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DESCRIPCIÓN

Vectores de expresión eucariotas que incluyen elementos reglamentarios de los grupos de genes de globina

Campo de la invención

La presente invención se refiere a nuevos casetes de expresión que pueden usarse para mejorar el rendimiento de 
producción de una proteína de interés. Los casetes de expresión comprenden elementos de regulación de la expresión 5
de los grupos de genes de la globina humana, en particular el promotor de la A globina humana y la región de control 
del locus del grupo de genes de la β-globina o α-globina humana. La presente invención en particular proporciona un 
casete de expresión que comprende dichos elementos de regulación de la expresión de globina.

Antecedentes de la invención

La producción de proteínas recombinantes es un aspecto importante de la industria biotécnica de hoy. Está ganando 10
cada vez más importancia a medida que aumenta el número de aplicaciones que requieren altas cantidades de 
proteínas de alta calidad en el mercado. La producción de alimentos y, en particular, la farmacología son dos áreas 
principales en las que aumenta constantemente la necesidad de proteínas recombinantes. Se necesitan mayores 
eficiencias de producción y, en consecuencia, menores costos del producto final para obtener un proceso 
comercialmente viable.15

Sin embargo, al mismo tiempo, es esencial una alta calidad del producto y compatibilidad con aplicaciones humanas. 
Cada vez más y más aplicaciones requerían la producción recombinante de las proteínas en las células eucariotas, 
en particular en las células eucariotas superiores. Especialmente las proteínas que portan modificaciones 
postraduccionales como la glucosilación (glucoproteínas) difieren significativamente cuando se expresan en sistemas 
de células procariotas como E. coli o sistemas de células eucariotas como en líneas celulares humanas en particular. 20
Estas diferencias en muchos casos afectan notablemente la actividad biológica, así como la inmunogenicidad de las 
proteínas producidas. Sin embargo, muchos sistemas de expresión que utilizan líneas celulares eucariotas superiores
sufren de una tasa de expresión bastante baja de la proteína deseada, lo que da como resultado bajos rendimientos 
y altos costos de la proteína recombinante.

Por lo tanto, existe la necesidad en la técnica de proporcionar medios y métodos novedosos para aumentar el 25
rendimiento de la producción de proteínas recombinantes, especialmente cuando se usan líneas celulares de 
expresión eucariotas.

Sumario de la invención

Como se demuestra por la presente invención, ciertos elementos de los grupos de genes de la globina humana pueden 
combinarse para proporcionar un casete de expresión que permite la expresión estable y alta de polipéptidos de interés 30
en células eucariotas. En particular, la combinación de partes específicas de la región de control del locus del grupo 
de genes de β-globina o el grupo de genes de α-globina con el promotor de la A globina y opcionalmente también el 
potenciador de la A globina 3' forma un casete de expresión con tasas de expresión sorprendentemente altas y 
estables.

Por lo tanto, la presente invención proporciona en un primer aspecto un método in vitro para producir 35
recombinantemente un polipéptido de interés, que comprende las etapas de

(a) proporcionar una célula huésped que comprende un casete de expresión que comprende, funcionalmente unidos 
entre sí,

(i) una región de control del locus que comprende al menos el elemento central del sitio 2 de hipersensibilidad a la 
ADNasa I  (HS2) del grupo de genes de la β-globina humana;40

(ii) una región promotora que comprende al menos una parte funcional del promotor del gen de la A globina humana; 
y

(iii) una región de codificación que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica el polipéptido de interés;

(b) cultivar la célula huésped en condiciones en las que la célula huésped expresa el polipéptido de interés; y

(c) aislar el polipéptido de interés.45

En un segundo aspecto, la presente invención proporciona un casete de expresión que comprende, funcionalmente 
unidos entre sí,

(i) una región de control del locus que comprende al menos el elemento central del sitio 2 de hipersensibilidad a la 
ADNasa I  (HS2) del grupo de genes de la β-globina humana;

(ii) una región promotora que comprende al menos una parte funcional del promotor del gen de la A globina humana50
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que incluye un sitio de inicio de la transcripción y opcionalmente al menos parte de la región 5' no traducida del gen 
de la A globina humana;

(iii) opcionalmente una región de codificación;

(iv) una región de terminación de la transcripción; y

(v) una región potenciadora que comprende al menos una parte funcional del potenciador 3' del gen de la A globina 5
humana;

en el que el casete de expresión no comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica la A globina humana 
completa.

En un tercer aspecto, la presente invención proporciona un vector que comprende el casete de expresión de acuerdo 
con el segundo aspecto y una célula huésped que comprende dicho casete de expresión o dicho vector.10

Otros objetivos, características, ventajas y aspectos de la presente invención resultarán evidentes para aquellos 
expertos en la materia a partir de la siguiente descripción y las reivindicaciones adjuntas.

Definiciones

Como se usa en el presente documento, las siguientes expresiones generalmente pretenden tener preferiblemente 
los significados que se exponen a continuación, excepto en la medida en que el contexto en el que se usan indique lo 15
contrario.

La expresión "comprende", como se usa en el presente documento, además de su significado literal también incluye 
y se refiere específicamente a las expresiones "consiste esencialmente en" y "consiste en". Por lo tanto, la expresión 
"comprende" se refiere a realizaciones en las que la materia que "comprende" elementos específicamente enumerados 
no comprende elementos adicionales, así como realizaciones en las que la materia que "comprende" elementos 20
específicamente enumerados puede y/o de hecho abarca otros elementos. Asimismo, la expresión "tiene" debe 
entenderse como la expresión "comprende", que también incluye y se refiere específicamente a las expresiones 
"consiste esencialmente en" y "consiste en".

El término "ácido nucleico" como se usa en el presente documento se refiere a un polímero de ribonucleótido o 
desoxirribonucleótido. Un ácido nucleico puede ser ARN o ADN. Puede estar compuesto de una cadena sencilla de 25
polímero o puede ser una cadena doble. El ácido nucleico puede ser de origen natural, recombinante o sintético. En 
realizaciones preferidas, un ácido nucleico es un ADN bicatenario.

Un "casete de expresión" es un constructo de ácido nucleico, generado o sintetizado, con elementos de ácido nucleico 
que son capaces de efectuar la expresión de un gen estructural en huéspedes que son compatibles con tales 
secuencias. Los casetes de expresión incluyen al menos un promotor y, opcionalmente, señales de terminación de la 30
transcripción. Típicamente, el casete de expresión incluye un ácido nucleico a transcribir y un promotor. Los factores 
adicionales útiles para efectuar la expresión también pueden usarse como se describe en el presente documento. Por 
ejemplo, un casete de expresión también puede incluir secuencias de nucleótidos que codifican una secuencia señal 
que dirige la secreción de una proteína expresada desde la célula huésped. Un casete de expresión es preferiblemente 
parte de un vector de expresión. Las células huésped que se usarán para la expresión del ácido nucleico a transcribir 35
se transforman o transfectan con el vector de expresión. Para permitir la selección de células transformadas que 
comprenden los constructos, se puede incluir convenientemente un gen marcador seleccionable en los vectores de 
expresión. Una persona experta en la materia reconocerá que este componente vectorial puede modificarse sin afectar 
sustancialmente su función.

La expresión "funcionalmente unido" significa que dos o más elementos de un casete de expresión están unidos entre 40
sí de tal manera que su función está coordinada y permite la expresión de la secuencia de codificación (por ejemplo, 
la región de codificación). A modo de ejemplo, un promotor está funcionalmente unido a una secuencia de codificación 
cuando es capaz de asegurar la expresión de dicha secuencia de codificación. La construcción de un casete de 
expresión de acuerdo con la invención y el ensamblaje de sus diversos elementos se pueden llevar a cabo utilizando 
técnicas bien conocidas por los expertos en la materia, en particular las descritas en Sambrook et al., (1989, Molecular 45
Cloning: A Laboratory Manual, Nolan C. ed., Nueva York: Cold Spring Harbor Laboratory Press).

Los términos "secuencia arriba" y "secuencia abajo", como se usan en el presente documento, se refieren a la posición 
de un elemento o secuencia de ácido nucleico en una molécula de ácido nucleico con respecto a otro elemento o 
secuencia de ácido nucleico en dicha molécula de ácido nucleico. "Secuencia arriba" se refiere a una posición que 
está más cerca del extremo 5' de la molécula de ácido nucleico y "secuencia abajo" se refiere a una posición que está 50
más cerca del extremo 3' de la molécula de ácido nucleico. En el caso de los ácidos nucleicos bicatenarios, en 
particular el ADN, esa cadena del ácido nucleico que se usa como matriz para la transcripción de un ARN tal como un 
ARNm, es decir, la cadena sentido, se usa para determinar el extremo 5' y el 3' del ácido nucleico. Por lo tanto, 
"secuencia arriba" está en la dirección del extremo 5' de la cadena sentido mientras que "secuencia abajo" está en la 
dirección del extremo 3' de la cadena sentido.55
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Un "homólogo" de una secuencia de ácido nucleico o secuencia de aminoácidos objetivo comparte una homología o 
identidad de al menos 75%, más preferiblemente al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 93%, al 
menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% con dicha secuencia de ácido nucleico o 
secuencia de aminoácidos objetivo. Una "homología" o "identidad" de una secuencia de aminoácidos o secuencia de 
nucleótidos se determina preferiblemente de acuerdo con la invención en toda la longitud de la secuencia objetivo o 5
toda la longitud de la parte indicada de la secuencia objetivo. Cuando se refiere a una secuencia de ácido nucleico o 
secuencia de aminoácidos específica, la presente invención generalmente también abarca homólogos de dicha 
secuencia de ácido nucleico o secuencia de aminoácidos, respectivamente. Un homólogo de una secuencia de ácido 
nucleico o secuencia de aminoácidos objetivo en particular es un homólogo funcional que tiene las mismas o 
sustancialmente las mismas funciones y actividades de la secuencia de ácido nucleico o secuencia de aminoácidos 10
objetivo de la que se deriva.

Un "promotor" es una secuencia de ácido nucleico que permite y controla la transcripción de una secuencia de ácido 
nucleico unida funcionalmente a la misma, en particular una secuencia de codificación. Un promotor contiene una 
secuencia de reconocimiento para unir la ARN polimerasa e incluye o está funcionalmente unido a un sitio de inicio de 
la transcripción. El promotor puede ser un promotor inducible que solo es activo en presencia (o ausencia) de una 15
señal específica, o puede ser constitutivamente activo. La actividad del promotor puede regularse adicionalmente 
mediante elementos reguladores tales como regiones de control del locus y elementos potenciadores.

Una "secuencia codificadora" es una secuencia de ácido nucleico que codifica un producto génico tal como un 
polipéptido o ARN.

Una "parte" de un elemento de ácido nucleico en particular comprende al menos 5 ácidos nucleicos, preferiblemente 20
al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 30 o al menos 50 ácidos nucleicos de dicho elemento de ácido 
nucleico. Una "parte" de un elemento de ácido nucleico en particular comprende al menos 5 nucleótidos consecutivos, 
preferiblemente al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 30 o al menos 50 nucleótidos consecutivos de dicho 
elemento de ácido nucleico. En particular, comprende al menos 1%, preferiblemente al menos 2%, al menos 3%, al 
menos 5%, al menos 7,5%, al menos 10%, al menos 15%, al menos 20% o al menos 25% de dicho elemento de ácido 25
nucleico. Una "parte funcional" de un elemento de ácido nucleico es una parte de dicho elemento que es capaz de 
realizar la función prevista del elemento. Por ejemplo, una parte funcional de una región de control del locus, promotor 
o potenciador 3' es capaz de modular, en particular potenciar la expresión de una región de codificación a la que está 
unida funcionalmente. Una parte de un elemento de ácido nucleico en particular se refiere a una parte funcional de 
dicho elemento de ácido nucleico.30

Un "péptido" o "polipéptido" como se usa en el presente documento se refiere a una cadena polipeptídica que 
comprende al menos 5 aminoácidos. Un péptido o polipéptido comprende preferiblemente al menos 10, al menos 15, 
al menos 20, al menos 25, al menos 30 o al menos 35 aminoácidos. El término "péptido" o "polipéptido" como se usa 
en el presente documento también se refiere a proteínas, que incluyen péptidos, polipéptidos y proteínas que se 
modificaron postraduccionalmente. En particular, el término péptido o polipéptido incluye péptidos y glicoproteínas 35
glicosiladas. Los términos "péptido" y "polipéptido" se usan indistintamente en el presente documento.

Una parte de un péptido, polipéptido o proteína comprende preferiblemente al menos 3 aminoácidos consecutivos de 
dicho péptido, polipéptido o proteína, preferiblemente al menos 5, al menos 10, al menos 15 o al menos 20 aminoácidos 
consecutivos de dicha proteína.

El término "composición farmacéutica" y términos similares se refieren particularmente a una composición adecuada 40
para administrar a un ser humano, es decir, una composición que contiene componentes que son farmacéuticamente 
aceptables. Preferiblemente, una composición farmacéutica comprende un compuesto activo o una sal o profármaco 
del mismo junto con un vehículo, diluyente o excipiente farmacéutico tal como tampón, conservante y modificador de 
tonicidad.

Descripción detallada de la invención45

La presente invención está dirigida a un casete de expresión que comprende, funcionalmente unidos entre sí,

(i) una región de control del locus que comprende al menos el elemento central del sitio 2 de hipersensibilidad a la 
ADNasa I (HS2) del grupo de genes de la β-globina humana;

(ii) una región promotora que comprende al menos una parte funcional del promotor del gen de la A globina humana
que incluye un sitio de inicio de la transcripción y opcionalmente al menos parte de la región 5' no traducida del gen 50
de la A globina humana;

(iii) opcionalmente una región de codificación;

(iv) una región de terminación de la transcripción; y

(v) una región potenciadora que comprende al menos una parte funcional del potenciador 3' del gen de la A globina 
humana;55
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en la que el casete de expresión no comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica la A globina humana 
completa.

La hemoglobina es una metaloproteína en la sangre de humanos y animales que permite el transporte de oxígeno y 
dióxido de carbono. La hemoglobina es una proteína globular de múltiples subunidades que consta de cuatro 
subunidades (globinas), cada una de las cuales consiste en una cadena polipeptídica estrechamente asociada con un 5
grupo hemo que transporta un ion de hierro. Existen varios tipos diferentes de subunidades de globina y la composición 
de la subunidad de la hemoglobina cambia a lo largo de la vida. Por ejemplo, el feto humano tiene hemoglobina F 
compuesta de dos globinas α y dos globinas  (α22), mientras que en el adulto predomina la hemoglobina A con dos 
globinas α y dos globinas β (α2β2). Los diferentes polipéptidos de globina son expresados por los grupos de genes de 
globina humana que son responsables de la expresión de las diferentes subunidades en los diferentes estados de 10
desarrollo del ser humano. El grupo de genes de la β-globina humana comprende una región de control del locus y 
cinco genes de globina diferentes, es decir, el gen de la ε-globina, G-globina, A-globina, δ-globina y β-globina. Del 
mismo modo, el grupo de genes de α-globina también comprende una región de control del locus y los genes de la ζ-
globina, α2-globina, α1-globina y θ-globina. La Figura 1 muestra la estructura de los grupos de genes de la α-globina
y la β-globina humana. Cada gen de globina separado dentro del grupo de genes tiene sus propias secuencias 15
promotora y potenciadora específicas que controlan la expresión de la secuencia de codificación de la subunidad de 
globina respectiva. Sin embargo, estos promotores están regulados por la región de control del locus. En particular, la 
región de control del locus es capaz de activar o inactivar los promotores y este patrón de activación cambia a lo largo 
de la vida. Ambas regiones de control del locus (una en el grupo de genes de α-globina y una en el grupo de genes 
de la β-globina) orquestan la expresión de los diferentes genes de globina durante el desarrollo, dando como resultado 20
la composición de subunidades específicas de las diferentes proteínas de hemoglobina.

Las regiones de control del locus comprenden varios sitios de hipersensibilidad a la ADNasa I (HS) que son 
responsables de la activación e inactivación de los promotores. Se ha encontrado que, por ejemplo, HS2 del grupo de 
genes de la β-globina controla la actividad del promotor de la A globina. HS2 del grupo de genes de la β-globina puede 
subdividirse adicionalmente en una región central y subdominios moduladores. La región central es esa parte de HS2 25
que es principalmente responsable de la activación del promotor de la globina. Los subdominios moduladores M1 a 
M5 modulan el efecto del dominio central, ya sea positiva o negativamente. La región central se coloca entre los 
subdominios moduladores M1 y M2, con M3 a M5 a continuación. En particular, M1 y M2 potencian adicionalmente el 
efecto de activación de la región central sobre el promotor de la A globina.

Ahora se descubrió que el uso de elementos de expresión de los grupos de genes de la globina humana proporciona 30
una expresión estable y alta de un producto objetivo tal como un polipéptido de interés en células eucariotas, en 
particular en células sanguíneas humanas o células derivadas de ellas. La presente divulgación proporciona un casete 
de expresión que comprende al menos una parte funcional del promotor de la A globina humana y al menos una parte 
funcional de una región de control del locus del grupo de genes de la -globina o la -globina humana. El casete de 
expresión comprende además una región de codificación que contiene una secuencia de ácido nucleico que codifica 35
un polipéptido de interés y/o un sitio de clonación para la introducción de dicha región de codificación. El casete de 
expresión puede comprender además una región potenciadora que comprende al menos una parte funcional de un 
potenciador 3' del gen de la A globina humana. La región de control del locus, el promotor y el potenciador 3' se 
colocan todos en el casete de expresión para que puedan modular y, en particular, habilitar y mejorar la expresión de 
la región de codificación. El casete de expresión también puede comprender una región de terminación de la 40
transcripción en la que se termina la transcripción de la región de codificación. Los elementos del casete de expresión 
en particular están funcionalmente unidos entre sí.

Los ejemplos específicos del casete de expresión comprenden o consisten en la secuencia de ácido nucleico de 
cualquiera de las SEQ ID NOs: 1 a 5. Los elementos de expresión respectivos también se muestran en la Figura 2 en 
la que se indican los diferentes elementos de los casetes de expresión. En particular, HS4, HS3, HS2 y HS40 son 45
partes de la región de control del locus del grupo de genes de la α-globina o la β-globina humana. Después de esta 
región de control del locus, se indica la parte funcional del promotor de la A globina humana (A-Prom). A continuación, 
sigue una secuencia de codificación o sitio de clonación para la introducción de una secuencia de codificación (CS) y 
una región de terminación de la transcripción que incluye una señal de poliadenilación (pA). Al final del casete de 
expresión, se coloca la parte funcional de un potenciador 3' del gen de la A globina humana (A-Enh).50

En ciertas realizaciones, el casete de expresión no comprende un intrón 2 de la β-globina, en particular ningún intrón 
de un gen de la β-globina o cualquier otro gen de globina.

El promotor de la A globina humana

El casete de expresión utiliza una parte funcional del promotor de la A globina humana para permitir y controlar la 
expresión de la región de codificación, en particular el polipéptido de interés. La parte funcional del promotor de globina55
humana se coloca en particular secuencia arriba de la región de codificación. Está funcionalmente unida a la región 
de codificación y permite y controla la transcripción de la misma. En ciertas realizaciones, la parte funcional del 
promotor de la A globina humana abarca un sitio de inicio de la transcripción en el que comienza la transcripción del 
ARNm prematuro. Además, la parte funcional del promotor de la A globina humana también puede comprender al 
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menos parte de una región 5' no traducida (5' UTR), en particular al menos parte de la 5' UTR del gen de la A globina 
humana. En realizaciones específicas, la parte funcional del promotor de la A globina humana abarca al menos esa 
parte del gen de la A globina humana que permite la transcripción del ARNm de la A globina humana. En ciertas 
realizaciones, la parte funcional del promotor de la A globina humana comprende una caja CCAAT. En particular, la 
parte funcional del promotor de la A globina humana comprende o consiste en los nucleótidos -299 a -26, 5
especialmente los nucleótidos -299 a +36, los nucleótidos -384 a -26 o los nucleótidos -384 a +36, con respecto al sitio 
de inicio de la transcripción, del gen de la A globina humana. En particular, la parte funcional del promotor de la A
globina humana comprende y especialmente consiste en la secuencia de ácido nucleico de la posición 1123 a 1542 
de la SEQ ID NO: 1. También es posible usar fragmentos más cortos del promotor de la A globina humana que todavía 
son funcionales. El experto en la materia es capaz de determinar partes funcionales adecuadas del promotor de la A10
globina humana. En particular, los métodos para determinar la actividad de una secuencia promotora se conocen en 
la técnica y se describen en los ejemplos a continuación.

Como alternativa, se puede usar un homólogo de dicha parte funcional del promotor de la A globina humana. Dicho 
homólogo preferiblemente es al menos 85%, preferiblemente al menos 90%, al menos 95%, al menos 97%, al menos 
98% o al menos 99% idéntico con una de las secuencias de ácido nucleico definidas anteriormente en toda su longitud. 15
En ciertas realizaciones, el homólogo tiene la misma o sustancialmente la misma función y/o actividad que la parte 
funcional del promotor de la A globina del que se deriva, y en particular proporciona una tasa de expresión de la región 
de codificación que alcanza al menos el 75%, preferiblemente al menos el 80%, al menos el 85% o al menos el 90% 
de la tasa de expresión alcanzada usando la parte funcional del promotor de la A globina del que se deriva en las 
mismas condiciones.20

La región de control del locus

La región de control del locus está funcionalmente unida a la región promotora y es capaz de modular y, en particular, 
mejorar la actividad de la parte funcional del promotor de la A globina humana. La región de control del locus en 
particular está posicionada secuencia arriba de la región promotora.

En ciertas realizaciones preferidas, se usa la región de control del locus o una parte funcional de la misma del grupo 25
de genes de la β-globina humana. De acuerdo con la técnica, la región de control del locus de β-globina humana 
abarca cuatro sitios de hipersensibilidad a la ADNasa I específicos de eritroides denominados HS1 a HS4 ubicados 6 
a 20 kpb secuencia arriba del primer gen de globina de este grupo de genes, es decir, el gen de la ε-globina. En 
particular, HS2 es responsable de controlar la expresión de los genes de la globina y se considera que constituye un 
componente funcional principal de la región de control del locus. HS2 de la región de control del locus de la β-globina 30
humana se subdivide en un elemento central y otros subdominios moduladores, en los que el elemento central se 
coloca entre los subdominios moduladores M1 y M2. El elemento central es la región mínima de la región de control 
del locus de la β-globina que es capaz de potenciar la actividad promotora del promotor de la A globina humana.

En una realización preferida, la región de control del locus comprende el elemento central del sitio 2 de 
hipersensibilidad a la ADNasa I (HS2) del grupo de genes de la β-globina humana. En particular, el elemento central 35
de HS2 del grupo de genes de la β-globina humana tiene la secuencia de ácido nucleico de la posición 906 a 939 de 
la SEQ ID NO: 1. En ciertas realizaciones, la región de control del locus comprende o consiste en el elemento central 
de HS2 y los dos subdominios moduladores adyacentes M1 y M2, es decir, el elemento M1-núcleo-M2 de HS2 del 
grupo de genes de la β-globina humana. Dicho elemento M1-núcleo-M2 puede tener la secuencia de ácido nucleico 
de la posición 742 a 995 de la SEQ ID NO: 1. Por lo tanto, incluye la región central de HS2 que tiene la secuencia de 40
ácido nucleico de la posición 906 a 939 de la SEQ ID NO: 1.

En una realización adicional, la región de control del locus comprende al menos una parte funcional del sitio 2 de 
hipersensibilidad (HS2) del grupo de genes de la β-globina humana que comprende la secuencia de ácido nucleico de 
la posición 741 a 1109 de la SEQ ID NO: 1. Esta parte funcional de HS2 comprende el elemento M1-núcleo-M2 y una 
secuencia adicional de ácido nucleico directamente secuencia abajo del mismo.45

En ciertas realizaciones, la región de control del locus que comprende al menos una parte funcional de HS2 del grupo 
de genes de β-globina humana comprende además al menos una parte del sitio 3 de hipersensibilidad  (HS3) del 
grupo de genes de la β-globina humana . En particular, el HS3 o parte del mismo se coloca secuencia arriba del HS2 
o parte del mismo en la región de control del locus del casete de expresión. El HS3 o parte del mismo en particular 
comprende o consiste en la secuencia de ácido nucleico de la posición 310 a 735 de la SEQ ID NO: 1. Además, la 50
región de control del locus también puede comprender el sitio 4 de hipersensibilidad (HS4) o una parte del mismo del 
grupo de genes de la β-globina humana, que en particular se coloca secuencia arriba de HS2 y HS3, si está presente. 
En ciertas realizaciones, HS4 o la parte del mismo comprende o consiste en la secuencia de ácido nucleico de la 
posición 13 a 294 de la SEQ ID NO: 1. Por lo tanto, la región de control del locus del casete de expresión de acuerdo 
con la invención puede comprender, en la dirección secuencia abajo, opcionalmente al menos una parte de HS4, 55
opcionalmente al menos una parte de HS3 y al menos una parte funcional de HS2 del grupo de genes de la β-globina 
humana. En realizaciones alternativas, la región de control del locus no comprende el sitio 3 de hipersensibilidad (HS3) 
del grupo de genes de la β-globina humana.
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En realizaciones particulares, la región de control del locus tiene una secuencia de ácido nucleico seleccionada del 
grupo que consiste en la posición 13 a 1109 de la SEQ ID NO: 1, posición 20 a 819 de la SEQ ID NO: 2, posición 18 
a 386 de la SEQ ID NO: 3 y posiciones 13 a 266 de la SEQ ID NO: 4.

También se describen casetes de expresión en los que la región de control del locus comprende al menos una parte 
funcional del sitio 40 de hipersensibilidad (HS40) del grupo de genes de la α-globina humana. La parte de HS40 en 5
particular comprende o consiste en el elemento central de HS40 que puede tener la secuencia de ácido nucleico de la 
posición 24 a 278 de la SEQ ID NO: 5. En particular, HS40 o la parte del mismo comprende o consiste en la secuencia 
de ácido nucleico de la posición 7 a 372 de la SEQ ID NO: 5.

Además, en ciertas realizaciones se puede usar una región de control del locus que comprende o que consiste en una 
secuencia de ácido nucleico que es un homólogo de una de las regiones de control del locus anteriores. En particular, 10
dicho homólogo tiene una identidad de secuencia de al menos 90%, preferiblemente al menos 95%, al menos 97%, al 
menos 98% o al menos 99% con una de las regiones de control del locus anteriores en toda la longitud, y/o tiene la 
misma o sustancialmente la misma función que la región de control del locus de la que se deriva. En realizaciones 
preferidas, la región de control del locus homólogo proporciona una tasa de expresión de la región de codificación que 
alcanza al menos 75%, preferiblemente al menos 80%, al menos 85% o al menos 90% de la tasa de expresión 15
alcanzada usando la región de control del locus de la que se deriva bajo las mismas condiciones.

La región de codificación

La región de codificación del casete de expresión comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica un producto 
de interés, en particular un polipéptido de interés, que debe expresarse mediante el casete de expresión. La expresión 
de las secuencias de ácido nucleico de la región de codificación está regulada por la región promotora y, por lo tanto, 20
está funcionalmente unida a la misma. Cuando el casete de expresión, opcionalmente presente en un vector, se 
introduce en una célula huésped adecuada, dicha célula huésped produce un producto, en particular un polipéptido, 
codificado por las secuencias de ácido nucleico de la región de codificación.

La región de codificación del casete de expresión en particular contiene o consiste en una secuencia de ácido nucleico 
que codifica un polipéptido de interés.25

El polipéptido de interés puede ser cualquier polipéptido, incluidas las proteínas. El polipéptido puede ser de cualquier 
origen, incluidos polipéptidos derivados de mamíferos y humanos, así como polipéptidos artificiales. En ciertas 
realizaciones, el polipéptido comprende uno o más sitios de glicosilación y en particular es un polipéptido glicosilado 
tal como una glicoproteína o una parte de la misma, anticuerpos o derivados o partes de los mismos; hormonas 
peptídicas, gonadotropinas tales como FSH (hormona estimulante de folículos), CG (gonadotropina coriónica), LH 30
(hormona luteinizante) y TSH (hormona estimulante de la tiroides) incluyendo todas las isoformas y variantes de las 
mismas; eritropoyetina; factores de coagulación sanguínea tales como el factor VII, VIII, IX o el factor de von 
Willebrand; enzimas lisosomales y citoquinas. Además, el polipéptido de interés puede seleccionarse del grupo que 
consiste en cualquiera de las moléculas de proteína del grupo de citoquinas y sus receptores, por ejemplo los factores 
de necrosis tumoral TNF-alfa y TNF-beta; renina hormona de crecimiento humano y hormona de crecimiento bovina; 35
factor de liberación de la hormona del crecimiento; hormona paratiroidea; hormona estimulante de la tiroides; 
lipoproteínas; alfa-1-antitripsina; cadena A y cadena B de insulina; gonadotropinas, por ejemplo, hormona estimulante 
del folículo (FSH), hormona luteinizante (LH), tirotropina y gonadotropina coriónica humana (hCG); calcitonina; 
glucagón; factores de coagulación tales como el factor VIIIC, el factor IX, el factor VII, el factor tisular y el factor von 
Willebrands; factores anticoagulantes como la proteína C; factor natriurético auricular; surfactante pulmonar; 40
activadores de plasminógeno, tales como uroquinasa, orina humana y activador de plasminógeno de tipo tisular; 
bombesina; trombina factor de crecimiento hemopoyético; encefalinasa; proteína inflamatoria de macrófagos 
humanos; una albúmina sérica tal como la albúmina sérica humana; sustancia inhibidora mulleriana; cadena A y 
cadena B de relaxina; prorrelaxina; péptido asociado a gonadotropina de ratón; factor de crecimiento vascular 
endotelial; receptores para hormonas o factores de crecimiento; integrina; proteína A y D; factores reumatoides; 45
factores neurotróficos tales como factor neurotrófico derivado de hueso, neurotrofina-3, neurotrofina-4, neurotrofina-5, 
neurotrofina-6 y factor beta de crecimiento nervioso; factor de crecimiento derivado de plaquetas; factores de 
crecimiento de fibroblastos; factor de crecimiento epidérmico; factor de crecimiento transformante tal como TGF-alfa y 
TGF-beta; factor I y II de crecimiento similar a la insulina; proteínas de unión al factor de crecimiento similar a insulina; 
proteínas CD tales como CD-3, CD-4, CD-8 y CD-19; eritropoyetina (EPO); factores osteoinductores; inmunotoxinas; 50
una proteína morfogenética ósea; un interferón tal como interferón-alfa, interferón-beta, e interferón-gamma; factores 
estimulantes de colonias (CSF), por ejemplo, M-CSF, GM-CSF y G-CSF; interleuquinas (IL), por ejemplo, IL-1 a IL-12; 
superóxido dismutasa; receptores de células T; proteínas de membrana superficial; factor de aceleración de la 
descomposición; anticuerpos e inmunoadhesinas; glicoforina A; y proteínas de mucina tales como MUC1.

En ciertas realizaciones, el polipéptido de interés es un anticuerpo o una parte o derivado del mismo. En particular, el 55
polipéptido de interés puede ser la cadena pesada o la cadena ligera de un anticuerpo o una parte del mismo. Además, 
el polipéptido de interés puede ser una parte o derivado de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en (i) 
fragmentos Fab, fragmentos monovalentes que consisten en la región variable y el primer dominio constante de cada 
cadena pesada y ligera; (ii) fragmentos F(ab)2, fragmentos bivalentes que comprenden dos fragmentos Fab unidos por 
un puente disulfuro en la región bisagra; (iii) fragmentos Fd que consisten en la región variable y el primer dominio 60
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constante CH1 de la cadena pesada; (iv) fragmentos Fv que consisten en la región variable de la cadena pesada y la 
cadena ligera de un solo brazo de un anticuerpo; (v) fragmentos scFv, fragmentos Fv que consisten en una sola cadena 
polipeptídica; (vi) fragmentos (Fv)2 que consisten en dos fragmentos Fv unidos covalentemente entre sí; (vii) un 
dominio variable de cadena pesada; y (viii) multicuerpos que consisten en una región variable de la cadena pesada y 
una región variable de la cadena ligera unidas covalentemente entre sí de tal manera que la asociación de las regiones 5
variables de la cadena pesada y la cadena ligera solo pueden ocurrir de forma intermolecular pero no intramolecular. 
En realizaciones en las que el casete de expresión incluye una región de codificación que codifica un anticuerpo o una 
parte o derivado del mismo, la región de control del locus en particular comprende al menos una parte de HS2 del 
grupo de genes de la β-globina humana, preferiblemente al menos una parte de HS2 y al menos una parte de HS3 del 
grupo de genes de la β-globina humana o al menos una parte de HS2 y al menos una parte de HS4 del grupo de 10
genes de la β-globina humana, especialmente al menos una parte de HS2 y al menos una parte de HS3 y al menos 
una parte de HS4 del grupo de genes de la β-globina humana.

En ciertas realizaciones, la región de codificación codifica más de un polipéptido, en particular dos polipéptidos. En 
estas realizaciones, la región de codificación puede contener dos o más secuencias de ácido nucleico separadas que 
se transcriben en ARNm separados, cada uno con su propio sitio de inicio de la transcripción, sitio de terminación de 15
la transcripción y señal de poliadenilación. Alternativamente, la región de codificación puede contener una secuencia 
de ácido nucleico que se transcribe en un ARNm que comprende dos o más secuencias separadas de ácido nucleico 
codificante que codifican cada una un polipéptido separado. En estas realizaciones, la región de codificación puede 
comprender uno o más sitios internos de entrada al ribosoma, uno para cada secuencia de ácido nucleico codificante
además del primero. Estos sitios internos de entrada al ribosoma permiten la traducción de más de un polipéptido de 20
una sola transcripción. En ciertas realizaciones, la región de codificación codifica dos polipéptidos, en particular la 
cadena pesada y la cadena ligera de un anticuerpo.

En ciertas realizaciones, la región de codificación comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica un péptido 
señal que comprende en particular una señal de localización extracelular. La secuencia de ácido nucleico que codifica 
un péptido señal puede ser la única secuencia de codificación de la región de codificación o puede estar presente 25
además de otras secuencias de codificación, tales como aquellas secuencias de ácido nucleico que codifican un 
polipéptido como se describió anteriormente. El péptido señal en particular induce una expresión secretora del 
polipéptido de interés codificado por la región de codificación. El péptido señal puede separarse del polipéptido 
restante durante la expresión. El péptido señal en particular se coloca secuencia arriba de las otras secuencias de 
ácido nucleico codificantes comprendidas en la región de codificación o secuencia arriba del sitio de clonación, en 30
particular al comienzo de la región de codificación. Además, la secuencia de ácido nucleico que codifica el péptido 
señal se posiciona en el marco con las otras secuencias de ácido nucleico codificantes comprendidas en la región de 
codificación.

En realizaciones particulares, la región de codificación comprende la secuencia de ácido nucleico que codifica un 
polipéptido de interés.35

En ciertas realizaciones, la región de codificación no comprende un gen informador o un gen marcador seleccionable. 
En realizaciones adicionales, la región de codificación no comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica 
una proteína globina o una parte de la misma que comprende al menos 20 aminoácidos consecutivos de una proteína 
globina.

El sitio de clonación40

En ciertas realizaciones, el casete de expresión comprende un sitio de clonación para integrar una secuencia de ácido 
nucleico. El sitio de clonación puede estar presente en el casete de expresión en lugar de la región de codificación y 
puede servir para introducir dicha secuencia de ácido nucleico en el casete de expresión. Además, el sitio de clonación 
puede estar presente en el casete de expresión además de la región de codificación, en particular en realizaciones en 
las que la región de codificación solo comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica un péptido señal.45

El sitio de clonación presente en el casete de expresión es adecuado para introducir una región de codificación, en 
particular un ácido nucleico que codifica un polipéptido de interés, en el casete de expresión. Los sitios y métodos de 
clonación adecuados para introducir fragmentos de ácido nucleico en otras moléculas de ácido nucleico tales como 
casetes de expresión o vectores son comúnmente conocidos en la técnica. En ciertas realizaciones, el sitio de 
clonación comprende al menos una, en particular al menos dos, al menos tres, al menos cuatro o al menos cinco 50
secuencias de reconocimiento de enzimas de restricción. Las enzimas de restricción adecuadas y sus secuencias de 
reconocimiento son conocidas en la técnica. Ejemplos de enzimas de restricción son EcoRI, EcoRV, Hindlll, BamHI, 
Xbal, Pvul, Kpnl, BstXI, Xmal, Smal, Notl, Xhol y Clal. Un ejemplo de secuencia de ácido nucleico de un sitio de 
clonación múltiple está representada por la secuencia de ácido nucleico de la posición 1559 a 1664 de la SEQ ID NO: 
1.55

La región de terminación de la transcripción

En ciertas realizaciones, el casete de expresión comprende una región de terminación de la transcripción. La región 
de terminación de la transcripción está funcionalmente unida a la región promotora y termina la transcripción de la 
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región de codificación. Se coloca secuencia abajo de la región de codificación y/o el sitio de clonación.

En realizaciones específicas, la región de terminación de la transcripción comprende un sitio de terminación de la 
transcripción y/o una señal de poliadenilación. La señal de poliadenilación puede ser cualquier señal de poliadenilación 
que sea capaz de inducir la poliadenilación del ARNm prematuro en células eucariotas, en particular en células 
humanas. Puede comprender o consistir en la secuencia de ácido nucleico de la posición 1725 a 1730 de la SEQ ID 5
NO: 1 o un homólogo de la misma.

La región potenciadora

En ciertas realizaciones, el casete de expresión comprende una región potenciadora, en particular una región 
potenciadora 3'. La región potenciadora 3' se posiciona secuencia abajo de la región de codificación y/o sitio de 
clonación y secuencia abajo de la región de terminación de la transcripción, si está presente. Está funcionalmente 10
unida con la región promotora y mejora la expresión de la región de codificación. La región potenciadora en particular 
comprende o consiste en al menos una parte funcional del potenciador 3' del gen de la A globina humana. En ciertas 
realizaciones, la región potenciadora comprende o consiste en la secuencia de ácido nucleico de la posición 2136 a 
2881 de SEQ ID NO: 1 o un homólogo de la misma. En ciertas realizaciones, la región potenciadora homóloga 
proporciona una tasa de expresión de la región de codificación que alcanza al menos 75%, preferiblemente al menos 15
80%, al menos 85% o al menos 90% de la tasa de expresión alcanzada usando la región potenciadora a partir de la 
cual se deriva bajo las mismas condiciones.

El vector que comprende el casete de expresión

En un aspecto, la presente invención se refiere a un vector que comprende el casete de expresión de acuerdo con la 
invención. El vector puede ser cualquier vector adecuado para transferir el casete de expresión a una célula huésped. 20
Los vectores respectivos son conocidos en la técnica. En particular, el vector está adaptado para su transferencia a 
células eucariotas, tales como células de mamífero, en particular células humanas.

Además del casete de expresión, el vector puede comprender elementos adicionales. Por ejemplo, el vector puede 
comprender uno o más marcadores de selección. En ciertas realizaciones, al menos uno de los marcadores de 
selección es adecuado para seleccionar células huésped que comprenden el vector, en particular células huésped 25
eucariotas, tales como células huésped de mamífero, en particular células huésped humanas, contra células huésped 
que no comprenden el vector. Ejemplos adecuados de los marcadores de selección son genes que proporcionan 
resistencia contra un compuesto antibiótico. Además, el vector puede comprender elementos adecuados para 
amplificarlo en una célula huésped procariota tal como células de E. coli. Tales elementos, por ejemplo, incluyen un 
origen de replicación, tal como Col E1 Ori, y un marcador de selección procariota, tal como un gen que proporciona 30
resistencia contra un bactericida, por ejemplo, ampicilina

En ciertas realizaciones, el vector es un ADN bicatenario circular o lineal, en particular un ADN bicatenario circular.

En ciertas realizaciones, el vector comprende el casete de expresión con la región de codificación que comprende una 
secuencia de ácido nucleico que codifica un polipéptido de interés.

El gen marcador seleccionable35

En ciertas realizaciones, el vector comprende además un gen marcador seleccionable. El gen marcador seleccionable 
no necesita estar funcionalmente unido con los elementos del casete de expresión. El gen marcador seleccionable 
permite la selección de células huésped que comprenden el vector. Las células que contienen el vector se cultivan 
preferiblemente en presencia de un agente de selección adecuado que reduce o inhibe la proliferación de células que 
no comprenden el gen marcador seleccionable.40

En realizaciones específicas, el gen marcador seleccionable es un gen marcador seleccionable amplificable que 
permite la amplificación del gen marcador y la amplificación conjunta del casete de expresión que está presente en el 
mismo vector. Cuando se usa un gen marcador seleccionable amplificable, la amplificación del casete de expresión 
en células transfectadas, en particular, se logra mediante cultivo gradual de las células en presencia de 
concentraciones crecientes del agente de selección. En ciertas realizaciones, el gen marcador seleccionable codifica 45
una dihidrofolato reductasa (DHFR), tal como una variante de DHFR resistente a antifolato, y el agente de selección 
correspondiente es un antifolato, tal como metotrexato.

Otros ejemplos de genes marcadores seleccionables amplificables adecuados y sus agentes de selección 
correspondientes son el gen de resistencia a la neomicina (por ejemplo, aminoglicósido fosfotransferasa) y la 
geneticina (G418); puromicina N-acetil-transferasa y puromicina; metalotioneína y cadmio; CAD (carbamoil-fosfato 50
sintetasa: aspartato transcarbamilasa: dihidroorotasa) y N-fosfoacetil-L-aspartato; adenosina-desaminasa y Xyl-A- o 
adenosina, 2'-desoxicoformicina; AMP (adenilato)-desaminasa y adenina, azaserina, coformicina; UMP-sintasa y 6-
azauridina, pirazofurano; IMP 5'-deshidrogenasa y ácido micofenólico; xantina-guanina-fosforribosil transferasa y ácido 
micofenólico con xantina limitante; HGPRTasa mutante o timidina quinasa mutante e hipoxantina, aminopterina y 
timidina (HAT); timidilato sintetasa y 5-fluorodeoxiuridina; P-glicoproteína 170 (MDR1) y adriamicina, vincristina, 55
colchicina; ribonucleótido reductasa y afidicolina; glutamina sintetasa y metionina sulfoximina (MSX); asparagina 
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sintetasa y β-aspartilhidroxamato, albizziina, 5'azacitidina; argininosuccinato sintetasa y canavanina; ornitina 
descarboxilasa y α-difluorometil-ornitina; HMG-CoA-reductasa y compactina; N-acetilglucosaminil transferasa y 
tunicamicina; treonil-tARN sintetasa y borrelidina; y Na+K+-ATPasa y ouabaína.

La célula huésped que comprende el casete de expresión o el vector

En otro aspecto, la presente invención proporciona una célula huésped que comprende el casete de expresión de 5
acuerdo con la invención o el vector de acuerdo con la invención. La célula huésped puede ser cualquier célula 
adecuada para la transfección con el casete o vector de expresión y, en particular, adecuada para la producción del 
polipéptido de interés. En ciertas realizaciones, la célula huésped se deriva de una línea celular de expresión 
establecida. La célula huésped en particular es una célula eucariota, tal como una célula de mamífero, en particular 
una célula humana, o una célula derivada de la misma. En particular, la célula huésped es una célula sanguínea, tal 10
como un glóbulo blanco, una célula precursora sanguínea o una célula leucémica, o una célula derivada de las mismas. 
En ciertas realizaciones, la célula huésped es una célula de origen leucocitario.

En realizaciones específicas, la célula huésped se deriva de células de leucemia mieloide humana. Ejemplos 
específicos de células huésped son K562, NM-F9, NM-D4, NM-H9D8, NM-H9D8-E6, NM-H9D8-E6Q12, GT-2X, GT-
5s y células derivadas de cualquiera de dichas células huésped. K562 es una línea celular de leucemia mieloide 15
humana presente en la American Type Culture Collection (ATCC CCL-243). Las líneas celulares restantes se derivan 
de las células K562 y se han seleccionado por características de glicosilación específicas. Las líneas celulares 
derivadas de K562 pueden cultivarse y mantenerse en las condiciones bien conocidas adecuadas para K562. Todas 
estas líneas celulares, excepto las células K562, se depositaron de acuerdo con el tratado de Budapest. La información 
sobre la deposición se puede encontrar al final de la memoria descriptiva.20

Los ejemplos de células huésped también se describen, por ejemplo, en el documento WO 2008/028686. En ciertas 
realizaciones, la célula huésped está optimizada para la expresión de glicoproteínas que tienen un patrón de 
glicosilación específico. En particular, el uso de codones en la región de codificación y/o el promotor y los elementos 
adicionales del casete o vector de expresión son compatibles y en particular optimizados para el tipo de célula huésped 
utilizada.25

En ciertas realizaciones, la célula huésped es una célula huésped aislada. En realizaciones específicas, la célula 
huésped no está presente en el cuerpo humano o animal.

La célula huésped puede transfectarse de forma transitoria o estable con el casete o vector de expresión de acuerdo 
con la invención. Se prefiere la transfección estable, en particular mediante la integración del casete de expresión en 
el genoma de la célula huésped. Los métodos de transfección para la transfección estable o transitoria son 30
comúnmente conocidos en la técnica. En ciertas realizaciones, la célula huésped se transfecta con el vector que 
comprende el casete de expresión con la región de codificación que comprende una secuencia de ácido nucleico que 
codifica un polipéptido de interés.

El método de producción

De acuerdo con otro aspecto, la presente invención proporciona un método in vitro para producir de forma 35
recombinante un polipéptido de interés, que comprende las etapas de

(a) proporcionar una célula huésped que comprende un casete de expresión que comprende, funcionalmente unidos 
entre sí,

(i) una región de control del locus que comprende al menos el elemento central del sitio 2 de hipersensibilidad a la 
ADNasa I (HS2) del grupo de genes de β-globina humana;40

(ii) una región promotora que comprende al menos una parte funcional del promotor del gen de la A globina humana; 
y

(iii) una región de codificación que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica el polipéptido de interés;

(b) cultivar la célula huésped en condiciones en las que la célula huésped expresa el polipéptido de interés; y

(c) aislar el polipéptido de interés.45

La célula huésped en particular comprende un casete de expresión como se define en el presente documento, que 
tiene uno o más de los elementos definidos en este documento.

Las condiciones adecuadas para cultivar las células huésped y expresar el polipéptido de interés dependen de la 
célula huésped específica, el vector y el casete de expresión utilizados en el método. La persona experta puede 
determinar fácilmente las condiciones adecuadas y también son conocidas en la técnica para una pluralidad de células 50
huésped. En ciertas realizaciones, la célula huésped se transfecta con un vector que comprende el casete de expresión 
y que además comprende un gen marcador seleccionable. En estas realizaciones, las condiciones de cultivo en la 
etapa (b) pueden incluir la presencia de un agente de selección correspondiente en el medio de cultivo celular.
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El aislamiento del polipéptido de interés en particular se refiere a la separación del polipéptido de interés de los 
componentes restantes del cultivo celular. En ciertas realizaciones, la región de codificación del casete de expresión 
comprende además una secuencia de ácido nucleico que codifica un péptido señal para la expresión secretora, y en 
la etapa (b) el polipéptido de interés es secretado por la célula huésped. En estas realizaciones, la etapa (c) en 
particular comprende separar el medio de cultivo celular que comprende el polipéptido de interés de las células 5
huésped, por ejemplo por centrifugación, y separar el polipéptido de interés de algunos o la mayoría de los 
componentes del medio de cultivo celular, por ejemplo por métodos cromatográficos. Los métodos y medios 
adecuados para aislar el polipéptido de interés son conocidos en la técnica y la persona experta puede aplicarlos 
fácilmente.

En ciertas realizaciones, el método para producir un polipéptido de interés comprende además después de la etapa10
(c) la etapa de

(d) formular el polipéptido de interés como una composición farmacéutica. La formulación del polipéptido de interés 
como una composición farmacéutica en particular comprende el intercambio de la solución tampón o los componentes 
de la solución tampón de la composición que comprende el polipéptido de interés. Además, la etapa de formulación 
puede incluir liofilización del polipéptido de interés. En particular, el polipéptido de interés se transfiere a una 15
composición que solo comprende ingredientes farmacéuticamente aceptables.

Los intervalos numéricos descritos en este documento incluyen los números que definen el intervalo. Los títulos 
proporcionados en el presente documento no son limitaciones de los diversos aspectos o realizaciones de esta 
invención que pueden leerse con referencia a la especificación en su conjunto. De acuerdo con una realización, la 
materia descrita en el presente documento que comprende ciertas etapas en el caso de métodos o que comprende 20
ciertos ingredientes en el caso de composiciones se refiere a la materia que consiste en las etapas o ingredientes 
respectivos. Se prefiere seleccionar y combinar aspectos y realizaciones específicos descritos en este documento y 
la materia específica que surge de una combinación respectiva de realizaciones específicas también pertenece a la 
presente descripción.

Figuras25

La Figura 1 muestra la estructura de los grupos de genes de la globina humana, incluida la región de control del locus 
(LCR) con los diferentes sitios de hipersensibilidad a la ADNasa (HS) y los diferentes genes de la globina. A: grupo de 
genes de la β-globina humana en el cromosoma 11; B: grupo de genes de la α-globina humana en el cromosoma 16.

La Figura 2 muestra los elementos de ejemplos de casetes de expresión como los utilizados en los vectores pHBG1A-
E. HS: sitio de hipersensibilidad a la ADNasa; A-Prom: promotor del gen de la A globina; CS: secuencia de 30
codificación/sitio de clonación; pA: señal de poliadenilación del gen de la A globina; A-ENh: potenciador 3' del gen 
de la A globina.

La Figura 3 muestra el rendimiento de proteína del factor VII obtenido después de la transfección transitoria de 
diferentes vectores que comprenden la secuencia de codificación del factor VII. Los vectores que comprenden los 
casetes de expresión mostrados en la Figura 2 con la secuencia de codificación del factor VII introducido en el sitio de 35
clonación y un gen que codifica DHFR como marcador seleccionable amplificable se transfectaron transitoriamente en 
células NM-H9D8. El rendimiento total del factor VII se determinó después del cultivo. pEFdhfrmut(-): vector de control 
con secuencia de codificación del factor VII. Se muestran los resultados de tres experimentos independientes.

La Figura 4 muestra una comparación de la transfección estable de un vector de acuerdo con la invención y un vector 
de control que codifica un anticuerpo. Las células NM-H9D8-E6Q12 se transfectaron de manera estable con el vector 40
de control pEF o el vector pHB de acuerdo con la invención. Ambos vectores comprenden una secuencia de 
codificación para un anticuerpo y un gen que codifica DHFR como marcador seleccionable amplificable. Para la 
amplificación del vector en las células, se aumentó gradualmente la presión de selección, es decir, la concentración 
del agente de selección metotrexato en el medio de cultivo. El gráfico muestra la presión de selección máxima que fue 
posible para el vector respectivo después de un tiempo de cultivo dado. Una mayor presión de selección posible 45
(concentración de metotrexato) indica una amplificación más fuerte del vector en las células transfectadas, lo que 
debería dar como resultado una mayor producción de la proteína de interés.

La Figura 5 muestra la productividad del conjunto de las células transfectadas de forma estable de la Figura 4. La 
producción de anticuerpos en picogramos por célula por día se muestra para las diferentes presiones de selección 
para el vector de acuerdo con la invención y el vector de control.50

La Figura 6 muestra el aumento de la productividad de las células transfectadas de forma estable de la Figura 4 por 
amplificación del vector debido a la presión de selección. La producción de anticuerpos en picogramos por célula por 
día se muestra para las diferentes presiones de selección para el grupo celular inicial, para el grupo celular después 
de la amplificación y para los clones de células individuales después de la amplificación. A: vector de control pEF; B: 
vector pHB de acuerdo con la invención.55
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Ejemplo 1: Construcción de vectores que comprenden el promotor de la A globina humana y elementos de las regiones 
de control del locus de los grupos de genes de la globina humana

Para la construcción de los vectores de globina, se eliminaron las regiones potenciadoras y promotoras de un vector 
parental (por ejemplo, pEF que tiene un gen de resistencia a la puromicina o neomicina o un gen dhfr como marcador 
seleccionable). El promotor de la A globina humana, la señal de poliadenilación y las regiones potenciadoras 3' y 5
diferentes constructos de las regiones de control del locus de los grupos de genes de la globina humana se sintetizaron 
y clonaron en el vector en los sitios apropiados. La Figura 2 muestra ejemplos de constructos de los casetes de 
expresión de los vectores construidos. Luego, se introdujo una secuencia de ácido nucleico que codifica un polipéptido 
de interés en el sitio de clonación.

Ejemplo 2: transfección transitoria de los vectores de globina10

La transfección transitoria se realizó con Lipofectamina® LTX y el reactivo PlusMR de acuerdo con las instrucciones 
del fabricante. Brevemente, se sembraron 2 x 105 células en placas de 6 pozos durante su fase de crecimiento 
logarítmico. El ADN plasmídico se diluyó en medio de suero reducido Opti-MEM I y reactivo PlusMR. Después de un 
tiempo de incubación (15 min), se añadió Lipofectamina® LTX a la solución. Después de una incubación adicional (30 
min), la mezcla se añadió gota a gota en la suspensión celular. La expresión se analizó después de 72 horas por 15
ELISA. Se obtuvieron títulos de proteína más altos para los vectores pHBG1Cdhfr, pHBG1Ddhfr y pHBG1Edhfr en 
comparación con el vector pEFdhfrmut(-) (Figura 3).

Ejemplo 3: transfección estable de los vectores de globina

La transfección de la línea celular NM-H9D8 se realizó por nucleofección (Tecnología NucleofectorMR, Amaxa) usando 
ADN plasmídico de los dos plásmidos de expresión que codifican la cadena pesada y ligera del anticuerpo, 20
respectivamente (ambas linealizadas) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para la selección y amplificación 
de los grupos productores de anticuerpos, se agregaron metotrexato y puromicina a concentraciones crecientes y los 
grupos se seleccionaron por la secreción de moléculas de anticuerpos activos.

Los grupos transfectados con plásmidos pHB podrían amplificarse en un período de tiempo más corto (Figura 4) y 
conducir a niveles de proteína más altos (Figura 5) que podrían confirmarse para los clones de células individuales 25
resultantes, respectivamente (Figura 6).

Identificación del material biológico depositado.

Las líneas celulares DSM ACC 2606 y DSM ACC 2605 se depositaron en la DSMZ-Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, 38124 Braunschweig (DE) por Nemod 
Biotherapeutics GmbH & Co. KG, Robert-Rössle-Str. 10, 13125 Berlín (DE) el 14 de agosto de 2003. Glycotope tiene 30
derecho a referirse a estos materiales biológicos ya que mientras tanto fueron asignados por Nemod Biotherapeutics 
GmbH & Co. KG a Glycotope GmbH.

Las líneas celulares DSM ACC 2806, DSM ACC 2807, DSM ACC 2856, DSM ACC 2858 y DSM ACC 3078 se 
depositaron en la DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, InhoffenstraBe 7B, 38124 
Braunschweig (DE) por Glycotope GmbH Robert-Rössle-Str. 10, 13125 Berlín (DE) en las fechas indicadas en la 35
siguiente tabla.

Nombre de la línea celular Número de Acceso Depositante Fecha de depósito

NM-F9 DSM ACC 2606 Nemod Biotherapeutics 14 de agosto de 2003

NM-D4 DSM ACC 2605 Nemod Biotherapeutics 14 de agosto de 2003

NM-H9D8 DSM ACC 2806 Glycotope GmbH 15 de septiembre de 2006

NM-H9D8-E6 DSM ACC 2807 Glycotope GmbH 5 de octubre de 2006

NM-H9D8-E6Q12 DSM ACC 2856 Glycotope GmbH 8 de agosto de 2007

GT-2x DSM ACC 2858 Glycotope GmbH 7 de septiembre de 2007

GT-5s DSM ACC 3078 Glycotope GmbH 28 de julio de 2010
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Listado de secuencias

<110> Glycotope GmbH

<120> Vectores de expresión eucariotas que incluyen elementos reglamentarios del grupo de genes de globina

<130> 56 981 K5

<150> LU92686

<151> 2015-03-31

<150> EP15161922.8
<151> 2015-03-31

<160> 510

<170> BiSSAP 1.0

<210> 1

<211> 2899

<212> ADN

<213> secuencias artificiales15

<220>
<221> fuente

<222> 1..2899

<223> /tipo de molécula = "ADN" / nota = " casete de expresión HBG1A" /  organismo = "secuencias artificiales"

<400> 120
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<210> 2

<211> 2609

<212> ADN5

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> fuente

<222> 1..2609

<223> /tipo de molécula = "ADN" / nota = " casete de expresión HBG1B" /  organismo = "secuencias artificiales"10

<400> 2
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<210> 3

<211> 2176

<212> ADN

<213> secuencias artificiales5

<220>
<221> fuente

<222> 1..2176

<223> /tipo de molécula = "ADN" / nota = " casete de expresión HBG1C" /  organismo = "secuencias artificiales"

<400> 310
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<210> 4

<211> 2054

<212> ADN5

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> fuente

<222> 1..2054

<223> /tipo de molécula = "ADN" / nota = "casete de expresión HBG1D" / organismo = "secuencias artificiales"10

<400> 4
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<210> 5

<211> 2160

<212> ADN

<213> secuencias artificiales5

<220>
<221> fuente

<222> 1..2160

<223> /tipo de molécula = "ADN" / nota = "casete de expresión HBG1E" / organismo = "secuencias artificiales"

<400> 510
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para producir recombinantemente un polipéptido de interés, que comprende las etapas de

(a) proporcionar una célula huésped que comprende un casete de expresión que comprende, funcionalmente unidos 
entre sí,

(i) una región de control del locus que comprende al menos el elemento central del sitio 2 de hipersensibilidad a la 5
ADNasa I  (HS2) del grupo de genes de la β-globina humana;

(ii) una región promotora que comprende al menos una parte funcional del promotor del gen de la A globina humana; 
y

(iii) una región de codificación que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica el polipéptido de interés;

(b) cultivar la célula huésped en condiciones en las que la célula huésped expresa el polipéptido de interés; y10

(c) aislar el polipéptido de interés.

2. El método de acuerdo con la reivindicación 1, que comprende además después de la etapa (c) la etapa de

(d) formular el polipéptido de interés como una composición farmacéutica.

3. El método de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en el que el elemento central del sitio 2 de hipersensibilidad a la 
ADNasa I (HS2) del grupo de genes de la β-globina humana tiene la secuencia de ácido nucleico de la posición 906 a 15
939 de la SEQ ID NO: 1.

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la región de control del locus del 
casete de expresión comprende

(i) el elemento M1-central-M2 del sitio 2 de hipersensibilidad a la ADNasa I  (HS2) del grupo de genes de la β-globina 
humana, que tiene preferiblemente la secuencia de ácido nucleico de la posición 742 a 995 de la SEQ ID NO: 1; y20

(ii) opcionalmente al menos una parte del sitio 2 de hipersensibilidad (HS2) del grupo de genes de la β-globina humana 
que comprende la secuencia de ácido nucleico de la posición 741 a 1109 de la SEQ ID NO: 1; y

(iii) opcionalmente, el sitio 3 de hipersensibilidad (HS3) o una parte del mismo del grupo de genes de la β-globina 
humana, que tiene la secuencia de ácido nucleico de la posición 310 a 735 de la SEQ ID NO: 1, y/o el sitio 4 de 
hipersensibilidad (HS4 ) o una parte del mismo del grupo de genes de la β-globina humana, que tiene la secuencia de 25
ácido nucleico de la posición 13 a 294 de la SEQ ID NO: 1.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el casete de expresión comprende 
uno o más de los siguientes:

(i) en la región promotora, un sitio de inicio de la transcripción y, opcionalmente, al menos parte de la región 5' no 
traducida del gen de la A globina humana; y/o30

(ii) en los nucleótidos de la región promotora -384 a +36, con respecto al sitio de inicio de la transcripción, del gen de 
la A globina humana, y/o la secuencia de ácido nucleico de la posición 1123 a 1542 de la SEQ ID NO: 1 ; y/o

(iii) una región de terminación de la transcripción, en la que la región de terminación de la transcripción comprende 
opcionalmente una señal de poliadenilación, que comprende preferiblemente la secuencia de ácido nucleico de la 
posición 1725 a 1730 de la SEQ ID NO: 1, y un sitio de terminación de la transcripción; y/o35

(iv) una región potenciadora que comprende al menos una parte funcional del potenciador 3' del gen de la A globina 
humana, unida funcionalmente a los otros elementos del casete de expresión, en la que la región potenciadora del 
casete de expresión comprende la secuencia de ácido nucleico de la posición 2136 a 2881 de SEQ ID NO: 1.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el polipéptido de interés es una 
glicoproteína o una parte de la misma.40

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el casete de expresión se transfecta 
de forma estable en la célula huésped.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la célula huésped es una célula 
sanguínea, preferiblemente un glóbulo blanco, una célula precursora sanguínea o célula leucémica, o una célula 
derivada de la misma.45

9. Un casete de expresión que comprende, funcionalmente unidos entre sí,
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(i) una región de control del locus que comprende al menos el elemento central del sitio 2 de hipersensibilidad a la 
ADNasa I  (HS2) del grupo de genes de la β-globina humana;

(ii) una región promotora que comprende al menos una parte funcional del promotor del gen de la A globina humana 
que incluye un sitio de inicio de la transcripción y opcionalmente al menos parte de la región 5' no traducida del gen 
de la A globina humana;5

(iii) opcionalmente una región de codificación;

(iv) una región de terminación de la transcripción; y

(v) una región potenciadora que comprende al menos una parte funcional del potenciador 3' del gen de la A globina 
humana;

en el que el casete de expresión no comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica la A globina humana 10
completa.

10. El casete de expresión de acuerdo con la reivindicación 9, en el que el elemento central del sitio 2 de 
hipersensibilidad a la ADNasa I (HS2) del grupo de genes de la β-globina humana tiene la secuencia de ácido nucleico 
de la posición 906 a 939 de la SEQ ID NO: 1.

11. El casete de expresión de acuerdo con la reivindicación 10, en el que la región de control del locus comprende15

(i) el elemento M1-central-M2 del sitio 2 de hipersensibilidad a la ADNasa I  (HS2) del grupo de genes de la β-globina 
humana, que tiene preferiblemente la secuencia de ácido nucleico de la posición 742 a 995 de la SEQ ID NO: 1; y

(ii) opcionalmente al menos una parte del sitio 2 de hipersensibilidad (HS2) del grupo de genes de la β-globina humana 
que comprende la secuencia de ácido nucleico de la posición 741 a 1109 de la SEQ ID NO: 1; y

(iii) opcionalmente, el sitio 3 de hipersensibilidad (HS3) o una parte del mismo del grupo de genes de la β-globina 20
humana, que tiene la secuencia de ácido nucleico de la posición 310 a 735 de la SEQ ID NO: 1, y/o el sitio 4 de 
hipersensibilidad (HS4 ) o una parte del mismo del grupo de genes de la β-globina humana, que tiene la secuencia de 
ácido nucleico de la posición 13 a 294 de la SEQ ID NO: 1.

12. El casete de expresión de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que la región promotora 
comprende los nucleótidos -384 a +36, con respecto al sitio de inicio de la transcripción, del gen de la A globina 25
humana, y/o la secuencia de ácido nucleico de la posición 1123 a 1542 de SEQ ID NO: 1.

13. El casete de expresión de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en el que la región de 
terminación de la transcripción comprende una señal de poliadenilación, que comprende preferiblemente la secuencia 
de ácido nucleico de la posición 1725 a 1730 de la SEQ ID NO: 1, y un sitio de terminación de la transcripción.

14. El casete de expresión de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, en el que la región 30
potenciadora comprende la secuencia de ácido nucleico de la posición 2136 a 2881 de la SEQ ID NO: 1.

15. El casete de expresión de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, que comprende además un 
sitio de clonación que comprende al menos una secuencia de reconocimiento de una enzima de restricción.

16. El casete de expresión de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 15, en el que la región de 
codificación comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica un polipéptido de interés, que preferiblemente 35
es una glicoproteína o una parte de la misma, tal como un anticuerpo, la cadena pesada o la cadena ligera de un 
anticuerpo, o una parte del mismo.

17. Un vector que comprende el casete de expresión de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 16 y 
opcionalmente uno o más genes marcadores seleccionables.

18. Una célula huésped que comprende el casete de expresión de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 40
9 a 16 o el vector de acuerdo con la reivindicación 17.

19. La célula huésped de acuerdo con la reivindicación 18, que es un célula sanguínea, preferiblemente un glóbulo 
blanco, una célula precursora sanguínea o una célula leucémica, o una célula derivada de las mismas.

20. Uso del casete de expresión de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 16 o la célula huésped de 
acuerdo con las reivindicaciones 18 o 19 en el método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.45

21. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el casete de expresión es un 
casete de expresión de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 16 y/o la célula huésped es una célula 
huésped de acuerdo con la reivindicación 18 o 19.
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