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DESCRIPCION
Seleccion de células hospedadoras que expresan proteina a altos niveles.
Campo de lainvencién

La invencion se refiere al campo de la biologia molecular y la biotecnologia. Mas especificamente, la invencién se
refiere a medios y procedimientos para mejorar la seleccion de células hospedadoras que expresan proteinas a altos
niveles.

Antecedentes de lainvencién

Las proteinas pueden producirse en diversas células hospedadoras para un amplio intervalo de aplicaciones en
biologia y biotecnologia, por ejemplo como productos biofarmacéuticos. Se prefieren con este fin células
hospedadoras eucaridticas, y particularmente de mamifero, para la expresion de muchas proteinas, por ejemplo,
cuando dichas proteinas tienen ciertas modificaciones postraduccionales tales como glucosilacion. Los
procedimientos para dicha produccion estan bien establecidos y suponen generalmente la expresion en una célula
hospedadora de un acido nucleico (también designado como “transgén”) que codifica la proteina de interés. En
general, se introduce el transgén junto con un marcador seleccionable en una célula precursora, se seleccionan las
células para la expresion del gen marcador seleccionable, se identifican el uno o mas clones que expresan la
proteina de interés a altos niveles y se usan para la expresion de la proteina de interés.

Un problema asociado a la expresion de transgenes es que es impredecible, partiendo de la alta probabilidad de que
el transgén se vuelva inactivo debido al silenciamiento génico (McBurney y col., 2002), y por lo tanto tiene que
ensayarse en muchos clones de células hospedadoras una alta expresion del transgén.

Son conocidos procedimientos para seleccionar células hospedadoras recombinantes que expresan niveles
relativamente altos de proteinas deseadas, y varios de dichos procedimientos se debaten en la introduccion del
documento WO 2006/048459.

En ciertos procedimientos ventajosos de la técnica anterior, se han descrito vectores de expresion bicistrénicos para
una creacion rapida y eficaz de lineas celulares de mamifero estables que expresan proteina recombinante. Estos
vectores contienen un sitio de entrada interna del ribosoma (IRES) entre la secuencia de codificaciéon en direccién 5’
de la proteina de interés y la secuencia de codificacion en direccion 3’ del marcador de seleccion (Rees y col., 1996).
Dichos vectores estan comercialmente disponibles, por ejemplo, los vectores pIRES1 de Clontech
(CLONTECHNiques, octubre de 1996). Usando dichos vectores para introduccion en células hospedadoras, la
seleccion de una expresién suficiente de la proteina marcadora en direccion 3’ selecciona entonces
automaticamente altos niveles de transcripcion del ARNm multicistrénico, y por tanto se prevé una probabilidad
fuertemente aumentada de alta expresidon de la proteina de interés usando dichos vectores. Preferiblemente en
dichos procedimientos, el IRES usado es un IRES que da un nivel relativamente bajo de traduccion del gen
marcador de seleccion, para mejorar adicionalmente la oportunidad de seleccionar células hospedadoras con un alto
nivel de expresion de la proteina de interés seleccionando la expresion de la proteina marcadora de seleccion
(véanse, por ejemplo, los documentos WO 03/106684 y WO 2006/005718).

La presente invencion se dirige a proporcionar medios y procedimientos mejorados para la seleccién de células
hospedadoras que expresan altos niveles de proteinas de interés.

Sumario de lainvencién

El documento WO 2006/048459 se presentod antes, pero se publicd después, de la fecha de prioridad de la presente
solicitud. El documento WO 2006/048459 da a conocer un concepto para la seleccion de células hospedadoras que
expresan altos niveles de polipéptidos de interés, designandose el concepto en la misma como “traduccion
interdependiente reciproca”. En ese concepto, se usa una unidad de transcripcion multicistrénica en la que una
secuencia que codifica un polipéptido marcador seleccionable esta en direccién 5 de una secuencia que codifica un
polipéptido de interés, y en la que la traduccion del polipéptido marcador seleccionable esta dafiada por mutaciones
en la misma, mientras que la traduccion del polipéptido de interés es muy alta (véase, por ejemplo, la FIG. 13 de la
misma para una vision esquematica). La presente invencion proporciona medios y procedimientos alternativos para
seleccionar células hospedadoras que expresan altos niveles de polipéptido.

En un aspecto, la invencién proporciona una molécula de ADN que comprende una unidad de transcripcion
multicistronica que codifica i) un polipéptido de interés y ii) un polipéptido marcador seleccionable funcional en una
célula hospedadora eucaridtica, en la que el polipéptido de interés tiene una secuencia de iniciacion de la traduccion
separada de la del polipéptido marcador seleccionable, y en la que la secuencia de codificacion del polipéptido de
interés esta en direccion 5’ de la secuencia de codificacién del polipéptido marcador seleccionable en dicha unidad
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de transcripcion multicistronica, y en la que esta presente un sitio de entrada interna del ribosoma (IRES) en
direccidn 3’ a la secuencia de codificacidn del polipéptido de interés y en direccidon 5’ de la secuencia de codificacion
del polipéptido marcador seleccionable, y en la que la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido
marcador seleccionable en la hebra de codificacion comprende una secuencia de inicio de la traduccién elegida del
grupo constituido por: a) un codén de inicio GTG; b) un cododn de inicio TTG; ¢) un codén de inicio CTG; d) un codén
de inicio ATT y e) un codon de inicio ACG.

La secuencia de inicio de la traduccidon en la hebra de codificacion del polipéptido marcador seleccionable
comprende un codon de inicio diferente del codon de inicio ATG, tal como una de las secuencias GTG, TTG, CTG,
ATT o ACG, siendo los dos primeros de estas las mas preferidas. Dichos codones de inicio no ATG estan
flanqueados preferiblemente por secuencias que proporcionan un reconocimiento relativamente bueno de las
secuencias no ATG como codones de inicio, tales como al menos la traduccién de inicio de algunos ribosomas a
partir de estos codones de inicio, concretamente, la secuencia de inicio de la traduccién comprende preferiblemente
la secuencia ACC[codon de inicio no ATG]G o GCC|codédn de inicio no ATG]G.

En realizaciones preferidas, la proteina marcadora seleccionable proporciona resistencia frente a los efectos letales
y/o inhibidores del crecimiento de un agente de seleccion tal como un antibidtico.

La invencién proporciona adicionalmente médulos de expresion que comprenden una molécula de ADN segun la
invencién, comprendiendo dichos modulos de expresion adicionalmente un promotor en direccién 5’ de la unidad de
expresion multicistrénica, y siendo funcionales en una célula hospedadora eucaridtica para la iniciacion de la
transcripcion de la unidad de expresion multicistronica, y comprendiendo adicionalmente dichos médulos de
expresion una secuencia de terminacion de la transcripcién en direccién 3’ de la unidad de expresion multicistronica.

En realizaciones preferidas de los mismos, dichos médulos de expresion comprenden adicionalmente al menos un
elemento de control de cromatina elegido del grupo constituido por una regién de unién a matriz o armazén
(MAR/SAR), una secuencia aislante, un elemento de apertura de cromatina ubicuo (UCOE) y una secuencia
antirrepresora. Se prefieren en este aspecto secuencias antirrepresoras, y en ciertas realizaciones se eligen dichas
secuencias antirrepresoras del grupo constituido por: a) una cualquiera de SEQ. ID. NO. 1 a SEQ. ID. NO. 66; b)
fragmentos de una cualquiera de SEQ. ID. NO. 1 a SEQ. ID. NO. 66, en las que dichos fragmentos tienen actividad
antirrepresora; c) secuencias que son al menos un 70% idénticas en la secuencia nucleotidica a a) o a b), en las que
dichas secuencias tienen actividad antirrepresora y d) el complemento de una cualquiera de a) a c).

La invencion proporciona también células hospedadoras que comprenden moléculas de ADN segun la invencion.

La invencion proporciona adicionalmente procedimientos para generar células hospedadoras que expresan un
polipéptido de interés, comprendiendo el procedimiento las etapas de: introducir en una pluralidad de células
hospedadoras precursoras una molécula de ADN o un médulo de expresidon segun la invencion, cultivar las células
en condiciones de seleccion de la expresiéon del polipéptido marcador seleccionable y seleccionar al menos una
célula hospedadora productora del polipéptido de interés.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona procedimientos para la producciéon de un polipéptido de interés,
comprendiendo los procedimientos cultivar una célula hospedadora, comprendiendo dicha célula hospedadora un
moédulo de expresion segun la invencion, y expresar el polipéptido de interés a partir del médulo de expresiéon. En
realizaciones preferidas de la misma, el polipéptido de interés se aisla adicionalmente a partir de las células
hospedadoras y/o del medio de cultivo de células hospedadoras.

Breve descripcion de los dibujos

FIG. 1. Resultados con construcciones de expresion segun la invencion. La construccidon de expresion contiene las
secuencias que codifican el polipéptido de interés (ejemplificado aqui por d2EGFP) en direccién 5’ de un IRES, que
esta en direccidon 5’ de la secuencia que codifica el marcador seleccionable segun la invenciéon (ejemplificado aqui
por el gen de resistencia a zeocina, con un codoén de inicio TTG (TTG Zeo) (o en controles con su codén de inicio
ATG normal (ATG Zeo)). Véase el ejemplo 1 para detalles. Los puntos indican los puntos de datos individuales, las
lineas indican los niveles de expresion media, las construcciones usadas se indican en el eje horizontal y se exhiben
esquematicamente por encima de la grafica, el eje vertical designa la sefial de d2EGFP.

FIG. 2. Resultados con moédulos de expresion ftricistronicos con dhfr como marcador de mantenimiento. La
construccion de expresion contiene un gen marcador seleccionable de zeocina con un codén de inicio TTG y carece
de secuencias ATG internas en direccion 5’ de la secuencia que codifica el polipéptido de interés (ejemplificado aqui
por d2EGFP), que adicionalmente esta ligado operativamente mediante un IRES con un gen dhfr marcador de
seleccién metabdlica en direccién 3’ (con un coddén de inicio ATG). Los puntos indican los puntos de datos
individuales (sefial de fluorescencia de GFP en colonias ZeoR en el eje vertical), las lineas indican los niveles de
expresion media. Se muestra la construccion usada por encima de la grafica, las condiciones se indican en el eje
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horizontal (d: dia). Véase el ejemplo 2 para detalles.
FIG. 3. Como la Fig. 2, pero con el gen dhfr teniendo el coddn de inicio GTG.
FIG. 4. Como la Fig. 2, pero con el gen dhfr teniendo el codén de inicio TTG.

FIG. 5. Numeros de copias de clones con la enzima dhfr (codén de inicio ATG) en diferentes condiciones. Véase el
ejemplo 3 para detalles.

FIG. 6. Como la Fig. 5, pero con el gen dhfr teniendo el coddn de inicio GTG.
FIG. 7. Como la Fig. 5, pero con el gen dhfr teniendo el codén de inicio TTG.
Descripcion detallada de lainvencién

En un aspecto, la invencién proporciona una molécula de ADN segun la reivindicacion 1. Dicha molécula de ADN
puede usarse segun la invencién para obtener células hospedadoras eucariéticas que expresan altos niveles del
polipéptido de interés seleccionando la expresion del polipéptido marcador seleccionable. Posterior o
simultdneamente, pueden identificarse una o mas células hospedadoras que expresan el polipéptido de interés y
usarse adicionalmente para la expresion de altos niveles del polipéptido de interés.

El término “gen monocistrénico” se define como un gen capaz de proporcionar una molécula de ARN que codifica un
polipéptido. Una “unidad de transcripcion multicistronica”, también designada como un gen multicistronico, se define
como un gen capaz de proporcionar una molécula de ARN que codifica al menos dos polipéptidos. El término “gen
bicistrénico” se define como un gen capaz de proporcionar una molécula de ARN que codifica dos polipéptidos. Por
lo tanto, un gen bicistronico estda comprendido dentro de la definicion de un gen multicistronico. Un “polipéptido”
como se usa en la presente memoria comprende al menos cinco aminoacidos ligados por enlaces peptidicos, y
puede ser, por ejemplo, una proteina o una parte, tal como una subunidad de la misma. La mayoria de veces, los
términos polipéptido y proteina se usan intercambiablemente en la presente memoria. Un “gen” o una “unidad
transcripcional” como se usa en la presente invencién puede comprender ADN cromosémico, ADNc, ADN artificial,
combinaciones de los mismos y similares. Las unidades de transcripcién que comprenden varios cistrones se
transcriben como un ARNm individual.

Una unidad de transcripcion multicistronica segun la invencion es preferiblemente una unidad de transcripcion
bicistrénica que codifica de 5’ a 3’ un polipéptido de interés y un polipéptido marcador seleccionable. Por tanto, el
polipéptido de interés esta codificado en direccion 5 de la secuencia de codificacion del polipéptido marcador
seleccionable. El IRES esta ligado operativamente con la secuencia que codifica el polipéptido marcador
seleccionable, y por tanto el polipéptido marcador seleccionable depende del IRES para su traduccién.

Se prefieren usar unidades de transcripcion separadas para la expresion de diferentes polipéptidos de interés,
también cuando estos forman parte de una proteina multimérica (véase, por ejemplo, el ejemplo 13 del documento
WO 2006/048459: la cadena pesada y ligera de un anticuerpo, cada una codificada por una unidad de transcripcion
separada, siendo cada una de estas unidades de expresion una unidad de expresion bicistronica).

Las moléculas de ADN de la invencion pueden estar presentes en forma de ADN bicatenario, que tiene con respecto
al polipéptido marcador seleccionable y el polipéptido de interés una hebra codificante y una hebra no codificante,
siendo la hebra codificante la hebra con la misma secuencia que el ARN traducido, excepto por la presencia de T en
lugar de U. Por tanto, un codén de inicio AUG esta codificado en la hebra codificante por una secuencia ATG, y la
hebra que contiene esta secuencia ATG correspondiente al codon de inicio AUG en el ARN se designa como la
hebra codificante del ADN. Resultara evidente para el especialista en la materia que los codones de inicio o
secuencias de iniciacion de la traduccion estan de hecho presentes en una molécula de ARN, pero que estos
pueden considerarse igualmente materializados en una molécula de ADN que codifica dicha molécula de ARN; por
tanto, siempre que la presente invencion designe un codén de inicio o secuencia de iniciacion de la traduccion, se
pretende incluir la correspondiente molécula de ADN que tiene la misma secuencia que la molécula de ARN menos
por la presencia de una T en lugar de una U en la hebra codificante de dicha molécula de ADN vy viceversa, excepto
cuando se especifica explicitamente otra cosa. En otras palabras, un codén de inicio es por ejemplo una secuencia
AUG en ARN, pero la correspondiente secuencia ATG en la hebra codificante de ADN se designa como codén de
inicio también en la presente invencién. Se usa lo mismo para la referencia de secuencias codificantes “en fase”, lo
que significa tripletes (3 bases) en la molécula de ARN que se traducen a un aminoacido, pero también han de
interpretarse como las correspondientes secuencias trinucleotidicas en la hebra codificante de la molécula de ADN.

El polipéptido marcador seleccionable y el polipéptido de interés codificados por el gen multicistrénico tienen cada

uno su propia secuencia de iniciacion de la traduccion, y por lo tanto tienen cada uno su propio codén de inicio (asi
como coddn de terminacion), concretamente, estan codificados por marcos de lectura abiertos separados.
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El término “marcador de selecciéon” o “marcador seleccionable” se usa tipicamente para designar un gen y/o proteina
cuya presencia puede detectarse directa o indirectamente en una célula, por ejemplo, un polipéptido que inactiva un
agente de seleccion y protege a la célula hospedadora de los efectos letales o inhibidores del crecimiento del agente
(por ejemplo, un gen y/o proteina de resistencia a antibiético). Es otra posibilidad que dicho marcador de seleccion
induzca fluorescencia o un deposito coloreado (por ejemplo, proteina fluorescente verde (GFP) y derivados (por
ejemplo, d2EGFP), luciferasa, lacZ, fosfatasa alcalina, etc.), que puede usarse para seleccionar células que
expresan el polipéptido inductor del depésito coloreado, por ejemplo, usando un clasificador celular activado por
fluorescencia (FACS) para seleccionar células que expresan GFP. Preferiblemente, el polipéptido marcador
seleccionable segun la invencion proporciona resistencia frente a los efectos letales y/o inhibidores del crecimiento
de un agente de seleccion. El polipéptido marcador seleccionable esta codificado por el ADN de la invencién. El
polipéptido marcador seleccionable segun la invencion debe ser funcional en una célula hospedadora eucariética, y
por tanto poder seleccionarse en células hospedadoras eucariéticas. Puede usarse en principio segun la presente
invencion cualquier polipéptido marcador seleccionable que cumpla este criterio. Dichos polipéptidos marcadores
seleccionables son bien conocidos en la técnica y se usan rutinariamente cuando han de obtenerse clones de
células hospedadoras eucaritdticas, y se proporcionan varios ejemplos en la presente memoria. En ciertas
realizaciones, es un marcador de seleccion usado para la invencion la zeocina. En otras realizaciones, se usa
blasticidina. El especialista en la materia sabra que estan disponibles y pueden usarse otros marcadores de
seleccién, por ejemplo, neomicina, puromicina, bleomicina, higromicina, etc. En otras realizaciones, se usa
kanamicina. En aun otras realizaciones, se usa el gen dhfr como marcador seleccionable, que puede seleccionarse
con metotrexato, especialmente aumentando la concentracion de metotrexato, pueden seleccionarse células con
numeros aumentados de copias del gen dhfr. El gen dhfr puede usarse también para complementar la deficiencia de
dhfr, por ejemplo, en células CHO que tienen un fenotipo dhfr, en medio de cultivo con folato y que carece de
glicina, hipoxantina y timidina. De forma similar, puede usarse el gen de glutamina sintetasa (GS), para el que es
posible la seleccién en células que tienen insuficiente GS (por ejemplo, células NS-0) cultivando en medio sin
glutamina o, como alternativa, en células que tienen suficiente GS (por ejemplo, células CHO) afiadiendo un
inhibidor de GS, la metionina sulfoximina (MSX). Se describen otros genes marcadores seleccionables que podrian
usarse, y sus agentes de seleccion, por ejemplo, en la tabla 1 de la patente de EE.UU. 5.561.053; véase también
Kaufman, Methods in Enzymology, 185: 537-566 (1990), para una revision de estos. Si el polipéptido marcador
seleccionable es dhfr, se cultiva la célula hospedadora en realizaciones ventajosas en un medio de cultivo que
contiene folato y cuyo medio de cultivo esta esencialmente desprovisto de hipoxantina y timidina, y preferiblemente
también de glicina.

Cuando han de seleccionarse dos unidades de transcripcion multicistronicas segun la invencion en una sola célula
hospedadora, cada una contiene preferiblemente la secuencia de codificacion de un marcador seleccionable
diferente, para permitir la seleccion de ambas unidades de transcripcidon multicistronicas. Por supuesto, ambas
unidades de transcripcion multicistrénicas pueden estar presentes en una sola molécula de acido nucleico o, como
alternativa, cada una puede estar presente en una molécula de acido nucleico separada.

El término “seleccion” se define tipicamente como el proceso de uso de un marcador de seleccion/marcador
selectivo y un agente de seleccion para identificar células hospedadoras con propiedades genéticas especificas (por
ejemplo, que la célula hospedadora contenga un transgén integrado en su genoma). Resulta evidente para un
especialista en la materia que son posibles numerosas combinaciones de marcadores de seleccion. Es un antibiotico
que es particularmente ventajoso la zeocina, porque la proteina de resistencia a zeocina (zeocina-R) actua
uniéndose al farmaco y volviéndolo inofensivo. Por lo tanto, es facil valorar la cantidad de farmaco que mata las
células con bajos niveles de expresion de zeocina-R, mientras que permite sobrevivir a las de alta expresion. Todas
las demas proteinas de resistencia a antibidtico de uso comun son enzimas, y por tanto actian cataliticamente (no
1:1 con el farmaco). Por tanto, el antibiético zeocina es un marcador de seleccion preferido. Es otro marcador de
seleccion preferido una enzima sintetizadora de 5,6,7,8-tetrahidrofolato (dhfr). Sin embargo, la invencién funciona
también con otros marcadores de seleccion.

Es un polipéptido marcador seleccionable segun la invencion la proteina codificada por el acido nucleico de la
invencion, cuyo polipéptido puede usarse funcionalmente para la seleccion, por ejemplo, debido a que proporciona
resistencia ante un agente de seleccion tal como un antibiético. Por tanto, cuando se usa un antibiético como agente
de seleccion, el ADN codifica un polipéptido que confiere resistencia al agente de seleccioén, siendo dicho polipéptido
el polipéptido marcador seleccionable. Son conocidas las secuencias de ADN que codifican dichos polipéptidos
marcadores seleccionables, y se proporcionan en la presente memoria varios ejemplos de secuencias de tipo natural
de ADN que codifica proteinas marcadores seleccionables (por ejemplo, Fig. 26-32 del documento WO
2006/048459). Resultara evidente que los mutantes o derivados de los marcadores seleccionables pueden usarse
también adecuadamente segun la invencion, y estan por lo tanto incluidos dentro del alcance del término “polipéptido
marcador seleccionable”, a condicion de que la proteina marcadora seleccionable siga funcional.

Por conveniencia, y como se acepta generalmente por los especialistas en la materia, en muchas publicaciones asi

como en la presente memoria, a menudo el gen y la proteina que codifica resistencia ante un agente de seleccioén se
designan como el “gen (de resistencia) del agente seleccionable” o la “proteina (de resistencia) del agente de
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seleccion”, respectivamente, aunque los nombres oficiales pueden ser diferentes, por ejemplo, el gen que codifica la
proteina que confiere resistencia a neomicina (asi como a G418 y kanamicina) se designa a menudo como gen (de
resistencia) de neomicina (o neo'), mientras que el nombre oficial es gen de aminoglucésido 3'-fosfotransferasa.

Para la presente invencion, es beneficioso tener bajos niveles de expresion del polipéptido marcador seleccionable,
de modo que sea posible una seleccion rigurosa. En la presente invencién, se produce esto usando una secuencia
de codificacion de marcador seleccionable con un codoén de inicio no ATG. Tras la seleccién, se seleccionaran solo
las células que tengan no obstante suficientes niveles de polipéptido marcador seleccionable, lo que significa que
dichas células deben tener suficiente transcripcion de la unidad de transcripcion multicistronica y suficiente
traduccion del polipéptido marcador seleccionable, lo que proporciona una seleccion de células en que la unidad de
transcripcion multicistrénica se ha integrado o esta presente de otro modo en las células hospedadoras en un lugar
en que los niveles de expresién de esta unidad de transcripcién son altos.

Las moléculas de ADN segun la invencién tienen la secuencia de codificacion del polipéptido marcador
seleccionable en direccion 3’ de la secuencia de codificacion del polipéptido de interés. Por tanto, la unidad de
transcripcion multicistronica comprende, en la direccion 5’ a 3’ (tanto en la hebra transcrita del ADN como en el ARN
transcrito resultante) la secuencia que codifica el polipéptido de interés y la secuencia que codifica el polipéptido
marcador seleccionable. El IRES esta en direccion 5’ de la secuencia de codificacion del polipéptido marcador
seleccionable.

Segun la invencion, la region de codificacion del gen de interés se traduce preferiblemente a partir del ORF
dependiente de caperuza, y el polipéptido de interés se produce en abundancia. El polipéptido marcador
seleccionable se traduce a partir de un IRES. Para reducir la traduccion del cistron marcador seleccionable, segun la
invencién la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido marcador seleccionable comprende una
mutacion en el codon de inicio que reduce la eficacia de la iniciacion de la traduccion del polipéptido marcador
seleccionable en una célula hospedadora eucariotica. Preferiblemente, se introduce por ingenieria genética un
codon de inicio GTG, o mas preferiblemente un coddn de inicio TTG, en el polipéptido marcador seleccionable. La
eficacia de traduccién es menor que la de la correspondiente secuencia de tipo natural en la misma célula,
concretamente, la mutacion da como resultado menos polipéptido por célula por unidad de tiempo, y por tanto
menos polipéptido marcador seleccionable.

Una secuencia de inicio de la traduccion se designa a menudo en el campo como una “secuencia Kozak”, y es una
secuencia Kozak 6ptima RCCATGG, con el coddn de inicio subrayado, siendo R una purina, concretamente A o G
(véanse Kozak M, 1986, 1987, 1989, 1990, 1997, 2002). Por tanto, ademas del coddn de inicio mismo, es relevante
el contexto del mismo, en particular los nucleétidos —3 a —1 y +4, y una secuencia de inicio de la traduccién éptima
comprende un codoén de inicio éptimo (concretamente, ATG) en un contexto 6ptimo (concretamente, el ATG
precedido directamente por RCC y seguido directamente por G). La traduccién por los ribosomas es mas eficaz
cuando esta presente una secuencia Kozak o6ptima (véanse Kozak M, 1986, 1987, 1989, 1990, 1997, 2002). Sin
embargo, en un pequefio porcentaje de eventos, se reconocen secuencias de iniciacion de la traduccién no 6ptimas
y se usan por el ribosoma para iniciar la traduccién. La presente invencion hace uso de este principio, y permite
reducir e incluso un ajuste fino de la cantidad de traduccion, y por tanto de la expresion del polipéptido marcador
seleccionable, lo que puede usarse por lo tanto para aumentar el rigor del sistema de seleccion.

El coddn de inicio ATG del polipéptido marcador seleccionable de la invencién se muta a otro codon, lo que se ha
notificado que proporciona cierta iniciacion de la traducciéon, por ejemplo, a GTG, TTG, CTG, ATT o ACG
(designados colectivamente en la presente memoria como “codones de inicio no ATG”). En realizaciones preferidas,
el coddén de inicio ATG se muta a un coddn de inicio GTG. Esto proporciona niveles de expresién alin menores
(menor traduccidn) que con el codén de inicio ATG intacto, pero en un contexto no 6ptimo. Mas preferiblemente, el
codon de inicio ATG se muta a un codon de inicio TTG, que proporciona niveles de expresion aun menores del
polipéptido marcador seleccionable que con el codon de inicio GTG (Kozak M, 1986, 1987, 1989, 1990, 1997, 2002;
véanse también los ejemplos 9-13 en el documento WO 2006/048459). No se ha dado a conocer ni sugerido en la
técnica anterior el uso de codones de inicio no ATG en la secuencia de codificacion de un polipéptido marcador
seleccionable en una unidad de transcripcion multicistronica segun la presente invencion vy, preferiblemente en
combinacién con elementos de control de cromatina, conduce a niveles muy altos de expresion del polipéptido de
interés, como se muestra también en el documento WO 2006/048459.

Para el uso de un codoén de inicio no ATG segun la invencion, es muy preferido proporcionar un contexto 6ptimo
para dicho codén de inicio, concretamente, los codones de inicio no ATG preferiblemente estan precedidos
directamente por los nucleétidos RCC en posiciones -3 a -1 y seguidos directamente por un nucleétido G (posicion
+4). Sin embargo, se ha notificado que usando la secuencia TTTGTGG (codén de inicio subrayado), se observa
cierta iniciacion al menos in vitro, asi que aunque muy preferido, puede no ser absolutamente necesario
proporcionar un contexto éptimo para los codones de inicio no ATG.

Las secuencias de ATG en la secuencia de codificacion de un polipéptido, pero excluyendo el codén de inicio ATG,
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se designan como “ATG internos”, y si estos estan en fase con el ORF y codifican por lo tanto metionina, la
metionina resultante en el polipéptido se designa como “metionina interna”. En la invencion del documento WO
2006/048459, la region de codificacion (después de codoén de inicio, no incluyendo necesariamente el codon de
inicio) que codifica el polipéptido marcador seleccionable esta desprovista de cualquier secuencia ATG en la hebra
de codificacion del ADN hasta (pero sin incluir) el codén de inicio del polipéptido de interés. EI documento WO
2006/048459 da a conocer como producir esto y como ensayar la funcionalidad de los polipéptidos marcadores
resultantes. Para la presente invencion, cuando la secuencia de codificacién del polipéptido marcador seleccionable
esta en direccion 3’ de un IRES y en direccion 3’ de la secuencia de codificacion del polipéptido de interés, los ATG
internos en la secuencia que codifica el polipéptido marcador seleccionable pueden permanecer intactos.

Evidentemente, es muy preferido segun la presente invencidon que la secuencia de inicio de la traduccién del
polipéptido de interés comprenda una secuencia de inicio de la traduccion éptima, concretamente, que tenga la
secuencia consenso RCCATGG (coddn de inicio subrayado). Esto dara como resultado una traduccion muy eficaz
del polipéptido de interés.

Al proporcionar a la secuencia de codificacion del marcador diferentes mutaciones que conducen a varios niveles de
eficacia de traduccioén reducida, puede aumentarse el rigor de la seleccion. Es por tanto posible el ajuste fino del
sistema de seleccion usando las unidades de transcripcién multicistrénicas segun la invencion: por ejemplo, usando
un codén GTG de inicio para el polipéptido marcador de seleccion, se traduciran solo unos pocos ribosomas a partir
de este coddn de inicio, dando como resultado bajos niveles de proteina marcadora seleccionable y por tanto un alto
rigor de seleccion; usar un codén de inicio TTG aumenta adicionalmente el rigor de la seleccién debido a que aun
menos ribosomas traduciran el polipéptido marcador seleccionable a partir de este codon de inicio.

Se demuestra en el documento WO 2006/048459 que las unidades de expresion multicistronicas dadas a conocer
en la presente memoria pueden usarse en un sistema de seleccion muy robusto, conduciendo a un porcentaje muy
alto de clones que expresan el polipéptido de interés a altos niveles, segun se desee. Ademas, los niveles de
expresion obtenidos para el polipéptido de interés parecen ser significativamente mayores que los obtenidos cuando
se criban un nimero aun mayor de colonias usando los sistemas de seleccion conocidos hasta ahora.

Ademas de una eficacia de iniciacion de la traduccion reducida, podria ser beneficioso proporcionar también una
eficacia de alargamiento de la traduccion reducida del polipéptido marcador seleccionable, por ejemplo, mutando la
secuencia de codificacion del mismo de modo que comprenda varios codones no preferidos de la célula
hospedadora, para reducir adicionalmente los niveles de traduccién del polipéptido marcador y permitir condiciones
de seleccidon aun mas rigurosas, si se desea. En ciertas realizaciones, ademas de la mutacién o mutaciones que
reducen la eficacia de la traduccidon segun la invencion, el polipéptido marcador seleccionable comprende
adicionalmente una mutacion que reduce la actividad del polipéptido marcador seleccionable en comparacién con su
contrapartida de tipo natural. Eso puede usarse para aumentar el rigor de la seleccion mas aun. Como ejemplos no
limitantes, puede mutarse la prolina en posicién 9 del polipéptido de resistencia a zeocina, por ejemplo, a Thr o Phe
(véase, por ejemplo, en ejemplo 14 del documento WO 2006/048459), y para el polipéptido de resistencia a
neomicina, pueden mutarse adicionalmente los restos aminoacidicos 182 o 261 o ambos (véase, por ejemplo, el
documento WO 01/32901).

En algunas realizaciones de la invencion, se dispone una denominada secuencia espaciadora en direccion 3’ de la
secuencia que codifica el codén de inicio del polipéptido marcador seleccionable, siendo preferiblemente dicha
secuencia espaciadora una secuencia en fase con el codén de inicio, que codifica unos pocos aminoacidos y que no
contiene una estructura secundaria (Kozak, 1990). Puede usarse dicha secuencia espaciadora para reducir
adicionalmente la frecuencia de iniciacién de la traduccién si esta presente una estructura secundaria en el ARN
(Kozak, 1990) del polipéptido marcador seleccionable (por ejemplo, de zeocina, posiblemente de blasticidina) y por
tanto aumentar el rigor del sistema de seleccién segun la invencién (véase, por ejemplo, el ejemplo 14 del
documento WO 2006/048459).

Resultara evidente que puede usarse también cualquier molécula de ADN como se ha descrito, pero que tenga
mutaciones en la secuencia en direccién 3’ del primer ATG (coddn de inicio) que codifica la proteina marcadora
seleccionable, y por tanto estan también comprendidas en la invencién, a condicidon de que la proteina marcadora
seleccionable codificada respectiva siga teniendo actividad. Por ejemplo, estd también comprendida cualquier
mutacion silenciosa que no altere la proteina codificada debido a la redundancia del cddigo genético. Estan también
comprendidas mutaciones adicionales que conduzcan a mutaciones aminoacidicas conservativas o a otras
mutaciones, a condicién de que la proteina codificada siga teniendo actividad, que puede ser menor o no que la de
la proteina de tipo natural codificada por las secuencias indicadas. En particular, se prefiere que la proteina
codificada sea al menos un 70%, preferiblemente al menos un 80%, mas preferiblemente al menos un 90%, aun
mas preferiblemente al menos un 95% idéntica a las proteinas codificadas por las secuencias indicadas respectivas
(por ejemplo, como se proporciona en las SEQ ID NO. 68-80 de la lista de secuencias de la presente solicitud). El
ensayo de la actividad de las proteinas marcadoras seleccionables puede realizarse mediante procedimientos
rutinarios.
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Es un aspecto preferido de la invencién proporcionar un moédulo de expresion que comprende la molécula de ADN
segun la invencion, que tiene la unidad de transcripcion multicistronica. Dicho moédulo de expresién es util para
expresar secuencias de interés, por ejemplo, en células hospedadoras. Un “mddulo de expresién” como se usa en la
presente memoria es una secuencia de acido nucleico que comprende al menos un promotor ligado funcionalmente
con una secuencia de la que se desea la expresion. Preferiblemente, un moddulo de expresién contiene
adicionalmente secuencias de terminacion de la transcripcion y de poliadenilacion. Pueden incluirse también otras
secuencias reguladoras tales como potenciadores. Por tanto, la invencidon proporciona un médulo de expresiéon que
comprende en el siguiente orden: 5— promotor — unidad de transcripcion multicistrénica segun la invencion que
codifica un polipéptido de interés y en direccion 3’ de la misma un polipéptido marcador seleccionable — secuencia
de terminacion de la transcripcion — 3'. El promotor debe ser capaz de funcionar en una célula hospedadora
eucaridtica, concretamente, debe ser capaz de dirigir la transcripcion de la unidad de transcripcién multicistronica. El
promotor esta asi ligado operativamente con la unidad de transcripcion multicistronica. Adicionalmente, el médulo de
expresion puede contener opcionalmente otros elementos conocidos en la materia, por ejemplo, sitios de corte y
empalme que comprenden intrones y similares. En algunas realizaciones, estd presente un intrén detras del
promotor y antes de la secuencia que codifica el polipéptido de interés. Un IRES estéa ligado operativamente con el
cistrén que contiene la secuencia que codifica el polipéptido marcador seleccionable. En realizaciones adicionales,
esta presente una secuencia que codifica un segundo marcador seleccionable en la unidad de transcripcion
multicistrénica — (concretamente, esta es al menos una unidad de transcripcion tricistronica en estas realizaciones).
En realizaciones preferidas del mismo, dicha secuencia que codifica un segundo polipéptido marcador
seleccionable: a) tiene una secuencia de iniciacién de la traduccion separada de la del polipéptido de interés, b) esta
dispuesta en direccion 5 de dicha secuencia que codifica un polipéptido de interés, c) no tiene una secuencia ATG
en la hebra de codificacion después del codén de inicio de dicho segundo polipéptido marcador seleccionable hasta
el codon de inicio del polipéptido de interés y d) tiene una secuencia de inicio de la traduccion no 6ptima, por
ejemplo, un coddn de inicio GTG o un coddn de inicio TTG. Para dichas realizaciones, es un polipéptido marcador
seleccionable preferido la enzima sintetizadora de 5,6,7,8-tetrahidrofolato (dhfr). Esto permite una seleccion continua
de altos niveles de expresion del polipéptido de interés, como se ejemplifica en el ejemplo 2.

Para obtener la expresién de secuencias de acido nucleico que codifican proteina, es bien conocido por los
especialistas en la materia que las secuencias capaces de dirigir dicha expresion pueden estar ligadas
funcionalmente con las secuencias de acido nucleico que codifican proteina, dando como resultado moléculas de
acido nucleico recombinantes que codifican una proteina en formato expresable. En la presente invencion, el moédulo
de expresion comprende una unidad de transcripcion multicistronica. En general, la secuencia promotora se dispone
en direccion 5 de las secuencias que deberian expresarse. Estan disponibles en la técnica vectores de expresion
muy usados, por ejemplo, la serie de vectores pcDNA y pEF de Invitrogen, pMSCV y pTK-Hyg de BD Sciences,
pCMV-Script de Stratagene, etc., que pueden usarse para obtener secuencias promotoras y/o terminadoras de la
transcripcion adecuadas, secuencias de poliA y similares.

Cuando la secuencia que codifica el polipéptido de interés se inserta apropiadamente con respecto a las secuencias
que rigen la transcripcion y traduccion del polipéptido codificado, el médulo de expresion resultante es util para
producir el polipéptido de interés, designado como expresion. Las secuencias que dirigen la expresion pueden incluir
promotores, potenciadores y similares, y combinaciones de los mismos. Estos deberian ser capaces de funcionar en
la célula hospedadora, dirigiendo asi la expresion de las secuencias de acido nucleico que estan ligadas
funcionalmente con ellos. El especialista en la materia es consciente de que pueden usarse diversos promotores
para obtener la expresion de un gen en células hospedadoras. Los promotores pueden ser constitutivos o regulados,
y pueden obtenerse de diversas fuentes incluyendo virus, fuentes procaridticas o eucariéticas o disefiarse
artificialmente. La expresién de los acidos nucleicos de interés puede ser a partir del promotor natural o un derivado
del mismo o a partir de un promotor enteramente heterélogo (Kaufman, 2000). Segun la presente invencion, se
prefieren promotores fuertes que dan altos niveles de transcripcién en las células eucaritdticas de eleccién. Los
promotores adecuados son bien conocidos y estan disponibles para el especialista en la materia, y se describen
varios en el documento WO 2006/048459 (por ejemplo, paginas 28-29), incluyendo el promotor inmediato temprano
(IE) de CMV (designado en la presente memoria como el promotor de CMV) (obtenible, por ejemplo, a partir de
pcDNA, Invitrogen), y muchos otros.

En ciertas realizaciones, una molécula de ADN segun la invencién es parte de un vector, por ejemplo, un plasmido.
Dichos vectores pueden manipularse facilmente mediante procedimientos bien conocidos por el especialista en la
materia, y pueden disefiarse, por ejemplo, para ser capaces de replicacion en células procarioticas y/o eucariéticas.
Ademas, pueden usarse muchos vectores directamente o en forma de un fragmento deseado aislado a partir del
mismo para la transformacion de células eucaridticas, y se integrara en todo o en parte en el genoma de dichas
células, dando como resultado células hospedadoras estables que comprenden el acido nucleico deseado en su
genoma.

Los sistemas de expresiéon convencionales son moléculas de ADN en forma de un plasmido recombinante o un
genoma virico recombinante. El pladsmido o genoma virico se introduce en células (hospedadoras eucariéticas) y
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preferiblemente se integra en sus genomas mediante procedimientos conocidos en la materia, y se han descrito
varios aspectos del mismo en el documento WO 2006/048459 (pag. 30-31).

Es ampliamente apreciado que la estructura de cromatina y otros mecanismos de control epigenético pueden influir
en la expresién de transgenes en células eucaridticas (por ejemplo, Whitelaw y col., 2001). Las unidades de
expresion muticistronicas segun la invencion forman parte de un sistema de seleccién con un régimen de seleccién
bastante riguroso. Este requiere generalmente altos niveles de transcripcion en las células hospedadoras de
eleccion. Para aumentar la oportunidad de encontrar clones de células hospedadoras que sobrevivan al régimen de
seleccién riguroso, y posiblemente aumentar la estabilidad de la expresion en los clones obtenidos, sera
preferiblemente generalmente aumentar la predecibilidad de la transcripcién. Por lo tanto, en realizaciones
preferidas, un médulo de expresion segun la invenciéon comprende adicionalmente al menos un elemento de control
de cromatina. Un “elemento de control de cromatina” como se usa en la presente memoria es un término colectivo
para secuencias de ADN que pueden tener de algun modo un efecto sobre la estructura de cromatina y con ello
sobre el nivel de expresion y/o estabilidad de la expresion de los transgenes de su vecindad (funcionan “en cis” y por
tanto se disponen preferiblemente a 5 kb, mas a 2 kb, aun mas preferiblemente a 1 kb del transgén) en células
eucarioticas. Dichos elementos se han usado a veces para aumentar el numero de clones que tienen los niveles
deseados de expresion transgénica. Se han descrito varios tipos de dichos elementos que pueden usarse segun la
presente invencion en el documento WO 2006/048459 (por ejemplo, pagina 32-34) y, con el fin de la presente
invencion, se eligen elementos de control de cromatina del grupo constituido por regiones de unién a matriz o
armazon (MAR/SAR), aislantes tales como el elemento aislante de beta-globina (5° HS4 del locus de beta-globina de
pollo), scs, scs’ y similares, un elemento de apertura de cromatina ubicuo (UCOE) y secuencias antirrepresoras
(también designadas como secuencias “STAR”).

Preferiblemente, dicho elemento de control de cromatina es una secuencia antirrepresora, preferiblemente elegida
del grupo constituido por: a) una cualquiera de SEQ. ID. NO. 1 a SEQ. ID. NO. 66; b) fragmentos de una cualquiera
de SEQ. ID. NO. 1 a SEQ. ID. NO. 66, en los que dichos fragmentos tienen actividad antirrepresora (’fragmentos
funcionales”); c) secuencias que son al menos un 70% idénticas en la secuencia nucleotidica a a) o a b), en los que
dichas secuencias tienen actividad antirrepresora (“derivados funcionales”); y d) el complemento de una cualquiera
de a) a c). Preferiblemente, dicho elemento de control de cromatina se elige del grupo constituido por STAR67 (SEQ.
ID. NO. 66), STAR7 (SEQ. ID. NO. 7), STAR9 (SEQ. ID. NO. 9), STAR17 (SEQ. ID. NO. 17), STAR27 (SEQ. ID. NO.
27), STAR29 (SEQ. ID. NO. 29), STAR43 (SEQ. ID. NO. 43), STAR44 (SEQ. ID. NO. 44), STAR45 (SEQ. ID. NO.
45), STAR47 (SEQ. ID. NO. 47), STAR61 (SEQ. ID. NO. 61) o un fragmento o derivado funcional de dichas
secuencias STAR. En una realizacion preferida, dicha secuencia STAR es STAR67 (SEQ. ID. NO. 66) o un
fragmento o derivado funcional de la misma. En ciertas realizaciones preferidas, STAR67 o un fragmento o derivado
funcional de la misma se dispone en direccion 5 de un promotor que dirige la expresion de la unidad de
transcripcion multicistronica. En otras realizaciones preferidas, los modulos de expresion segun la invencion estan
flanqueados por ambos lados por al menos una secuencia antirrepresora, por ejemplo, por una de SEQ. ID. NO. 1 a
SEQ. ID. NO. 65 en ambos lados, preferiblemente cada una con el extremo 3’ de estas secuencias enfrentado a la
unidad de transcripcion. En ciertas realizaciones, se proporcionan modulos de expresion segun la invencion que
comprenden en orden 5 a 3': secuencia antirrepresora A — secuencia antirrepresora B - [promotor — unidad de
transcripcion multicistrénica segun la invencion (que codifica el polipéptido de interés y en direccion 3’ del mismo la
proteina marcadora seleccionable funcional) — secuencia de terminacion de la transcripcion] — secuencia
antirrepresora C, en los que A, B y C pueden ser iguales o diferentes.

Se han descrito secuencias que tienen actividad antirrepresora (secuencias antirrepresoras) y las caracteristicas de
las mismas, asi como fragmentos o derivados funcionales de las mismas, y las definiciones estructurales y
funcionales de las mismas, y procedimientos para obtenerlas y usarlas, siendo dichas secuencias Utiles para la
presente invencion, en el documento WO 2006/048459 (por ejemplo, paginas 34-38).

Para la produccién de proteinas multiméricas, pueden usarse dos 0 mas modulos de expresion. Preferiblemente,
ambos mddulos de expresion son modulos de expresion multicistronicos segun la invencion, codificando cada uno
una proteina marcadora seleccionable diferente, de modo que sea posible la seleccion de ambos moédulos de
expresion. Esta realizacion ha probado dar buenos resultados, por ejemplo, para la expresion de la cadena pesada y
ligera de anticuerpos. Resultara evidente que ambos mddulos de expresion pueden disponerse en una molécula de
acido nucleico o ambos pueden estar presentes en una molécula de acido nucleico separada antes de introducirse
en las células hospedadoras. Una ventaja de disponerlas en una molécula de acido nucleico es que los dos médulos
de expresion estan presentes a una relacion predeterminada unica (por ejemplo, 1:1) cuando se introducen en
células hospedadoras. Por otro lado, cuando estan presentes en dos moléculas de acido nucleico diferentes, esto
permite la posibilidad de variar la relacion molar de los dos mddulos de expresion cuando se introducen en células
hospedadoras, lo que puede ser una ventaja si la relacion molar preferida es diferente de 1:1 o cuando es
desconocido previamente cual es la relacion molar preferida, de modo que pueda efectuarse faciimente por un
especialista en la materia la variacion de la misma y encontrar empiricamente la éptima. Segun la invencién,
preferiblemente al menos uno de los médulos de expresién, pero mas preferiblemente cada uno de ellos, comprende
un elemento de control de cromatina, mas preferiblemente una secuencia antirrepresora.
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En otra realizacion, las diferentes subunidades o partes de una proteina multimérica estan presentes en un solo
moédulo de expresion.

Se han descrito configuraciones utiles de antirrepresores combinados con mddulos de expresion en el documento
WO 2006/048459 (por ejemplo, pagina 40).

En ciertas realizaciones, se proporcionan unidades de transcripcion o médulos de expresién segun la invenciéon que
comprenden adicionalmente una secuencia de pausa de la transcripcion (TRAP), esencialmente como se describe
en las paginas 40-41 del documento WO 2006/048459. Se da un ejemplo no limitante de secuencia TRAP en la
SEQ. ID. NO. 81. Se han descrito ejemplos de otras secuencias TRAP, procedimientos para encontrar estas y usos
de las mismas en el documento WO 2004/055215.

Las moléculas de ADN que comprenden unidades de transcripcion muticistronicas y/o médulos de expresion segun
la presente invencidon pueden usarse para mejorar la expresion de acidos nucleicos, preferiblemente en células
hospedadoras. Los términos “célula”/’célula hospedadora” y “linea celular’/’linea celular hospedadora” tipicamente
se definen respectivamente como una célula y poblaciones homogéneas de la misma que pueden mantenerse en
cultivo celular mediante procedimientos conocidos en la técnica, y que tienen la capacidad de expresar proteinas
heterélogas u homdlogas.

Se han descrito varias células hospedadoras ejemplares que pueden usarse en el documento WO 2006/048459 (por
ejemplo, paginas 41-42), y dichas células incluyen por ejemplo células de mamifero incluyendo, pero sin limitacién,
células CHO, por ejemplo, CHO-K1, CHO-S, CHO-DG44, CHO-DUKXB11, incluyendo células CHO que tienen un
fenotipo dhfr’, asi como células de mieloma (por ejemplo, Sp2/0, NSO0), células HEK 293 y células PER.C6.

Dichas células hospedadoras eucaridticas pueden expresar los polipéptidos deseados y a menudo se usan con ese
fin. Pueden obtenerse mediante la introduccion de una molécula de ADN de la invencion, preferiblemente en forma
de un modulo de expresion, en las células. Preferiblemente, el médulo de expresion se integra en el genoma de las
células hospedadoras, pudiendo estar en diferentes posiciones en diversas células hospedadoras, y la seleccion
proporcionara un clon en que el transgén se integra en una posicién adecuada, conduciendo a un clon de célula
hospedadora con las propiedades deseadas en términos de niveles de expresion, estabilidad, caracteristicas de
crecimiento y similares. Como alternativa, la unidad de transcripcién multicistronica puede orientarse a o
seleccionarse aleatoriamente para integraciéon en una region cromosémica que sea transcripcionalmente activa, por
ejemplo, detras de un promotor presente en el genoma. La seleccion de células que contienen el ADN de la
invencion puede efectuarse seleccionando el polipéptido marcador seleccionable, usando procedimientos rutinarios
conocidos por el especialista en la materia. Cuando dicha unidad de transcripcién multicistrénica se integra detras de
un promotor en el genoma, puede generarse in situ un médulo de expresidon segun la invencién, concretamente, en
el genoma de las células hospedadoras.

Preferiblemente, las células hospedadoras son de un clon estable que puede seleccionarse y propagarse segun
procedimientos estandares conocidos por el especialista en la materia. El cultivo de dicho clon puede producir el
polipéptido de interés si las células comprenden la unidad de transcripcion multicistronica de la invencion.

La introduccidon de acido nucleico que se va a expresar en una célula puede hacerse mediante uno de varios
procedimientos, que son conocidos como tales por el especialista en la materia, dependiendo también del formato
del acido nucleico a introducir. Dichos procedimientos incluyen, pero sin limitacion, transfeccion, infeccion, inyeccion,
transformacion y similares. Las células hospedadoras adecuadas que expresan el polipéptido de interés pueden
obtenerse mediante seleccion.

En realizaciones preferidas, la molécula de ADN que comprende la unidad de transcripcion multicistrénica de la
invencion, preferiblemente en forma de un moédulo de expresion, se integra en el genoma de la célula hospedadora
eucariotica segun la invencion. Esto proporcionara una herencia estable de la unidad de transcripcion multicistronica.

La seleccion de la presencia del polipéptido marcador seleccionable, y por tanto de la expresion, puede efectuarse
durante la obtencion inicial de las células. En ciertas realizaciones, el agente de seleccion esté presente en el medio
de cultivo al menos parte del tiempo durante el cultivo a concentraciones suficientes para seleccionar las células que
expresan el polipéptido marcador seleccionable o a concentraciones menores. En realizaciones preferidas, el agente
de seleccion ya no esta presente en el medio de cultivo durante la fase de produccion cuando se expresa el
polipéptido.

Un polipéptido de interés segun la invencién puede ser cualquier proteina, y puede ser una proteina monomérica o
una (parte de una) proteina multimérica. Una proteina multimérica comprende al menos dos cadenas polipeptidicas.
Los ejemplos no limitantes de proteina de interés segun la invencion son enzimas, hormonas, cadenas de
inmunoglobulina, proteinas terapéuticas como proteinas anticancerosas, proteinas de coagulaciéon sanguinea tales
como factor VIII, proteinas multifuncionales tales como eritropoyetina, proteinas de diagnostico o proteinas o
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fragmentos de las mismas utiles con fines de vacunacion, todas conocidas por el especialista en la materia.

En ciertas realizaciones, un modulo de expresion de la invencién codifica una cadena pesada o ligera de
inmunoglobulina o una parte de unién a antigeno, derivado y/o analogo de la misma. En una realizacion preferida, se
proporciona una unidad de expresion de proteina segun la invenciéon en la que dicha proteina de interés es una
cadena pesada de inmunoglobulina. En aun otra realizacién preferida, se proporciona una unidad de expresion de
proteina segun la invencion en la que dicha proteina de interés es una cadena ligera de inmunoglobulina. Cuando
estas dos unidades de expresién de proteina estan presentes en la misma célula (hospedadora), se ensambla una
proteina multimérica y, mas especificamente, una inmunoglobulina. Por tanto, en ciertas realizaciones, la proteina de
interés es una inmunoglobulina tal como un anticuerpo, que es una proteina multimérica. Preferiblemente, dicho
anticuerpo es un anticuerpo humano o humanizado. En ciertas realizaciones del mismo, es un anticuerpo de IgG,
IgA o IgM. En una inmunoglobulina, pueden estar codificadas las cadenas pesada y ligera en diferentes médulos de
expresion o en un solo médulo de expresion. Preferiblemente, la cadena pesada y ligera estan presentes cada una
en un médulo de expresion separado, que tiene cada uno su propio promotor (que puede ser el mismo o diferente
para los dos modulos de expresion), comprendiendo cada uno una unidad de transcripcion multicistronica segun la
invencion, siendo la cadena pesada y ligera el polipéptido de interés, y codificando preferiblemente cada uno una
proteina marcadora seleccionable diferente, de modo que puede efectuarse la seleccion de médulo de expresion de
ambas cadenas pesada y ligera cuando los moédulos de expresion se introducen y/o estan presentes en una célula
hospedadora eucariética.

El polipéptido de interés puede ser de cualquier fuente, y en ciertas realizaciones es una proteina de mamifero, una
proteina artificial (por ejemplo, una proteina de fusién o proteina mutada) y preferiblemente es una proteina humana.

Obviamente, las configuraciones de los médulos de expresién de la presente invencion pueden usarse también
cuando el objetivo ultimo no se la produccion de un polipéptido de interés, sino el ARN mismo, por ejemplo, para la
produccién de cantidades aumentadas de ARN a partir de un médulo de expresién, que puede usarse con fines de
regular otros genes (por ejemplo, ARNi, ARN anticodificante), terapia génica, produccién de proteina in vivo, etc.

En un aspecto, la invenciéon proporciona un procedimiento para generar una célula hospedadora que expresa un
polipéptido de interés, comprendiendo el procedimiento introducir en una pluralidad de células precursoras una
molécula de ADN o un mddulo de expresion segun la invencion, cultivar las células generadas en condiciones de
seleccion y seleccionar al menos una célula hospedadora productora del polipéptido de interés. Las ventajas de este
procedimiento novedoso son similares a las descritas para el procedimiento alternativo dado a conocer en el
documento WO 2006/048459 (por ejemplo, paginas 46-47).

Aunque puede obtenerse clones que tienen numeros relativamente bajos de las unidades de transcripcion
multicistronicas y altos niveles de expresion, el sistema de seleccién de la invencién puede combinarse no obstante
con procedimientos de amplificacion para mejorar ain mas los niveles de expresion. Esto puede lograrse, por
ejemplo, mediante la amplificacion de un gen dhfr cointegrado usando metotrexato, por ejemplo, disponiendo a dhfr
en la misma molécula de acido nucleico que la unidad de transcripcion multicistronica de la invencion, o mediante
cotransfeccion cuando el dhfr estd en una molécula de ADN separada. El gen dhfr puede ser también parte de una
unidad de expresion multicistrénica de la invencion.

La invencion proporciona también procedimientos para producir uno o mas polipéptidos de interés, comprendiendo
el procedimiento cultivar células hospedadoras de la invencién.

El cultivo de una célula se realiza para posibilitar que metabolice y/o crezca y/o se divida y/o produzca proteinas
recombinantes de interés. Esto puede lograrse mediante procedimientos bien conocidos por los especialistas en la
materia e incluye, pero sin limitacién, proporcionar nutrientes a la célula. Los procedimientos comprenden
crecimiento adherente de superficies, crecimiento en suspension o combinaciones de los mismos. El cultivo puede
realizarse por ejemplo en platos, matraces giratorios o en biorreactores, usando sistemas discontinuos,
semicontinuos, continuos tales como sistemas de perfusion y similares. Para conseguir la produccion a gran escala
(continua) de proteinas recombinante mediante el cultivo celular, se prefiere en la técnica tener células capaces de
crecer en suspension, y se prefiere tener células aptas para cultivarse en ausencia del suero derivado del animal o
ser humano o de componentes séricos derivados del animal o ser humano.

Las condiciones de crecimiento o multiplicacién de las células (véase, por ejemplo, “Tissue Culture”’, Academic
Press, Kruse and Paterson, editores (1973)) y las condiciones de expresion del producto recombinante son
conocidas para el especialista en la materia. En general, pueden encontrarse los principios, protocolos y técnicas
practicas para maximizar la productividad de cultivos de células de mamifero en “Mammalian Cell Biotechnology: a
Practical Approach” (M. Butler, ed., IRL Press, 1991).

En una realizacion preferida, se recoge (aisla) la proteina expresada a partir de células o del medio de cultivo o de
ambos. Puede purificarse adicionalmente entonces usando procedimientos conocidos, por ejemplo, filtracién,
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cromatografia en columna, etc., mediante procedimientos generalmente conocidos por el especialista en la materia.

El procedimiento de seleccién segun la presente invencidén funciona en ausencia de elementos de control de
cromatina, pero se obtienen resultados mejorados cuando se proporcionan dichos elementos a las unidades de
expresion multicistronicas. El procedimiento de seleccion segun la presente invencion funciona particularmente bien
cuando se usa un médulo de expresion segun la invencion que comprende al menos una secuencia antirrepresora.
Dependiendo del agente y de las condiciones de seleccion, la seleccidon puede hacerse en ciertos casos tan rigurosa
que solo unas pocas o incluso ninguna célula hospedadora sobrevive a la selecciéon, a menos que estén presentes
secuencias antirrepresoras. Por tanto, la combinacion del procedimiento de seleccién novedoso y las secuencias
antirrepresoras proporciona un procedimiento muy atractivo para obtener solo numeros limitados de colonias con
una oportunidad mejorada en gran medida de alta expresién del polipéptido de interés en las mismas mientras que,
al mismo tiempo, los clones obtenidos que comprenden los médulos de expresion con secuencias antirrepresoras
proporcionan la expresion estable del polipéptido de interés, concretamente, tienden menos al silenciamiento u otros
mecanismos de reduccién de la expresion que los médulos de expresién convencionales.

En un aspecto, la invencién proporciona una unidad de transcripcion multicistronica que tiene una configuracion
alternativa en comparacién con la configuracion dada a conocer en el documento WO 2006/048459: en la
configuracion alternativa de la presente invencion, la secuencia que codifica el polipéptido de interés esta en
direccion 5 de la secuencia que codifica el polipéptido marcador seleccionable, y el polipéptido marcador
seleccionable esta ligado operativamente con una secuencia de iniciacién de la traduccion independiente de
caperuza, preferiblemente un sitio de entrada interna del ribosoma (IRES). Dichas unidades de transcripcion
multicistrénica eran conocidas como tales (por ejemplo, Rees y col.,, 1996, WO 03/106684), pero no se habian
combinado con un codén de inicio no ATG. Segun la alternativa de la presente invencion, el codén de inicio del
polipéptido marcador seleccionable se cambia por un codén de inicio no ATG para reducir adicionalmente la tasa de
iniciaciéon de la traduccion del marcador seleccionable. Esto conduce por lo tanto a un nivel de expresion reducido
deseado del polipéptido marcador seleccionable, y puede dar como resultado células hospedadoras de seleccion
altamente eficaces que expresan altos niveles del polipéptido de interés, como con las realizaciones dadas a
conocer en el documento WO 2006/048459. Es una ventaja potencial de este aspecto alternativo de la presente
invencién, en comparacién con las realizaciones expuestas en el documento WO 2006/048459, que la secuencia de
codificacion del polipéptido marcador seleccionable no necesita la modificacion adicional de secuencias ATG
internas, porque cualquier secuencia ATG interna en el mismo puede permanecer intacta puesto que no son ya
relevantes para la traduccion de polipéptidos en direccion 3’ adicionales. Esto puede ser especialmente ventajoso si
la secuencia de codificacion del polipéptido marcador seleccionable contiene varias secuencias ATG internas,
porque la tarea de cambiar estas y ensayar la funcionalidad de la construccion resultante no tiene que efectuarse
para la presente invencién: basta solo con la mutacién del codén de inicio ATG en este caso. Se muestra a
continuacién en la presente memoria (ejemplo 1) que esta alternativa proporcionada por la presente invencion
conduce también a muy buenos resultados.

La secuencia de codificacién del polipéptido marcador seleccionable en las moléculas de ADN de la presente
invencion esta bajo el control traduccional del IRES, mientras que la secuencia de codificacion de la proteina de
interés esta preferiblemente traducida de manera dependiente de caperuza. La secuencia de codificacion del
polipéptido de interés comprende un codén de terminacion, de modo que la traduccién del primer cistron termine en
direccidn 5’ del IRES, estando dicho IRES ligado operativamente con el segundo cistrén.

Como resultara facilmente evidente para el especialista en la materia después de la lectura de la presente
divulgacion, la mayoria de las partes de estas unidades de expresion multicistrénica pueden variarse
ventajosamente de forma similar a las unidades de expresiéon multicistrénica que tienen el orden opuesto a las
secuencias de codificacion del polipéptido de interés y el polipéptido marcador seleccionable (concretamente, las
unidades de transcripcion multicistronicas del documento WO 2006/048459). Por ejemplo, pueden variarse los
codones de inicio preferidos del polipéptido marcador seleccionable, la incorporacion a médulos de expresion, las
células hospedadoras, los promotores, la presencia de elementos de control de cromatina, etc., y usarse en
realizaciones preferidas como se describe anteriormente. También el uso de estas unidades de expresion
multicistréonica y modulos de expresion es como se describe anteriormente. Por lo tanto, este aspecto es
verdaderamente una alternativa a los medios y procedimientos descritos en el documento WO 2006/048459, siendo
la principal diferencia que el orden de los polipéptidos en las unidades de expresién multicistronica esta invertido, y
que es ahora necesario un IRES para la traduccion del polipéptido marcador seleccionable.

Como se usa en la presente memoria, un “sitio de entrada interna del ribosoma” o “IRES” designa un elemento que
promueve la entrada directa interna del ribosoma al codén de iniciacion, tal como normalmente un ATG, pero en esta
invencion preferiblemente GTG o TTG, de un cistron (una regidon que codifica proteina), conduciendo asi a la
traduccion independiente de caperuza del gen. Véanse, por ejemplo, Jackson R J, Howell M T, Kaminski A (1990)
Trends Biochem. Sci. 15 (12): 477-83) y Jackson R J y Kaminski, A. (1995) RNA 1 (10): 985-1000. La presente
invencion comprende el uso de cualquier secuencia de iniciacion de la traduccién independiente de caperuza, en
particular, cualquier elemento IRES que sea capaz de promover la entrada directa interna del ribosoma al codon de
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iniciaciéon de un cistron. “Bajo el control traduccional de un IRES” como se usa en la presente memoria significa que
la traduccion esta asociada al IRES y procede de manera independiente de caperuza. Como se usa en la presente
memoria, el término “IRES” comprende variaciones funcionales de secuencias de IRES a condicién de que la
variacion sea capaz de promover la entrada directa interna del ribosoma al codén de iniciacion de un cistrén. Como
se usa en la presente memoria, “cistron” designa una secuencia polinucleotidica o gen de una proteina, polipéptido o
péptido de interés. “Ligado operativamente” designa una situacién en que los componentes descritos estan en una
relacion que les permite funcionar de la manera pretendida. Por tanto, por ejemplo, un promotor “ligado
operativamente” con un cistrén esta ligado de tal manera que se consigue la expresion del cistron en condiciones
compatibles con el promotor. De forma similar, una secuencia nucleotidica de un IRES ligada operativamente con un
cistron esta ligada de tal manera que se consigue la traduccion del cistron en condiciones compatibles con el IRES.

Los elementos de sitio de union interna del ribosoma (IRES) son conocidos de los genes viricos y de mamiferos
(Martinez-Salas, 1999), y se han identificado también en cribados de oligonucleétidos sintéticos pequefios
(Venkatesan y Dasgupta, 2001). EI IRES del virus de la encefalomiocarditis se ha analizado con detalle (Mizuguchi y
col.,, 2000). Un IRES es un elemento codificado en el ADN que da como resultado una estructura en el ARN
transcrito a la que los ribosomas eucaritticos pueden unirse e iniciar la traduccion. Un IRES permite producir dos o
mas proteinas a partir de una sola molécula de ARN (la primera proteina se traduce por ribosomas que se unen al
ARN en la estructura de caperuza de su extremo 5, (Martinez-Salas, 1999)). La traduccién de proteinas a partir de
elementos IRES es menos eficaz que la traduccion dependiente de caperuza: la cantidad de proteina de marcos
abiertos de lectura (ORF) dependientes de IRES esta en el intervalo de menos de 20 a 50% de la cantidad del
primer ORF (Mizuguchi y col., 2000). La eficacia reducida de la traduccion dependiente de IRES proporciona una
ventaja que es explotada por esta realizacion de la presente invencion. Ademas, la mutacion de elementos IRES
puede atenuar su actividad y reducir la expresion a partir de los ORG dependientes de IRES a menos de un 10% del
primer ORF (Lopez de Quinto y Martinez-Salas, 1998, Rees y col., 1996). Resulta por lo tanto evidente para un
especialista en la materia que pueden hacerse cambios al IRES sin alterar la esencia de la funcién del IRES (por
tanto, proporcionando un sitio de iniciacion de la traduccion de proteina con una eficacia de traduccion reducida),
dando como resultado un IRES modificado. El uso de un IRES modificado que sigue siendo capaz de proporcionar
un pequefo porcentaje de traduccién (en comparacién con una traduccion de la caperuza 5’), se incluye por lo tanto
también en esta invencion. La presente invencion usa codones de inicio no ATG para reducir adicionalmente de
forma significativa la iniciacion de la traduccién del ORF del marcador seleccionable, mejorando adicionalmente con
ello las oportunidades de obtener una célula hospedadora preferida, concretamente, una célula hospedadora que
exprese altos niveles de la proteina recombinante de interés.

Las patentes de EE.UU. 5.648.267 y 5.733.779 describen el uso de una secuencia marcadora seleccionable
dominante con una secuencia Kozak de consenso dafiada ([Py]xxATG[Py], en la que [Py] es un nucleétido de
pirimidina (concretamente, C o T), x es un nucleétido (concretamente, G, A, T o C) y el coddn de inicio ATG esta
subrayado). La patente de EE.UU. 6.107.477 describe el uso de una secuencia Kozak no optima
(AGATCTTTATGGACC, en la que el codon de inicio ATG no esta subrayado) de un gen marcador seleccionable.
Ninguna de estas patentes describe el uso de un codén de inicio no ATG ni proporciona ninguna sugerencia de
hacerlo. Ademas, no mencionan combinaciones con un IRES. Ademas, puesto que un IRES tiene por si mismo una
iniciacion de la traduccion reducida en comparacion con la traduccion dependiente de caperuza, no podia preverse
antes de la presente invencion que la combinacion de un IRES con un coddn de inicio no ATG del marcador
seleccionable pudiera proporcionar suficiente traduccion del polipéptido marcador seleccionable para dar algun nivel
seleccionable del mismo. La presente invencidon muestra que ese es el caso y proporciona sistemas de seleccion
sorprendentemente eficaces.

La invencién proporciona también una molécula de ADN que comprende una secuencia que codifica un polipéptido
marcador seleccionable ligado operativamente con una secuencia IRES, en la que la secuencia de codificacion que
codifica el polipéptido marcador seleccionable comprende una secuencia de inicio de la traduccién seleccionada del
grupo constituido por: a) un codoén de inicio GTG, b) un codén de inicio TTG, ¢) un codon de inicio CTG, d) un codoén
de inicio ATT y €) un codon de inicio ACG.

El especialista en la materia entendera que son posibles modificaciones adicionales de la presente invencion, por
ejemplo, las dadas en el documento US 2006/0195935, particularmente los ejemplos 20-27 del mismo.

En ciertas realizaciones, puede usarse la enzima dihidrofolato reductasa (dhfr) sintetizadora de 5,6,7,80
tetrahidrofolato de mamifero como marcador de seleccién en células que tienen un fenotipo dhfr (por ejemplo,
células CHO-DG44), omitiendo hipoxantina y timidina (y preferiblemente también glicina) del medio de cultivo e
incluyendo folato (o acido (dihidro)félico) en el medio de cultivo (Simonsen y col., 1988). El gen dhfr puede derivar,
por ejemplo, del genoma de ratén o del ADNc de ratén y puede usarse segun la invencion, preferiblemente
proporcionando un codoén de inicio GTG o TTG (véase la SEQ. ID. NO. 73 para la secuencia del gen dhfr). En todas
estas realizaciones, se entiende por “omitir del medio de cultivo” que el medio de cultivo tiene que estar
esencialmente desprovisto del componente o componentes indicados, lo que significa que hay insuficiente
componente indicado presente para mantener el crecimiento de las células en el medio de cultivo, de modo que es
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posible una buena seleccion cuando la informacion genética de la enzima indicada se expresa en las células y el
componente precursor indicado esta presente en el medio de cultivo. Por ejemplo, el componente indicado esta
presente a una concentracion de menos de un 0,1% de la concentracion de aquel componente que se usa
normalmente en el medio de cultivo para un cierto tipo celular. Preferiblemente, el componente indicado esta
ausente del medio de cultivo. Puede prepararse un medio de cultivo que carece del componente indicado segun
procedimientos estandares por el especialista en la materia, o puede obtenerse a partir de suministradores de
medios comerciales. Una ventaja potencial del uso de estos tipos de enzimas metabdlicas como polipéptidos
marcadores seleccionables es que pueden usarse para mantener las unidades de transcripcion multicistréonicas bajo
seleccion continua, lo que puede dar como resultado una mayor expresion del polipéptido de interés.

En otro aspecto, la invencion usa el marcador de seleccion metabdlica dhfr como marcador de seleccién adicional en
una unidad de transcripcién multicistronica segun la invencion. En dichas realizaciones, la selecciéon de clones de
células hospedadoras con alta expresion se establece en primer lugar mediante el uso de, por ejemplo, un marcador
de seleccién antibiotico, por ejemplo, zeocina, neomicina, etc., cuyas secuencias de codificacion tendran un codén
de inicio GTG o TTG segun la invencion. Después de la seleccion de los clones adecuados, se interrumpe la
seleccion de antibiotico, y puede efectuarse entonces la seleccion continua o intermitente usando el marcador de
seleccidon enzimatico cultivando las células en medio que carece de los componentes identificados apropiados
descritos anteriormente y que contiene los componentes precursores apropiados descritos anteriormente. En este
aspecto, el marcador de seleccién metabdlica esta ligado operativamente con un IRES, y puede tener su contenido
normal de ATG, y el coddn de inicio puede elegirse adecuadamente de GTG o TTG. Las unidades de transcripcion
multicistronicas en este aspecto son al menos tricistronicas.

La practica de esta invencién empleara, a menos que se indique otra cosa, técnicas convencionales de inmunologia,
biologia molecular, microbiologia, biologia celular y ADN recombinante, que estan dentro de las habilidades de la
técnica. Véanse, por ejemplo, Sambrook, Fritsch y Maniatis, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 22 edicion,
1989; “Current Protocols in Molecular Biology”, Ausubel FM y col., ed., 1987; la serie “Methods in Enzymology”
(Academic Press, Inc.); “PCR2: A Practical Approach”, MacPherson MJ, Hams BD, Taylor GR, ed., 1995;
“Antibodies: A Laboratory Manual”, Harlow and Lane, ed., 1988.

La invencion se explica adicionalmente en los siguientes ejemplos. Los ejemplos no limitan la invencién en modo
alguno. Sirven simplemente para clarificar la invencion.

Ejemplos

El ejemplo 1 describe el sistema de seleccion con la unidad de transcripcion multicistronica de la presente invencion,
y resultara evidente que las variaciones descritas en los ejemplos 8-26 del documento WO 2006/048459 pueden
aplicarse también y ensayarse para las unidades de transcripcién multicistronicas de la presente solicitud. Lo mismo
es valido para las de los ejemplos 20-27 del documento US 2006/0195935.

Ejemplo 1: Seleccidn rigurosa disponiendo un gen de resistencia a zeocina modificado detras de una
secuencia IRES

Los ejemplos 8-26 del documento WO 2006/048459 han mostrado un sistema de selecciéon en que una secuencia
que codifica una proteina marcadora seleccionable esta en direccion 5’ de una secuencia que codifica una proteina
de interés en una unidad de transcripcion multicistronica, y en el que la secuencia de iniciaciéon de la traduccion del
marcador seleccionable no es éptima, y en el que se han retirado los ATG internos adicionales de la secuencia de
codificacion del marcador seleccionable. Este sistema da como resultado un sistema de seleccién de alto rigor. Por
ejemplo, se ha mostrado que el marcador de seleccion Zeo en el que se cambia el codén de iniciacidon de la
traduccion por TTG da un rigor de seleccion muy alto y muy altos niveles de expresion de la proteina de interés
codificada en direccion 3'.

En otro posible sistema de seleccidn (concretamente, el sistema de la presente invencioén), se dispone el marcador
de seleccioén, por ejemplo Zeo, en direccidon 3’ de una secuencia IRES. Esto crea un ARNm multicistronico del que se
traduce el producto del gen Zeo mediante iniciacion dependiente de IRES. En la construccion d2EGFP-IRES-Zeo
habitual (concretamente, una construcciéon de la técnica anterior, por ejemplo, el documento WO 2006/005718), el
coddn de inicio de Zeo es el ATG 6ptimo. Se ensay6 si cambiar el codén de inicio de Zeo ATG, por ejemplo, a TTG
(designado como IRES-TTG Zeo) da como resultado rigores de seleccion aumentados en comparacion con el IRES[]
ATG Zeo habitual.

Resultados
Se muestran esquematicamente en la FIG. 1 las construcciones usadas. La construccién de control consistia en un

promotor de CMV, el gen d2EGFP, una secuencia IRES (la secuencia del IRES usado (Rees y col., 1996) en este
ejemplo era:
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GCCCCTCTCCCTCCCCCCCCCCTAACGTTACTGGCCGAAGCCGCTTGGAATAAGGCCGGTGTGCGTTTGTCTAT
ATGTGATTTTCCACCATATTGCCGTCTTTTGGCAATGTGAGGGCCCGGAAACCTGGCCCTGTCTTCTTGACGAGC
ATTCCTAGGGGTCTTTCCCCTCTCGCCAAAGGAATGCAAGGTCTGTTGAATGTCGTGAAGGAAGCAGTTCCTCT
GGAAGCTTCTTGAAGACAAACAACGTCTGTAGCGACCCTTTGCAGGCAGCGGAACCCCCCACCTGGCGACAGG
TGCCTCTGCGGCCAAAAGCCACGTGTATAAGATACACCTGCAAAGGCGGCACAACCCCAGTGCCACGTTGTGA
GTTGGATAGTTGTGGAAAGAGTCAAATGGCTCTCCTCAAGCGTATTCAACAAGGGGCTGAAGGATGCCCAGAAG
GTACCCCATTGTATGGGATCTGATCTGGGGCCTCGGTGCACATGCTTTACATGTGTTTAGTCGAGGTTAAAAAAA
CGTCTAGGCCCCCCGAACCACGGGGACGTGGTTTTCCTTTGAAAAACACGATGATAAGCTTGCCACAACCCCGG
GATA; SEQ. ID. NO. 82), y un marcador de seleccion TTG Zeo, concretamente, el gen de resistencia a zeocina con
un codon de inicio TTG (“d2EGFP-IRES-TTG Zeo”). La otra construccién era la misma, pero con una combinacion
de STAR7 y STARG67 dispuestos en direccion 5 del médulo de expresion y STAR7 en direccion 3’ del médulo
(“STAR7/67 d2EGFP-IRES-TTG Zeo STAR7”). Se transfectaron ambas construcciones a células CHO-K1 y se
efectud la seleccion con zeocina 100 pg/ml en el medio de cultivo. Surgieron cuatro colonias después de la
transfeccion con la construccion de control y seis con la construccion que contiene STAR. Se aislaron y propagaron
estas colonias independientes antes del analisis de los niveles de expresién de d2EGFP. Como se muestra en la
FIG. 1, la incorporacion de elementos STAR a la construccién dio como resultado la formacion de colonias con altos
niveles de expresion de d2EGFP. De las colonias de control sin elementos STAR (“d2EGFP-IRES-TTG Zeo”), solo
una colonia exhibia cierta expresion de d2EGFP. Los niveles de expresion son también mucho mayores que los
obtenidos con otras construcciones de control que contienen el IRES con un Zeo normal con codoén de inicio ATG
estandar, con o sin elementos STAR (“d2EGFP-IRES-ATG Zeo” y “STAR 7/67 d2EGFP-IRES-ATG Zeo STAR7”;
también en estas construcciones de ATG Zeo habia un efecto potenciador de los elementos STAR, pero estos son
modestos en comparacioén con la variante TTG Zeo novedosa).

Estos resultados muestran que disponer un marcador de seleccion Zeo con un coddn de inicio TTG en direccién 3’
de una secuencia URES, en combinacion con elementos STAR, funciona bien y establece un sistema de seleccion
riguroso.

A partir de estos datos y los ejemplos 8-26 del documento WO 2006/048459 y 20-27 del documento US
2006/0195935, resultara evidente que el marcador puede variar de forma similar a los ejemplos 8-26 del documento
WO 2006/048459 y 20-27 del documento US 2006/0195935. Por ejemplo, en lugar de un codén de inicio TTG,
puede usarse un codon de inicio GTG, y el marcador puede cambiarse de Zeo a un marcador diferente, por ejemplo,
Neo, Blas, dhfr, puro, etc., todos con GTG o TTG como coddn de inicio. Los elementos STAR pueden variarse
usando diferentes secuencias STAR o diferentes disposiciones de los mismos, o sustituyéndolos por otros
elementos de control de cromatina, por ejemplo, secuencias MAR. Esto conduce a mejoras frente a los sistemas de
seleccion de la técnica anterior que tienen un IRES con un marcador con un codén de inicio ATG normal.

Como ejemplo no limitante, en lugar del gen de resistencia Zeo modificado (TTG Zeo), se dispone un gen de
resistencia a neomicina modificado en direccién 3’ de una secuencia IRES. La modificacion consiste en el reemplazo
del cododn de iniciacion de la traduccion ATG de la secuencia de codificacion de Neo por un codén de iniciacion de la
traduccion TTG, creando TTG Neo. La construccion CMV-d2EGF-IRES-TTG Neo, rodeada por elementos STAR o
no, se transfecta en células CHO-K1. Se recogen las colonias, se propagan las células y se miden los valores de
d2EGFP. Este (“IRES-TTG Neo”) conduce a mejoras frente al sistema de seleccion conocido que tiene Neo con un
codon de inicio ATG en direccion 3’ de un IRES (“IRES-ATG Neo”). La mejora es especialmente evidente cuando la
construccion TTG Neo comprende elementos STAR.

Ejemplo 2: Estabilidad de la expresiéon disponiendo un gen dhfr modificado detras de una secuencia IRES

La modificacién del codén de iniciacion de la traduccion del marcador de seleccién de zeocina por un codon de
iniciacion de la traduccidon que se usa mucho menos frecuentemente que el codén ATG habitual da como resultado
un sistema de seleccion de alto rigor. En el sistema de seleccion descrito en el documento WO 2006/048459, se
dispone el TTG Zeo en direccion 5 del gen de interés. En otro posible sistema de seleccion, se dispuso el marcador
de seleccién Zeo en direccién 3’ de una secuencia IRES (presente solicitud, véase el ejemplo 1). Esto crea un
ARNmM bicistrénico del que se traduce el producto del gen Zeo a partir de codones de iniciacion de la traduccion de la
secuencia IRES.

En este experimento, se combinaron realizaciones de estos dos sistemas. Se dispuso un marcador de seleccion
TTG en direccion & del gen informador y se acoplé un marcador metabdlico modificado con GTG o TTG con un
IRES con el gen informador. Pueden usarse diferentes genes marcadores de seleccion, tales como los genes de
resistencia a zeocina y neomicina, asi como el gen dhfr. Se dispuso aqui un gen de resistencia a zeocina modificado
TTG Zeo (véase el documento WO 2006/048459), en direccién 5’ de un gen de interés y el gen de seleccion dhfr en
direccién 3’ del gen de interés, acoplado por un IRES (Fig. 2). El objetivo de este mddulo de expresion era
seleccionar un clon de célula de mamifero productor de un alto nivel de proteina, en primer lugar mediante seleccion
por zeocina. La configuracion TTG Zeo-gen de interés consigue muy eficazmente este objetivo. Después de esta
fase de seleccion inicial, se emplean las caracteristicas de esta proteina dhfr para conseguir el mantenimiento de
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altos niveles de expresion en ausencia del antibidtico zeocina.

La presion de seleccion activa parece beneficiosa para mantener los niveles de expresion de proteina en una colonia
seleccionada por TTG Zeo al mismo alto nivel durante un periodo prolongado de tiempo. Esto puede lograrse, por
ejemplo, manteniendo una cantidad minima de zeocina en el medio de cultivo, pero esto no esta favorecido en
instalaciones industriales por razones econdmicas y potencialmente regulatorias (la zeocina es tanto téxica como
costosa).

Otro enfoque es acoplar el gen de interés con un marcador de seleccion que sea una enzima que metabolice una o
mas etapas esenciales en una ruta metabdlica. Con esencial, se entiende que la célula no es capaz de sintetizar
bloques de construccion metabdlicos esenciales especificos por si misma, implicando que estos bloques de
construccion tienen que estar presentes en el medio de cultivo para permitir sobrevivir a la célula. Son ejemplos bien
conocidos los aminoacidos esenciales que no pueden sintetizarse por una célula de mamifero y que tienen que estar
presentes en el medio de cultivo para permitir sobrevivir a la célula. Otro ejemplo esta relacionado con el gen dhfr
sintetizador de 5,6,7,8-tetrahidrofolato. La correspondiente enzima dhfr es una enzima de la ruta del folato. La
proteina dhfr convierte especificamente folato en 5,6,7,8-tetrahidrofolato, una lanzadera de grupos metilo necesaria
para la sintesis de novo de purinas (hipoxantina), acido timidilico (timidina) y el aminoacido glicina. Para funcionar,
tiene que estar presente en el medio de cultivo la sustancia no téxica folato (Urlaub y col., 1980). Ademas, el medio
tiene que carecer de hipoxantina y timidina, puesto que cuando estas estan disponibles para la célula, se evita la
necesidad de enzima dhfr. Las células CHO-DG44 carecen del gen dhfr y estas células necesitan por lo tanto glicina,
hipoxantina y timidina en el medio de cultivo para sobrevivir. Sin embargo, si los productos finales glicina,
hipoxantina y timidina estan ausentes del medio de cultivo, esta presente folato y se proporciona el gen dhfr porque
esta presente en un médulo de expresion de la célula, la célula puede convertir folato en 5,6,7,8-tetrahidroglato y
sobrevivir por tanto en este medio de cultivo. Este principio se ha usado durante muchos afios como metodologia de
seleccion para crear lineas celulares de mamifero transfectadas establemente.

Aqui se usa este principio no para seleccionar los clones estables inicialmente (esto se hace con zeocina), sino para
mantener las células bajo presion de seleccidon metabdlica. La ventaja es que puede conseguirse una expresion de
proteina muy alta mediante el sistema de seleccion TTG Zeo, y que estos altos niveles de expresion pueden
mantenerse sin necesidad de mantener la zeocina en el medio de cultivo. En lugar de ello, la zeocina puede omitirse
del medio y la ausencia de glicina, hipoxantina y timidina (GHT) o solo hipoxantina y timidina (HT) del medio de
cultivo es suficiente para mantener la presion de seleccion suficientemente alta para garantizar altos niveles de
expresion de proteina. Dicha configuracion requiere la presencia de dos marcadores de seleccién, tanto el gen de
resistencia a zeocina como el gen dhfr tienen que estar presentes en el mdédulo de expresion. Como se indica
anteriormente, esto se consigue eficazmente cuando ambos genes estan presentes con el gen de interés en una
configuracion tal que se transcribe un ARNm tricistronico a partir de un solo promotor. Cuando se emplea el gen de
resistencia a zeocina modificado (TTG Zeo) en direccion 5 del gen d2EGFP, el gen dhfr tiene que estar en direccion
3’ acoplado con el gen d2EGFP, por ejemplo, mediante una secuencia IRES (Fig. 1).

Resultados

Se prepararon construcciones en que se dispuso el marcador de seleccion TTG Zeo en direccion 5 del gen
informador d2EGFP y el marcador de seleccion dhfr en direccion 3’ del gen d2EGFP, acoplado mediante una
secuencia IRES (Fig. 2). Estas construcciones estaban flanqueadas por STAR 7/67/7. Se prepararon tres versiones
de estas construcciones: ATG dhfr, GTG dhfr o TTG dhfr, indicando cada nombre el codén de inicio usado para el
gen dhfr. Se transfectaron las construcciones en células CHO-DG44. Se transfecté el ADN usando Lipofectamine
2000 (Invitrogen) y se cultivaron las células en presencia de zeocina 400 pg/ml en medio IMDM (Gibco) + 10% de
FBS (Gibco) + suplemento de HT.

El valor medio de d2EGFP en 14 clones de TTG Zeo IRES ATG dhfr era de 341 (dia 1), cuando se media en
presencia de zeocina 400 ug/ml (Fig. 2). Después de estas medidas, se dividieron las células y se cultivaron
adicionalmente en tres condiciones:

(1) con zeocina 400 pupg/m y con hipoxantina y timidina (suplemento HT) en el medio,
(2) sin zeocina, pero con suplemento de HT en el medio,

(3) sin zeocina y sin suplemento de HT.

En resumen, en la condicion 1, las células estan solo bajo presion de seleccion de zeocina, en la condicion 2 las
células no estan bajo presion de seleccion y en la condicion 3 las células permanecen bajo presion de seleccion por
dhfr. La dltima condicion 3 requiere la expresion continua del gen dhfr para permitir como resultado la expresion de
la proteina dhfr y la supervivencia celular.

Después de 65 dias, se midieron de nuevo los valores de d2EGFP. El valor medio de d2EGFP en los clones TTG

Zeo IRES ATG dhfr bajo seleccidon con zeocina era ahora de 159 (Fig. 2). El valor medio de d2EGFP en los clones
TTG Zeo IRES ATG dhfr sin zeocina y con suplemento de HT era de 20 (Fig. 2). El valor medio de d2EGFP en los
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clones TTG Zeo IRES ATG dhfr sin seleccién por zeocina y sin suplemento de HT era de 37 (Fig. 2). Globalmente,
se observo una caida de los valores de d2EGFP, pero mayor en ausencia de zeocina, independientemente de si
estaba presente suplemento de HT o no.

Se siguid el mismo protocolo con la construccion TTG Zeo IRES GTG dhfr. El valor medio de d2EGFP en 15 clones
TTG Zeo IRES GTG dhfr era de 455 (dia 1), cuando se media en presencia de zeocina 400 ug/ml (Fig. 3). Después
de estas medidas, se dividieron las células y se cultivaron adicionalmente en las tres condiciones anteriormente
descritas. Después de 65 dias, se midieron de nuevo los valores de d2EGFP. El valor medio de d2EGFP en los
clones TTG Zeo IRES GTG dhfr con seleccion por zeocina era ahora de 356 (Fig. 3). El valor medio de d2EGFP en
los clones TTG Zeo IRES GTG dhfr sin seleccion por zeocina y con suplemento de HT era de 39 (Fig. 3). El valor
medio de d2EGFP en los clones TTG Zeo IRES GTG dhfr sin seleccidon por zeocina y sin suplemento de HT era de
705 (Fig. 3).

En este caso, se observé por tanto una caida de los valores de d2EGFP solo en ausencia de zeocina y en presencia
del suplemento de HT (condicién 2). En ausencia de zeocina, pero en ausencia también de suplemento de HT, los
valores de d2EGFP se volvieron en realidad significativamente mayores (condicion 3). Esto puede indicar que los
niveles de expresion de la proteina dhfr, debido a la frecuencia de traduccién dafiada del ARNm de GTG dhfr, son
suficientemente bajos para proporcionar un rigor de seleccion muy alto. Esta presién de seleccion, en ausencia de
cualquier agente tdxico, es suficientemente alta para mantener altos niveles de expresion con el tiempo, y
aparentemente mejora incluso estos niveles de expresién con el tiempo.

Se hizo lo mismo para la construccion TTG Zeo IRES TTG dhfr. El valor medio de d2EGFP en 18 clones TTG Zeo
IRES TTG dhfr era de 531 (dia 1), cuando se media en presencia de zeocina 400 pg/ml (Fig. 4). Después de estas
medidas, se dividieron las células y se cultivaron adicionalmente en las tres condiciones anteriormente descritas.
Después de 65 dias, se midieron de nuevo los valores de d2EGFP. El valor medio de d2EGFP en los clones TTG
Zeo IRES TTG dhfr con seleccion por zeocina era ahora de 324 (Fig. 4). El valor medio de d2EGFP en los clones
TTG Zeo IRES TTG dhfr sin seleccion por zeocina y en presencia de suplemento de HT era de 33 (Fig. 4). El valor
medio de d2EGFP en los clones TTG Zeo IRES TTG dhfr sin seleccion por zeocina y sin suplemento con HT era de
1124 (Fig. 4).

Se observd de nuevo una caida de los valores de d2EGFP solo en ausencia de zeocina y en presencia de
suplemento de HT (condicion 2). En ausencia de zeocina, pero en ausencia de suplemento de HT, los valores de
d2EGFP se volvieron aun mayores que con la construccién TTG Zeo IRES GTG dhfr (condicién 3). Puesto que la
variante TTG es mas rigurosa que la variante GTG, se espera que se traduzcan ain menos proteina dhfr con TTG
dhfr que con la variante GTG dhfr. La presion de seleccion aumentada en ausencia de cualquier agente tdxico con la
variante TTG dhfr es suficientemente alta para mantener altos niveles de expresién de proteina con el tiempo, y
aparentemente también mejora adicionalmente los niveles de expresion de proteina con el tiempo.

Los datos muestran que el acoplamiento de una variante de codén de inicio no ATG del gen dhfr mediante un IRES
al gen d2EGFP permite un alto grado de estabilidad de una alta expresion de d2EGFP en células CHO-DG44. Esto
ocurre en medio de cultivo sin zeocina y sin productos finales metabdlicos esenciales. La seleccion previa con
zeocina mediante el marcador de seleccion TTG Zeo modificado permite el establecimiento eficaz de colonias con
altos niveles de expresion de d2EGFP. Ahora se requiere solo un sencillo cambio del medio de cultivo (retirando
zeocina y HT) para mantener los altos niveles de expresion de d2EGFP, e incluso mejorar estos niveles de
expresion.

Ejemplo 3: La expresiéon aumentada disponiendo un gen dhfr modificado detras de una secuencia IRES
debilitada no es el resultado de la amplificacion génica

El uso del gen dhfr como marcador de seleccién en la técnica anterior se basaba a menudo en la amplificacion del
gen dhfr. Se us6 un agente téxico, metotrexato, en dichos sistemas para amplificar el gen dhfr y al mismo tiempo con
él el transgén deseado, del que podrian encontrarse integradas hasta muchos miles de copias en el genoma de
células CHO después de dicha amplificacién. Aunque estos altos numeros de copias conducen a altos niveles de
expresion, se consideran también una desventaja porque tantas copias pueden conducir a una inestabilidad
gendémica aumentada y la retirada adicional de metotrexato del medio de cultivo conduce a la rapida retirada de
muchos de los loci amplificados.

En el ejemplo 2, no se usd metotrexato para inhibir la actividad de la enzima dhfr. Solo se retiraron hipoxantina y
precursor de timidina del medio de cultivo, y esto fue suficiente para conseguir tanto la estabilidad de la expresion de
proteina como niveles de expresién incluso aumentados. Por lo tanto, se determiné si el empleo de la enzima dhfr en
este entorno daba como resultado la amplificacion génica.
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Resultados

Se aislé ADN de los clones que se describieron en el ejemplo 2, el mismo dia (65) que se midieron los valores de
d2EGFP. Con este ADN, se determinaron los nimeros de copias de d2EGFP.

El nimero medio de copias de d2EGFP en los clones TTG Zeo IRES ATG dhfr con seleccidn por zeocina era de 86
(condicion 1) (Fig. 5). El numero medio de copias de d2EGFP en los clones TTG Zeo IRES ATG dhfr sin seleccion
por zeocina y en presencia del suplemento de HT era de 53 (condicion 2) (Fig. 5). El nimero medio de copias de
d2EGFP en los clones TTG Zeo IRES ATG dhfr sin seleccion por zeocina y sin suplemento de HT era de 59
(condicion 3) (Fig. 5).

El nimero medio de copias de d2EGFP en los clones TTG Zeo IRES GTG dhfr con seleccion por zeocina era de 23
(condicion 1) (Fig. 6). El numero medio de copias de d2EGFP en los clones TTG Zeo IRES GTG dhfr sin seleccion
por zeocina y en presencia del suplemento de HT era de 14 (condicién 2) (Fig. 6). El nimero medio de copias de
d2EGFP en los clones TTG Zeo IRES GTG dhfr sin seleccién por zeocina y sin suplemento de HT era de 37
(condicion 3) (Fig. 6).

El numero medio de copias de d2EGFP en los clones TTG Zeo IRES TTG dhfr con seleccion por zeocina era de 33
(condicion 1) (Fig. 7). El niumero medio de copias de d2EGFP en los clones TTG Zeo IRES TTG dhfr sin seleccion
por zeocina y en presencia del suplemento de HT era de 26 (condicion 2) (Fig. 7). El nimero medio de copias de
d2EGFP en los clones TTG Zeo IRES TTG dhfr sin selecciéon por zeocina y sin suplemento de HT era de 32
(condicion 3) (Fig. 7).

En ninglin caso se observd un fuerte aumento de los nimeros de copias de d2EGFP después de la retirada del
suplemento de HT, lo que daba como resultado valores de d2EGFP aumentados en el caso de la variante GTG dhfr
y TTG dhfr. El hecho de que con ambas construcciones los valores de d2EGFP permanecieran estables con el
tiempo e incluso aumentaran significativamente debe ser debido a la accidon de la proteina dhfr. Es mas, no se
observaron niumeros de copias de d2EGFP aumentados en los clones TTG Zeo TTG dhfr en absoluto, y solo un
modesto aumento en los clones TTG Zeo GTG dhfr. De forma interesante, los niumeros de copias de d2EGFP
globales en los menores productores, los clones TTG Zeo ATG dhfr, eran mayores que en las ofras dos variantes,
mientras que estos clones no mantenian los valores de fluorescencia de d2EGFP iniciales altos (véase el ejemplo 2).
Se concluye a partir de estos datos que la amplificacién génica conocida comunmente, observada cuando se usa la
proteina dhfr en combinacion con la adicién de metotrexato, no es la responsable de mantener los niveles de
expresion de d2EGFP estables con el tiempo y del aumento observado de estos niveles de expresion. En lugar de
ello, parece que se expresa mas proteina d2EGFP por copia del gen d2EGFP con las variantes GTG y TTG dhftr.

Se han analizado adicionalmente los niveles de ARNm de d2EGFP de los diferentes clones y en diferentes
condiciones como anteriormente, y se ha encontrado que estos niveles de ARNm seguian ampliamente la tendencia
de los valores de fluorescencia de d2EGFP. Por lo tanto, se concluyé que los aumentos de los valores de
fluorescencia de d2EGFP son debidos a niveles de ARNm aumentados, y no a eficacias de traduccion alteradas.
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ADN que comprende: una unidad de transcripcién multicistronica que comprende al
menos una secuencia de codificacidon que codifica tanto

i) un polipéptido de interés, como

ii) un polipéptido marcador seleccionable funcional en una célula hospedadora eucaridtica,
en la que el polipéptido de interés tiene una secuencia de iniciacion de la traduccion separada de la del polipéptido
marcador seleccionable,

en la que al menos una secuencia de codificacién del polipéptido de interés esta en direcciéon 5 de al menos una
secuencia de codificacion del polipéptido marcador seleccionable en dicha unidad de transcripcién multicistrénica,

en la que esta presente un sitio de entrada interna del ribosoma (IRES) en direcciéon 3’ a al menos una secuencia de
codificacion del polipéptido de interés y en direccion 5’ a al menos una secuencia de codificacion del polipéptido
marcador seleccionable, y

caracterizada por que la secuencia de codificacion que codifica el polipéptido marcador seleccionable comprende
una secuencia de inicio de la traduccion seleccionada del grupo constituido por:

a) un codon de inicio GTG;

b) un codén de inicio TTG;

€) un codon de inicio CTG;

d) un coddn de inicio ATT y

€) un codon de inicio ACG.

2. Una molécula de ADN segun la reivindicacion 1, en la que la secuencia de inicio de la traduccion para
el polipéptido marcador seleccionable comprende un codén de inicio GTG o un coddn de inicio TTG.

3. Una molécula de ADN segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el
polipéptido marcador seleccionable proporciona resistencia frente a los efectos letales o inhibidores del crecimiento
de un agente de seleccion.

4. Una molécula de ADN segun la reivindicacion 3, en la que dicho agente de seleccion se selecciona del
grupo constituido por zeocina, puromicina, blasticidina, higromicina, neomicina, metotrexato, metionina sulfoximina y
kanamicina.

5. Una molécula de ADN segun la reivindicacién 3, en la que el agente de seleccion es zeocina.

6. Una molécula de ADN segun la reivindicacion 1 o 2, en la que el polipéptido marcador seleccionable
es una enzima sintetizadora de 5,6,7,8-tetrahidrofolato (dhfrdhfr).

7. Una molécula de ADN segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la unidad
de transcripcion multicistronica comprende adicionalmente una secuencia que codifica un segundo polipéptido
marcador seleccionable funcional en la célula eucaridtica, en la que dicha secuencia codifica un segundo polipéptido
marcador seleccionable:

a) tiene una secuencia de iniciacion de la traduccién separada de la del polipéptido de interés,

b) esta dispuesta en direccién 5’ de dicha secuencia que codifica un polipéptido de interés,

¢) no tiene ninguna secuencia ATG en la hebra de codificacion después del codon de inicio de dicho
polipéptido marcador seleccionable hasta el codén de inicio del polipéptido de interés y

d) tiene un codon de inicio GTG o un coddn de inicio TTG.

8. Un modulo de expresién que comprende una molécula de ADN segun una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, comprendiendo dicho modulo de expresién un promotor en direccion 5 de dicha
unidad de transcripcion multicistrénica y una secuencia de terminacion de la transcripcion en direccion 3’ de la
unidad de transcripcion multicistrénica, en el que dicho médulo de expresion es funcional en una célula hospedadora
eucariotica para iniciar la transcripcion de la unidad de transcripcion multicistronica.

9. Un moédulo de expresion segun la reivindicacién 8, que comprende adicionalmente al menos un
elemento de control de cromatina seleccionado del grupo constituido por una regién de uniéon a matriz 0 armazon
(MAR/SAR), una secuencia aislante, un elemento de apertura de cromatina universal (UCOE) y una secuencia
antirrepresora (STAR).
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10. Un modulo de expresién segun la reivindicacion 9, en el que dicho al menos un elemento de control de
cromatina es una secuencia antirrepresora seleccionada del grupo constituido por:

a) una cualquiera de SEQ. ID. NO. 1 a SEQ. ID. NO. 66;

b) fragmentos de una cualquiera de SEQ. ID. NO. 1 a SEQ. ID. NO. 66, en los que dichos fragmentos
tienen actividad antirrepresora;

¢) secuencias que son al menos un 70% idénticas en secuencia nucleotidica a a) o a b), en las que dichas
secuencias tienen actividad antirrepresora; y

d) el complemento de uno cualquiera de a) a c).

11. Una célula hospedadora que comprende una molécula de ADN segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-7 o un moédulo de expresion segun una cualquiera de las reivindicaciones 8-10, siendo
preferiblemente la célula hospedadora una célula de mamifero, preferiblemente una célula de ovario de hamster
chino (CHO).

12. Un procedimiento de generacion de una célula hospedadora capaz de expresar un polipéptido de
interés, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

a) introducir en una pluralidad de células precursoras una molécula de ADN segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-7 o un médulo de expresién segun una cualquiera de las reivindicaciones 8-10 y

b) cultivar la pluralidad de células precursoras en condiciones adecuadas para la expresion del polipéptido
marcador seleccionable, y

c) seleccionar al menos una célula hospedadora que expresa el polipéptido de interés.

13. Un procedimiento de expresiéon de un polipéptido de interés, que comprende cultivar una célula
hospedadora que comprende un mdédulo de expresion segun una cualquiera de las reivindicaciones 8-10 y que
expresa el polipéptido de interés a partir del médulo de expresion.

14. Un procedimiento segun la reivindicacion 13, que comprende adicionalmente recoger el polipéptido de
interés.
15. Un procedimiento segun la reivindicacion 13 6 14, en el que dichas células hospedadoras son células

CHO que tienen fenotipo dhfr y en el que el médulo de expresion comprende una secuencia de codificacion de un
polipéptido marcador seleccionable que es una enzima sintetizadora de 5,6,7,8-tetrahidrofolato (dhfrdhfr), en el que
dichas células se cultivan en un medio de cultivo que contiene folato y estando dicho medio de cultivo esencialmente
desprovisto de hipoxantina y timidina.

21



ES 2367 530 T3

[promotor|d2EGFP] IRES [TTG Zeo| t|

—
[STAR7| STAR67 ||promotor]d2EGFP| IRES [TTG Zeo|t|[sTAR7]

[promotor|d2EGFP| IRES |ATG Zeo| t|

—
[STAR7| STAR67 |[promotor]d2EGFP| IRES [ATG Zeo|t||STAR7|

4000 - )
3000 -
2000 - -
1000 -
0 -l mp— ' —— L
O o Q.
0’\/0 &?g. ’1/00 éﬂv’
AL S O
< 0 S ¢
& 17 oY oV
& & & W
& &
& &

22



ES 2367 530 T3

—
[sTAR 7[sTAR67]|[cMV] TTG Zeo [d2EGFP[IRES | ATG dhfr | [t|[STAR 7]

1000 -
750 -
500 - :
250 " ; s
-
0 : E | | _;_ | | :
o
06\ 6@ &56 66"
2 &
NOR < &
M v A

23



ES 2367 530 T3

—

[STAR 7[STAR67|

CMV | TTG Zeo |d2EGFP|IRES | GTG dnfr | [t][STAR 7]

2000 - .
1500 4 .
1000 1 :
] ) R
$
500 4 —— .
H . '
0 1— | — .
N & H &
o6 &6 &66 &6
x"'e xszs sz o,‘?‘
(o] (o] (")
< < A
x," :" ‘

FIG. 3

24



ES 2367 530 T3

—

[STAR 7 [STAR67|

CMV | TTG Zeo |d2EGFP[IRES | TTG dhfr | [t|[STAR 7]

4000 -
3000 - |
2000 -
10004 : 0
f S
: ——
0 ' ——t— i
N O 2] )
006 /\66 . K . K
):1/ ox\z\ ox\z\ o :2\
x,\/@ :‘/0 :‘/0

25



ES 2367 530 T3

—

[STAR 7 [STAR67|

CMV | TTG Zeo |d2EGFP[IRES | ATG dhfr | [t][STAR 7]

450
400
350
300
250
200
150
100

50

: : ;
) 1 _
x& Q &
x O
O (o] <
{a v v

FIG. 5

26



ES 2367 530 T3

—
[sTAR 7[sTAR67]|[ cMV] TTG Zeo [d2EGFP[IRES | GTG dhfr | [t|[STAR 7]

125 -
100 - -
75 - . .
50 - :
25 - . '
o L | :
A v o

27



ES 2367 530 T3

—
[sTAR 7[sTAR67]|[cMV] TTG Zeo [d2EGFP[IRES| TTG dhfr | [t|[STAR 7]

100 =
75 - . )
50 - ,
25 - ' — T .
. s '
0 . ' .
A A A
)(Q ox% oo%
o » g
%

28



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



