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DESCRIPCION
Vectores de expresion que comprenden secuencias promotoras y potenciadoras quiméricas de citomegalovirus
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a sistemas de expresion en mamiferos, y en particular a construcciones de
expresion que comprenden secuencias reguladoras de promotores quiméricos para la expresion heteréloga de una
secuencia de acidos nucleicos de interés en células de mamiferos. Las secuencias reguladoras de promotores
quiméricos estan compuestas de una secuencia promotora procedente del promotor de IE1 del citomegalovirus
humano que consiste en la SEQ ID NO: 5 y una secuencia potenciadora procedente de la region IE1 del
citomegalovirus de simio o que representa una quimera procedente de las regiones IE1 del citomegalovirus humano
y de simio, comprendiendo la secuencia potenciadora la SEQ ID NO: 6.

Antecedentes

Los (poli)péptidos y proteinas recombinantes para aplicaciones en investigacion basica, en diagnodstico y terapia,
tales como moléculas de anticuerpos, vacunas, hormonas y factores de crecimiento, se producen utilizando una
amplia variedad de organismos modificados genéticamente que incluyen tanto células procariotas como eucariotas.
Sin embargo, la gran mayoria de péptidos o proteinas recombinantes incluyen modificaciones postraduccionales que
no pueden ser imitadas ni reproducidas cuando se usan células hospedantes procariotas. Por esta razon, los
sistemas de expresion génica de mamiferos han dejado de representar una opcion preferida.

Los sistemas de expresiéon de mamiferos basados en células de ovario de hamster chino (CHO) se usan
ampliamente en la produccién de proteinas recombinantes. Ademas de las lineas celulares linfoides, las células de
CHO representan uno de los pocos tipos de células que permiten un cultivo sencillo y eficaz por lotes en suspension
de alta densidad de células animales. Ademas, el uso de células de CHO da como resultado altos rendimientos del
producto, mientras que las células linfoides son mas dificiles de cultivar a escala industrial. En vista de los costos
considerables para la produccion recombinante de polipéptidos y proteinas, también es de suma importancia
maximizar el rendimiento de la proteina recombinante por operacion del biorreactor. Los parametros del proceso que
tienen un impacto considerable sobre el rendimiento del producto incluyen, entre otros, las condiciones del cultivo
celular, el nimero de copias de los acidos nucleicos (genes) que se han de expresar, la eficiencia con la que estos
genes son transcritos y los mRNA correspondientes que se traducen, la estabilidad del mRNA, y similares.

Por consiguiente, las mejoras de la fuerza o actividad transcripcional de los elementos genéticos reguladores que
controlan la expresidon génica constituyen un factor particularmente critico para aumentar el rendimiento de la
proteina recombinante producida. Incluso pequefios aumentos progresivos en la actividad transcripcional solo a nivel
celular se traduciran finalmente en mejoras considerables en el rendimiento del producto en cultivos por lotes de alta
densidad a escala industrial.

La gran mayoria de los sistemas de expresion génica de mamiferos emplea vectores de expresion que codifican las
secuencias de acidos nucleicos heterdlogas que se han de expresar bajo el control de secuencias reguladoras
promotoras procedentes de virus. Dos de los elementos reguladores virales mas frecuentemente utilizados en estos
casetes de expresion son los de los genes tempranos inmediatos 1 y 2 (IE1 e IE2) del citomegalovirus humano
(hCMV). Sin embargo, una desventaja asociada al uso de los elementos reguladores |IE1 e IE2 de hCMV es su
pronunciada especificidad de especies.

La patente de EE.UU. 5.866.359 describe que la expresion génica de dicho promotor de hCMV se puede mejorar
coexpresando la proteina EIA adenovirica bajo el control de un promotor débil. EIA es un factor de transcripcion
multifuncional que puede actuar sobre la regulacion del ciclo celular y tiene dominios tanto activadores
transcripcionales independientes como funcionales represores. El ajuste fino de la expresion de EIA es crucial para
lograr el equilibrio ideal entre la transactivacion génica y cualquier impacto negativo sobre la progresion del ciclo
celular. Sin embargo, la sobreexpresion de la expresion de EIA podria reducir la capacidad de la célula para
sintetizar la proteina recombinante de interés.

La patente de EE.UU. 5.591.639 describe vectores que comprenden, aguas arriba (5’) de una secuencia de acidos
nucleicos heterdloga que se ha de expresar, el potenciador, el promotor y la regiéon no traducida en 5’ completa del
principal gen temprano inmediato del citomegalovirus humano (hCMV-MIE), incluyendo el intron A (es decir, el
primer intrén natural). Sin embargo, si estaban presentes las primeras 400 pb (extremo 5’) de esta secuencia
(longitud total de aproximadamente 2100 pb), se observaban bajas tasas de expresion génica tanto en células COS7
como en células de CHO (Chapman, B.S. et al., (1991) Nucl. Acids Res. 19, 3979-3986).

La actividad transcripcional de los elementos reguladores de los genes tempranos inmediatos del citomegalovirus de
murido (mCMV) es mayor que la de los correspondientes de hCMV sin presentar la preferencia de especies
pronunciada observada para las secuencias humanas (Addison, C.L. et al., (1987). J. Gen. Virol. 78, 1653-1661).

La publicacion de patente internacional WO 2004/081167 describe vectores de expresion que comprenden el
promotor IE2 de mCMV que se puede usar en combinacion con un elemento potenciador de IE2 de mCMV. Keil y
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colaboradores (Keil, G.M. et al., (2009) J. Virol. Meth. 160, 132-137) describieron vectores de expresion para la
expresion simultanea de proteinas duales de alto nivel en células de vertebrados e insectos empleando elementos
promotores y potenciadores de IE1 de mCMV en combinacién con un promotor de baculovirus. Finalmente, en la
solicitud de patente europea EP 0314161 se describen construcciones de promotores quiméricos que comprenden
secuencias promotoras y potenciadoras, cada una de ellas de genes IE del citomegalovirus de origen humano, de
murido o de simio.

Sin embargo, fracasaron los intentos para mejorar la actividad de los elementos reguladores del promotor de IE de
mCMV, analogamente a los correspondientes de hCMV, por la insercién del primer intron natural del principal gen
temprano inmediato de murido aguas abajo (3’) del promotor de IE de mCMV (véase, entre otros, la patente EP
1525320 B1). Sin embargo, la generacion de vectores de expresion que comprende un casete quimérico compuesto
por los elementos reguladores de IE1 de mCMV vy el primer intrén natural del principal gen temprano inmediato
humano dio como resultado rendimientos de producto comparables al uso de las secuencias completamente
humanas (véase, por ejemplo, WO 2006/111387 A2). También se obtuvieron tasas de expresion génica similares
para los vectores de expresion que comprendian las secuencias reguladoras de IE2 de mCMV (véase, entre otros, la
patente EP 1601776 B1).

Por tanto, sigue existiendo la necesidad de sistemas mejorados de expresion génica de mamiferos que den como
resultado altos rendimientos de los polipéptidos o las proteinas recombinantes producidos. En particular, existe la
necesidad de sistemas de expresion génica de mamiferos que superen las limitaciones antes mencionadas, es decir,
sistemas de expresion basados en las secuencias promotoras de mCMV o de hCMV pero que logren mayores tasas
de expresion (y, por lo tanto, rendimientos de producto) que con los sistemas disponibles.

Por consiguiente, es un objeto de la presente invencién proporcionar dichos sistemas de expresion génica,
principalmente construcciones de expresion adecuadas y las correspondientes células hospedantes de mamiferos.

Sumario de la invenciéon

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un vector de expresion para la expresion heteréloga de una
secuencia de acidos nucleicos de interés en células de mamifero, comprendiendo el vector una primera secuencia
reguladora del promotor quimérico que esta unida operativamente a una primera secuencia de acidos nucleicos que
se ha de expresar, en donde la secuencia reguladora del promotor quimérico comprende:

i) una secuencia promotora del promotor de IE1 del citomegalovirus humano que consiste en la SEQ ID NO: 5y que
esta unida operativamente al sitio de iniciacién de la transcripcién de la secuencia de acidos nucleicos que se ha
de expresar; y

ii) una secuencia potenciadora de la region IE1 del citomegalovirus de simio o que representa una quimera de la
region IE1 del citomegalovirus humano y de simio, estando situada la secuencia potenciadora en 5 y unida
operativamente a la secuencia promotora humana, en donde la secuencia potenciadora comprende la secuencia
de nucledtidos SEQ ID NO: 6.

En realizaciones particularmente preferidas, la secuencia reguladora del promotor quimérico comprende una
secuencia de nucleotidos que se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 12 y la SEQ ID NO: 13.

En otras realizaciones particulares, el vector de expresion comprende ademas una segunda secuencia reguladora
del promotor quimérico que esta unida operativamente a una segunda secuencia de acidos nucleicos que se ha de
expresar, en donde la segunda secuencia reguladora del promotor quimérico es idéntica a la primera secuencia
reguladora del promotor quimérico.

En realizaciones particulares alternativas, el vector de expresion comprende ademas una segunda secuencia
reguladora del promotor quimérico que esta unida operativamente a una segunda secuencia de acidos nucleicos que
se ha de expresar, en donde la segunda secuencia reguladora del promotor quimérico es diferente de la primera
secuencia reguladora del promotor quimérico.

Preferiblemente, la primera y segunda secuencias de acidos nucleicos que se han de expresar codifican diferentes
polipéptidos. En realizaciones especificas, los diferentes polipéptidos representan subunidades de una proteina
dimérica o multimérica. De manera particularmente preferible, la proteina dimérica o multimérica es una molécula de
anticuerpo.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una célula hospedante de mamifero transfectada con un vector de
expresion, como se ha definido antes en la presente memoria. Preferiblemente, la célula hospedante es una célula
de CHO.

Todavia en otro aspecto, la presente invenciéon se refiere a un método para la expresion heteréloga de una
secuencia de acidos nucleicos de interés en una célula hospedante de mamifero, que comprende:
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i) transfectar la célula hospedante de mamifero con un vector de expresion, como se ha definido antes en la
presente memoria; y

ii) cultivar la célula hospedante de mamifero transfectada en condiciones que permitan la expresion de la secuencia
de acidos nucleicos de interés.

En realizaciones preferidas, la transfeccion es una transfeccion estable.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere al uso de un vector de expresion, como se ha definido
antes en la presente memoria, para la expresion heterdloga in vitro de una secuencia de acidos nucleicos de interés
en una célula hospedante de mamifero.

Otras realizaciones de la presente invencion llegaran a ser evidentes a partir de la descripcion detallada siguiente.
Descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra el vector de expresion pRY42 (SEQ ID NO: 1) utilizado como “vector precursor” para generar los
vectores de expresién de mamiferos, como se define en la presente memoria. El pRY42 abarca dos casetes
reguladores para dirigir la expresion génica heterdloga (entre “mCMV” y “pA”, respectivamente): Mdltiples sitios de
clonacion situados en 3’ (es decir, “aguas abajo”) de las regiones “Ex2” para la insercion de secuencias de acidos
nucleicos heterélogas que se han de expresar. Los casetes reguladores estan flanqueados por sitios diana de
reconocimiento de flipasa de tipo natural (“WFRT”) y mutantes (“F5-mFRT”). Se ha afiadido un coddn de metionina
de iniciacién en marco al extremo 5’ del sitio wFRT (“ATG+F”). Un promotor temprano de SV40 (“SV”) esta
localizado en 5 (“aguas arriba”) de ATG+F. La transcripcién de secuencias de acidos nucleicos heterdlogas es
dirigida por el promotor del gen IE1 del citomegalovirus de murido (“mCMV”) que va seguido por 5’'UTR, donde el
ex6n 1 (“Ex1”) es un hibrido de secuencias derivadas de CMV de murido (“m”) y humano (“h”), y donde el ex6n 2
(“Ex2”) y la secuencia del intron A (“Int A”) proceden de la secuencia de hCMV. El gen marcador de seleccion de B-
lactamasa se denomina “bla”. El pRY42 se usa como vector diana para clonar las diferentes secuencias reguladoras
del promotor quimérico, como se define en la presente memoria.

La Figura 2 ilustra el vector de expresion pRY57 (SEQ ID NO: 2) que codifica la cadena ligera (“CL”) y la cadena
pesada (“CP”) del anticuerpo monoclonal quimérico de ratén-humano (mAb) cB72.3 (Whittle, N. et al., (1987) Protein
Eng. 1, 499-505), cada una situada entre los sitios de clonacion 3’ de las regiones “Ex2” y los sitios de
poliadenilacion (“pA”), respectivamente. Por lo demas, el pRY57 es idéntico al pRY42. Las secuencias de acidos
nucleicos de CL y CP de pRY57 se separaron y clonaron en variantes de pRY42 en las que la secuencia promotora
del mCMV original fue reemplazada por las diferentes secuencias reguladoras del promotor quimérico, como se
define en la presente memoria.

La Figura 3 representa esquematicamente la secuencia promotora del mCMV original (SEQ ID NO: 3) incluida en
pRY42 (parte superior) asi como cinco secuencias reguladoras de diferentes promotores quiméricos (construcciones
“1 a 5”), principalmente SEQ ID NO: 7 a SEQ ID NO: 11, respectivamente, que no forman parte de la presente
invencion, y que comprenden secuencias promotoras de IE1 de CMV de murido (mCMV) situadas en 3’ de
elementos potenciadores procedentes de la region IE1 de CMV de simio (sCMV) y/o humano (hCMV). Ademas, se
muestran dos secuencias reguladoras adicionales del promotor quimérico (construcciones “6 y 7”), como se definen
en la presente memoria (SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 13), que comprenden secuencias promotoras de |IE1 de
hCMV situadas en 3’ de elementos potenciadores procedentes de la region IE1 de sCMV de simio y/o hCMV
humano. Todas las secuencias promotoras de mCMV y hCMV empleadas especificamente en la presente invencion
incluyen en sus extremos 3’ un nucleétido de guanosina (“G”) adicional, que representa el sitio de iniciacion de la
transcripcion.

La Figura 4 muestra una comparacion de las concentraciones de mAb cB72.3 producido en lineas de CHO estables
donde la expresion génica de las secuencias del mAb estaba bajo el control de las construcciones quiméricas 1 a 5
(que no forman parte de la presente invencién), como se ilustra en la Figura 3. La determinacion se realizé por HPLC
con proteina A después de 15 dias de crecimiento en 50 mL de medio de cultivo en un matraz E250 con agitacion
utilizando un protocolo de sobrecrecimiento alimentado en lotes (abreviadamente FOG, por la expresion inglesa Fed
Batch Overgrow). Para cada una de las construcciones quiméricas, n = 4, que representa analisis de lotes
alimentados por duplicado para las transfecciones por duplicado, con la excepcién de la construccién 4, donde n = 6
(analisis FOG duplicados para las transfecciones por triplicado) y pRY57 (mCMV original), donde n = 8,
combinandose los puntos de datos de los experimentos 1y 2.

La Figura 5 muestra una comparacion de las concentraciones del mAb cB72.3 producidas en lineas de CHO
estables en donde la expresion génica de las secuencias del mAb estaba bajo el control de las construcciones
quiméricas 6 y 7, como se ilustra en la Figura 3. La determinacion se realizé por HPLC con proteina A después de 7
dias de crecimiento en 30 mL de medio de cultivo en un matraz E125 con agitacion utilizando un protocolo de
sobrecrecimiento en lotes (abreviadamente BOG por la expresion inglesa Batch OverGrow). Para mCMV vy la
construccion 7, n = 6 (analisis de lotes por duplicado para transfecciones por triplicado), y para la construccion 6, n =
4 (analisis de lotes por duplicado para transfecciones por duplicado).
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Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se basa en el descubrimiento inesperado de que los vectores de expresion de mamiferos que
comprenden secuencias reguladoras del promotor quimérico (es decir, hibridas) que estan compuestas de una
secuencia promotora de IE1 de hCMV particular en unién operativa al sitio de iniciacién de la transcripciéon de la
secuencia de acidos nucleicos que se ha de expresar y una secuencia potenciadora de IE1 de sCMV o de IE1 de
sCMV/hCMV que esta localizada en 5’ y unida operativamente a la secuencia promotora de mCMV o de hCMV dio
como resultado tasas de expresion génica significativamente mejoradas en comparacion con los sistemas de
expresion existentes solo basados en secuencias promotoras de mCMV, y por tanto también con rendimientos
mucho mayores (hasta un aumento de casi 3 veces) de las proteinas recombinantes producidas.

Por consiguiente, los vectores de expresion de mamiferos como se definen en la presente memoria representan
herramientas moleculares superiores para la produccién de proteinas recombinantes, particularmente a escala
industrial.

Cuando el término “que comprende” se usa en la presente descripcion y en las reivindicaciones, no excluye otros
elementos o etapas. Para los fines de la presente invencion, el término “que consiste en” se considera que es una
realizacion preferida del término “que comprende”. Si en lo sucesivo un grupo se define como que comprende al
menos cierto numero de realizaciones, también debe entenderse que describe un grupo, que consiste
preferiblemente solo en estas realizaciones.

» o«

Cuando se usa un articulo indefinido o definido en referencia a un sustantivo singular, por ejemplo, “un”, “una” o “el”,
incluye un plural de ese sustantivo a menos que se especifique lo contrario.

En el caso de que en el contexto de la presente invencién se indiquen valores numéricos, el experto en la técnica
entendera que el efecto técnico de la caracteristica en cuestion se garantiza dentro de un intervalo de precision, que
abarca tipicamente una desviacion del valor numérico dado de + 10%, y preferiblemente de + 5%.

Ademas, los términos primero, segundo, tercero, (a), (b), (c) y similares, en la descripcion y en las reivindicaciones,
se usan para distinguir entre elementos similares y no necesariamente para describir un orden secuencial o
cronoldgico. Debe entenderse que los términos utilizados de esta manera son intercambiables en circunstancias
apropiadas y que las realizaciones de la invencion descritas en la presente memoria son capaces de funcionar en
otras secuencias distintas de las descritas o ilustradas en la presente memoria.

A continuacién, se daran definiciones adicionales de un término en el contexto en el que se usan los términos. Los
siguientes términos o definiciones se proporcionan unicamente para ayudar en la comprension de la invencion. Estas
definiciones no se deben considerar de modo que tengan un alcance menor que el que entiende una persona con
experiencia ordinaria en la técnica.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un vector de expresion para la expresion heteréloga de una
secuencia de acidos nucleicos de interés en células de mamifero, comprendiendo el vector una primera secuencia
reguladora del promotor quimérico que esta unida operativamente a una primera secuencia de acidos nucleicos que
se ha de expresar, en donde la secuencia reguladora del promotor quimérico comprende:

i) una secuencia promotora del promotor de IE1 de citomegalovirus humano que consiste en la SEQ ID NO: 5y que
esta unida operativamente al sitio de iniciacién de la transcripcién de la secuencia de acidos nucleicos que se ha
de expresar; y

ii) una secuencia potenciadora de la region IE1 del citomegalovirus de simio o que representa una quimera de las
regiones |IE1 del citomegalovirus humano y de simio, estando localizada en 5’ la secuencia potenciadora y unida
operativamente a la secuencia promotora humana, en donde la secuencia potenciadora comprende la secuencia
de nucledtidos SEQ ID NO: 6.

En otras palabras, la disposicion de que la secuencia reguladora del promotor quimérico, como se define en la
presente memoria, comprende elementos de secuencia tanto del citomegalovirus humano como del citomegalovirus
de simio asegura que el objeto reivindicado no incluye ninguna construccion quimérica derivada Unicamente del
citomegalovirus humano.

El término “vector de expresion”, como se usa en la presente memoria, denota un vehiculo de acidos nucleicos
(plasmido) que se caracteriza por la presencia de al menos un “casete de expresion”. El término “casete de
expresion”, como se usa en la presente memoria, se refiere a una construccion genética que es capaz de permitir la
expresion génica de una secuencia de acidos nucleicos de interés (es decir, una secuencia de acidos nucleicos
“heterdloga”). Esto requiere que dicho casete de expresion comprenda elementos de secuencia reguladores que
contienen informacién con relacién a la regulacion transcripcional y/o traduccional, y que dichas secuencias
reguladoras estén “unidas operativamente” a la secuencia de acidos nucleicos de interés. Una union operativa es
una unién en la que los elementos de secuencia reguladores y la secuencia de acidos nucleicos que se ha de
expresar estan conectados de modo que se permita la expresion génica.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2694 778 T3

La naturaleza precisa de las regiones reguladoras de un “casete de expresion” que son necesarias para controlar y
dirigir la expresion génica puede variar entre especies, pero en general estas regiones comprenden secuencias
reguladoras del promotor (es decir, una regién de secuencia localizada en 5 (“aguas arriba”) de la secuencia de
acidos nucleicos de interés) y secuencias reguladoras no traducidas en 3’ (es decir, una region de secuencia
localizada en 3’ (“aguas abajo”) de la secuencia de acidos nucleicos de interés).

El término “promotor”, (también denominado “promotor minimo”), como se usa en la presente memoria, denota
elementos de secuencia que dirigen per se la iniciacion de la transcripcion (por ejemplo, sitios de unién para factores
de transcripcion y para RNA-polimerasa dependiente de DNA, caja TATA, secuencias CAAT y elementos protectores
de 5’). Siempre que esta funcionalidad de promover la iniciacion de la transcripcion sea retenida o sustancialmente
retenida (por ejemplo, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90% o al menos el 95% de la actividad de tipo
natural, es decir, la actividad de una secuencia de longitud completa), cualquier variante truncada, mutada o
modificada de cualquier otra manera de una secuencia promotora de tipo natural (que existe en la naturaleza)
también esta dentro de la definicién anterior. Como se usa en la presente memoria, el término “promotor minimo” se
refiere a una secuencia de longitud minima que retiene la actividad del promotor. Como se usa en la presente
memoria, la secuencia promotora esta unida operativamente al sitio de iniciaciéon de la transcripcion de la secuencia
de acidos nucleicos que se ha de expresar.

Los vectores de expresion de la presente invencion, como se especifica en la reivindicacion 1, comprenden (como
parte de un casete de expresion) una primera secuencia reguladora del promotor (quimérico) (es decir, al menos una
de dichas secuencias), que, a su vez, abarca una secuencia promotora (minima) particular del promotor de IE1 del
citomegalovirus humano (hCMV) (You, C.Y. et al., (1992) Intervirology 34, 94-104; Klucher, K.M. et al., (1993) Mol.
Cell. Biol. 13, 1238-1250).

El promotor de IE1 de hCMV es muy conocido en la técnica y puede obtenerse faciimente del genoma de hCMV
depositado en la base de datos de genomas virales de NCBI con el numero de registro NC_006273
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/GenomesHome; supra).

La secuencia del promotor de IE1 de hCMV comprendida en los vectores de expresion definidos en la presente
memoria tiene (es decir, consiste en) una secuencia de acidos nucleicos con una longitud de 117 pb (también
denominada “promotor minimo”) como se muestra en la SEQ ID NO: 5.

1 gcaccaaaat caacgggact ttccaaaatg tcgtaacaac tccgccccat
51 tgacgcaaat gggcggtagg cgtgtacggt gggaggtcta tataagcaga
101 gctcgtttag tgaaccg

La SEQ ID NO: 5 incluye en su extremo 3’ un nucledtido de guanosina (“G”) adicional, que representa el sitio de
iniciacion de la transcripcion.

Ademas, las secuencias reguladoras del promotor de un casete de expresién comprenden generalmente una
secuencia “potenciadora”. El término “potenciadora”, como se usa en la presente memoria, denota elementos de
secuencia que aumentan, perfeccionan o mejoran la transcripcion de una secuencia de acidos nucleicos
independientemente de su localizacion y orientacion con relacion a la secuencia de acidos nucleicos que se ha de
expresar. Un potenciador puede potenciar la transcripcion a partir de un solo promotor o simultdneamente a partir de
mas de un promotor. Siempre que esta funcionalidad de mejora de la transcripcion sea retenida o sustancialmente
retenida (por ejemplo, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90% o al menos el 95% de la actividad de tipo
natural, es decir, la actividad de una secuencia de longitud completa), cualquier variante truncada, mutada o
modificada de otra manera de una secuencia potenciadora de tipo natural (que existe en la naturaleza) también se
encuentra dentro de la definicién anterior.

Los vectores de expresion de la presente invencion, como se especifica en la reivindicacion 1, comprenden (como
parte de un casete de expresion) en su primera secuencia reguladora del promotor (quimérico) respectiva una
secuencia potenciadora particular procedente de la region IE del citomegalovirus de simio (sCMV) o que representa
una quimera de las regiones IE1 del citomegalovirus humano (hCMV) y del citomegalovirus de simio (sCMV) (Meier,
J.L. and Stinski, M.F. (1996) Intervirology 39, 331-342; Kim, G.Y. et al., (2011) Biotechnol. Lett. 33, 1319-1326). En
otras palabras, dentro de la presente invencion, la secuencia reguladora del promotor puede comprender una
secuencia potenciadora Unicamente procedente de sCMV o una secuencia potenciadora quimérica compuesta de
secuencias procedentes de hCMV y sCMV. Dentro de la secuencia reguladora del promotor, las secuencias
potenciadoras estan localizadas en 5’ (es decir, “aguas arriba”) de las secuencias del promotor (minimo) de hCMV y
estan unidas operativamente a la secuencia del promotor humano. Tipicamente, las secuencias potenciadoras estan
dispuestas en la misma orientacion que las secuencias promotoras. Sin embargo, en realizaciones especificas, las
secuencias de la regién aguas arriba y/o potenciadoras estan dispuestas en orientacion inversa con relacion a las
secuencias promotoras.
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Las secuencias potenciadoras de IE1 de hCMV y/o sCMV son muy conocidas en la técnica y pueden obtenerse
facilmente de los genomas de hCMV y sCMV depositados en la base de datos de genomas virales del NCBI bajo los
numeros de registro X17403.1 y U38308.1, respectivamente.

La secuencia potenciadora comprendida en los vectores de expresiéon como se especifica en la reivindicacion 1,
comprende la secuencia de nucleétidos con una longitud de 452 pb, como se muestra en la SEQ ID NO: 6, que
procede de la region potenciadora de IE1 de sCMV.

1 gaccatagcc aattcaatat ggcgtatatg gactcatgcc aattcaatat

51
101
151
201
251
301
351
401

ggtggatctg

aattcaatat
gcaccatgcc
gggtctactt
caagtccgcce
gctatatgcc
aatatggcta

agtattccat

gacctgtgcc
ggtggatctg
aattcaatat
ggcacggtgce
atattgaatt
aggatcaata
ttggccaggt
atatgggttt

aattcaatat
gaccccagcc
ggcggacctg
caagtttgag
ggcatggtgce
tataggcaat
tcaatactat

tcctattgac

ggcgtatatg
aattcaatat
gcactgtgcc
gaggggtctt
caataatggc
atccaatatg
gtattggccc

gtagatagcce

gactcgtgcc
ggcggacttg
aactggggag
ggccctgtge
ggccatattg
gccctatgcece
tatgccatat

ccteccaatyg

451 gg

En algunas realizaciones, la secuencia de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 6 es una parte integral de un elemento
de secuencia mas largo procedente de la regiéon IE1 de sCMV (véase, por ejemplo, SEQ ID NO: 13). En algunas
otras realizaciones, el elemento de secuencia procedente de la region IE1 de sCMV que tiene la secuencia SEQ ID
NO: 6 esta presente en combinacion con un elemento de secuencia adicional procedente de la regiéon IE1 de hCMV
(véase, por ejemplo, SEQ ID NO: 12).

En realizaciones particularmente preferidas, la secuencia reguladora del promotor quimérico comprende una
secuencia de nucleotidos que se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 13.

La secuencia reguladora del promotor quimérico de acuerdo con SEQ ID NO: 7 (en la presente memoria también
denominada “construccion 17, que no forma parte de la presente invencion) tiene una longitud total de 1074 pb y esta
compuesta por una secuencia potenciadora de IE1 de hCMV de 582 pb y una secuencia potenciadora de IE1 de
mCMV (mostradas en cursiva) y una secuencia promotora de IE1 de mCMV de 492 pb (también denominada SEQ
ID NO: 3).



1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051

ctgcagtgaa
ttctgtcgcc
tagagatggc
aaatgtcgcc
aagtgatttt
acgggggatyg
gcaaatatcg
ccgatagagg
acattgaatc
ataaatcaat
atatgtacat
tgattattga
tttccaatgg
ggaaagtccc
gggttttgcc
cccattattg
tccagccaat
tgggctattg
gctgattaat
gtgaaagggc
ccatattggce

gaggcgcgac
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taataaaatg
gactaaattc
gatattggaa
gatgtgagtt
tgggcatacg
gcgatagacqg
cagtttcgat
cgacatcaag
aatattggcc
attggctatt
ttatattggc
ctagttatta
gttttgccca
attggagcca
cagtacaaaa
gcacgtacat
ttaattaaaa
aaactaatgc
gggaaagtac
agccaaaacg
acgcattcta

cagcgtcggt

tgtgtttgtc
atgtcgcgcg
aaatcgatat
tctgtgtaac
cgatatctgg
actttggtga
ataggtgaca
ctggcacatg
attagccata
ggccattgca
tcatgtccaa
atagtaatca
gtacataagg
agtacactga
ggtcaatagg
aaggtcaata
cgccatgtac
aacgtgacct
cgttctcgag
taacaccgcce
ttggctgage

accg

cgaaatacgc
atagtggtgt
ttgaaaatat
tgatatcgcc
cgatagcgct
cttgggcgat
gacgatatga
gccaatgcat
ttattcattg
tacgttgtat
cattaccgcce
attactgagt
tcaatagggg
gtcaataggg
gggtgagtca
ggggtgagtc
tttcccacca
ttaaacggta
ccaatacacg
ccggttttec

tgcgttctac

gttttgagat
ttatcgccga
ggcatattga
atttttccaa
tatatcgttt
tctgtgtgtc
ggctatatcg
atcgatctat
gttatatagc
ccatatcata
atgttgacat
cattagggac
tgaatcaaca
actttccatt
atgggttttt
attgggtttt
ttgacgtcaa
ctttcccata
tcaatgggaa
cctggaaatt

gtgggtataa

La secuencia reguladora del promotor quimérico de acuerdo con SEQ ID NO: 8 (también denominada en la presente
memoria “construccion 2”, que no forma parte de la presente invencion) tiene una longitud total de 1128 pb y esta
compuesta por una secuencia potenciadora de IE1 de hCMV de 1026 pb (mostrada en cursiva) y una secuencia
promotora “minima” de IE1 de mCMV de 102 pb (también denominada SEQ ID NO: 4).



1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101

ctgcagtgaa
ttctgtcgcecc
tagagatggc
aaatgtcgcc
aagtgatttt
acgggggatyg
gcaaatatcg
ccgatagagg
acattgaatc
ataaatcaat
atatgtacat
tgattattga
tagcccatat
ctggctgacc
gttcccatag
gtatttacgg
caagtacgcc
tatgcccagt
cgtattagtc
atgggcgtgg
attgacgtca
aattccatat

ataagaggcg
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taataaaatg
gactaaattc
gatattggaa
gatgtgagtt
tgggcatacg
gcgatagacyg
cagtttcgat
cgacatcaag
aatattggcc
attggctatt
ttatattggc
ctagttatta
atggagttcc
gcccaacgac
taacgccaat
taaactgccc
ccctattgac
acatgacctt
atcgctatta
atagcggttt
atgggagttt
tggcacgcat

cgaccagcgt

tgtgtttgtc
atgtcgcgcg
aaatcgatat
tctgtgtaac
cgatatctgg
actttggtga
ataggtgaca
ctggcacatg
attagccata
ggccattgca
tcatgtccaa
atagtaatca
gcgttacata
ccccecgececcecat
agggactttc
acttggcagt
gtcaatgacg
atgggacttt
ccatggtgat
gactcacggg
gttttgacac
tctattggcet

cggtaccg

cgaaatacgc
atagtggtgt
ttgaaaatat
tgatatcgcce
cgatagcgct
cttgggcgat
gacgatatga
gccaatgcat
ttattcattg
tacgttgtat
cattaccgcce
attacggggt
acttacggta
tgacgtcaat
cattgacgtc
acatcaagtg
gtaaatggcc
cctacttggce
gcggttttgg
gatttccaag
cgcceecggtt

gagctgecgtt

gttttgagat
ttatcgccga
ggcatattga
atttttccaa
tatatcgttt
tctgtgtgtce
ggctatatcg
atcgatctat
gttatatagc
ccatatcata
atgttgacat
cattagttca
aatggcccgce
aatgacgtat
aatgggtgga
tatcatatgc
cgcctggecat
agtacatcta
cagtacatca
tctccaccce
ttccccectgga

ctacgtgggt

La secuencia reguladora del promotor quimérico de acuerdo con SEQ ID NO: 9 (también denominada en la presente
memoria “construccion 3”, que no forma parte de la presente invencion) tiene una longitud total de 509 pb y esta
compuesta por una secuencia potenciadora de IE1 de hCMV de 407 pb (mostrada en cursiva) y una secuencia

promotora “minima” de IE1 de mCMV de 102 pb (también denominada SEQ ID NO: 4).

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

cgcgttacat
cccececgecea
tagggacttt
cacttggcag
cgtcaatgac
tatgggactt
accatggtga
tgactcacgg
tgttttgaca
ttctattggce

tcggtaccg

aacttacggt
ttgacgtcaa
ccattgacgt
tacatcaagt
ggtaaatggc
tcctacttgg
tgcggttttyg
ggatttccaa
ccgccecceceggt

tgagctgcgt

aaatggcccg cctggctgac cgcccaacga

taatgacgta
caatgggtgg
gtatcatatg
ccgcctggca
cagtacatct
gcagtacatc
gtctccacce
tttcceectgga

tctacgtggg

tgttcccata
agtatttacg
ccaagtacgc
ttatgcccag
acgtattagt
aatgggcgtyg
cattgacgtc
aaattccata

tataagaggc

gtaacgccaa
gtaaactgcc
cccctattga
tacatgacct
catcgctatt
gatagcggtt
aatgggagtt
ttggcacgca

gcgaccagcg

La secuencia reguladora del promotor quimérico de acuerdo con SEQ ID NO: 10 (también denominada en la
presente memoria “construccion 4”, que no forma parte de la presente invencion) tiene una longitud total de 961 pb y
esta compuesta por una secuencia potenciadora de IE1 de sCMV de 452 pb (mostrada en negrita; SEQ ID NO: 6),



una secuencia potenciadora de IE1 de hCMV de 407 pb (mostrada en cursiva) y una secuencia promotora “minima”
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de IE1 de mCMV de 102 pb (también denominada SEQ ID NO: 4).

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651

701
751
801
851
901
951

gaccatagcc
ggtggatctg
aattcaatat
gcaccatgcc
gggtctactt
caagtccgec
gctatatgcce
aatatggcta
agtattccat
ggcgcgttac
gaccccecgcce
aatagggact
cccacttggce

gacgtcaatg

cttatgggac
ttaccatggt
tttgactcac
tttgttttga
cattctattg

cgtcggtacc

aattcaatat
gacctgtgce
ggtggatctg
aattcaatat
ggcacggtgce
atattgaatt
aggatcaata
ttggccaggt
atatgggttt
ataacttacg
cattgacgtc
ttccattgac
agtacatcaa
acggtaaatg
tttcctactt
gatgcggttt
ggggatttce
caccgcceccg
gctgagctgce

g

ggcgtatatg
aattcaatat
gaccccagcce
ggcggacctg
caagtttgag
ggcatggtgc
tataggcaat
tcaatactat
tcctattgac
gtaaatggcc
aataatgacg
gtcaatgggt
gtgtatcata

gccecgectgg

ggcagtacat
tggcagtaca
aagtctccac
gttttccect

gttctacgtg

gactcatgce
ggcgtatatg
aattcaatat
gcactgtgce
gaggggtctt
caataatggc
atccaatatg
gtattggcce
gtagatagcc
cgcctggctyg
tatgttccca
ggagtattta
tgccaagtac

cattatgccc

ctacgtatta
tcaatgggcg
cccattgacg
ggaaattcca

ggtataagag

aattcaatat
gactegtgee
ggcggacttg
aactggggag
ggccectgtge
ggccatattg
gccctatgece
tatgccatat
cctcccaatg
accgcccaac
tagtaacgcc
cggtaaactg
gccccecctatt
agtacatgac
gtcatcgcta
tggatagcgg
tcaatgggaqg
tattggcacg

gcgcgaccag

La secuencia reguladora del promotor quimérico de acuerdo con SEQ ID NO: 11 (también denominada en la
presente memoria “construccion 5”, que no forma parte de la presente invencion) tiene una longitud total de 909 pb y
esta compuesta por una secuencia potenciadora de |IE1 de sCMV de 807 pb (mostrada en negrita; estando
subrayado el elemento de secuencia de SEQ ID NO: 6) y una secuencia promotora “minima” de IE1 de mCMV de
102 pb (también denominada SEQ ID NO: 4).
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51
101
151
201
251
301
351
401
451
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551
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La secuencia reguladora del promotor quimérico de acuerdo con SEQ ID NO: 12 (también denominada en la
presente memoria “construccion 6”) tiene una longitud total de 976 pb y estd compuesta por una secuencia
potenciadora de IE1 de sCMV de 452 pb (mostrada en negrita; y que tiene SEQ ID NO: 6), una secuencia
potenciadora de IE1 de hCMV de 407 pb (mostrada en cursiva) y una secuencia promotora “minima” de mCMV de

gaccatagcc
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aattcaatat

ggcgtatatg

gactcatgcc

aattcaatat

ggtggatctg

gacctgtgce

aattcaatat

ggcgtatatg

gactcgtgece

aattcaatat

ggtggatctg

gaccccagece

aattcaatat

ggcggacttg

gcaccatgcc

aattcaatat

ggcggacctg

gcactgtgcce

aactggggag

gggtctactt

ggcacggtgce

caagtttgag

gaggggtctt

ggccctgtge

caagtccgcece

atattgaatt

ggcatggtge

caataatggc

ggccatattg

gctatatgece

aggatcaata

tataggcaat

atccaatatg

gccctatgece

aatatggcta

ttggccaggt

tcaatactat

gtattggccc

tatgccatat

agtattccat

atatgggttt

tcctattgac

gtagatagcc

cctecccaatg

ggcggtccca
tccecceccattg
atatgggcgg
tacggtaaat
cccaccattg
cacgccccect
tcaatatcta
ccagggtaca
ttctattggce

tcggtaccyg

tataccatat
acgtcaatgg
tcctattgac
ggceccgectg
acgtcaatgg
attgacgtca
ttaatagtaa
ccgceccecccecggt

tgagctgcgt

117 pb (también denominada SEQ ID NO: 5).

atggggcttc
tctctatata
gtatatggcg
gctcaatgece
gatggctcat
atgacggtaa
cttggcaagt
tttccecectgag

tctacgtggg

11

ctaataccgce
tggtctttce
cctecececat
cattgacgtc
tgcccattca
atggcccact
acattactat
aaattccata

tataagaggc

ccatagccac
tattgacgtc
tgacgtcaat
aataggacca
tatccgttet
tggcagtaca
tggaagtacg
ttggcacgca

gcgaccagcg



1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

gaccatagcce
ggtggatctg
aattcaatat
gcaccatgcc
gggtctactt
caagtccgcee
gctatatgce
aatatggcta
agtattccat
ggcgcgttac
gaccccegece
aatagggact
cccacttggce
gacgtcaatg
cttatgggac
ttaccatggt
tttgactcac
tttgttttag
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aattcaatat
gacctgtgee
ggtggatctg
aattcaatat
ggcacggtgce
atattgaatt
aggatcaata
ttggccaggt
atatgggttt
ataacttacg
cattgacgtc
ttccattgac
agtacatcaa
acggtaaatg
tttcctactt
gatgcggttt
ggggatttcc

caccaaaatc

ggcgtatatg
aattcaatat
gaccccagcece
ggcggacctg
caagtttgag
ggcatggtge
tataggcaat
tcaatactat
tcctattgac
gtaaatggcc
aataatgacg
gtcaatgggt
gtgtatcata
gcccgectgg
ggcagtacat
tggcagtaca
aagtctccac

aacgggactt

gactcatgcc
ggcgtatatg
aattcaatat
gcactgtgcc
gaggggtctt
caataatggc
atccaatatg
gtattggccc
gtagatagcc
cgcctggctg
tatgttccca
ggagtattta
tgccaagtac
cattatgccc
ctacgtatta
tcaatgggcg
cccattgacg

tccaaaatgt

aattcaatat
gactegtgcece
ggcggacttg
aactggggag
ggccctgtge
ggccatattg
gccctatgece
tatgccatat
cctcccaatg
accgcccaac
tagtaacgcc
cggtaaactg
gcccectatt
agtacatgac
gtcatcgcta
tggatagcgg
tcaatgggag

cgtaacaact

ccgcceccatt

gacgcaaatg

ggcggtagge

gtgtacggtg

ggaggtctat

ataagcagag

ctcgtttagt

gaaccg

La secuencia reguladora del promotor quimérico de acuerdo con SEQ ID NO: 13 (también denominada en la
presente memoria “construccion 7”) tiene una longitud total de 924 pb y estd compuesta por una secuencia
potenciadora de IE1 de sCMV de 807 pb (mostrada en negrita; estando subrayada la porcién que tiene SEQ ID NO:
6) y una secuencia promotora “minima” de mCMV de 117 pb (también denominada SEQ ID NO: 5).
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gaccatagcc
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aattcaatat

ggcgtatatg

gactcatgcc

aattcaatat

ggtggatctg

gacctgtgece

aattcaatat

ggcgtatatg

gactcgtgce

aattcaatat

ggtggatctg

gaccccagec

aattcaatat

ggcggacttg

gcaccatgcc

aattcaatat

ggcggacctg

gcactgtgcc

aactggggag

gggtctactt

ggcacggtgc

caagtttgag

gaggggtctt

ggccctgtge

caagtcecgcece

atattgaatt

ggcatggtgce

caataatggc

ggccatattg

gctatatgece

aggatcaata

tataggcaat

atccaatatg

gccctatgee

aatatggcta

ttggccaggt

tcaatactat

gtattggccce

tatgccatat

agtattccat

atatgggttt

tcctattgac

gtagatagcc

cctcccaatg

ggcggtccca
tcceccattg
atatgggcgg
tacggtaaat
cccaccattg
cacgccccect
tcaatatcta
ccagggtgca
gccccattga

aagcagagct

tataccatat
acgtcaatgg
tcctattgac
ggcccgectg
acgtcaatgg
attgacgtca
ttaatagtaa
ccaaaatcaa
cgcaaatggg

cgtttagtga

atggggcttc
tctctatata
gtatatggcg
gctcaatgcce
gatggctcat
atgacggtaa
cttggcaagt
cgggactttc
cggtaggcgt

accg

ctaataccgce
tggtctttce
cctecececccat
cattgacgtc
tgcccattca
atggcccact
acattactat
caaaatgtcg

gtacggtggg

ccatagccac
tattgacgtc
tgacgtcaat
aataggacca
tatccgttet
tggcagtaca
tggaagtacg
taacaactcc

aggtctatat

Las secuencias reguladoras en 3’ de un “casete de expresion” tal como se definen en la presente memoria abarcan
tipicamente elementos reguladores implicados en la terminacién transcripcional, la poliadenilacion, o similares. Sin
embargo, si estas secuencias de terminacién no son satisfactoriamente funcionales en una célula hospedante
particular, entonces pueden ser sustituidas por sefiales funcionales en dicha célula.

Otros elementos reguladores comprendidos en dicho “casete de expresion” incluyen, entre otros, sitios internos de
entrada al ribosoma (abreviadamente IRES por la expresion inglesa Internal Ribosome Entry Sites); que permiten la
expresion de secuencias de acidos nucleicos “policistronicos”), asi como también secuencias sefal traducidas para
dirigir el polipéptido natural a un compartimento especifico de una célula hospedante. Las secuencias sefial
ilustrativas adecuadas para células de CHO se describen, por ejemplo, en el documento WO 2008/148519 A2. El
experto en la técnica también conoce bien todos estos elementos reguladores y como seleccionar dichos elementos
adecuados para la expresion de una secuencia de acidos nucleicos en un entorno celular particular.

El vector de expresion de la presente invencion puede ser, por ejemplo, un plasmido, césmido, fagémido,
cromosoma artificial u otro vehiculo cominmente utilizado en ingenieria genética

Dichos vectores de expresion incluyen tipicamente, ademas de uno o mas “casetes de expresion” que abarcan las
secuencias reguladoras descritas anteriormente, uno o mas sitios de clonacién multiple con el fin de facilitar la
insercion y/o la eliminacion de secuencias de acidos nucleicos. Los sitios de clonacion mudltiples pueden estar
localizados aguas arriba y aguas abajo de los casetes de expresion descritos anteriormente, permitiendo asi la
sustitucién del casete completo. También pueden estar localizados sitios de clonacion multiples dentro de dicho
casete de expresidon aguas abajo de las secuencias reguladoras del promotor y aguas arriba de las secuencias
reguladoras en 3’, permitiendo asi que se exprese la insercion o sustitucion de una secuencia de acidos nucleicos.
Para las transfecciones estables (véase a continuacion), los vectores de expresion pueden comprender ademas
secuencias de reconocimiento para integrasas o recombinasas especificas del sitio con el fin de facilitar la
recombinacion e integracion estable en el genoma de la célula hospedante.

Ademas, los vectores de expresién como se definen en la presente memoria comprenden tipicamente al menos un
origen de replicaciéon, asi como secuencias de control procedentes de una especie compatible con la célula
hospedante empleada con el fin de asegurar la replicacion auténoma/mantenimiento episomal del vector de
expresion (en particular, para uso en transfecciones transitorias; véase a continuacién). Los origenes de replicacion
ilustrativos en mamiferos incluyen el origen de replicacion de SV40 o de EBV. Los vectores de expresion disefiados
especificamente (es decir, vectores lanzadera) que comprenden mas de un origen de replicacion permiten el
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traslado entre diferentes hospedantes, tal como entre células bacterianas y de animales. Los origenes de replicacion
adecuados para células procariotas incluyen, por ejemplo, los origenes de replicacion de ColE1y M13.

Ademas, un vector de expresidon como se define en la presente memoria puede comprender uno o0 mas marcadores
de seleccion que confieren un fenotipo seleccionable a las células transfectadas. Los marcadores de seleccion
adecuados incluyen, entre otros, el gen de la higromicina B fosfatasa, el gen de la timidina quinasa, el gen de la
ornitina descarboxilasa, el gen de la dihidrofolato reductasa y el gen de la glutamina sintasa. Preferiblemente, se
emplea el gen de la glutamina sintasa (GS) (Cockett, D. K. et al., (1990) Bio/Technology 8, 662-667; Bebbington,
C.R. et al., (1992) Bio/Technology 10:169-175).

Numerosos métodos que se pueden usar para disefar y/o modificar vectores de expresion recombinantes estan bien
establecidos en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook, J., and Russel, D.W. (2001), Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (3rd Ed.) Cold Spring Harbor, NY, Cold Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel, F.M. et al.,
(2001) Current Protocols in Molecular Biology, Wiley & Sons, Hoboken, NJ, USA). Un gran ndmero de vectores de
expresion de mamiferos adecuados también estan disponibles comercialmente y son bien conocidos por los
expertos en la técnica que también pueden determinar qué vectores son adecuados para expresar una molécula de
acidos nucleicos de interés en un entorno dado. Los ejemplos de dichos vectores incluyen, entre otros, pcDNA3,
pFRT, pTARGET, pSV2-dhfr, asi como también derivados de los vectores pRY42 (SEQ ID NO: 1) y pRY57 (SEQ ID
NO: 2) descritos a continuacion en la presente memoria.

Las secuencias de acidos nucleicos que se ha de expresar empleando los vectores de expresion de la invencion
pueden ser monocistronicas (es decir, codifican un Unico polipéptido o proteina incluyendo proteinas de fusion) o
policistronicas (es decir, codifican dos o mas polipéptidos o proteinas individuales).

En realizaciones particulares, el vector de expresion comprende una Unica (es decir, primera) secuencia reguladora
del promotor quimérico que esta unida operativamente a una (primera) secuencia de acidos nucleicos que se ha de
expresar.

En otras realizaciones particulares, el vector de expresion comprende ademas una segunda secuencia reguladora
del promotor quimérico que esta unida operativamente a una segunda secuencia de acidos nucleicos que se ha de
expresar, en donde la segunda secuencia reguladora del promotor quimérico es idéntica a la primera secuencia
reguladora del promotor quimérico.

En realizaciones particulares alternativas, el vector de expresion comprende ademas una segunda secuencia
reguladora del promotor quimérico que esta unida operativamente a una segunda secuencia de acidos nucleicos que
se ha de expresar, en donde la segunda secuencia reguladora del promotor quimérico es diferente de la primera
secuencia reguladora del promotor quimérico.

En realizaciones especificas, el vector de expresion comprende una tercera secuencia reguladora del promotor
quimérico que esta unida operativamente a una tercera secuencia de acidos nucleicos que se ha de expresar, en
donde la tercera secuencia reguladora del promotor quimérico puede ser idéntica a la primera y/o segunda
secuencias reguladoras del promotor o puede ser diferente tanto de la primera como de la segunda secuencias
reguladoras del promotor quimérico. En realizaciones especificas adicionales, el vector de expresién comprende
mas de tres secuencias reguladoras del promotor quimérico.

Las secuencias de acidos nucleicos que se han de expresar empleando los vectores de expresion de la presente
invencion pueden codificar cualesquiera polipéptidos o proteinas de interés, en particular polipéptidos o proteinas
que tienen una aplicabilidad en diagnoéstico o terapéutica, tales como, entre otros, factores de crecimiento, citoquinas
(interferones, interleuquinas), hormonas, tirosina quinasas, receptores (GPCR), integrinas, factores de transcripcion,
factores de coagulacion sanguinea, anticuerpos monocatenarios, fragmentos de anticuerpos o moléculas similares a
anticuerpos (anticalinas) y similares.

En el caso de vectores de expresion, como se definen en la presente memoria, que comprenden dos secuencias
reguladoras del promotor quimérico (como parte de los casetes de expresion), la primera y la segunda secuencias
de acidos nucleicos que se han de expresar codifican diferentes polipéptidos (o proteinas). En realizaciones
especificas, los diferentes polipéptidos representan subunidades de una proteina dimérica o multimérica, tales como,
entre otras, moléculas receptoras homoémeras o heterémeras, hormonas peptidicas, DNA/RNA polimerasas,
hemoglobinas, vacunas y similares.

En realizaciones particularmente preferibles, la proteina dimérica o multimérica es una molécula de anticuerpo
“clasica” que comprende la cadena ligera como la primera subunidad y la cadena pesada como la segunda
subunidad. La molécula de anticuerpo puede ser un anticuerpo que existe en la naturaleza o genéticamente
modificado, ya sea un anticuerpo de longitud completa o una de sus variantes truncada (tal como fragmentos Fab,
fragmentos Fab’, fragmentos F(ab’);). Se prefieren particularmente los anticuerpos inmunoglobulinas IgG.
Dependiendo de la aplicacion especifica, las moléculas de anticuerpos pueden ser quiméricas (por ejemplo, de
murido/humanas), humanizadas o completamente humanas.
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En otras realizaciones que emplean vectores de expresion que comprenden dos secuencias reguladoras del
promotor quimérico, la primera y segunda secuencias de acidos nucleicos que se han de expresar codifican una
“proteina diana” que se ha de analizar y una proteina indicadora correspondiente (tales como proteina verde
fluorescente, luciferasa, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa y peroxidasa de rabano picante) para controlar, por
ejemplo, la localizacion celular o la actividad funcional de la proteina diana.

Cuando se usan dos (o mas) secuencias reguladoras del promotor quimérico que presentan diferentes tasas de
expresion génica, puede ser posible producir ciertas relaciones molares de las correspondientes proteinas de
interés.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una célula hospedante de mamifero transfectada con un vector de
expresion como se ha definido anteriormente en la presente memoria.

Las células hospedantes adecuadas incluyen cualquier tipo de células de mamifero, siendo las células de origen
humano o no humano. Las células de mamifero de origen no humano incluyen, entre otras, células procedentes de
raton, rata, hamster, conejo, gato, perro, cerdo, vaca, caballo o mono.

Las células hospedantes de mamifero adecuadas incluyen lineas celulares inmortalizadas, tales como Hela humana,
fibroblastos MRC5, melanoma 983M, HEK293, H9, MCF7 y células Jurkat; células renales caninas MDCK;
fibroblastos de pulmén de rata cultivados en RF aislados de ratas Sprague-Dawley; células de mastocitomas
NIH3T3, C127, P815 de muridos, de adenocarcinomas mamario MT1A2 y células L; células COS1y COS7 de simio,
células QC1-3 de codorniz; y células o lineas celulares de ovario de hamster chino (CHO).

En realizaciones preferidas, las células hospedantes empleadas son células de CHO o lineas celulares de CHO.

Las lineas celulares de CHO adecuadas incluyen, entre otras, CHO KI (Tjio, J.T. and Puck, T.T. (1958) J. Exp.
Med.108, 945-955), CHO pro3-, CHO DG44, CHO P12, DUK-B11 negativas a dhfr (Urlaub, G. and Chasin L.A.
(1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 4216-4220) y particularmente CHOK1 SV (Lonza Ltd. Basilea, Suiza). CHOK1
SV es un derivado de CHOK1 adaptado exento de proteinas en suspension que utiliza el sistema de expresion del
gen de la glutamina sintetasa (GS): los transfectantes positivos se obtuvieron con seleccion doble de metionina
sulfoximina y medios exentos de glutamina.

Todas estas células o lineas celulares hospedantes se pueden obtener de entidades de depdsito tales como la
American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) o la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (Braunschweig, Alemania), asi como también de varios proveedores comerciales. También dentro de la
presente invencién se encuentran células de mamiferos primarias, es decir, células obtenidas directamente de un
organismo (en cualquier etapa de desarrollo, incluidos, entre otros, blastocitos, embriones, estadios larvales y
adultos). Los ejemplos de células primarias adecuadas comprenden cardiomiocitos, hepatocitos primarios,
fibroblastos, células neuronales, asi como también células madre. También dentro de la presente invencion se
encuentran lineas celulares estables inmortalizadas procedentes de células primarias.

En algunas realizaciones, la célula hospedante de la presente invencion constituye una parte de un organismo
multicelular.

En la presente invencion, el vector de expresion introducido se puede propagar y mantener en la célula hospedante
como una unidad genética independiente (es decir, episomalmente) (también denominada en la presente memoria
“transfeccion transitoria”) o los fragmentos de vectores pueden llegar a integrarse establemente en el genoma de la
célula hospedante (también denominada en la presente memoria “transfeccion estable”). Dicha recombinacion puede
producirse en posiciones aleatorias del genoma por recombinacion no homéloga o en posiciones especificas del
genoma por recombinacion homéloga o por integrasas especificas del sitio. Preferiblemente, los fragmentos de
vector (incluyendo las secuencias de acidos nucleicos heterélogas que se han de expresar) llegan a integrarse en el
genoma de la célula hospedante como una sola copia.

Para introducir los vectores de expresion como se definen en la presente memoria en una célula hospedante de
mamifero se puede emplear cualquier técnica de transfeccién que sea apropiada para el tipo de células particular
empleado. Numerosos métodos de transfeccion estan bien establecidos en la técnica, entre otros, la electroporacion,
coprecipitacion con fosfato de calcio, transfeccion quimica (por ejemplo, ciclodextrina, DEAE-dextrano,
polietilenimina), lipofeccion, magnetofeccion y “pistola génica” (véase, por ejemplo, Sambrook, J., and Russel, D.W.
(2001), supra; Ausubel, F.M. et al., (2001), supra).

Incluso en otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método para la expresion heteréloga de una secuencia
de acidos nucleicos de interés en una célula hospedante de mamifero, que comprende:

i) transfectar la célula hospedante de mamifero con un vector de expresion como se ha definido anteriormente
en la presente memoria; y

i) cultivar la célula hospedante de mamifero transfectada en condiciones que permitan la expresion de la
secuencia de acidos nucleicos de interés.
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En otras palabras, la presente invencion también se refiere a un procedimiento para la produccién recombinante (es
decir, heterdloga) de polipéptidos o proteinas de interés en células hospedantes de mamiferos que son
transfectadas con un vector de expresion, como se define en la presente memoria, que comprende las secuencias
de acidos nucleicos correspondientes que codifican dichos polipéptidos o proteinas. La transfecciéon se puede
realizar con un solo vector de expresidon o, como una cotransfeccién, con dos o mas vectores de expresion
diferentes.

Como ya se describié anteriormente, hay disponibles numerosos métodos para la transfeccion transitoria o estable
de una célula hospedante de mamifero. En realizaciones preferidas, la transfeccién es una transfeccién estable con
el fin de establecer células o lineas celulares que expresan continuamente las secuencias de acidos nucleicos
heterélogas que codifican los polipéptidos o proteinas de interés.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas la etapa de recolectar (y opcionalmente purificar) los
polipéptidos o proteinas recombinantes producidos. Dependiendo de la naturaleza de dichos polipéptidos o
proteinas, pueden llegar a segregarse en el liquido sobrenadante del cultivo celular, integrarse en la membrana de la
célula hospedante o permanecer en un compartimento intracelular.

Tipicamente, si se emplea una célula hospedante de mamifero unicelular, el experto en la técnica puede volver a
una variedad de condiciones de cultivo celular que permiten la expresion de la secuencia de acidos nucleicos de
interés. Convenientemente, los polipéptidos o proteinas producidos se recolectan (y opcionalmente purifican) del
medio de cultivo, de lisados o extractos de las células cultivadas o de membranas (bioldgicas) aisladas por técnicas
establecidas, tales como, entre otras, precipitacion fraccionada con sales o disolventes organicos, cromatografia de
intercambio i6nico, cromatografia en gel, cromatografia de exclusion por tamarfos, HPLC, cromatografia de afinidad
(véase, por ejemplo, Sambrook, J., and Russel, D.W. (2001), supra). En caso de que la célula hospedante sea parte
de un organismo multicelular, una fraccidon de estas células puede servir como fuente para aislar el péptido de la
invencion.

Los medios y las condiciones de cultivo apropiados para las células hospedantes descritas anteriormente son bien
conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Fresney, R.l. (2000) Culture of Animal Cells. A manual (4th Ed.) Wiley-
Liss, Nueva York). Dependiendo de los requisitos especificos de crecimiento de la célula hospedante empleada, se
puede realizar un cultivo de células de mamiferos, por ejemplo, en medio RPMI 1640, medio F12 de Ham o DMEM
(Medio de Eagle modificado por Dulbecco). Alternativamente, se puede usar un medio de crecimiento con una
concentracion de suero reducida, tal como OptiMEM. Los medios se pueden suplementar opcionalmente con FCS
(suero fetal de ternero) al 10% (v/v), diversos factores de crecimiento, aminoacidos, antibiéticos y otros aditivos. Los
medios de cultivo celular especialmente adaptados para células de CHO estan descritos en, por ejemplo, las
patentes EP 0481791 B1 y EP 1525320 B1. Las células hospedantes de mamifero transfectadas se pueden incubar
a 37°C en una atmosfera saturada de agua con CO- al 5%. Los medios de crecimiento, kits y reactivos respectivos
estan disponibles comercialmente de varios proveedores.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere al uso de un vector de expresion, como se ha definido
anteriormente en la presente memoria, para la expresion heteréloga in vitro de una secuencia de acidos nucleicos de
interés en una célula hospedante de mamifero. Preferiblemente, la secuencia de acidos nucleicos de interés puede
codificar un polipéptido o proteina destinada a aplicaciones de diagnoéstico o terapéuticas.

En realizaciones preferidas, el vector de expresion se usa para la expresién concomitante in vitro de dos o mas
secuencias de acidos nucleicos de interés que se insertan en el vector de expresion bajo el control de secuencias
reguladoras separadas de promotores quiméricos. Por ejemplo, un vector de expresion se puede usar para la
expresion de un gen de interés junto con un gen indicador para controlar el direccionamiento celular y/o la
funcionalidad del gen de interés.

En particular preferiblemente, el vector de expresidon se usa para la expresién concomitante de dos o mas
secuencias de acidos nucleicos de interés que codifican subunidades de una proteina dimérica o multimérica, por
ejemplo, cadenas ligera y pesada de una molécula de anticuerpo o subunidades de una vacuna. Empleando
diferentes secuencias reguladoras de promotores quiméricos que dan como resultado diferentes tasas de expresion
génica, se puede usar un vector de expresion como se define en la presente memoria para la expresion de dos o
mas secuencias de acidos nucleicos de interés en una relacion (molar) particular.

En una realizacion especifica, los vectores de expresion, como se definen en la presente memoria, son para uso
como medicamentos (o como partes de un medicamento o de un kit de piezas) para terapia génica.

La invencion se describe ademas por las figuras y los siguientes ejemplos, que tienen Unicamente la finalidad de
ilustrar realizaciones especificas de esta invencion, y no deben interpretarse que limitan de ninguna manera el
alcance de la invencion.
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Ejemplos
Fundamento:

Se generaron siete secuencias reguladoras diferentes de promotores quiméricos, como se especifica en las
reivindicaciones, basadas en secuencias de los genomas de citomegalovirus humano y de simio (hCMV y sCMV)
(véase la Tabla 1, Figura 3). Estas construcciones se analizaron para determinar su eficacia en el control de la
expresion génica heteréloga de las cadenas ligera y pesada (CL y CP) de un anticuerpo monoclonal en células de
ovario de hamster chino (CHO).

Ejemplo 1: Construccion de vectores

Se uso la sintesis de genes para generar las siete construcciones reguladoras diferentes de promotores quiméricos
empleadas en la presente memoria (es decir, las construcciones “1-7”, en donde las construcciones 1-5 no forman
parte de la presente invencion). Las construcciones se proporcionaron listas para la clonacién en el vector de
direccionamiento “vacio” pRY42 (véase la Figura 1, SEQ ID NO: 1), con el fin de reemplazar los promotores
originales del citomegalovirus de murido (MCMV) (SEQ ID NO: 3) contenidos en el mismo. El vector precursor
pRY42 comprende dos casetes de expresion, cada uno bajo el control de una secuencia reguladora del promotor
(originalmente procedente de mCMV).

Se sintetizaron las construcciones quiméricas (véase la Tabla 1, Figura 3, SEQ ID NO: 7 a SEQ ID NO: 13, en
donde la SEQ ID NO: 7 a SEQ ID NO: 11 no forman parte de la presente invencion) para que incluyeran secuencias
de DNA adicionales en los extremos 5’ y 3’ que flanquean las secuencias reguladoras del promotor, permitiendo asi
la incorporacion de sitios de restriccion de endonucleasas (es decir, también presentes en pRY42) con el fin de
facilitar el intercambio de fragmentos de acidos nucleicos.

La Tabla 1 ilustra los diversos elementos de secuencia comprendidos en las construcciones 1-7 reguladoras del
promotor quimérico descritas en la presente memoria, en donde las construcciones 1-5 no forman parte de la
presente invencion. Se muestran las longitudes respectivas y las localizaciones genéticas de las secuencias
reguladoras individuales, como se indica en la base de datos de genomas virales del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/GenomesHome; Bao, Y. et al., (2004) J. Virol. 78, 7291-7298). Notablemente,
todas las secuencias promotoras de mCMV o hCMV empleadas en la presente memoria incluyen en su extremo 3’
un nucledtido de guanosina (“G”) adicional, que representa el sitio de iniciacion de la transcripcion.

Lonaitud N° de registro del Lonaitud N° de registro del
Construccion 9 genoma viral en | Coordenadas 9 genoma viral en Coordenadas
del sCMV del hCMV
NCBI NCBI

1 - - - 582 X17403.1 174292-174873
2 - - - 1026 X17403.1 173848-174873
3 - - - 407 X17403.1 173848-174254
4 452 U38308.1 3873-4324 407 X17403.1 173848-174254
5 807 U38308.1 3873-4679 - - -
6 452 U38308.1 3873-4324 524 X17403.1 173731-174254
7 807 U38308.1 3873-4679 117 X17403.1 173731-173847
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Construccion | Longitud del mCMV N° de registro del genoma viral en NCBI Coordenadas
1 492 U68299.1 182895-183386
2 102 U68299.1 182895-182996
3 102 U68299.1 182895-182996
4 102 U68299.1 182895-182996
5 102 U68299.1 182895-182996

Los nuevos vectores que comprenden las construcciones quiméricas 1-7 (no formando las construcciones 1-5 parte
de la presente invencion) fueron construidos cada uno por una reaccion de ligacion de cuatro vias de acuerdo con el
esquema ilustrado en la Tabla 2. La secuencia reguladora del promotor quimérico para la expresion de la secuencia
de acidos nucleicos de la cadena ligera del anticuerpo se insert6 en 3’ (es decir, “aguas abajo”) del sitio FRT (diana
de reconocimiento de flipasa) mutado (F5-mFRT) de pRY42, seguido de un fragmento entre cadenas y la secuencia
reguladora del promotor quimérico para la expresion de la secuencia de acidos nucleicos de la cadena pesada del
anticuerpo.

Las reacciones de ligacion se realizaron utilizando el Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los vectores plasmidicos resultantes se transformaron en
células competentes DH5a de E. coli (Invitrogen/Life Technologies GmbH; Darmstadt, Alemania). Las muestras se
colocaron en placas sobre agar-agar de Luria-Bertani (LB) suplementado con 50 yg/mL de ampicilina y se incubaron
durante una noche a 37°C. Se usaron colonias individuales para inocular matraces en agitacion de 500 mL que
contenian 200 mL de medio liquido LB mas 50 ug/mL de ampicilina. Los matraces se incubaron durante una noche
en una incubadora con agitacion a 37°C y 200 rpm. Los cultivos resultantes se utilizaron para la preparacion del DNA
plasmidico utilizando un Nucleobond Maxi Kit (Macherey-Nagel GmbH, Diren, Alemania) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los plasmidos producidos se verificaron por digestion con enzimas de restriccion para
diagnéstico.

La Tabla 2 muestra el esquema de clonacion para generar las construcciones 1-7 de la secuencia reguladora del
promotor quimérico, en donde las construcciones 1-5 no forman parte de la presente invencion.

Construccion Elemento Fragmento entre cadenas Elemento Cadena principal del vector
regulador de la CL (procedente de pRY42) regulador de la CP (procedente de pRY42)

1 Aatll-Pacl Pacl-EcoRlI EcoRI-Xhol Xhol-Aatll

2 Pvul-Sacll Sacll-EcoRlI EcoRI-Bsu36l Bsu36I-Pvul
3 Sspl-Sacll Sacll-EcoRl EcoRI-Bsu36l Bsu36I-Sspl
4 Sspl-Sacll Sacll-EcoRl EcoRI-Bsu36l Bsu36I-Sspl
5 Sspl-Sacll Sacll-EcoRl EcoRI-Bsu36l Bsu36I-Sspl
6 Sspl-Sacll Sacll-EcoRl EcoRI-Bsu36l Bsu36I-Sspl
7 Sspl-Sacll Sacll-EcoRl EcoRI-Bsu36l Bsu36I-Sspl

En una etapa posterior, se clonaron la cadena ligera (CL) y la cadena pesada (CP) del anticuerpo monoclonal IgG4
cB72.3 (Whittle, N. et al., (1987) Protein Eng. 1, 499-505) en cada uno de los siete vectores que comprendian las
construcciones quiméricas 1-7 (no formando las construcciones 1 a 5 parte de la presente invencion). Las
secuencias de acidos nucleicos que codifican las cadenas del anticuerpo se obtuvieron del vector pRY57 (Figura 2,
SEQ ID NO: 2) como fragmentos de restriccion EcoRI/Hindlll (CL) y BamHI/Nrul (CP) y se clonaron secuencialmente
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en los vectores para cada construccion del promotor, utilizando las mismas endonucleasas de restriccion. Los
métodos utilizados fueron los descritos anteriormente. Los vectores plasmidicos resultantes se verificaron por
digestion con enzimas de restriccion para diagnostico y secuenciacion de DNA de las regiones promotoras,
respectivamente.

Ejemplo 2: Transfeccion y construccion de una linea celular

Se utilizé una linea celular procedente de la linea celular de ovario de hamster chino adaptada en suspensién
CHOK1SV para todos los experimentos (Lonza Ltd., Basilea, Suiza). En esta linea celular, las construcciones de
expresion de acidos nucleicos se insertan en un locus genodmico especifico de la célula hospedante y en un nimero
de copias definido por medio de un sistema de integracion especifico del sitio (SSI).

La seleccion positiva para la integracion se realiza por restauracion funcional de un casete de resistencia a
higromicina B presente en el sitio SSI. La integracion de la construccion de expresion en el genoma del hospedante
elimina también una copia del gen de la timidina quinasa, que convierte el profarmaco ganciclovir en un analogo de
nucledtido fosforilado, téxico. Por tanto, la adicién de higromicina B y ganciclovir durante la construccion de la linea
celular proporciona presiones de seleccion positivas y negativas, respectivamente, para la integracion en el locus
genodmico diana.

La linea celular hospedante se reanimé a partir de los viales crioconservados y se subcultivd. Todos los cultivos
celulares se realizaron en medio CD-CHO (Invitrogen/Life Technologies GmbH; Darmstadt, Alemania). 48 horas
antes de la transfeccion, las células se sembraron en 30 mL de medio CD-CHO, a una concentracion final de 0,3 x
108 células/mL.

El dia de la transfeccién, 1,2 x 107 células se sedimentaron y volvieron a poner en suspension en 1 mL de CD-CHO
antes de la cotransfeccion con 45 ug de plasmido pOG44 (Invitrogen/Life Technologies GmbH; Darmstadt,
Alemania) y se prepararon 5 ug de cada vector de direccionamiento (que comprendia las construcciones quiméricas
1-7, respectivamente) utilizando electroporacion en una cubeta Bio-Rad GenePulser Xcell de 0,4 cm (un solo
impulso de 300 V/900 pF, constante de tiempo 12-16 milisegundos). El plasmido pOG44 abarca un casete de
expresion para la recombinasa FLP (flipasa) de levadura requerida para facilitar la recombinacion en los sitios FRT
presentes en el locus diana. Todos los experimentos de transfeccion se realizaron al menos por duplicado.

Cada muestra de electroporacion se transfirio a 20 mL de medio CD-CHO en un matraz T75 (BD Biosciences,
Heidelberg, Alemania) y se incub6 en modo estatico a 36,5°C, en una incubadora humidificada (CO- al 5% (v/v) en
aire). 48 horas después de la transfeccion, las células se sedimentaron (150 x g, 5 min) y se volvieron a poner en
suspension en 20 mL de medio CD-CHO que contenia 200 ug/mL de higromicina B (seleccion positiva). El cultivo se
mantuvo en modo estatico y, después de 72 horas, el medio se intercambié con CD-CHO recién preparado que
contenia 200 pyg/mL de higromicina B.

Posteriormente, cada 72 horas se determin6 la concentracion de células viables y el medio se intercambié con 20
mL de CD-CHO recién preparado que contenia 200 pug/mL de higromicina B y ganciclovir 3 uM (seleccién negativa).
Una vez que el cultivo en el matraz T75 alcanzé una concentracion de células total de 9 x 108 células/mL, el cultivo
se ajusto hasta un volumen final de 30 mL de CD-CHO que contenia 200 uyg/mL de higromicina B y ganciclovir 3 M.
Cada cultivo diluido se transfirio luego a un matraz E125 con agitacion.

Ejemplo 3: Cultivo en suspension de sobrecrecimiento alimentado en lotes (FOG) para determinar la
concentracion de anticuerpo monoclonal producido utilizando las “construcciones de promotor 1-5” (que no
forman parte de la presente invencion)

El analisis en un matraz con agitacion del sobrecrecimiento alimentado en lotes (FOG) se realizé como se ha
descrito en la publicaciéon de patente internacional WO 2008/148519 A2. Todos los experimentos de FOG para un
cultivo en suspension de células transfectadas dado se realizaron al menos por duplicado.

En resumen, las células transfectadas se sembraron a una concentracion de 2 x 105 células/mL en matraces con
agitacion de 250 mL, conteniendo cada uno 50 mL de medio de crecimiento CM42/SPE (Lonza Ltd., Basilea, Suiza)
y se incubaron a 37°C en una incubadora humidificada de agitacion orbital (CO2 al 5% (v/v) en aire) a 140 rpm. Las
células se alimentaron, comenzando el dia 3 del cultivo, con una alimentacién que consistia en una mezcla de
aminoacidos y oligoelementos. Las viabilidades diarias y las concentraciones de células viables se determinaron
utilizando un analizador automatizado de viabilidad celular Cedex (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania).
La concentracion de anticuerpo en el medio se determiné por HPLC con proteina A el dia 15 de cultivo (cosecha de
los cultivos “sobrecrecidos”).

Ejemplo 4: Determinacion de la concentracion del anticuerpo monoclonal producido por medio de HPLC con
proteina A (usando las “construcciones de promotor 1-5”, que no forman parte de la presente invencion)

Las concentraciones del anticuerpo monoclonal (mAb) cB72.3 IgG4 producido por las lineas celulares respectivas
que albergan los casetes de expresion génica de CL/CP bajo el control de las diferentes construcciones quiméricas
1-5 y segregadas al medio de cultivo celular se determinaron por cromatografia de liquidos de alta resolucion
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(HPLC) con proteina A. Los liquidos sobrenadantes libres de células (pasados a través de una unidad de filtracién de
0,22 ym) se cargaron en una columna de inmunodeteccion con proteina A POROS (Applied Biosystems Inc., Foster
City, Ca, USA), conectada a un HPLC Agilent 1200. La columna se lavé y el mAb unido se eluy6 disminuyendo el pH
del disolvente.

La concentracion del mAb se determind por comparacion con una curva estandar generada con diluciones en serie
de cB72.3 IgG4 de MabSelect SuRe-purified (GE Healthcare GmbH, Freiburg, Alemania) (intervalo de la curva
estandar: 1025 ng/pL a 200 ng/pL).

Los resultados de los experimentos anteriores se resumen en la Tabla 3 y la Figura 4, respectivamente: para cada
una de las construcciones quiméricas empleadas en la presente invencién, n = 4, que representan analisis de FOG
por duplicado para transfecciones por duplicado, con la excepcion de la construccion 4, donde n = 6 (analisis de
FOG por duplicado para transfecciones por triplicado) y pRY57 (mCMV original), donde n = 8, estando combinados
los puntos de datos de los experimentos 1y 2. Los calculos de los parametros del cultivo celular se realizaron como
se habia descrito anteriormente (Porter et al., (2010) Biotechnol. Progr. 26, 1446-1454).

De la Figura 4, es evidente que el dia de la recoleccion del cultivo (es decir, el dia 15), el uso de una cualquiera de
las construcciones quiméricas numeros 2-5 dio como resultado la produccion de mayores concentraciones de
anticuerpos que con el uso de la secuencia promotora de mCMV original (es decir, el vector pRY57). El uso de la
construcciéon quimérica nimero 1 también dio como resultado una mayor concentracion de anticuerpos que con el
promotor de mCMV (un factor de 1,31), aunque el resultado no alcanza significacion estadistica, en donde las
construcciones 1-5 no forman parte de la presente invencion.

Los mejores resultados se obtuvieron con la construccién quimérica numero 4, lo que dio como resultado una
expresion génica aproximadamente 2,88 veces mayor en comparacion con el promotor de mCMV, seguido (en orden
descendente) por la construccion quimérica nimero 5 (factor de aproximadamente 2,54), la construccion quimérica
numero 2 (factor de aproximadamente 1,80) y la construccién quimérica ndmero 3 (factor de aproximadamente
1,45).

La Tabla 3 ilustra las tasas de crecimiento y las cantidades de mAb producidas por las diferentes lineas celulares
hospedantes transfectadas empleadas en la presente invencidon (que comprenden las secuencias/construcciones
reguladoras del promotor quimérico 1-5, que no forman parte de la presente invencion).

Max. (108 IVC (108 ol
Grupo transfectante/FOG células/mL) b (1/h) células.h/mL) (pg/célula.h) [mADB](mg/L)

Experimento 1 mCMV 9.36+1,02 | 00183 +0,0018 | 1523,35 + 164,78 | 0.29 + 0,02 4%%'?; *
Construccion 1| 85+0.75 | 0,0206 £0,0013 | 144511 £70,55 | 0,46 + 0,07 613186817 N
) 883,10 +

Construccion 2 | 7,97 + 0,41 [ 0,0198 +0,0008 | 1409,29487.92 [0,71+0,06 | 55"
) 11,17 + 707,98 +

Construcciéon 3 1,02 0,0191 £ 0,0009 1873,58 + 250,14 | 0,40 + 0,03 80,28
Experimento 2 mCMV 9,29+ 0,82 | 0,0143+0,0013 | 1790,34 + 104,97 | 0,29 + 0,05 53;%%1‘1
) 10,39 + 1408,44 +

Construccion 4 0,90 0,0165+0,0023 | 18480530629 |073:022 | 4300
) 11,58 + 124415 +

Construcciéon 5 0,46 0,0139 + 0,0028 2261,28 + 50,84 0,46 + 0,03 74,90

Leyenda: Max. - concentracién maxima de células viables (108 células/mL); u - tasa de crecimiento especifica (1/h);
IVC: tiempo integral de la concentracion de células viables (108 células.h/mL); pp - tasa de produccion especifica del
mAb (pg/célula.h); y [mAb] - concentracion del mAb producido en la cosecha (mg/L).
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Los datos anteriores muestran que el uso de secuencias reguladoras del promotor quimérico que comprenden la
region aguas arriba y/o elementos potenciadores de sCMV y/o hCMV en combinacién con elementos promotores de
mCMV representan herramientas genéticas superiores para obtener sistemas de expresion génica heterologa
altamente eficaces para células de mamiferos.

Ejemplo 5: Cultivo en suspension de sobrecrecimiento en lotes (BOG) para determinar la concentracion del
anticuerpo monoclonal producido utilizando las “construcciones de promotor 6-7”

Los cultivos en lotes se realizaron en matraces E125 ventilados que contenian 30 mL de CD-CHO en modo de
suspension (incubadora de 4 niveles Kihner, 36,5°C, CO2 al 5% (v/v) en aire y 85% de humedad (v/v)). En resumen,
las células transfectadas se sembraron a una concentracion de 2 x 10° células/mL y se controlaron las
concentraciones de células viables durante el cultivo. Se tomaron muestras del medio el dia siete de cultivo (alta
viabilidad de cultivo) para la determinacién de la concentracion de cB72.3 en el medio usando HPLC con proteina A.
Todos los experimentos de BOG para un cultivo en suspension de células transfectadas dado se realizaron al menos
por duplicado.

Ejemplo 6: Determinacion de la concentracion del anticuerpo monoclonal producido por medio de HPLC con
proteina A (usando las “construcciones de promotor 6-7”)

Las concentraciones del anticuerpo monoclonal (mAb) cB72.3 IgG4 producido por las respectivas lineas celulares
que alojan los casetes de expresion génica de CL/CP bajo el control de las diferentes construcciones quiméricas 6-7
y segregadas al medio de cultivo celular se determinaron por Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)
con proteina A. Los liquidos sobrenadantes libres de células (pasados a través de una unidad de filtracién de 0,22
pUm) se cargaron en una columna de inmunodeteccion con proteina A POROS (Applied Biosystems Inc., Foster City,
Ca, USA), conectada a un HPLC Agilent 1100. La columna se lavd y el mAb unido se eluyd disminuyendo el pH del
disolvente.

La concentracion del mAb se determiné por comparacion con una curva estandar generada con diluciones en serie
de cB72.3 IgG4 de MabSelect SuRe-purified (GE Healthcare GmbH, Freiburg, Alemania) (intervalo de la curva
estandar: 1025 ng/uL a 64 ng/uL).

Los resultados de los experimentos anteriores se resumen en la Figura 5: Para mCMV y la construccion 7, n = 6
(analisis de lotes por duplicado para transfecciones por triplicado) y para la construccion 6, n = 4 (analisis de lotes
por duplicado para transfecciones por duplicado).

De la Figura 5, es evidente que el dia 7 del cultivo, el uso de una cualquiera de las construcciones quiméricas 6y 7
dio como resultado la produccion de mayores concentraciones de anticuerpos que con el uso de la secuencia
promotora de mCMV original (es decir, el vector pRY57).

Los mejores resultados se obtuvieron con la construccion del promotor quimérico 6, lo que dio como resultado
productividades de mAb aproximadamente 2,27 veces mayores en comparacion con el promotor de mCMV.

Los datos anteriores muestran que el uso de secuencias reguladoras de promotores quiméricos que comprenden la
region aguas arriba y/o elementos potenciadores de sCMV y/o hCMV en combinacién con elementos promotores
minimos de hCMV representan herramientas genéticas superiores para obtener sistemas de expresion génica
heterélogos altamente eficaces para células de mamiferos.

Listado de secuencias
<110> Lonza Biologics PLC

<120> Vectores de expresion que comprenden secuencias promotoras y potenciadoras quiméricas de
citomegalovirus

<130> 827-1 PCT

<140> no asignado todavia
<141> 23-09-2013

<150> EP12185728.8
<151> 2012-09-24

<160> 15
<170> BiSSAP Version 1.1

<210>1
<211> 5908
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<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> vector plasmido pRY42

<220>

<221> Senfal_polyA
<222> (7)...(245)

<223> Sefal_polyA SV40

<220>

<221> promotor

<222> (266)...(756)

<223> fragmento promotor mCMV-MIE (IE1)

<220>

<221> 5'UTR

<222> (758)...(791)

<223> parte de mCMV-MIE (IE1) 5'UTR exén 1

<220>

<221> 5'UTR

<222> (803)...(884)

<223> parte de hCMV-MIE (IE1) 5'UTR ex6n 1

<220>

<221> intrén

<222> (885)...(1711)

<223> intron A hCMV-MIE (IE1)

<220>
<221> 5'UTR

<222> (1712)...(1729)

<223> hCMV-MIE (IE1) 5'UTR exén 2

<220>

<221> Sefal_polyA
<222> (1767)...(2005)
<223> Senfal polyA SV40

<220>

<221> promotor

<222> (2019)...(2345)

<223> promotor temprano SV40, derivado de pFRT/lacZeo (Invitrogen)

<220>

<221> fuente

<222> (2350)...(2354)

<223> secuencia que contiene sitio ATG encontrado aguas arriba del tipo salvaje FRT en pFRT/lacZeo
(Invitrogen)

<220>

<221> recomb_misc

<222> (2355)...(2402)

<223> sitio diana de reconocimiento de flippasa tipo salvaje (FRT), derivada de pcADN5-Frt
(Invitrogen)

<220>

<221> fuente

<222> (3183)...(4043)

<223> complemento inverso CDS del gen beta-lactamasa

<220>

<221> recomb_misc

<222> (4319)...(4366)

<223> sitio diana de reconocimiento de flippasa tipo salvaje (FRT)
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<220>

<221> promotor
<222> (4410)...(4900)
<223> fragmento promotor mCMV-MIE (IE1)

<220>
<221>5'UTR

<222> (4902)...(4935)
<223> parte de mCMV-MIE (IE1) 5'UTR exén 1

<220>
<221>5'UTR

<222> (4947)...(5028)
<223> parte de hCMV-MIE (IE1) 5'UTR ex6n 1

<220>
<221> intrén

<222> (5029).

..(5855)

<223> hCMV-MIE (IE1) intrén A

<220>
<221>5'UTR

<222> (5856).

.(5873)

<223> hCMV-MIE (IE1)5'UTR exén 2

<400> 1

gaattcattg
cctcccacac
gtttattgca
agcatttttt
tgtctggegg
ccagtacata
tgagtcaata
tcaatgggtt
ttttccagcc
ttgaaactaa

atcataatca
ctcccectga
gcttataatg
tcactgcatt
ccgetgagge
aggtcaatag
gggactttcc
tttcccatta
aatttaatta
tgcaacgtga

gccataccac
acctgaaaca
gttacaaata
ctagttgtgg
gcgcctactg
gggtgaatca
attgggtttt
ttggcacgta
aaacgccatg
cctttaaacg
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atttgtagag
taaaatgaat
aagcaatagc
tttgtccaaa
agtcattagg
acaggaaagt
gcccagtaca
cataaggtca
tactttccca
gtactttccc

gttttacttg
gcaattgttg
atcacaaatt
ctcatcaatg
gactttccaa
cccattggag
aaaggtcaat
ataggggtga
ccattgacgt
atagctgatt

23

ctttaaaaaa
ttgttaactt
tcacaaataa
tatcttatca
tgggttttgc
Ccaagtacac
agggggtgag
gtcattgggt
caatgggcta
aatgggaaag

00

120
180
240
300

420
480
540
600



taccgttctc
gcceccggttt
tacgtgggta
gtagaacgca
gggaacggtg
gagtctatag
ctatacaccc
ttattgacca
acatggctct
actgacacgg
tatacaacac
cgcgaatctc
catccgagcc
taacagtgga
aggccgtgge
acgcatttgg
tctgataaga
tctgagcagt
gactgttcct
cccctagggg
gttttacttg
gcaattgttg
atcacaaatt
ctcatcaatg
tagggtgtgg
attagtcagc
gcatgcatct
taactccgcc
cagaggccga
gaggctacca
tctcgggecg
aatcgacgct
ccccctggaa
tccgecttte
agttcggtgt
gaccgctgcyg
tcgccactgg
acagagttct
tgcgctctge
caaaccaccyg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgcct
cccagtgcetg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagctccg
gcggttagct
ctcatggtta
tctgtgactg
tgctcttgcec
ctcatcattg
tccagttcga
agcgtttctg
acacggaaat
ggttattgtc
gttccgcgca
acattaacct
gttcgtaatg
agttcctatt

gagccaatac
tccectggaa
taagaggcgc
gcctcaggac
cattggaacg
gcccaccccc
ccgcttectc
ttattgacca
ttgccacaac
actctgtatt
caccgtcccc
gggtacgtgt
ctgctcccat
ggccagactt
ggtagggtat
aagacttaag
gtcagaggta
actcgttgct
ttccatgggt
taccgtcgac
ctttaaaaaa
ttgttaactt
tcacaaataa
tatcttatca
aaagtcccca
aaccaggtgt
caattagtca
cagttccgcc
ggccgcecteg
tggagaagtt
cgttgctggc
caagtcagag
gctccctegt
tccctteggg
aggtcgttcg
ccttatccgg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagegg
aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactccccgt
caatgatacc
ccggaaggge
attgttgccg
ccattgctac
gttcccaacg
ccttcggtcc
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaat
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagcgg
catttccccg
ataaaaatag
ttccgtggca
ccgaagttcc

acgtcaatgg
attccatatt
gaccagcgtc
ctccatagaa
cggattcccc
ttggcttctt
atgttatagg
ctccecctatt
tctctttatt
tttacaggat
agtgcccgcea
tccggacatg
gcctccageg
aggcacagca
gtgtctgaaa
gcagcggcag
actcccgttg
gcegegegeg
cttttctgca
tcgcgaattg
cctcccacac
gtttattgca
agcatttttt
tgtctggatc
ggctccccag
ggaaagtccc
gcaaccatag
cattctccge
gcctctgage
actattccga
gtttttccat
gtggcgaaac
gcgctctect
aagcgtggcg
ctccaagctg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttcgga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggcga
tccgatcgtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggataat
ttcggggcga
tcgtgcaccc
aacaggaagg
catactcttc
atacatattt
aaaagtgcca
gcgtatcacg
ccgaggacaa
tattcttcaa
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gaagtgaaag
ggcacgcatt
ggtaccgtcyg
gacaccggga
gtgccaagag
atgcatgcta
tgatggtata
ggtgacgata
ggctatatgc
ggggtctcat
gtttttatta
ggctcttctc
actcatggtc
cgatgcccac
atgagctcgg
aagaagatgc
cggtgctgtt
ccaccagaca
gtcaccgtcc
atcataatca
ctccccctga
gcttataatg
tcactgcatt
agcttgagca
caggcagaag
caggctcccc
tcccgececct
cccatggctg
tattccagaa
agttcctatt
aggctccgcec
ccgacaggac
gttccgaccc
ctttctcata
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaagc
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagcga
actacgatac
cgctcaccgg
agtggtcctg
gtaagtagtt
gtgtcacgct
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca
ttctgagaat
accgcgcecac
aaactctcaa
aactgatctt
Caaaatgccg
ctttttcaat
gaatgtattt
cctgacgtct
aggccctgat
ccctcaagag
aaggtatagg

ggcagccaaa
ctattggctg
cagtcttcgg
ccgatccagc
tgacgtaagt
tactgttttt
gcttagccta
ctttccatta
caatacactg
ttattattta
aacataacgt
cggtageggce
gctecggcagce
caccaccagt
ggagcgggct
aggcagctga
aacggtggag
taatagctga
ttgacacggg
gccataccac
acctgaaaca
gttacaaata
ctagttgtgg
gctgtggaat
tatgcaaagc
agcaggcaga
aactccgccc
actaattttt
gtagtgagga
ctctagaaag
cccctgacga
tataaagata
tgccgcttac
gctcacgctg
acgaaccccc
acccggtaag
cgaggtatgt
gaagaacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
atgagtaaac
tctgtctatt
gggagggctt
ctccagattt
caactttatc
cgccagttaa
cgtcgtttgg
cccccatgtt
agttggccgc
tgccatccgt
agtgtatgcg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa
aagaaaccat
ggctctttgc
aaaatgtaat
aacttcctgc
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acgtaacacc
agctgcgttc
tctgaccacc
ctccgceggcec
accgcctata
ggcttggggt
taggtgtggg
ctaatccata
tccttcagag
Caaattcaca
gggatctcca
ggagcttcta
tcecttgetec
gtgccgcaca
tgcaccgctg
gttgttgtgt
ggcagtgtag
cagactaaca
atccggcegceg
atttgtagag
taaaatgaat
aagcaatagc
tttgtccaaa
gtgtgtcagt
atgcatctca
agtatgcaaa
atcccgceccc
tttatttatg
ggcttttttg
tataggaact
gcatcacaaa
ccaggcgttt
cggatacctg
taggtatctc
cgttcagcecc
acacgactta
aggcggtgcet
atttggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtctgac
tcgttcatcc
accatctggc
atcagcaata
cgcctccatc
tagtttgcgc
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcttt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcacc
aataagggcg
catttatcag
acaaataggg
tattatcatg
ggcacccatc
cacactggga
agtgaataat

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
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15

20

25

30

35

aaaatgtgtg
ttgcccagta
acactgagtc
tgagtcaatg
gggtttttcc
gctattgaaa
aaagtaccgt
caccgceecg
gttctacgtg
caccgtagaa
ggccgggaac
tatagagtct
gggtctatac
tgggttattg
cataacatgg
agagactgac
cacatataca
tccacgcgaa
tctacatccg
ctcctaacag
cacaaggccg
gctgacgcat
gtgttctgat
gtagtctgag
aacagactgt
cggtagatct

<210> 2
<211> 7948
<212> ADN

tttgtccgaa
cataaggtca
aatagggact
ggtttttccc
agccaattta
ctaatgcaac
tctcgageca
gttttcccct
ggtataagag
cgcagcctca
ggtgcattgg
ataggcccac
accccegett
accattattg
ctctttgcca
acggactctg
acaccaccgt
tctcgggtac
agccctgete
tggaggccag
tggcggtagg
ttggaagact
aagagtcaga
cagtactcgt
tcctttecat
gctagcacat

<213> secuencia artificial

<220>

atacgcgect
ataggggtga
ttccattggg
attattggca
attaaaacgc
gtgaccttta
atacacgtca
ggaaattcca
gcgcgaccag
ggacctccat
aacgcggatt
ccccttgget
cctcatgtta
accactcccc
caactctctt
tatttttaca
ccccagtgec
gtgttccgga
ccatgcctcc
acttaggcac
gtatgtgtct
taaggcagcg
ggtaactccc
tgctgccgeg
gggtcttttc
gtaggcct

<223> vector plasmido pRY57

<220>
<221> CDS

<222> (67)...(713)
<223> cadena ligera de gen optimizado cB72.3 kappa

<220>

<221> Senfal_|
<222> (720)..

polyA

(958)

<223> Senfal polyA SV40

<220>

<221> promotor

<222> (979)..

.(1470)

ES 2694 778 T3

actgagtcat
atcaacagga
ttttgcccag
cgtacataag
catgtacttt
aacggtactt
atgggaagtg
tattggcacg
cgtcggtacc
agaagacacc
cceegtgeca
tcttatgcat
taggtgatgg
tattggtgac
tattggctat
ggatggggtc
cgcagttttt
catgggctct
agcgactcat
agcacgatgc
gaaaatgagc
gcagaagaag
gttgcggtgc
cgcgecacca
tgcagtcacc

<223> fragmento promotor mCMV-MIE (IE1)

<220>

<221>5'UTR

<222> (1471)...(1504)
<223> parte de mCMV-MIE (IE1) 5'UTR exén 1

<220>

<221>5'UTR

<222> (1516)...(1601)
<223> parte de hCMV-MIE (IE1) 5'UTR ex6n 1

<220>
<221> intrén

<222> (1598)...(2424)
<223> hCMV-MIE (IE1) intrén A

<220>

<221>5'UTR

<222> (2425)...(2441)
<223> hCMV-MIE (IE1) 5'UTR exén 2

tagggacttt
aagtcccatt
tacaaaaggt
gtcaataggg
cccaccattg
tcccataget
aaagggcagc
cattctattg
gtcgcagtct
gggaccgatc
agagtgacgt
gctatactgt
tatagcttag
gatactttcc
atgccaatac
tcatttatta
attaaacata
tctccggtag
ggtcgctegg
ccaccaccac
tcggggageg
atgcaggcag
tgttaacggt
gacataatag
gtccttgaca

25

ccaatgggtt
ggagccaagt
caataggggg
gtgagtcatt
acgtcaatgg
gattaatggg
Caaaacgtaa
gctgagctge
tcggtctgac
cagcctecge
aagtaccgcc
ttttggcttg
cctataggtg
attactaatc
actgtccttc
tttacaaatt
acgtgggatc
cggcggaget
cagctccttg
cagtgtgccg
ggcttgcacc
ctgagttgtt
ggagggcagt
ctgacagact
cgaagcttac

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5908
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45

50
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<220>

<221> CDS

<222> (2508)...(3836)

<223> Cadena pesada gen optimizado cB72.3 gamma-4

<220>

<221> Sefal_polyA
<222> (3843)...(4081)
<223> Senfal polyA SV40

<220>
<221> promotor
<222> (4095)...(4421)

<223> SV40 early promotor, derived from pFRT/lacZeo (Invitrogen)

<220>
<221> fuente
<222> (4426)...(4430)

<223> secuencia que contiene el sitio ATG encomntrado aguas arriba de FRT de tipo salvaje en pFRT/lacZeo

(Invitrogen)

<220>
<221> recomb_misc
<222> (4431)...(4478)

<223> sitio diana de reconocimiento (FRT) de flipassa de tipo salvaje, derivado de pcADN5-Frt

(Invitrogen)

<220>

<221> fuente

<222> (5259)...(6119)

<223> complemento inverso CDS del gen beta-lactamasa

<220>
<221> recomb_misc
<222> (6395)...(6442)

<223> sitio diana de reconocimiento (FRT) de flipassa mutante

<220>

<221> promotor

<222> (6486)...(6977)

<223> fragmento promotor mCMV-MIE (IE1)

<220>

<221> 5'UTR

<222> (6978)...(7011)

<223> parte de mCMV-MIE (IE1) 5'UTR exén 1

<220>

<221> 5'UTR

<222> (7023)...(7108)

<223> parte de hCMV-MIE (IE1) 5'UTR ex6n 1

<220>

<221> intrén

<222> (7105)...(7931)

<223> hCMV-MIE (IE1) intron A

<220>
<221> 5'UTR

<222> (7932)...(7948)

<223> hCMV-MIE (IE1)5'UTR exén 2

26



<400> 2
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aagcttgccg ccaccatgat gcggcctatc gtgctggtge tgctgttcgc cacctctgec
ctggcc gac atc cag atg acc cag tcc ccc gcc tcc ctg tct gtg tcc
Asp ITe GIn Met Thr GIn Ser Pro Ala Ser Leu Ser Vval Ser
1 5

gt Q?C gag
val Gly Asp
15

tcc

Ser

aac
Asn

ctg
Leu

tac
Tyr

ctg
Leu

gt
va

tct
Ser
65

gag
Glu

tcc
Ser

ggc
Gly

tcc
Ser
80

tac
Tyr

cag
Gln

cct
Pro
95

gcc
Ala

acc
Thr

cct
Pro

gct
Ala

tcc
Ser

acc
Thr

ggc
Gly

9ag

gcc
Glu

aag
Ala

Lys
145
gaa
Asp

tcc
Ser

cag
Gln
160
tcc
Ser

tcc
Ser

ctg
Leu
175
gtg
val

tac
Tyr

gcc
Ala

aag
Lys

tcc
Ser

ttc
Phe

ccataccaca
cctgaaacat
ttacaaataa
tagttgtggt
cgcctactga
ggtgaatcaa
ttgggttttg
tggcacgtac
aacgccatgt
ctttaaacgg
cgtcaatggg
ttccatattg

aca gtg ac
Thr val Th

20
gcc
Ala

tgg
Trp
35

gcc
Ala

ac

gcc
Th

Ala
50

ggc
Gly

tcc
Ser

99
Gl

o

99
Gl

10
tt
Ph

ttc

gac
Phe

Asp

ttc
Phe

ggc
Gly

tcc
ser

gt
va

115
tct
Ser

gcc gt
Ala
130
gt
Va

tg
Tr

cag
Gln

tcc
Ser

gtc
val

ac
Th

acc
Thr

ac
Th
18

gt

ctg
Leu

tgc
Cys

gaa
Glu
195

arg o1

aac

Asn

210
tttgtagagg
aaaatgaatg
agcaatagca
ttgtccaaac
gtcattaggg
caggaaagtc
cccagtacaa
ataaggtcaa
actttcccac
tactttccca
aagtgaaagg
gcacgcattc

tat
Tyr

val

val

c atc
r Ile

acc
Thr

cag
Gln

cag
Gln

C aac
r Asn

ctg
Leu

C acc
y Thr

cag
Gln
70

tac
Tyr

c tcc
y Ser
85
a ggc
y Gly

0
Cc atc
e Ile

acc
Thr

ttc
Phe

tgc
Cys

g gtg
val

gt
va

150
cag
GlIn

g aag
p Lys

C gag
r Glu
165
C ctg
r Leu
0
g acc
Thr

tcc
Ser

cac
H1s

tgc
Cys

C gag
y Glu

ttttacttgc
caattgttgt
tcacaaattt
tcatcaatgt
actttccaat
ccattggagc
aaggtcaata
taggggtgag
cattgacgtc
tagctgatta
gcagccaaaa
tattggctga

tgt
cys

€99
Arg

gcc
Ala
25

ggc
Gly

STy

ctg
Leu

aag
Lys

cag
Gln
40

gac
Asp

gct
Ala
55

tac
Tyr

tcc
Ser

tac
Tyr

tgc
Cys

cag
Gln

ctg
Leu

Cgg
Arg

gaa
Glu
105
tcc
Ser

cca
Pro

cct
Pro
120
ctg
Leu

ctg
Leu
135
gac
Asp

dadcC
Asn

aac
Asn

gcc
Ala

tcc
Ser

gac
Asp

aag
Lys

aag
Lys

gcc
Ala

gac
Asp
185
ctg
Leu

cag
Gln

ggc
Gly
200
tag
Xaa

tga
Xaa
215
tttaaaaaac
tgttaacttg
cacaaataaa
atcttatcat
gggttttgcc
caagtacact
gggggtgagt
tcattgggtt
aatgggctat
atgggaaagt
cgtaacaccg
gctgcgttct

tcc gag aac
Ser Glu Asn

cct
Pro

tcc
Ser

aag
Lys

tcc
ser
60

aac
Asn

ccc
Pro

gt
va

atc
Ile
75

ttc
Phe

aag
Lys

cac
His
90

atc
Ile

tgg
Trp

aag
Lys

€gg
Arg

gac
Asp

gag

cag
Glu

Gln

ttc
Phe

tac
Tyr
140
agc
Ser

aac
Asn

ctg
Leu

cag
Gln
155
tct
Ser

acc
Thr

gac
Asp
170
tac
Tyr

gag
Glu

aag
Lys

cct
Pro

tcc
Ser

agc
Ser

ctcccacacc
tttattgcag
gcattttttt
gtctggeggce
cagtacataa
gagtcaatag
caatgggttt
tttccageca
tgaaactaat
accgttcteg
ccccggtttt
acgtgggtat

27

atc
Ile

tac
Tyr
30

ctg
Leu

cag
Gln
45

agg
Arg

ttc
Phe

tcc
ser

oly

acc
Thr

ctg
Leu

acc
Thr

gtg
val
110
aag
Lys

ctg
Leu
125
cct
Pro

oly

tac
Tyr

cgg
Arg

aac
Asn

tcc
ser

cac
H1s

aag
Lys
190
acc
Thr

gtg
val
205

aattcattga tcataatcag

tccecectgaa
cttataatgg
cactgcattc
cgctgaggeg
ggtcaatagg
ggactttcca
ttcccattat
atttaattaa
gcaacgtgac
agccaataca
cccctggaaa
aagaggcgcg

60
108

156

204

252

300

348

396

444

492

540

588

636

684

734

794
854
914
974
1034
1094
1154
1214
1274
1334
1394
1454



accagcgtcg
tccatagaag
ggattccccg
tggcttctta
tgttataggt
tcccctattg
ctctttattg
ttacaggatg
gtgcccgeag
ccggacatgg
cctccagega
ggcacagcac
tgtctgaaaa
cagcggcaga
ctcccgttge
ccgcgegege
ttttctgcag
ctggtgctge

gac
Asp

gcc
Ala

gag
Glu
10

ggc
Gly

gcc
Ala

agc
Ser
25

ccc
pro

aag
Lys
40

gac
Asp

gag
Glu

atc
Ile

gac
Asp

gcc
Ala

gac
Asp

aag
Lys

agc
ser

gag

gac
Glu

Asp
90

cag
Gln

tgg
Trp

ggc
Gly
105
agc
Ser

cca
Pro
120
aca
Thr

gt
va

gcc
Ala

gcc
Ala

acc
Thr

tcc
ser

gty
val

CcccC
Pro

gcc
Ala

gtg
val
170
cca
Pro

acc
Thr

gtg
val
185
cac
His

gac
Asp
200
tac
Tyr

aag
Lys

cct
Pro

ggc
Gly

ccc tca

gtg

gtaccgtcgc
acaccgggac
tgccaagagt
tgcatgctat
gatggtatag
gtgacgatac
gctatatgcc
gggtctcatt
tttttattaa
gctcttctcec
ctcatggtcg
gatgcccacc
tgagctcggg
agaagatgca
ggtgctgtta
caccagacat
tcaccgtcct
tgttcgccac

ctg
Leu

gtg
val

tac
Tyr

acc
Thr

cag
Gln

ggc
Gly

tac
Tyr
60

agc
Ser

aag
Lys

agc
Ser
75

agc
Ser

gcc
Ala

acc
Thr

ggc
Gly

ttc
Phe

CcCa
Pro

aag
Lys

ttc
Phe

ctg
Leu
45

aac
Asn

agc
Ser

gt
va

acc
Thr

ctg
Leu

agtctteggt
cgatccagcc
gacgtaagta
actgtttttg
cttagcctat
tttccattac
aatacactgt
tattatttac
acataacgtg
ggtagcggcg
ctcggcaget
accaccagtg
gagcgggctt
ggcagctgag
acggtggagg
aatagctgac
tgacacggga
aagcgctctg

cct
Pro

ggc
Gly
15

gat
Asp

acc
Thr
30

gag
Glu

tgg
Trp

gag
Glu

aag
Lys

acc
Thr

gcc
Ala

tac
Tyr

ttc
Phe
95

aca
Thr

ctg
Leu
110
gcc
Ala

CcccC
Pro

125

ctg
Leu

ggc

140
aac
Asn

tgg
Trp
155
ctg
Leu

cag
Gln

agc
Ser

agc
ser

CCC
Pro

agc
ser

tgc
cys

agc
Ser

agc
Ser

agc
Ser

aac
Asn

ctg
Leu

gtg
val

gga
Gly

gcc
Ala

agc
Ser

ggc
Gly
175
ggc
Gly

ctg
Leu
190
acc
Thr

aaa
Lys

205

CCC
Pro

tgc
Cys
220

ttt ctg

Cccc
Pro

ttc

tgt
Cys

agc
Ser

CcCa CcccC
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ctgaccaccg
tccgeggecy
ccgcctatag
gcttggggtc
aggtgtgggt
taatccataa
ccttcagaga
aaattcacat
ggatctccac
gagcttctac
ccttgctect
tgccgcacaa
gcaccgctga
ttgttgtgtt
gcagtgtagt
agactaacag
tccgecgeca

tagaacgcag
ggaacggtgc
agtctatagg
tatacacccc
tattgaccat
catggctctt
ctgacacgga
atacaacacc
gcgaatctcg
atccgagecc
aacagtggag
ggcegtggeg
cgcatttgga
ctgataagag
ctgagcagta
actgttcctt
ccatgatgcg

cctcaggacc
attggaacgc
cccacccect
cgcttectca
tattgaccac
tgccacaact
ctctgtattt
accgtcccca
ggtacgtgtt
tgctcccatg
gccagactta
gtagggtatg
agacttaagg
tcagaggtaa
ctcgttgcty
tccatgggtc
gcctatcgtyg

gct cag gtg cag ctg cag cag agc

1
gct agc
Ala Ser

gtg
val

atc
Ile

cac
H1s

gcc
Ala

tac
Tyr
50

ggc
Gly

atc
Ile

ggc
Gly

ttc
Phe

aag
Lys
65

atg
Met

tac
Tyr
80

tgc
Cys

cag
Gln

aag
Lys

Cgg
Arg

gtg
val

agc
Ser

agc
Ser

tgc
Cys

agc
Ser

aga
Arg
130
tac
Tyr

aag
Lys

gac
Glu
145
aca
Thr

cty
Leu
160
ctg
Leu

agc
Ser

tcc
ser

tac
Tyr

acc
Thr

acc
Thr

aag
Lys

gtg
val

gac
Asp

aag
Lys
210
cca
Pro

CcCccC
Pro

gcc
Ala
225
ccce

aag aag

atc agc
Ile Ser
20
tgg
Trp

aag
Lys

cac
His
35

atc
Ile

gct
Ala

CCC
Pro

agc
Ser

acc
Thr

aag
Lys

gcc
Ala

ctg
Leu

aac
Asn

agc
Ser
85

tac
Tyr

tac
Tyr
100
agc
Ser

agc
Ser

gct
Ala
115
agce
Ser

acc
Thr

acc

agce
Thr

Ser

ttc
Phe

ccc
Pro

gag
Glu

cac
His
165
agc
Ser

gga
Gly

gty
val

ctg
Leu

agc
Ser
180
acc
Thr

tac
Tyr
195
cgc
Arg

tgc
cys

gtg
val

gag
Glu

ttc
Glu

ctg
Leu

gag
Glu

gat acc ctg

28

Gln val GIn Leu Gln Gln Ser
5

tgc aag
Cys Lys

aag
Lys

cag
Gln

aac
Asn
55

acc
Thr

ggc
Gly

ctg
Leu
70

ctg
Leu

Ty

aag
Lys

acc
Thr

cac
His

ggc
Gly

gag

agc
Glu

ser
135
gtg
val

cce
Pro
150
acc
Thr

ttc
Phe

gtg
val

gtg
val

aac
Asn

gtg
val

agc
Ser

aag
Lys
215

gga
Gly

ggc
Gly
230

atg atc

1514
1574
1634
1694
1754
1814
1874
1934
1994
2054
2114
2174
2234
2294
2354
2414
2474
2528

2576

2624

2672

2720

2768

2816

2864

2912

2960

3008

3056

3104

3152

3200

3248



Pro Ser val
agc
Ser

acc
Thr
250
gaa
Glu

g9
Arg

ccc
Pro
265
gcc
Ala

gac
Asp

aac
Asn
280
gtg
val

aag
Lys

tct
ser

gtg
val

tac
Tyr

gag
Glu

aag
Lys

dda
Lys

acc
Thr

atc
Ile
330
ccc
Pro

acc
Thr

ctg
Leu
345
tgt
cys

acc
Thr
360
gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

agc
Ser

ctg
Leu

gac
Asp

agc
ser

aag
Lys

agc
Ser

aga
Arg
410
ctg
Leu

gag

gcc
Glu

Ala
425
cctgggcaag
tacttgcttt
ttgttgttgt
caaatttcac
tcaatgtatc
gtgtggaaag
gtcagcaacc
gcatctcaat
tccgeccagt
ggccgaggcec
ctaccatgga
gggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagctc
cctttetecc
cggtgtaggt
gctgcgectt
cactggcagc
agttcttgaa
ctctgctgaa
ccaccgctgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgctt

Phe
235
cct
Pro

Leu

gaa
Glu

gtc
val

cag
Gln

acc
Thr

aag
Lys

Phe

gty
val

ttc
Phe

ccc
Pro

Pro Pro

acc
Thr

tgc
cys
255

tgg
Trp

aat
Asn
270
aga
Arg

gag
Glu

285

gtg
val

ctg
Leu
300
aag
Lys

tgc
cys
315
agc
ser

aag
Lys

CCC
Pro

agc
ser

gtg
val

aag
Lys

acc
Thr

gtc
val

gcc
Ala

caa
Gln

ggc
Gly

gtg
val

ctg
Leu

tcc
Ser

aac
Asn

aag
lys

ggc
Gly
335
gag
Glu

gag
Glu
350
ttc
Phe

tac
Tyr

365

ggc
Gly

cag
Gln
380
ggc
Gly

gat
Asp
395
tgg
Trp

caa
Gln

cac
His

aat
Asn

tgatagtcgc
aaaaaacctc
taacttgttt
aaataaagca
ttatcatgtc
tccccagget
aggtgtggaa
tagtcagcaa
tccgeccatt
gccteggect
gaagttacta
gctggegttt
tcagaggtgg
cctegtgege
ttcgggaagc
cgttcgetec
atccggtaac
agccactggt
gtggtggect
gccagttacc
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag

Cccc
Pro

agc
Ser

gag
Glu

cct
Pro

aac
Asn

gag
Glu

ttc
Phe

ttc
Phe

aat
Asn
415
CcCC
Pro

ggc
Gly

aca
Thr
430
gaattgatca
ccacacctcc
attgcagctt
tttttttcac
tggatcagct
ccccagcagg
agtccccagg
ccatagtccc
ctccgceccca
ctgagctatt
ttccgaagtt
ttccataggc
cgaaacccga
tctcctgttc
gtggcgcttt
aagctgggct
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
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Lys Pro

240
gtg
val

Lys

gtg
val

gtg
val

tac
Tyr

gtg
val

gac
Asp

ttc
Phe
290
gat
Asp

gag
Glu

cag
Gln

cac
H1s

cag
Gln
305
ggc
Gly

aag
Lys
320
cag
GIn

ctg
Leu

cca
Pro

cgc
Arg

acc
Thr

atg
Met

aag
Lys

CcccC
Pro

agc
Ser

gac
Asp
370
aag
Lys

tac
Tyr
385
tac
Tyr

aac
Asn

tca
ser

ctg
Leu
400
gtc
val

ttt
Phe

agc
Ser

aga
Arg

aga
Arg

gcc
Ala

taatcagcca
ccctgaacct
ataatggtta
tgcattctag
tgagcagctg
cagaagtatg
ctccccagca
gcccctaact
tggctgacta
ccagaagtag
cctattctct
tccgcccccc
caggactata
cgaccctgcc
ctcatagctc
gtgtgcacga
agtccaaccc
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg

Thr Leu
245
agc
Ser

Asp

gat
Asp

gtg
val
260
gtg
val

ggc
Gly
275
aac
Asn

gaa
Glu

acc
Thr

agc
ser

aac
Asn

tgg
Trp

ctg
Leu

cct
Pro

agc
Ser

agc
ser
325
cag
Gln

ccc
Pro
340
cag
Gln

gag
Glu

aac
Asn
355
atc
Ile

gtg
val

gcc
Ala

gtg
val

acc
Thr

acc
Thr

ccc
pro

ctg
Leu

acc
Thr
405
gtg
val

cg9
Arg

tgc
Cys

agc
Ser
420
tga gcctgtc
Xaa

taccacattt
gaaacataaa
caaataaagc
ttgtggtttg
tggaatgtgt
caaagcatgc
ggcagaagta
ccgeccatec
atttttttta
tgaggaggct
agaaagtata
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg
acccccegtt
ggtaagacac
gtatgtaggc
aacagtattt
ctcttgatcc
gattacgcgc
cgctcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttegt

29

Met Ile

cag
Gln

gag
Glu

cac
H1s

gtg
val

tac
Tyr

cgc
Arg
295
daaa
Lys

ggc

310
atc
Ile

gag
Glu

tac
Tyr

gtg
val

tcc
Ser

ctg
Leu

gag
Glu

tgg
Trp
375
gtg
val

cct
Pro
390
gtg
val

gat
Asp

atg
Met

cac
H1s

C

gtagaggttt
atgaatgcaa
aatagcatca
tccaaactca
gtcagttagg
atctcaatta
tgcaaagcat
cgcccctaac
tttatgcaga
tttttggagg
ggaacttctc
cacaaaaatc
gcgtttecccc
tacctgtccg
tatctcagtt
cagcccgacc
gacttatcgc
ggtgctacag
ggtatctgcg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatccatag

3296

3344

3392

3440

3488

3536

3584

3632

3680

3728

3776

3820

3880
3940
4000
4060
4120
4180
4240
4300
4360
4420
4480
4540
4600
4660
4720
4780
4840
4900
4960
5020
5080
5140
5200
5260
5320
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15

ttgcctgact
gtgctgcaat
agccageegg
ctattaattg
ttgttgccat
gctccggttc
ttagctcctt
tggttatggc
tgactggtga
cttgcccgge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttctgggtg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgcacatt
taacctataa
gtaatgttcc
cctattccga
tgtgtgtttg
ccagtacata
tgagtcaata
tcaatgggtt
ttttccagec
ttgaaactaa
taccgttctc
gccccggttt
tacgtgggta
gtagaacgca
gggaacggtg
gagtctatag
ctatacaccc
ttattgacca
acatggctct
actgacacgg
tatacaacac
cgcgaatctc
catccgagcec
taacagtgga
aggccgtgge
acgcatttgg
tctgataaga
tctgagcagt
gactgttcct

<210>3
<211> 492
<212> ADN

cceegtegty
gataccgcga
aagggccgag
ttgccgggaa
tgctacaggce
ccaacgatca
cggtcctecy
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acgttcttcg
acccactcgt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tccccgaaaa
aaataggcgt
gtggcaccga
agttcctatt
tccgaaatac
aggtcaatag
gggactttcc
tttcccatta
aatttaatta
tgcaacgtga
gagccaatac
tccectggaa
taagaggcgc
gcctcaggac
cattggaacg
gcccaccccc
ccgcttecte
ttattgacca
ttgccacaac
actctgtatt
caccgtcccc
gggtacgtgt
ctgctcccat
ggccagactt
ggtagggtat
aagacttaag
gtcagaggta
actcgttgct
ttccatgggt

<213> secuencia artificial

<220>

<223> fragmento de la secuencia promotora mCMV IE1

<400> 3

tactgagtca
aatcaacagg
gttttgccca
acgtacataa
ccatgtactt
aaacggtact
aatgggaagt

atattggcac
gcgtcggtac

<210> 4
<211> 102
<212> ADN

ttagggactt
aaagtcccat
gtacaaaagg
ggtcaatagg
tcccaccatt
ttcccatage

gaaagggcag

gcattctatt
cg

<213> secuencia artificial

<220>

tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctcttccttt
atatttgaat
gtgccacctg
atcacgaggc
ggacaaccct
cttcaaaagg
gcgectactg
gggtgaatca
attgggtttt
ttggcacgta
aaacgccatg
cctttaaacg
acgtcaatgg
attccatatt
gaccagcgtc
ctccatagaa
cggattcccc
ttggcttctt
atgttatagg
ctccectatt
tctctttatt
tttacaggat
agtgcccgea
tccggacatg
gcctccageg
aggcacagca
gtgtctgaaa
gcagcggcag
actcccgttg
gccgegegeg
cttttctgca

tccaatgggt
tggagccaag
tcaatagggg
ggtgagtcat
gacgtcaatg
tgattaatgg
ccaaaacgta

ggctgagcetg

ES 2694 778 T3

cgatacggga
caccggctcc
gtcctgcaac
gtagttcgcc
cacgctcgtc
catgatcccc
gaagtaagtt
ctgtcatgec
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcagc
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga
cctgatggct
caagagaaaa
tataggaact
agtcattagg
acaggaaagt
gcccagtaca
cataaggtca
tactttccca
gtactttccc
gaagtgaaag
ggcacgcatt
ggtaccgtcg
gacaccggga
gtgccaagag
atgcatgcta
tgatggtata
ggtgacgata
ggctatatgc
ggggtctcat
gtttttatta
ggctcttctc
actcatggtc
cgatgcccac
atgagctcgg
aagaagatgc
cggtgctgtt
ccaccagaca
gtcaccgtcc

tttgcccagt
tacactgagt
gtgagtcaat
tgggtttttc
ggctattgaa
gaaagtaccg
acaccgeecc

cgttctacgt

gggcttacca
agatttatca
tttatccgec
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtgc
ggccgcagtg
atccgtaaga
tatgcggcga
cagaacttta
cttaccgctg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
aaccattatt
ctttgcggca
tgtaatcaca
tcctgcagtg
gactttccaa
cccattggag
aaaggtcaat
ataggggtga
ccattgacgt
atagctgatt
ggcagccaaa
ctattggctg
cagtcttcgg
ccgatccagc
tgacgtaagt
tactgttttt
gcttagecta
ctttccatta
caatacactg
ttattattta
aacataacgt
cggtagcgge
gctcggeage
caccaccagt
ggagcgggct
aggcagctga
aacggtggag
taatagctga
ttgacacg

acataaggtc
caatagggac
gggtttttcc
cagccaattt
actaatgcaa
ttctegagec
ggttttcccc

gggtataaga

tctggeccca
gcaataaacc
tccatccagt
ttgcgcaacg
gcttcattca
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgcttttctg
ccgagttgct
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccagcg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggttc
atcatgacat
cccatcgttc
ctgggaagtt
aataataaaa
tgggttttgc
ccaagtacac
agggggtgag
gtcattgggt
caatgggcta
aatgggaaag
acgtaacacc
agctgegttce
tctgaccacc
ctccgeggec
accgcctata
ggcttggggt
taggtgtggg
ctaatccata
tccttcagag
caaattcaca
gggatctcca
ggagcttcta
tcettgetec
gtgccgcaca
tgcaccgctg
gttgttgtgt
ggcagtgtag
cagactaaca

aataggggtg
tttccattgg
cattattggc
aattaaaacg
cgtgaccttt
aatacacgtc
tggaaattcc

ggcgegacca

<223> fragmento de la secuencia promotora mCMV IE1 ("promotor nicleo")

30

5380
5440
5500
5560
5620
5680
5740
5800
5860
5920
5980
6040
6100
6160
6220
6280
6340
6400
6460
6520
6580
6640
6700
6760
6820
6880
6940
7000
7060
7120
7180
7240
7300
7360
7420
7480
7540
7600
7660
7720
7780
7840
7900
7948

60

120
180
240
300
360
420

480
492
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<400> 4
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acaccgecce ggttttecce tggaaattce atattggcac gcattctatt ggctgagetg
cgttctacgt gggtataaga ggcgcgacca gcgtcggtac cg

<210>5
<211> 117
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> fragmento de la secuencia promotora hCMV IE1 ("promotor nicleo")

<400> 5

gcaccaaaat caacgggact ttccaaaatg tcgtaacaac tccgecccat tgacgcaaat
gggcggtagg cgtgtacggt gggaggtcta tataagcaga gctcgtttag tgaaccg

<210>6
<211> 452
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> fragmento de la secuencia potenciadora sCMV IE1

<400> 6

gaccatagcc
gacctgtgcc
gaccccagec
gcactgtgcc
ggccctgtge
gctatatgcc
ttggccaggt
tcctattgac

<210>7
<211> 1074
<212> ADN

aattcaatat
aattcaatat
aattcaatat
aactggggag
caagtccgec
aggatcaata
tcaatactat
gtagatagcc

<213> secuencia artificial

<220>

ggcgtatatg
ggcgtatatg
ggcggacttyg
gggtctactt
atattgaatt
tataggcaat
gtattggccc
cctcccaatg

gactcatgcc
gactcgtgcec
gcaccatgec
ggcacggtgc
ggcatggtgc
atccaatatg
tatgccatat
g9

aattcaatat
aattcaatat
aattcaatat
caagtttgag
caataatggc
gcectatgec
agtattccat

ggtggatctg
ggtggatctg
ggcggaccty
gaggggtctt
ggccatattg

aatatggcta
atatgggttt

<223> secuencia reguladora quimérica 5'-sin traducir ("construccion 1")

<220>

<221> potenciador
<222> (1)...(582)
<223> fragmento de hCMV IE1 y secuencia potenciadora mCMV IE

<220>

<221> promotor
<222> (583)...(1074)
<223> fragmento de secuencia promotora mCMV IE1

31

60
102

60
117

60

120
180
240
300
360
420
452
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<400>7

ctgcagtgaa
gactaaattc
aaatcgatat
tgatatcgcec
tatatcgttt
gcaaatatcg
cgacatcaag
attagccata
tacgttgtat
atgttgacat
tttccaatgg
attggagcca
ggtcaatagg
ggggtgagtc
ttgacgtcaa
gctgattaat
agccaaaacg
ttggctgagc

<210> 8
<211> 1128
<212> ADN

taataaaatg
atgtcgcgceg
ttgaaaatat
atttttccaa
acgggggatg
cagtttcgat
ctggcacatg
ttattcatty
ccatatcata
tgattattga
gttttgccca
agtacactga
gggtgagtca
attgggtttt
tgggctattg
gggaaagtac
taacaccgcc
tgcgttctac

<213> secuencia artificial

<220>

tgtgtttgtc
atagtggtgt
ggcatattga
aagtgatttt
gcgatagacg
ataggtgaca
gccaatgcat
gttatatagc
atatgtacat
ctagttatta
gtacataagg
gtcaataggg
atgggttttt
tccagccaat
aaactaatgc
cgttctcgag
ccggttttec
gtgggtataa

ES 2694 778 T3

cgaaatacgc
ttatcgccga
aaatgtcgcc
tgggcatacg
actttggtga
gacgatatga
atcgatctat
ataaatcaat
ttatattggc
atagtaatca
tcaatagggg
actttccatt
cccattattg
ttaattaaaa
aacgtgacct
ccaatacacg
cctggaaatt

gaggcgcgac

gttttgagat
tagagatggc
gatgtgagtt
cgatatctgg
cttgggcgat
ggctatatcg
acattgaatc
attggctatt
tcatgtccaa
attactgagt
tgaatcaaca
gggttttgcc
gcacgtacat
cgccatgtac
ttaaacggta
tcaatgggaa
ccatattggc
cagcgtcggt

ttctgtcgec
gatattggaa
tctgtgtaac
cgatagcgct
tctgtgtgte
ccgatagagg
aatattggcc
ggccattgca
cattaccgcc
cattagggac
ggaaagtccc
cagtacaaaa
aaggtcaata
tttcccacca
ctttcccata
gtgaaagggc
acgcattcta
accy

<223> secuencia reguladora quimérica 5'-sin traducir ("construccion 2")

<220>

<221> potenciador
<222> (1)...(1026)

<223> fragmento de secuencia potenciadora hCMV IE1

<220>

<221> promotor
<222> (1027)...(1128)
<223> fragmento de secuencia promotora mCMV IE1 ("promotor nucleo")

<400> 8

ctgcagtgaa
gactaaattc
aaatcgatat
tgatatcgcec
tatatcgttt
gcaaatatcg
cgacatcaag
attagccata
tacgttgtat
atgttgacat
tagcccatat
gcccaacgac
agggactttc
acatcaagtg
cgcctggeat
cgtattagtc
atagcggttt
gttttgacac

gagctgegtt

<210>9
<211> 509
<212> ADN

taataaaatg
atgtcgcgceg
ttgaaaatat
atttttccaa
acgggggatg
cagtttcgat
ctggcacatg
ttattcatty
ccatatcata
tgattattga
atggagttcc
ccececgeecat
cattgacgtc
tatcatatgc
tatgcccagt
atcgctatta
gactcacggg
cgceecggtt

ctacgtgggt

<213> secuencia artificial

<220>

tgtgtttgtc
atagtggtgt
ggcatattga
aagtgatttt
gcgatagacg
ataggtgaca
gccaatgcat
gttatatagc
atatgtacat
ctagttatta
gcgttacata
tgacgtcaat
aatgggtgga
caagtacgcc
acatgacctt
ccatggtgat
gatttccaag
ttccectgga

ataagaggcg

cgaaatacgc
ttatcgccga
aaatgtcgcc
tgggcatacg
actttggtga
gacgatatga
atcgatctat
ataaatcaat
ttatattggc
atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
gtatttacgg
ccctattgac
atgggacttt
gcggttttgg
tctccacccc
aattccatat

cgaccagcgt

gttttgagat
tagagatggc
gatgtgagtt
cgatatctgg
cttgggcgat
ggctatatcg
acattgaatc
attggctatt
tcatgtccaa
attacggggt
aatggcccge
gttcccatag
taaactgccc
gtcaatgacg
cctacttggc
cagtacatca
attgacgtca
tggcacgcat

cggtaccg

ttctgtegec
gatattggaa
tctgtgtaac
cgatagcgct
tctgtgtgte
ccgatagagg
aatattggcc
ggccattgca
cattaccgcc
cattagttca
ctggctgacc
taacgccaat
acttggcagt
gtaaatggcc
agtacatcta
atgggcgtgg
atgggagttt
tctattggct

<223> secuencia reguladora quimérica 5'-sin traducir ("construccion 3")

<220>

<221> potenciador

32

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1074

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080

1128
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35

<222> (1)...(407)

<223> fragmento de secuencia potenciadora hCMV IE1

<220>

<221> promotor
<222> (408)...(509)
<223> fragmento de secuencia promotora mCMV IE1 ("promotor nucleo")

<400>9

cgcgttacat
ttgacgtcaa
caatgggtgg
ccaagtacgc
tacatgacct
accatggtga
ggatttccaa
tttcccctgg
tataagaggc

<210> 10
<211> 961
<212> ADN

aacttacggt
taatgacgta
agtatttacg
cccctattga
tatgggactt
tgcggttttg
gtctccaccc
aaattccata
gcgaccageg

<213> secuencia artificial

<220>

aaatggcccg
tgttcccata
gtaaactgcc
cgtcaatgac
tcctacttgg
gcagtacatc
cattgacgtc
ttggcacgca
tcggtaccg

ES 2694 778 T3

cctggctgac
gtaacgccaa
cacttggcag
ggtaaatggc
cagtacatct
aatgggcgtg
aatgggagtt
ttctattggc

cgcccaacga
tagggacttt
tacatcaagt
ccgectggea
acgtattagt
gatagcggtt
tgttttgaca
tgagctgegt

cceceegecca
ccattgacgt
gtatcatatg
ttatgcccag
catcgctatt
tgactcacgg
ccgecccggt
tctacgtggg

<223> secuencia reguladora quimérica 5'-sin traducir ("construccion 4")

<220>

<221> potenciador
<222> (1)...(452)

<223> fragmento de secuencia potenciadora sCMV IE1

<220>

<221> potenciadort
<222> (453)...(859)

<223> fragmento de secuencia potenciadora hCMV IE1

<220>

<221> promotor

<222> (860)..

.(961)

<223> fragmento de secuencia potenciadora mCMV IE1 ("promotor nucleo")

<400> 10

gaccatagcc
gacctgtgcc
gaccccagec
gcactgtgcc
ggccctgtge
gctatatgcc

ttggccaggt
tcctattgac
cgcctggctg
tagtaacgcc
cccacttgge
acggtaaatg
ggcagtacat
tcaatgggcg
tcaatgggag
cattctattg

9

<210> 11
<211> 909
<212> ADN

aattcaatat
aattcaatat
aattcaatat
aactggggag
caagtccgcc
aggatcaata

tcaatactat
gtagatagcc
accgcccaac
aatagggact
agtacatcaa
gcccgectgg
ctacgtatta
tggatagcgg
tttgttttga
gctgagetge

<213> secuencia artificial

<220>

ggcgtatatg
ggcgtatatg
ggcggacttg
gggtctactt
atattgaatt
tataggcaat

gtattggccc
cctcccaatg
gacccccgec
ttccattgac
gtgtatcata
cattatgccc
gtcatcgcta
tttgactcac
caccgecccg
gttctacgtg

gactcatgcc
gactcgtgcec
gcaccatgcc
ggcacggtgc
ggcatggtgc
atccaatatg

tatgccatat
ggcgcgttac
cattgacgtc
gtcaatgggt
tgccaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttcc
gttttccect
ggtataagag

aattcaatat
aattcaatat
aattcaatat
caagtttgag
caataatggc
gccctatgec

agtattccat
ataacttacg
aataatgacg
ggagtattta
gcccectatt
cttatgggac
gatgcggttt
aagtctccac
ggaaattcca
gcgcgaccag

ggtggatctg
ggtggatctg
ggcggacctg
gaggggtctt
ggccatattg
aatatggcta

atatgggttt
gtaaatggcc
tatgttccca
cggtaaactg
gacgtcaatg
tttcctactt
tggcagtaca
cccattgacg
tattggcacg
cgtcggtacc

<223> secuencia reguladora quimérica 5'-sin traducir ("construccion 5")

33

60

120
180
240
300
360
420
480
509

60

120
180
240
300
360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
961
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<220>

<221> potenciador
<222> (1)...(807)

<223> fragmento de secuencia potenciadora sCMV IE1

<220>

<221> promotor

<222> (808)..

.(909)

ES 2694 778 T3

<223> fragmento de secuencia promotora mCMV IE1 ("promotor nucleo")

<400> 11
gaccatagcc
gacctgtgcc
gaccccagec
gcactgtgcc
ggccctgtge
gctatatgcc
ttggccaggt
tcctattgac
ctaataccgc
tattgacgtc
tacggtaaat
acgtcaatgg
atgacggtaa
acattactat
ttggcacgca
tcggtaccy

<210> 12
<211> 976
<212> ADN

aattcaatat
aattcaatat
aattcaatat
aactggggag
caagtccgec
aggatcaata
tcaatactat
gtagatagcc
ccatagccac
atatgggcgg
ggcccgectg
gatggctcat
atggcccact
tggaagtacg
ttctattgge

<213> secuencia artificial

<220>

ggcgtatatg
ggcgtatatg
ggcggacttg
gggtctactt
atattgaatt
tataggcaat
gtattggccc
cctcccaatg
tcceccattg
tcctattgac
gctcaatgcc
tgcccattca
tggcagtaca
ccagggtaca
tgagctgegt

gactcatgcc
gactcgtgcc
gcaccatgcc
ggcacggtgc
ggcatggtgc
atccaatatg
tatgccatat
ggcggtccca
acgtcaatgg
gtatatggcg
cattgacgtc
tatccgttct
tcaatatcta
ccgeeeeggt
tctacgtggg

aattcaatat
aattcaatat
aattcaatat
caagtttgag
caataatggc
gccctatgec
agtattccat
tataccatat
tctctatata
cctcccccat
aataggacca
cacgccecct
ttaatagtaa
tttcccctyg
tataagaggc

ggtggatctg
ggtggatctg
ggcggacctg
gaggggtctt
ggccatattg
aatatggcta
atatgggttt
atggggcttc
tggtctttec
tgacgtcaat
cccaccattg
attgacgtca
cttggcaagt
aaattccata
gcgaccageg

<223> secuencia reguladora quimérica 5'-sin traducir ("construccion 6")

<220>

<221> potenciador
<222> (1)...(452)

<223> fragmento de secuencia potenciadora sCMV IE1

<220>

<221> potenciador
<222> (453) (859)

<223> fragmento de secuencia potenciadora hCMV IE1

<220>

<221> promotor

<222> (860)..

.(976)

<223> fragmento de secuencia promotora hCMV IE1 ("promotor nucleo")

<400> 12

gaccatagcc
gacctgtgec
gaccccagec
gcactgtgcc
ggccctgtge
gctatatgcc
ttggccaggt
tcctattgac
cgcctggctg
tagtaacgcc
cccacttgge
acggtaaatg
ggcagtacat
tcaatgggcg
tcaatgggag
ccgecccatt
ctcgtttagt

aattcaatat
aattcaatat
aattcaatat
aactggggag
caagtccgcc
aggatcaata
tcaatactat
gtagatagcc
accgcccaac
aatagggact
agtacatcaa
gceegectgg
ctacgtatta
tggatagcgg
tttgttttgg
gacgcaaatg
gaaccg

ggcgtatatg
ggcgtatatg
ggcggacttg
gggtctactt
atattgaatt
tataggcaat
gtattggccc
cctcccaatg
gaccccegec
ttccattgac
gtgtatcata
cattatgccc
gtcatcgcta
tttgactcac
caccaaaatc

ggcggtagge

gactcatgcc
gactcgtgcc
gcaccatgcc
ggcacggtgc
ggcatggtgc
atccaatatg
tatgccatat
ggcgegttac
cattgacgtc
gtcaatgggt
tgccaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttcc
aacgggactt
gtgtacggtyg

aattcaatat
aattcaatat
aattcaatat
caagtttgag
caataatggc
gccctatgec
agtattccat
ataacttacg
aataatgacg
ggagtattta
gcccectatt
cttatgggac
gatgcggttt
aagtctccac
tccaaaatgt
ggaggtctat

34

ggtggatctg
ggtggatctg
ggcggacctg
gaggggtctt
ggccatattg
aatatggcta
atatgggttt
gtaaatggcc
tatgttccca
cggtaaactg
gacgtcaatg
tttcctactt
tggcagtaca
cccattgacg
cgtaacaact
ataagcagag

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

909

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
976
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<210> 13
<211> 924
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2694 778 T3

<223> secuencia reguladora quimérica 5'-sin traducir ("construccion 7")

<220>

<221> potenciador
<222> (1)...(807)

<223> fragmento de secuencia potenciadora sCMV IE1

<220>

<221> promotor
<222> (808)...(924)
<223> fragmento de secuencia promotora hCMV IE1 ("promotor nucleo")

<400> 13

gaccatagcc
gacctgtgcc
gaccccagec
gcactgtgcc
ggccctgtge
gctatatgcc
ttggccaggt
tcctattgac
ctaataccgc
tattgacgtc
tacggtaaat
acgtcaatgg
atgacggtaa
acattactat
taacaactcc
aagcagagct

<210> 14
<211> 214
<212> PRT

aattcaatat
aattcaatat
aattcaatat
aactggggag
caagtccgcec
aggatcaata
tcaatactat
gtagatagcc
ccatagccac
atatgggcgg
ggcccgectg
gatggctcat
atggcccact
tggaagtacg
gccecattga
cgtttagtga

<213> secuencia artificial

<220>

ggcgtatatg
ggcgtatatg
ggcggacttg
gggtctactt
atattgaatt
tataggcaat
gtattggccc
cctcccaatg
tcccccattyg
tcctattgac
gctcaatgcc
tgcccattca
tggcagtaca
ccagggtgca
cgcaaatggg
accg

gactcatgcc
gactcgtgcc
gcaccatgcc
ggcacggtgc
ggcatggtgc
atccaatatg
tatgccatat
ggcggtccca
acgtcaatgg
gtatatggcg
cattgacgtc
tatccgttct
tcaatatcta
ccaaaatcaa

cggtaggcgt

<223> cadena ligera cB72.3 kappa optimizada

aattcaatat
aattcaatat
aattcaatat
caagtttgag
caataatggc
gccctatgec
agtattccat
tataccatat
tctctatata
cctcecccat
aataggacca
cacgccecct
ttaatagtaa
cgggactttc

gtacggtggg

35

ggtggatctg
ggtggatctg
ggcggacctg
gaggggtctt
ggccatattg
aatatggcta
atatgggttt
atggggctte
tggtctttcc
tgacgtcaat
cccaccattg
attgacgtca
cttggcaagt
caaaatgtcg
aggtctatat

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
924
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<400> 14
Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro
1

Asp Thr val ggr Ile Thr Cys Arg
Leu Ala Trp Tyr GIn Gln Lys Gln

Tyr Ala Ala Thr Asn Leu Ala Asp
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr GIn Tyr Ser

65 70

Glu Asp Phe Gly Ser Tyr Tyr Cys

Thr Phe Gly G&g Gly Thr Arg Leu
1
Pro Ser val Phe ITe Phe Pro Pro
115 120
Thr Ala Ser val val Cys Leu Leu
130 135
Lys val GIn Trp Lys val Asp Asn
145 150
Asp Ser val Thr G%u GIn Asp Ser
165
Ser Thr Leu ng Leu Ser Lys Ala
1
Ala Cys Glu val Thr His GIn Gly
195 200
Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 15

<211> 434

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

Ala
Ala
Gly
Gly
Leu
Gln
Glu
105
Ser
Asn
Ala
Lys
Asp

185
Leu

ES 2694 778 T3

Ser
10

ser
Lys
val
Lys
His
Ile
Asp
Asn
Leu
Asp
170
Tyr

Ser

Leu
Glu
Ser
Pro
Ile
75

Phe
Lys
Glu
Phe
GIn
155
Ser
Glu

Ser

<223> cadena pesada cB72.3 gamma-4 optimizada

<400> 15

GIn val GIn Leu GIn GIn Ser Asp

1 5

Ser val Lys Ile Ser Cys Lys Ala

20
Ala ITe His Trp Ala Lys Gln Lys
35 40
Gly Tyr Ile Ser Pro Gly Asn Asp
50 55

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala

65 70

Met GIn Leu Asn Ser Leu Thr Ser
85

Lys Arg Ser Tyr Tyr Gly His Trp

Ala Glu Leu

ser
25

pro
Asp
Asp
Glu

Gly

10
Gly

Glu
Ile
Lys
Asp

90
Gln

Tyr
Gln
Lys
Ser
75

Ser

Gly

Ser
Asn
Pro
ser
60

Asn
Trp
Arg
Gln
Tyr
140
Ser
Thr
Lys

Pro

val
Thr
Gly
Tyr
60

Ser
Ala

Thr

36

val
Ile
Gln
45

Arg
Ser
Gly
Thr
Leu
125
Pro
Gly
Tyr
His

val
205

Lys
Phe
Leu
45

AsSn
Ser
val

Thr

Ser
Tyr
30

Leu
Phe
Leu
Thr
val
110
Lys
Arg
Asn
ser
Lys

190
Thr

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
Tyr

Leu

val
15

ser
Leu
ser
GIn
Pro
Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
175
val

Lys

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Phe

95
Thr

Gly
Asn
val
Gly
Ser
80

Tyr
Ala
Gly
Ala
GIn
160
ser
Tyr

Ser

Ala
His
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

val



Ser
Ser
Glu
145
Thr
Tyr
Lys
Asp
Ala
225
Pro
val
val
Gln
GIn
305
Gly
Pro
Thr
ser
Tyr
385
Tyr
Phe

Arg

Ser
Arg
130
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
210
Pro
Lys
val
Asp
Phe
290
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
370
Lys
ser
Ser

Ala

Ala
115
ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
195
Arg
Glu
ASp
Asp
Gly
275
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn
355
Ile
Thr
Arg

cys

100
sSer

Thr
Pro
val
Ser
180
Thr
val
Glu
Thr
val
260
val
Ser
Leu
Ser
Pro
340
Gln
Ala
Thr
Leu

Ser
420

Thr
Ser
Glu
His
165
Ser
cys
Glu
Leu
Leu
245
Ser
Glu
Thr
Asn
Ser
325
Gln
val
val
pro
Thr

405
val

Lys
Glu
Pro
150
Thr
val
Asn
Ser
Gly
230
Met
Gln
val
Tyr
Gly
310
Ile
val
Ser
Glu
Pro
390
val

Met

Gly
ser
135
val
Phe
val
val
Lys
215
Gly
Ile
Glu
His
Arg
295
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
375
val
ASp

His

Pro
120
Thr
Thr
Pro
Thr
Asp
200
Tyr
Pro
Ser
Asp
Asn
280
val
Glu
Lys
Thr
Thr
360
Glu
Leu
Lys

Glu

105
Ser

Ala
val
Ala
val
185
His
Gly
Ser
Arg
Pro
265
Ala
val
Tyr
Thr
Leu
345
Cys
ser
Asp
Ser

Ala
425

ES 2694 778 T3

val
Ala
Ser
val
170
Pro
Lys
Pro
val
Thr
250
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
330
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

410
Leu

Phe
Leu
Trp
155
Leu
Ser
Pro
Pro
Phe
235
Pro
val
Thr
val
Cys
315
Ser
Pro
val
Gly
ASp
395
Trp

His

Pro
Gly
140
Asn
Gln
Ser
Ser
cys
220
Leu
Glu
Gln
Lys
Leu
300
Lys
Lys
ser
Lys
Gln
380
Gly
GlIn

Asn

37

Leu
125
cys
Ser
Ser
Ser
Asn
205
Pro
Phe
val
Phe
Pro
285
Thr
val
Ala
Gln
Gly
365
Pro
Ser
Glu

Pro

110
Ala Pro

Leu val
Gly Ala
Ser Gly
175
Leu Gly
190
Thr Lys
Ser Cys
Pro Pro
Thr Cys
255
Asn Trp
270
Arg Glu
val Leu
Ser Asn
Lys Gly
335
Glu Glu
350
Phe Tyr
Glu Asn
Phe Phe
Gly Asn
415

Thr Pro
430

cys
Lys
Leu
160
Leu
Thr
val
Pro
Lys
240
val
Tyr
Glu
His
Lys
320
Gln
Met
Pro
Asn
Leu
400
val

Arg
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de expresion para la expresion heteréloga de una secuencia de acidos nucleicos de interés en células
de mamifero, el vector comprendiendo una primera secuencia reguladora del promotor quimérico que esta unida
operativamente a una primera secuencia de acidos nucleicos que se ha de expresar, en donde la secuencia
reguladora del promotor quimérico comprende:

i) una secuencia promotora procedente del promotor de IE1 del citomegalovirus humano que consiste en la SEQ ID
NO: 5 y que esta unida operativamente al sitio de iniciacion de la transcripcion de la secuencia de acidos nucleicos
que se ha de expresar; y

ii) una secuencia potenciadora procedente de la region IE1 del citomegalovirus de simio o que representa una
quimera procedente de la region IE1 del citomegalovirus humano y de simio, estando situada la secuencia
potenciadora en 5’ y unida operativamente a la secuencia promotora humana, en donde la secuencia potenciadora
comprende la secuencia de nucledtidos SEQ ID NO: 6.

2. El vector de expresion de la reivindicacion 1, en donde la secuencia reguladora del promotor quimérico
comprende una secuencia de nucledtidos que se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 12 y SEQ ID
NO: 13.

3. El vector de expresion de la reivindicacion 1 o 2, que comprende ademas una segunda secuencia reguladora del
promotor quimérico que esta operativamente unida a una segunda secuencia de acidos nucleicos que se ha de
expresar, en donde la segunda secuencia reguladora del promotor quimérico es idéntica a la primera secuencia
reguladora del promotor quimérico.

4. El vector de expresion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, que comprende ademas una segunda
secuencia reguladora del promotor quimérico que esta unida operativamente a una segunda secuencia de acidos
nucleicos que se ha de expresar, en donde la segunda secuencia reguladora del promotor quimérico es diferente de
la primera secuencia reguladora del promotor quimérico.

5. El vector de expresion de la reivindicacion 3 o 4, en donde las primera y segunda secuencias de acidos nucleicos
que se han de expresar codifican diferentes polipéptidos.

6. El vector de expresion de la reivindicacion 5, en donde los diferentes polipéptidos representan subunidades de
una proteina dimérica o multimérica.

7. El vector de expresion de la reivindicacién 6, en donde la proteina dimérica o multimérica es una molécula de
anticuerpo.

8. Una célula hospedante de mamifero transfectada con un vector de expresion como se define en una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 7.

9. La célula hospedante de mamifero de la reivindicacion 8, en donde la célula hospedante es una célula de CHO.

10. Un método para la expresion heterdloga de una secuencia de acidos nucleicos de interés en una célula
hospedante de mamifero, que comprende:

i) transfectar la célula hospedante de mamifero con un vector de expresion como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1a 7;y

ii) cultivar la célula hospedante de mamifero transfectada en condiciones que permitan la expresion de la secuencia
de acidos nucleicos de interés.

11. El método de la reivindicacion 10, en donde la transfeccion es una transfeccion estable.

12. Uso de un vector de expresién como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para la expresion
heterdloga in vitro de una secuencia de acidos nucleicos de interés en una célula hospedante de mamifero.

38
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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