQ ID NO: 28 (fragmento 11 sin sitio de restricción). 
 
El efecto de los elementos GAPDH aguas arriba y aguas abajo sobre la expresión se evaluó el día 10 después de la 
transfección usando el octeto (Fortebio, Menlo, CA, Estados Unidos) para cuantificar la cantidad de IgG1 secretada 5 
en el sobrenadante (véase la Figura 9) pGLEX41, el vector original está dando resultados de expresión más bajos 
(80 %) en comparación con el diseño de vector nuevo mejorado utilizado en las estructuras principales pGLEX41-
ampiA. En comparación con la estructura original pGLEX41, el nuevo diseño incluye la optimización por codón del 
gen ampiA necesario para la resistencia a la ampicilina en E. coli, un origen de replicación diferente (R6K en lugar 
del origen de replicación de pUC) y la eliminación de secuencias enlazadoras innecesarias (o espaciadoras) de 10 
origen bacteriano. Ambos vectores tienen aproximadamente el mismo tamaño. 
 
Sorprendentemente, pGLEX41-ampiA que incluye el elemento aguas arriba (SEQ ID NO: 7) y aguas abajo (SEQ ID 
NO: 8), (denominado pGLEX41-ascendente/descendente en la Figura 9 que muestra los resultados de la expresión) 
está dando una mayor expresión (factor 1,5) en comparación con el mismo vector sin las secuencias aguas arriba y 15 
aguas abajo. Si se considera la diferencia de tamaño (los fragmentos ascendentes/descendentes aumentan el 
tamaño del plásmido en aproximadamente 6000 pb) y, por lo tanto, las diferencias en las copias de plásmido 
entregadas durante la transfección, el efecto podría ser aún más importante por plásmido. 
 
El vector que contiene solo el fragmento aguas arriba (ascendente) muestra un nivel de expresión similar a la 20 
construcción de expresión original pGLEX41-ampiA. El vector que contiene solo el fragmento aguas abajo 
(descendente) muestra un aumento significativo (factor 1,2) en la expresión en comparación con la construcción de 
expresión original pGLEX41-ampiA. Se puede observar un aumento adicional en la expresión si ambos, el fragmento 
ascendente y el descendente están presentes. Esto se confirma por la fragmentación de los fragmentos aguas 
arriba. El Fragmento 9 y el fragmento proximal promotor 8 no muestran ninguna diferencia en la expresión en 25 
comparación con pGLEX41-ampiA. Los fragmentos 1, 11 y 17 muestran un aumento en la expresión. El mayor 
aumento se observó para el fragmento 4. Debe destacarse que el fragmento proximal promotor 8 no muestra ningún 
efecto. Por lo tanto, el aumento en la expresión no puede explicarse por secuencias publicadas previamente 
(Alexander-Bridges et al., (1992) Advan Enzyme Regul, 32: 149-159), Graven et al., (1999) Biochimica et Biophysics 
Acta 147: 203-218). 30 
 
De forma interesante, los fragmentos 2 y 3 conducen a una disminución significativa de la expresión. Esto es 
inesperado, especialmente en vista del hecho de que estos fragmentos clonados en la dirección opuesta (antisentido 
(AS) en la Figura 9) no causan este efecto. Para los fragmentos 1, 8, 9, 11 y 17 no se observó diferencia en la 
expresión para fragmentos que se integraron en orientación sentido o antisentido (datos no mostrados). El fragmento 35 
11, aunque es una parte del fragmento 2, no muestra este efecto. Por lo tanto, el elemento de secuencia que parece 
ser perjudicial para la expresión debería estar al menos parcialmente en el fragmento BstBI-BstBI que se eliminó en 
el fragmento 2 para obtener el fragmento 11. 
 
Además, la hipótesis de que un elemento negativo se localiza (al menos parcialmente) en el fragmento BstBI-BstBI 40 
está respaldada por el aumento en la expresión observada entre el fragmento 3 (que incluye el fragmento BstBI-
BstBI) y el fragmento 1. 
 
Si bien parece fácil localizar el fragmento que tiene un efecto negativo (BstBI-BstBI), a partir de este estudio es 
menos obvio cómo este efecto negativo observado para el fragmento 2 y 3 se compensa mediante elementos de 45 
secuencia presentes en el fragmento aguas arriba completo. Podría ser que este efecto negativo se equilibre con el 
pequeño efecto positivo que se observó en el fragmento 1 y el fragmento 4 (pero el aumento en la expresión del 
fragmento 1 es menor que en el fragmento 4). Sin embargo, el efecto positivo para el fragmento 4 (factor 1,25) 
observado parece menos importante en comparación con el efecto negativo (factor 0,4). Además, el fragmento 9, 
que es toda la región aguas arriba sin el fragmento BstBI-BstBI, no muestra expresión aumentada en comparación 50 
con toda la región flanqueante aguas arriba de GAPDH (sin embargo, el fragmento 9 incluye el fragmento EcoRV-
BstBI que es parte del fragmento 2 y 3 y podría tener un efecto negativo sobre la expresión). 
 
Solo se puede especular sobre el mecanismo detrás de los efectos observados. La dependencia de la orientación 
del efecto negativo sobre la expresión observada con los fragmentos 2 y 3 excluye la expresión de marcos de lectura 55 
abiertos no identificados (por ejemplo, expresión de un ARNnc), porque no hay promotores circundantes que puedan 
desencadenar la expresión de una sola orientación. El hecho de que la expresión se reduzca por debajo del nivel 
inicial muestra, no solo la ausencia de un efecto positivo (por ejemplo, una actividad potenciadora), sino más bien la 
presencia de un efecto negativo dependiente de la orientación. 
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En resumen, se observa un aumento sorprendente de la expresión transitoria en células CHO si ambas regiones 
flanqueantes, la región aguas arriba y aguas abajo, están presentes en el plásmido de expresión. Aunque el 
fragmento 4 parece tener un efecto positivo significativo sobre la expresión, no se pudo identificar ningún fragmento 
único que sea responsable del aumento total de la expresión que se observó. El aumento de la expresión del vector 5 
de expresión pGLEX41-ampiA (ascendente/descendente) parece ser el efecto resumen de las regiones flanqueantes 
tanto aguas arriba y aguas abajo. 
 
Ejemplo 5: Clonación de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del gen GAPDH de 
hámster chino y el promotor de hámster chino 10 
 
1.1 Clonación de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del gen GAPDH de hámster chino 
en un vector de expresión 
 
La secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del gen GAPDH de hámster chino se amplificó en ADN 15 
genómico de células CHO-S (Life Technologies) por PCR. El ADN genómico se extrajo como se describe en el 
Ejemplo 1. Las construcciones se prepararon usando el promotor CMV de ratón o el promotor GAPDH de hámster 
chino para la expresión de la construcción del gen indicador [REP] descrito en el Ejemplo 1. 
 
Para la clonación de la secuencia de ADN genómico aguas arriba del gen GAPDH de hámster chino en combinación 20 
con el promotor CMV de ratón, se usaron los cebadores GlnPr1896 y GlnPr1897 para la amplificación del fragmento 
de 3 kbs (pb 672 a 3671 de SEQ ID No 29) usando el protocolo de PCR descrito en el Ejemplo 1 y que conduce al 
amplicón con la SEQ ID No 30. El amplicón contiene la secuencia de ADN genómico aguas arriba del gen GAPDH 
de hámster chino y los sitios de restricción 5' y 3' que se introdujeron por los cebadores. 
 25 
Para la clonación de la secuencia de ADN genómico aguas arriba del gen GAPDH de hámster chino en combinación 
con el promotor GAPDH de hámster chino, se usaron los cebadores GlnPr1902 y GlnPr1905 para amplificar el 
fragmento de 3508 pb que contenía la secuencia de ADN genómico que incluía la secuencia de ADN genómico 
aguas arriba del gen GAPDH de hámster chino y el promotor GAPDH (pb 672 a 4179 de SEQ ID No 29) que 
conduce al amplicón con la SEQ ID No 31. En una segunda PCR, se usaron GlnPr1901 y GlnPr1902 para la 30 
amplificación del fragmento de 508 pb que contenía solo la región promotora (pb 3672 a 4179 de SEQ ID No 29), 
que conduce a SEQ ID No 32. El intrón utilizado en el vector "A" (descrito en el Ejemplo 1) se amplificó usando los 
cebadores GlnPr1903 y GlnPr1904. 
 
Se realizó una primera PCR de fusión con los cebadores GlnPr1904 y GlnPr1901 usando el amplicón con SEQ ID 35 
NO: 32 y el amplicón con la secuencia del intrón como plantillas. El amplicón contiene el promotor GAPDH de 
hámster chino, un intrón y sitios de restricción 5' y 3' que fueron introducidos por los cebadores. Todos los cebadores 
se muestran en la Tabla 5. 
 
Se realizó una segunda PCR de fusión con los cebadores GlnPr1905 y GlnPr1904 usando el amplicón con SEQ ID 40 
No. 31 y el amplicón con la secuencia del intrón como plantillas. El amplicón contiene la secuencia de ADN 
genómico aguas arriba del gen GAPDH de hámster chino, el promotor GAPDH de hámster chino, un intrón y los 
sitios de restricción 5' y 3' que se introdujeron por los cebadores. 
 
Después de la purificación en un gel de agarosa al 1 %, las bandas de interés se cortaron y se purificaron usando el 45 
kit "NucleoSpin Gel and PCR Clean-up" (Macherey Nagel, Oensingen, Suiza). Los fragmentos purificados se 
clonaron en el plásmido pCR Blunt usando el kit de clonación por PCR Zero Blunt (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados 
Unidos). Los productos de ligación se transformaron en E. coli competente TOP10 (E. coli competente de One 
Shot® TOP 10; Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) y se analizaron mediante análisis de restricción de 
minipreparaciones. Esto condujo a los plásmidos pCR_blunt[CHO-upstreamGAPDH], que contenían la secuencia de 50 
ADN genómico aguas arriba del gen GAPDH de hámster chino, pCR_Blunt[CHO-
upstreamGAPDH_GAPDHpromoter] que contenía la secuencia de ADN genómico aguas arriba del gen GAPDH de 
hámster chino y el promotor GAPDH e intrón del vector "A" y pCR_Blunt[CHO-GAPDHpromoter] que contenía el 
promotor GAPDH y el intrón del vector "A". 
 55 
Para la evaluación de los amplicones en su efecto sobre la expresión de un gen secretado, se usó el vector "A" 
(descrito en el Ejemplo 1). Como se ha descrito previamente, el casete de expresión utilizado en este vector contiene 
un gen policistrónico que codifica una IgG1 y GFP secretadas (véase el Ejemplo 1). Las células transfectadas, por lo 
tanto, secretarán el anticuerpo monoclonal IgG1 y acumularán GFP intracelular de una manera dependiente. 
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Para liberar el fragmento de inserción de 3 kb que contenía la secuencia de ADN genómico aguas arriba del gen 
GAPDH de hámster chino, el plásmido pCR_Blunt[CHO-upstreamGAPDH] se digirió usando la enzima de restricción 
Nael. Este inserto se clonó en la estructura principal de "A", se digirió usando la enzima de restricción NruI y se 
sometió a CIP (CIP, NEB, Ipswich, MA, Estados Unidos). La estructura principal y el inserto se ligaron entre sí 5 
usando la ADN ligasa T4 (ADN ligasa T4, NEB, Ipswich, MA, Estados Unidos) y posteriormente se transformaron en 
E. coli competente PIR1. Los clones se seleccionaron para la preparación de minipreparaciones y el posterior 
análisis de restricción. El plásmido resultante se denominó "A_GAPDH_UP", se confirmó mediante análisis de 
secuenciación y se produjo a escala de midipreparación utilizando el kit NucleoBond Xtra Midi (Macherey Nagel, 
Oensingen, Suiza). 10 
 
Para la clonación de construcciones de expresión usando el promotor GAPDH de hámster chino, los fragmentos de 
inserción se liberaron de los plásmidos pCR_Blunt[promotor CHO-upstreamGAPDH_GAPDH] y pCR_Blunt[CHO-
GAPDHpromoter] por digestión usando las enzimas de restricción NheI y NruI. Los fragmentos resultantes se 
clonaron en la estructura principal del vector "A", se abrieron utilizando las mismas enzimas y se sometieron a CIP. 15 
Después de la ligación con ADN ligasa T4 y la transformación en E. coli competente PIR1, se seleccionaron clones 
para el análisis de restricción de minipreparación. Los plásmidos resultantes se denominaron "A_GAPDH_UP_Prom" 
(plásmido con secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de GAPDH de hámster chino y el promotor) y 
"A_PR" (plásmido con solo el promotor), se confirmaron mediante análisis de secuenciación y se produjeron a escala 
de midipreparación usando el kit NucleoBond Xtra Midi (Macherey Nagel, Oensingen, Suiza). 20 
 
2. Evaluación del efecto de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del gen GAPDH de 
hámster chino sobre la expresión de la construcción del gen indicador 
 
Se transfectaron células CHO-S en biorreactores tubespin usando 10 ml de volumen de medio (como se describe en 25 
el Ejemplo 2). Las células transfectadas se incubaron en una incubadora de agitación con agitación de 200 rpm a 37 
ºC, CO2 al 5 % y 80 % de humedad. Los sobrenadantes de las células se analizaron para determinar la expresión de 
IgG1 usando el sistema Octet QK con biosensores de Proteína A (FortéBio, Menlo Park, CA, Estados Unidos). Los 
resultados se muestran en la Figura 10. 
 30 
El nivel de expresión del plásmido que contiene el promotor GAPDH ("A PR") en comparación con el promotor CMV 
de ratón (A) se reduce en un 50 %, lo que indica que el promotor GAPDH de hámster chino no es tan fuerte como el 
promotor viral. El plásmido que contiene la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del gen GAPDH 
de hámster chino en combinación con el promotor GAPDH de hámster chino ("A GAPDH UPProm") muestra un 
aumento de expresión doble en comparación con la construcción que tiene solo el promotor GAPDH ("A PR"). El 35 
plásmido que contiene la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del gen GAPDH de hámster chino 
y el promotor CMV de ratón ("A GAPDH UP") muestra la expresión más alta y un aumento de más del 40 % sobre el 
plásmido que contiene solo el promotor CMV de ratón ("A"). Esto confirma que la secuencia de ADN genómico no 
traducida aguas arriba del gen GAPDH de hámster chino tiene un efecto potenciador sobre la expresión de la 
proteína indicadora. 40 
 

Tabla 5: Cebadores usados para la clonación en el Ejemplo 5 

Cebador 
SEQ ID 

No 
Secuencia Orientación 

Sitio de 
restric. 

GlnPr 
1896 

SEQ ID 
No 33 

TACGGCCGGCTTCACTGTACAGTGGCACAT directo NaeI 

GlnPr 
1897 

SEQ ID 
No 34 

TCAGGCCGGCCGTGGTTCTTCGGTAGTGAC inverso NaeI 

GlnPr 
1901 

SEQ ID 
No 35 

TACTCGCGAAGAAGATCCTCAACTTTTCCACAGCC directo NruI 

GlnPr 
1902 

SEQ ID 
No 36 

GTTCACTAAACGAGCTCTGCTATTTATAGGAACTGGGGTG inverso / 

GlnPr 
1903 

SEQ ID 
No 37 

CACCCCAGTTCCTATAAATAGCAGAGCTCGTTTAGTGAAC directo / 

GlnPr 
1904 

SEQ ID 
No 38 

CGCTAGCACCGGTCGATCGA inverso NheI 

GlnPr 
1905 

SEQ ID 
No 39 

TACTCGCGATTCACTGTACAGTGGCACATAC directo NruI 
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LISTA DE SECUENCIAS 
 

<110> Glenmark Pharmaceuticals SA 
 
<120> Casete de expresión 5 
 
<130> GBR2001/PCT 
 
<150> US 61/567.675 
<151> 07-12-2011 10 
 
<160> 39 
 
<170> PatentIn versión 3.3 
 15 
<210> 1 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 20 
<220> 
<223> Cebador 1 
 
<400> 1 
attattcgcg atggctcctg gcatctctgg gaccgaggc 39 25 
 
<210> 2 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador 2 
 
<400> 2 35 
atcgtcgcga agcttgagat tgtccaagca ggtagccag 39 
 
<210> 3 
<211> 36 
<212> ADN 40 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 3 
 45 
<400> 3 
agcaagtact tctgagcctt cagtaatggc tgcctg 36 
 
<210> 4 
<211> 39 50 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 4 55 
 
<400> 4 
tggcagtact aagctggcac cactacttca gagaacaag 39 
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<210> 5 
<211> 3179 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> Fragmento 5' GAPDH 
 
<400> 5  

 10 
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<210> 6 
<211> 3238 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Fragmento 3'-GAPDH 
 10 
<400> 6  
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<210> 7 
<211> 3164 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Región flanqueante de GAPDH aguas arriba 
 10 
<400> 7  
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<210> 8 
<211> 3224 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Región flanqueante de GAPDH aguas abajo 
 10 
<400> 8  
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<210> 9 
<211> 511 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Fragmento 1 
 10 
<400> 9  

 
 
<210> 10 
<211> 2653 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Fragmento 2 20 
 
<400> 10  
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<210> 11 
<211> 1966 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Fragmento 3 
 10 
<400> 11  
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<210> 12 
<211> 1198 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Fragmento 4 
 10 
<400> 12  
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<210> 13 
<211> 259 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Fragmento 8 
 10 
<400> 13  

 
 
<210> 14 
<211> 1947 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Fragmento 9 20 
 
<400> 14  
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<210> 15 
<211> 1436 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
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<220> 
<223> Fragmento 11 
 
<400> 15  5 

 
 
<210> 16 
<211> 1177 
<212> ADN 10 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Fragmento 17 
 15 
<400> 16  
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<210> 17 
<211> 18106 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 17  

 
 10 
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<210> 18 
<211> 16312 
<212> ADN 5 
<213> Mus sp. 
 
<400> 18  

 
 10 
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<210> 19 
<211> 11058 
<212> ADN 5 
<213> Rattus sp. 
 
<400> 19  

 
 10 
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<210> 20 
<211> 3158 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 20  

 
 10 
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<210> 21 
<211> 3218 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 21  
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<210> 22 
<211> 508 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 22  

 
 10 
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<210> 23 
<211> 2650 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 23  

 
 10 
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<210> 24 
<211> 1963 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 24  

 
 10 
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<210> 25 
<211> 1195 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 25  

 
 10 
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<210> 26 
<211> 256 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 26  

 
 10 
<210> 27 
<211> 1941 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 27  
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<210> 28 
<211> 1433 
<212> ADN   
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<213> Homo sapiens 
 
<400> 28  

 
 5 
<210> 29 
<211> 17130 
<212> ADN 
<213> Cricetulus griseus 
 10 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (4674)..(4912) 
<223> n es a, c, g, o t 
 15 
<220> 
<221> misc_feature 
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<222> (11347)..(13938) 
<223> n es a, c, g, o t 
 
<220> 
<221> misc_feature 5 
<222> (14757)..(14870) 
<223> n es a, c, g, o t 
 
<400> 29  

 10 
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<210> 30 
<211> 3020 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> amplicón 
 10 
<400> 30  
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<210> 31 
<211> 3537 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> amplicón 
 10 
<400> 31  
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<210> 32 
<211> 537 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> amplicón 
 10 
<400> 32  

 
 
<210> 33 
<211> 30 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador GlnPr1896 20 
 
<400> 33 
tacggccggc ttcactgtac agtggcacat 30 
 
<210> 34 25 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> Cebador GlnPr1897 
 
<400> 34 
tcaggccggc cgtggttctt cggtagtgac 30 
 35 
<210> 35 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Artificial 
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<220> 
<223> Cebador GlnPr1901 
 
<400> 35 5 
tactcgcgaa gaagatcctc aacttttcca cagcc 35 
 
<210> 36 
<211> 40 
<212> ADN 10 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador GlnPr1902 
 15 
<400> 36 
gttcactaaa cgagctctgc tatttatagg aactggggtg 40 
 
<210> 37 
<211> 40 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador GLnPr1903 25 
 
<400> 37 
caccccagtt cctataaata gcagagctcg tttagtgaac 40 
 
<210> 38 30 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 35 
<223> Cebador GlnPr1904 
 
<400> 38 
cgctagcacc ggtcgatcga 20 
 40 
<210> 39 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 45 
<220> 
<223> Cebador GlnPr1905 
 
<400> 39 
tactcgcgat tcactgtaca gtggcacata c 31 50 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un casete de expresión que comprende un promotor, una secuencia de polinucleótidos que codifica 
un polipéptido, y un elemento potenciador de la expresión en el que el elemento potenciador de la expresión 
comprende una secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor de gliceraldehído 3-fosfato 5 
deshidrogenasa (GAPDH) de mamífero, en el que el polipéptido codificado por la secuencia de polinucleótidos no es 
GAPDH, y en el que la secuencia de ADN genómico aguas abajo del promotor GAPDH de mamífero se inicia en una 
región que abarca desde posición de nucleótido de aproximadamente +1 a la posición de nucleótido de 
aproximadamente +7000, en el que la posición de nucleótido es relativa al inicio de la transcripción del ARNm de 
GAPDH, y en el que la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor GAPDH 10 
de mamífero es de aproximadamente 200 a aproximadamente 2800 nucleótidos, y en el que el casete de expresión 
comprende además una secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH de 
mamífero, en el que la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH de mamífero se 
inicia en una región que abarca desde aproximadamente el extremo 5' del promotor GAPDH de mamífero a la 
posición de nucleótido de aproximadamente -3500, en el que la posición de nucleótido es relativa al inicio de la 15 
transcripción del ARNm de GAPDH, y en el que la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas 
arriba del promotor GAPDH de mamífero es de aproximadamente 200 a aproximadamente 2800 nucleótidos. 
 
2. Un casete de expresión que comprende un promotor, una secuencia de polinucleótidos que codifica 
un polipéptido, y una secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH de mamífero, 20 
en el que el polipéptido codificado por la secuencia de polinucleótidos no es GAPDH, y en el que la secuencia de 
ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH de mamífero se inicia en una región que abarca 
desde aproximadamente el extremo 5' del promotor GAPDH de mamífero hasta la posición de nucleótido de 
aproximadamente -3500, en el que la posición del nucleótido es relativa al inicio de la transcripción del ARNm de 
GAPDH, donde la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH de 25 
mamífero es de 200 a aproximadamente 2800 nucleótidos, con la condición de que el casete de expresión no 
comprenda un promotor GAPDH de mamífero o fragmentos del mismo. 
 
3. El casete de expresión de la reivindicación 2, en el que el casete de expresión comprende además 
una secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH de mamífero, en el que la 30 
secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor GAPDH de mamífero se inicia en una región 
que abarca desde la posición de nucleótido de aproximadamente +1 a la posición de nucleótido de 
aproximadamente +7000, en el que la posición de nucleótido es relativa al inicio de la transcripción del ARNm de 
GAPDH, y en el que la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor GAPDH 
de mamífero es de aproximadamente 200 a aproximadamente 2800 nucleótidos. 35 
 
4. El casete de expresión de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la secuencia de ADN 
genómico no traducida aguas abajo y/o aguas arriba del promotor GAPDH de mamífero no está unida 
operativamente a la secuencia de polinucleótidos que codifica el polipéptido. 
 40 
5. El casete de expresión de la reivindicación 1 o 3, en el que la secuencia de ADN genómico no 
traducida aguas abajo del promotor GAPDH de mamífero se inicia aguas abajo del sitio de poliadenilación de 
GAPDH de mamífero, y en el que la longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del 
promotor GAPDH de mamífero es de al menos 100 nucleótidos y se extiende en su máximo al segundo último intrón 
del gen IFF01. 45 
 
6. El casete de expresión de la reivindicación 1 o 2, en el que la longitud de la secuencia de ADN 
genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH de mamífero es de al menos 100 nucleótidos y se 
extiende en su máximo al tercer último intrón del gen NCAPD2. 
 50 
7. El casete de expresión de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la secuencia de ADN 
genómico no traducida aguas abajo y/o aguas arriba del promotor GAPDH de mamífero es de origen de roedor o 
humano. 
 
8. El casete de expresión de la reivindicación 1 o 3, en el que la secuencia de ADN genómico no 55 
traducida aguas abajo del promotor GAPDH de mamífero comprende la secuencia de nucleótidos seleccionada del 
grupo que consiste en: SEQ ID NOs: 8 y 21; una secuencia de nucleótidos al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID 
NOs: 8 o 21; fragmentos de las mismas; o una secuencia de nucleótidos complementaria de las mismas. 
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9. El casete de expresión de la reivindicación 1 o 2, en el que la secuencia de ADN genómico no 
traducida aguas arriba del promotor GAPDH de mamífero comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada 
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27 y 28 que comprende 
cinco o menos modificaciones de ácidos nucleicos; una secuencia de nucleótidos al menos un 80 % idéntica a la 
secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 20, 5 
22, 23, 24, 25, 26, 27 y 28 o fragmentos de las mismas; fragmentos de las mismas; o una secuencia de nucleótidos 
complementaria de las mismas. 
 
10. El casete de expresión de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el promotor se 
selecciona del grupo que consiste en el promotor SV40, promotor MPSV, CMV de ratón, tk humano, CMV humano, 10 
CMV de rata, EF1alfa humano, EF1alfa de hámster chino, GAPDH humana, promotores híbridos que incluyen 
promotor MYC, HYK y CX. 
 
11. El casete de expresión de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el polipéptido se 
selecciona del grupo que consiste en anticuerpos, fragmentos de anticuerpos o derivados de anticuerpos. 15 
 
12. Un vector de expresión, que comprende en orden: 
 

a) una secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba de un promotor GAPDH de mamífero, en el 
que la secuencia de ADN genómico no traducida aguas arriba del promotor GAPDH de mamífero se inicia 20 
dentro de una región que abarca desde aproximadamente el extremo 5' del promotor GAPDH de mamífero 
a la posición de nucleótido de aproximadamente -3500, en el que la posición de nucleótido es relativa al 
inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH, y en el que la longitud de la secuencia de ADN genómico no 
traducida aguas arriba del promotor GAPDH de mamífero es de aproximadamente 200 a aproximadamente 
2800 nucleótidos 25 
b) un promotor 
c) una secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido 
d) un sitio de poliadenilación 
e) un potenciador 
f) una secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo de un promotor GAPDH de mamífero, en el 30 
que el polipéptido codificado por la secuencia de polinucleótidos no es GAPDH, en el que la secuencia de 
ADN genómico aguas abajo del promotor GAPDH de mamífero se inicia en una región que abarca desde la 
posición de nucleótido de aproximadamente +1 a la posición de nucleótido de aproximadamente +7000, en 
el que la posición de nucleótido es relativa al inicio de la transcripción del ARNm de GAPDH, y en el que la 
longitud de la secuencia de ADN genómico no traducida aguas abajo del promotor GAPDH de mamífero es 35 
de aproximadamente 200 a aproximadamente 2800 nucleótidos. 

 
13. Una célula huésped que comprende un casete de expresión de una cualquiera de las reivindicaciones 
1 a 11 o un vector de expresión de la reivindicación 12. 
 40 
14. El casete de expresión de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o el vector de expresión de la 
reivindicación 12 para su uso como un medicamento para el tratamiento de un trastorno o para su uso en terapia 
génica. 
 
15. Un método in vitro para la expresión de un polipéptido, que comprende transfectar una célula huésped 45 
con el casete de expresión de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o el vector de expresión de la 
reivindicación 12 y recuperar el polipéptido. 
 
16. Uso de un casete de expresión de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o el vector de 
expresión de la reivindicación 12 para la expresión in vitro de un polipéptido heterólogo de una célula huésped de 50 
mamífero. 

ES 2 679 291 T3

 



 
 

 103

 

ES 2 679 291 T3

 



 
 

 104

 

ES 2 679 291 T3

 



 
 

 105

 

ES 2 679 291 T3

 



 
 

 106

 

ES 2 679 291 T3

 



 
 

 107

 

ES 2 679 291 T3

 



 
 

 108

 

ES 2 679 291 T3

 



 
 

 109

 

ES 2 679 291 T3

 



 
 

 110

 

ES 2 679 291 T3

 



 
 

 111

 

ES 2 679 291 T3

 



 
 

 112

 

ES 2 679 291 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

