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DESCRIPCION
Fragmentos de ADN que aumentan la expresion, uso de los mismos y procedimientos para encontrarlos

La invencién hace referencia al campo de la biologia molecular y la biotecnologia. Mas especificamente la presente
invencion hace referencia a medios y procedimientos para mejorar la expresion de ADN recombinante.

Las proteinas pueden producirse en diversas células huésped para un amplio intervalo de aplicaciones en biologia y
biotecnologia, por ejemplo como productos biofarmacéuticos. Células huésped eucariotas y en particular células
huésped de mamiferos se prefieren para este propdsito para expresion de muchas proteinas, por ejemplo cuando
tales proteinas tienen ciertas modificaciones postraduccionales tales como glucosilacion. Los procedimientos para
tal produccion estan bien establecidos y generalmente conllevan la expresiéon en una célula huésped de un acido
nucleico (también referido como “transgén”) que codifica la proteina de interés. En general, el transgén junto con un
gen marcador seleccionable se introduce dentro de una célula precursora, las células se seleccionan por la
expresion del gen marcador y se identifican uno o mas clones que expresan la proteina de interés a niveles altos y
se usan para la expresion de la proteina de interés.

Se han descrito elementos de ADN que en general mejoran la expresion de ADN recombinante en células
eucariotas. Ejemplos de tales elementos basicos son elementos anti-represores, tales como elementos STAR
(documento WO 03/004704; Kwaks y cols., 2003), regiones de unidn a matriz (MAR) (por ejemplo Phi-Van y cols.,
1990; WO 02/074969, WO 2005/040377), elementos aislantes (por ejemplo West y cols., 2002; Chung y cols., 1993,
1997; Kellum y Schedl, 1991; WO 94/23046, WO 96/04390, WO 01/02553, WO 2004/027072), UCOE (documentos
WO 00/05393, WO 02/24930, WO 02/099089, WO 02/099070). Estos elementos pueden al menos en parte
funcionar contrarrestando los efectos represivos de la cromatina.

Otro ejemplo de elementos que mejoran la expresion recombinante son los asi llamados Elementos de Secuencia
que Aumentan Expresion (EASE) como se describe en el documento EP 0873405 B1. Tales elementos se
obtuvieron a partir de ADN gendémico de las células de ovario de hamster chino (CHO).

Varios de los elementos de ADN basicos que mejoran la expresion tienen una considerable longitud, siendo incluso
mas larga que 1 kb y a veces siendo de varias kb de longitud, lo que los hace en muchos casos menos faciles de
manipular y clonar en la configuracion deseada en por ejemplo plasmidos de expresion.

Ademas, diferentes tipos de elementos podrian actuar de forma diferente y asi puede haber potencial para mejorar
expresion recombinante interviniendo a diferentes niveles moleculares.

Queda una necesidad en la técnica de incrementar expresién de ADN recombinante en células de mamiferos. La
presente invencion espera conseguir proporcionar medios y procedimientos para este propdsito.

Sumario de la invencion

Se reveld un concepto novedoso para seleccionar células huésped que expresen altos niveles de polipéptidos de
interés en la solicitud internacional PCT/EP2005/055794 (publicada como documento WO 2006/048459), que se
presentoé antes pero se publicé después de la fecha de prioridad de la solicitud actual. Se reveldé una alternativa en la
solicitud de patente de EE.UU. n.° 11/359,953 (publicada como documento US 2006/0141577) y en la solicitud
internacional PCT/EP2007/051696, también presentada antes pero publicada después de la fecha de prioridad de la
solicitud actual. Las revelaciones de las solicitudes PCT/EP2005/055794, US 11/359,953 y PCT/EP2007/051696 se
incorporan en su totalidad por referencia en el presente documento. Brevemente, aquellas solicitudes ensefian el
uso de una secuencia que codifica un polipéptido marcador seleccionable con un codon de iniciacién que no es
ATG, por ejemplo un GTG o TTG. Esto dio como resultado la posibilidad de seleccionar clones con alta restrictividad
y se uso para obtener clones de células huéspedes con niveles de expresion muy altos.

La presente invencién explota la restrictividad de seleccion obtenida por esas secuencias codificando un polipéptido
marcador seleccionable con un codon de iniciacion GTG o TTG, para una revisiéon novedosa capaz de obtener
fragmentos de ADN que aumentan la expresion. Se han descrito procedimientos para revisar en busca de elementos
anti-represores en la técnica anterior, por ejemplo en el documento WO 00/09749, pero en contraste con los
presentes procedimientos tales procedimientos usaban ADN que codifica proteinas marcadoras seleccionables que
tienen un codon de iniciacion normal, es decir un codon de iniciaciéon ATG.

En un aspecto la presente invencion proporciona un procedimiento de obtencion de un fragmento de ADN que
aumenta la expresion, procedimiento que comprende las etapas de: 1) proporcionar una diversidad de vectores que
comprenden fragmentos, comprendiendo dichos vectores fragmentos de ADN que tienen un tamafo de entre
aproximadamente 50 y 5000 pares de bases, estando localizados dichos fragmentos a una distancia de menos de
aproximadamente 5000 pares de bases de una unidad de transcripcion, comprendiendo dicha unidad de
transcripciéon un promotor unido operativamente a la secuencia que codifica una proteina marcadora seleccionable
que protege a una célula huésped de los efectos letales e inhibidores del crecimiento de un agente de seleccién, en
el que la secuencia que codifica la proteina marcadora seleccionable tiene un codon de iniciacion GTG o un codon
de iniciacion TTG; 2) introducir los fragmentos que comprenden vectores dentro de las células huésped; 3) cultivar
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las células huésped en presencia del agente de seleccidn; y 4) obtener el fragmento de ADN que aumenta la
expresion a partir de las células huésped que aun pueden crecer en presencia del agente de seleccidon después de
al menos dos semanas.

La invencion proporciona adicionalmente una genoteca que comprende una diversidad de vectores que comprenden
fragmentos, teniendo dichos vectores que comprenden fragmentos un tamario de entre aproximadamente 50 y 5000
pares de bases, estando localizados dichos fragmentos a una distancia de menos de aproximadamente 5000 pares
de bases de una unidad de transcripcién, comprendiendo dicha unidad de transcripcién un promotor unido
operativamente a secuencia que codifica una proteina marcadora seleccionable que protege una célula huésped de
los efectos letales e inhibidores de crecimiento de un agente de seleccidn, en la que la secuencia que codifica la
proteina marcadora seleccionable tiene un codon de iniciacion GTG o un codon de iniciacion TTG.

En otro aspecto, la invencién proporciona adicionalmente una molécula de ADN recombinante que comprende un
fragmento de ADN que aumenta la expresion seleccionada del grupo constituido por: a) SEC. ID. N.° 3 (47D); b)
SEC. ID. N.° 4 (44F); c) fragmentos de a) o b), en los que dicho fragmento tiene actividad que aumenta la expresion;
y d) secuencias que son al menos idénticas al 70% en secuencia de nucledtidos a a), b) o c), en los que dichas
secuencias tienen actividad que aumenta la expresién, dicha molécula de ADN recombinante comprende
adicionalmente un casete de expresion, comprendiendo dicho casete de expresion un promotor heterélogo unido a
un acido nucleico de interés.

La invencién también proporciona una célula que comprende una molécula de ADN recombinante de acuerdo con la
invencion.

La invencién proporciona adicionalmente un procedimiento para producir una proteina de interés, que comprende
cultivar una célula que comprende una molécula de ADN recombinante de acuerdo con la invencion para expresar el
acido nucleico que codifica la proteina de interés en dicha célula.

Breve descripcion de las figuras

FIG. 1. Resultados con fragmentos de ADN que aumentan expresion (EADF) 44F y 47D en construcciones de
expresion, en las células CHO-K1. La construccion de expresion de control no contiene secuencias EADF o STAR.
Como otro control, se muestra la expresion de una construccion con STAR?7 flanqueando la construccion y STARG7
anteriormente en la cadena con respecto al promotor. Véase ejemplo 1 para detalles. Los puntos indican puntos de
datos individuales; las lineas indican los niveles de expresion promedio; las construcciones usadas estan indicadas
en el eje horizontal y representadas esquematicamente por encima de la grafica; el eje vertical indica sefial de
d2EGFP en clones resistentes a zeocina.

FIG. 2. Como la Fig. 1, pero en las células CHO-DG44. Se uso el fragmento de ADN 47D que aumenta la expresion.
Véase el ejemplo 1 para detalles.

Descripcion detallada de la invenciéon

El término "gen monocistronico” se define como un gen capaz de proporcionar una molécula de ARN que codifica un
polipéptido. Una “unidad de transcripcion multicistronica”, también referida como gen multicistrénico, 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. Un
gen bicistronico esta por lo tanto comprendido dentro de la definicion de un gen multicistrénico.

Un “polipéptido” como se usa en el presente documento comprende al menos cinco aminoacidos unidos por enlaces
peptidicos y puede por ejemplo ser una proteina o una parte, tal como una subunidad, de la misma.
Mayoritariamente, los términos polipéptido y proteina se usan intercambiablemente en el presente documento.

Un "gen" o una "unidad de transcripcion" como se usa en la presente invencion puede comprender ADN, ADNC,
ADN artificial, combinaciones de los mismos y similares. Unidades de transcripcién comprendiendo varios cistrones
se transcriben como un ARNm individual.

Las moléculas de ADN de la invencién pueden estar presentes en forma de ADN de doble hebra, teniendo con
respecto al polipéptido marcador seleccionable y/o al 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, salvo por la
presencia de T en vez de U. Por lo tanto, un codon de iniciacién AUG esta codificado en la hebra codificante por una
secuencia ATG y la hebra que contiene esta secuencia ATG que corresponde al codon de iniciacion AUG en el ARN
se refiere como la hebra codificante del ADN. Estara claro que los codones de iniciacion o las secuencias de
iniciacion de traduccion estan de hecho presentes en una molécula de ARN, pero que éstas pueden considerarse
igualmente expresadas en la molécula de ADN que codifica para una molécula de ARN tal; asi, dondequiera que en
la presente invencion se hace referencia a un codon de iniciacidén o a una secuencia de iniciacién de la traduccion,
se quiere incluir a la molécula de ADN correspondiente que tiene la misma secuencia que la molécula de ARN
menos por la presencia de una T en vez de un U en la secuencia codificante de dicha molécula de ADN vy viceversa,
salvo donde se especifique explicitamente de otra manera. En otras palabras, un codon de iniciacion es por ejemplo
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una secuencia AUG en ARN, pero la secuencia ATG correspondiente en la hebra codificante del ADN se refiere
también como codon de iniciacién en la presente invenciéon. Lo mismo se usa para la referencia de las secuencias
codificantes “en fase”, significado tripletes (3 bases) en la molécula de ARN que se traduce en un aminoacido, pero
también se interpreta como las secuencias trinucleotidicas correspondientes en la hebra codificante de la molécula
de ADN.

Una secuencia de inicio de traduccion se refiere a menudo en el campo como “secuencia de Kozak” y una secuencia
de Kozak optima es RCCATGG, el codon de iniciacion subrayado, siendo R una purina, es decir A o G (véase Kozak
M, 1986, 1987, 1989, 1990, 1997, 2002). Asi, ademas del codon de iniciacidon por si mismo, el contexto del mismo,
en particular nucleotidos -3 a —1 y +4, son relevantes y una traduccién 6ptima de la secuencia de inicio comprende
un codon de inicio éptimo (es decir ATG) en un contexto 6ptimo (es decir el ATG precedido directamente por RCC y
seguido directamente por G). La traduccion por los ribosomas comienza preferentemente en el primer codon de
iniciacion que encuentran cuando exploran a partir del casquete 5 del ARNm (mecanismo de barrido) y es mas
eficiente cuando esta presente una secuencia de Kozak éptima (véase Kozak M, 1986, 1987, 1989, 1990, 1997,
2002). Sin embargo, en un pequefio porcentaje de eventos, se reconocen secuencias de iniciacion de la traduccion
no 6ptimas y se usan por el ribosoma para empezar la traduccion. La invencion hace uso de este principio y permite
disminuir la cantidad de traduccion y asi de expresion del polipéptido marcador seleccionable, que puede por lo tanto
usarse para incrementar la restrictividad del sistema de seleccion y de ese modo pueden identificarse fragmentos de
ADN que aumentan la expresién nuevos. Para este propdsito, el codon de iniciacién ATG en si mismo del
polipéptido marcador seleccionable esta mutado en un codon de iniciacion GTG o en un codon de iniciaciéon TTG.

Las secuencias de codificacion de la proteina marcadora seleccionable de los documentos WO 2006/048459 y US
2006/0141577 en las realizaciones preferidas tienen un codon de iniciacion GTG o mas preferentemente un codon
de iniciacion TTG. Como una consecuencia del sistema de seleccidn restrictivo con un codon de iniciacion GTG o
TTG para la secuencia codificante marcadora seleccionable, ningun clon o casi ningun clon se desarrollara, a menos
que el vector haya incorporado un fragmento de ADN que aumente la expresion. Por lo tanto, este sistema permite
la deteccion y aislamiento de tales elementos novedosos con alta restrictividad y alta eficiencia.

En un aspecto, la presente invencion proporciona por lo tanto un procedimiento de obtencién de un fragmento de
ADN que aumenta la expresion, procedimiento que comprende las etapas de: 1) proporcionar una diversidad de
vectores que comprenden fragmentos, comprendiendo dichos vectores fragmentos de ADN que tienen un tamario de
entre aproximadamente 50 y 500 pares de bases estando dichos fragmentos de ADN localizados a una distancia de
menos de aproximadamente 5000 pares de bases de una unidad de transcripcion, comprendiendo dicha unidad de
transcripciéon un promotor operativamente unido a secuencia que codifica una proteina marcadora seleccionable que
protege a una célula hospedadora de los efectos letales o inhibidores del crecimiento de un agente de seleccion, en
el que la secuencia que codifica la proteina marcadora seleccionable tiene un codon de iniciacién GTG o un codon
de iniciaciéon TTG; 2) introducir los vectores que comprenden fragmentos dentro de las células huésped; 3) cultivar
las células huésped en presencia del agente de seleccion; y 4) obtener el fragmento de ADN que aumenta la
expresion de células huésped que aun pueden crecer en presencia del agente de seleccion después de al menos
dos semanas. Este aspecto de la invencion se refiri6 como el procedimiento de revision de la invencion.

Los fragmentos de ADN pueden por ejemplo obtenerse adecuadamente a partir del genoma de una célula,
incluyendo una célula de mamifero, por ejemplo a partir de una célula humana, una célula de ratén, una célula de
hamster, una célula de rata y similares. Los fragmentos pueden por ejemplo obtenerse también a partir de una
genoteca de una parte de un genoma o de un genoma completo. Podrian usarse también genomas de otros
organismos como la fuente para los fragmentos de ADN, incluyendo por ejemplo plantas, levaduras, C. elegans, pez
cebra, Drosophila, etc., o incluso de bacterias o virus. En principio, los fragmentos de ADN sintético podrian ponerse
también a prueba en el procedimiento de revision de la invencion. Los fragmentos pueden clonarse por técnicas de
biologia molecular convencionales dentro de los vectores, obteniendo asi la diversidad de los vectores que
contienen fragmentos. En las realizaciones preferidas, los fragmentos tienen un tamafio de entre aproximadamente
100 y 2000 pares de bases, mas preferentemente entre aproximadamente 200 y 1000 pares de bases. La ventaja de
usar fragmentos con un tamafio promedio menor es que los fragmentos de ADN que aumentan la expresion que se
seleccionaran seran menores y asi mas faciles de manipular debido a que proporcionaran menor carga sobre la
capacidad, es decir el espacio disponible para clonar ADN de interés, de vectores de expresion en los que ellos se
usaran.

En ciertas realizaciones, los fragmentos de ADN estan localizados anteriormente en la cadena con respecto al
promotor de la unidad de transcripcion. También es posible examinar con vectores en los que los fragmentos estén
en localizaciones diferentes, por ejemplo mas adelante en la cadena con respecto a la unidad de transcripcion. En
realizaciones preferidas, los fragmentos se localizan a una distancia de menos de aproximadamente 2000 pares de
bases a partir de la unidad de transcripcion. Disminuir la distancia entre los fragmentos y la unidad de transcripcion
evita que ciertos fragmentos tuvieran actividad que aumente la expresion pero que no se detecten debido a que
deberian trabajar mejor cuando se sitian mas cerca de la unidad de transcripcion. En realizaciones mas preferidas,
los fragmentos de ADN estan localizados a una distancia de menos de 800, 700, 600, preferentemente de menos de
aproximadamente 500, 400, 300, 200, 100 o 50 pares de bases de la unidad de transcripcién. En ciertas
realizaciones, los fragmentos se localizan anteriormente en la cadena con respecto al promotor de la unidad de
transcripcion y el final de los fragmentos esta separado por menos de 500, preferentemente por menos de 20, mas
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preferentemente por menos de 100 o menos de 50 pares de bases del comienzo de la secuencia del promotor.

El agente de seleccidon puede ser cualquier agente de seleccion que confiera efectos letales o inhibidores del
crecimiento a las células huésped, y se pueden usar por ejemplo los ejemplos de agentes de seleccion descritos en
el documento WO 2006/048459. En una realizacion preferida, el agente de seleccion es zeocina. Se ha revelado en
el documento WO 2006/048459 que las secuencias que codifican una proteina marcadora seleccionable
proporcionan resistencia a un agente de seleccién con un codon de iniciacion GTG o TTG hecho funcionar en
procedimientos de seleccion restrictivos. Esta claro a partir de ahi que una amplia diversidad de posibilidades con
respecto a proteinas marcadoras seleccionables y existen son funcionales y asi podrian emplearse en principio en el
procedimiento de revision de la presente invencion para encontrar fragmentos de ADN que aumenten la expresion.
En una realizacion preferida, la secuencia que codifica el marcador seleccionable tiene un codon de iniciacién TTG.

El término “marcador de selecciéon” o “marcador seleccionable" se utiliza tipicamente para hacer referencia a un gen
y/o proteina cuya presencia se puede detectar directa o indirectamente en una célula, por ejemplo un polipéptido
que inactiva un agente de seleccion y protege de los efectos letales o inhibidores del crecimiento del agente (por
ejemplo un gen y/o una proteina de resistencia a antibiéticos). Otra posibilidad es que dicho marcador de seleccion
induzca fluorescencia o un depdsito de color (por ejemplo proteina verde fluorescente (GFP) y derivados (por
ejemplo d2EGFP), luciferasa, lacZ, fosfatasa alcalina, etc.), que puedan usarse para seleccionar células que
expresen el polipéptido induciendo el depdsito de color, usando por ejemplo un clasificador celular activado de
fluorescencia (FACS) para seleccionar células que expresen GFP. Se conocen bien en la técnica polipéptidos
marcadores seleccionables y se usan rutinariamente cuando hay que obtener clones de células huésped eucariotas
y se proporcionan varios ejemplos de proteinas marcadoras seleccionables adecuadas en el documento WO
2006/048459. Se conocen las secuencias de ADN que codifican para tales polipéptidos marcadores seleccionables y
se proporcionan varios ejemplos de secuencias de tipo silvestre de ADN que codifican proteinas marcadoras
seleccionables en el documento WO 2006/048459 (por ejemplo Figs. 15-21 en él, incorporadas por referencia en el
presente documento). Estara claro que mutantes o derivados de marcadores seleccionables se pueden usar también
adecuadamente y estan incluidos por lo tanto dentro del alcance del término “polipéptido marcador seleccionable”,
siempre que la proteina marcadora seleccionable esté aun funcional. Un polipéptido marcador seleccionable de
acuerdo con la invencion es una proteina que esta codificada por acido nucleico, polipéptido que puede usarse
funcionalmente para seleccion, por ejemplo debido a que proporciona resistencia a un agente de seleccion tal como
a un antibidtico. Asi, cuando se usa un antibiético como un agente de seleccion, el ADN codifica un polipéptido que
confiere resistencia al agente de seleccioén, polipéptido que es un polipéptido marcador seleccionable. En ciertas
realizaciones, un marcador de seleccién usado para la invencion es zeocina. La persona experta en la técnica sabra
que estan disponibles y que pueden usarse otros marcadores de seleccion, por ejemplo blasticidina, neomicina,
puromicina, bleomicina, higromicina, etc. En otras realizaciones, se usa kanamicina. En aun otras realizaciones, se
usa el gen DHFR como un marcador seleccionable, que puede seleccionarse por metotrexato, especialmente
incrementando la concentracion de metotrexato las células pueden seleccionarse para numeros de copias
incrementadas del gen DHFR (o, alternativamente, el gen DHFR puede seleccionarse en la ausencia de metotrexato
en células que son deficientes en dhfr). De forma similar, se puede usar el gen de la glutamina sintetasa (GS), para
el que la seleccion es posible en células que tienen GS insuficiente (por ejemplo, células NS-0) cultivando en medios
sin glutamina, o alternativamente en células que tienen suficiente GS (por ejemplo células de CHO) afadiendo un
inhibidor de GS, metionina sulfoximina (MSX). Otros genes marcadores seleccionables que se podrian usar, y sus
agentes de seleccion, se describen por ejemplo en tabla 1 de patente de los Estados Unidos 5,561,053; véase
también Kaufman, Methods in Enzymology, 185: 537-566 (1990), para una revision de éstos. Estara claro que una
“proteina marcadora de seleccion que protege una célula huésped de los efectos letales o inhibidores del
crecimiento de un agente de seleccién” puede incluir también proteinas que protegen a las células de morir en
ausencia de un compuesto que se requiera para el crecimiento (es decir el agente de seleccion puede en ciertas
realizaciones ser un medio de cultivo que carezca de uno o mas compuestos requeridos para el crecimiento). El
término "seleccién" se define tipicamente como el procedimiento de usar un marcador de seleccién/marcador
seleccionable y un agente de seleccion para identificar células huésped con propiedades genéticas especificas (por
ejemplo que la célula hospedadora contiene un transgén integrado dentro de su genoma). Por conveniencia y como
se acepta generalmente por la persona experta, en muchas publicaciones asi como en el el presente documento, a
menudo el gen y la proteina que codifican la resistencia a un agente de seleccién se refieren como el “gen de
(resistencia a) agente seleccionable” o “proteina de (resistencia a) agente de seleccion”, respectivamente, aunque
los nombres oficiales pueden ser diferentes, por ejemplo el gen que codifica para la proteina confiriendo resistencia
a neomicina (asi como a G418 y kanamicina) se refiere a menudo como gen de (de resistencia a) neomicina (o
neo'), mientras que el nombre oficial es gen de aminoglicosido 3'-fosfotransferasa.

En principio, el uso de una proteina marcadora seleccionable es suficiente para obtener fragmentos de ADN que
aumentan expresion, dado que el procedimiento de revisién de la presente invencién se destina principalmente a
identificar un fragmento de ADN que aumenta expresion adecuada. En contraste, los procedimientos descritos en los
documentos WO 2006/048459 y US 2006/0141577 se destinan a proporcionar condiciones de seleccion para
obtener células con expresion alta de un polipéptido de interés. Asi, la diferencia es que para el presente
procedimiento de revision, un polipéptido de interés no juega necesariamente un papel. Por lo tanto, la unidad de
transcripcion puede ser en algunas realizaciones una unidad de transcripcion monocistrénica, que soélo después
codificara la proteina marcadora seleccionable.
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Sin embargo, en ciertas realizaciones, la unidad de transcripciéon es una unidad de transcripcion multicistronica, tal
como una unidad de transcripcion bicistrénica, que comprende la secuencia que codifica la proteina marcadora
seleccionable que proporciona resistencia a un inhibidor de crecimiento y que comprende adicionalmente una
secuencia que codifica una proteina de la que se puede detectar la presencia. La ventaja de tales realizaciones
multicistronicas es que el numero de “falsos positivos” puede reducirse analizando si la proteina de la que se puede
detectar la presencia se expresa también (es decir si se expresa ademas suficiente proteina marcadora
seleccionable para permitir el crecimiento de las células huésped en presencia del inhibidor de crecimiento). Una
proteina de la que se puede detectar la presencia puede ser casi cualquier proteina, dado que para la mayoria de
las proteinas la presencia se puede detectar por ejemplo por anticuerpos, por ejemplo en un ELISA. En las
realizaciones preferidas sin embargo, la proteina de la que se puede detectar la presencia es una proteina
comunicadora como se conoce bien por la persona experta en la técnica, por ejemplo un proteina fluorescente verde
(GFP) o un derivado de la misma, luciferasa, beta-galactosidasa, SEAP, CAT, una enzima que cataliza una reaccion
que se puede detectar afiadiendo sustrato y similares. Estas proteinas pueden detectarse facilmente por ejemplo
formando un depésito de color o por fluorescencia en ciertas condiciones bien conocidas. La proteina de la que se
puede detectar la presencia puede ser también otra proteina marcadora seleccionable, es decir una que proporcione
resistencia a otro agente de seleccion, de tal modo que la seleccién subsiguiente o concomitante con este segundo
agente de seleccion detectara la presencia de esta proteina (indirectamente: la proteina debe estar presente de lo
contrario las células no crecerian) y con eso reducira el nimero de falsos positivos. En tales unidades de
transcripcion multicistrénica usadas para revisiéon en el procedimiento de la presente invencion, se pueden usar
ambas configuraciones como se revelan en el documento WO 2006/048459 y como se revelan en el documento US
2006/0141577. En una realizacion por lo tanto, la unidad de transcripcion en el procedimiento de revision de la
invencion es una unidad de transcripcion multicistronica que comprende en el siguiente orden: a) el promotor; b) la
secuencia que codifica la proteina marcadora seleccionable que protege una célula huésped de los efectos letales o
inhibidores del crecimiento de un agente de seleccion; y c) la secuencia que codifica una proteina de la que se
puede detectar la presencia. Como se revela en el documento WO 2006/048459, en esta primera realizacion se
prefiere fuertemente que la proteina marcadora seleccionable de b) esté desprovista de secuencias ATG, de tal
forma que la primera ATG sera el codon de iniciacién de la proteina que esta mas adelante en la cadena en el
cistréon. En otra realizacion, la unidad de transcripcion en el procedimiento de revisiéon de la invencién es una unidad
de transcripcion multicistrénica que comprende en el siguiente orden: a) el promotor; b) la secuencia que codifica
una proteina de la que la presencia puede ser detectada; y c) un sitio de entrada del ribosoma interno (IRES), unido
operativamente a d) la secuencia que codifica la proteina marcadora seleccionable que proporciona resistencia al
inhibidor de crecimiento. Las unidades de transcripcion multicistréonica de esta segunda realizacion se han descrito
en el documento US 2006/0141577.

El procedimiento de revisién de la presente invencion tiene en cuenta obtener el fragmento de ADN que aumenta la
expresion deseada a partir de células huésped que pueden crecer aun en la presencia del inhibidor del crecimiento
después de al menos dos semanas, usando procedimientos de clonacién moleculares de rutina bien conocidos para
la persona experta en la técnica. Rondas adicionales de revision pueden llevarse a cabo para reducir la complejidad
de la genoteca que comprende la variedad de vectores que comprenden fragmentos, si es deseable. Usando la
secuencia conocida de los vectores, los fragmentos de ADN con actividad que aumenta la expresion sospechada
que resultan de una ronda de revision se pueden clonar, usando por ejemplo la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), empleando cebadores que circunden el sitio en el vector de revision en el que se ha clonado la diversidad de
los fragmentos. La secuencia del fragmento de ADN que aumenta la expresion se puede analizar, y la actividad que
aumenta la expresion se puede confirmar en una amplia variedad de condiciones, si se desea.

Las células huésped con los fragmentos de ADN que aumentan la expresion identificados en el procedimiento de
revision de la presente invencion serian capaces de crecer en presencia del agente de seleccion después de al
menos una semana, preferentemente después de al menos dos semanas. Esto asegura que la proteina marcadora
seleccionable se expresa establemente y asi se aislan los fragmentos de ADN que aumentan la expresion estable,
mientras que descartan cualesquiera fragmentos que trabajen sélo muy poco. En determinadas realizaciones, esta
etapa de seleccion puede continuarse durante al menos 3 semanas, o incluso (al menos) 4 semanas, 5 semanas, o
mas. El tiempo de seleccion minimo optimo puede depender en parte del agente de seleccién y la concentracion de
los mismos, pero en cualquier caso las células huésped que sobreviven después de un cierto periodo de seleccion
permaneceran resistentes al agente de seleccion, de tal forma que en principio no hay limite superior al tiempo de
seleccion. En la practica, la persona especializada en la técnica encontrara empiricamente un tiempo de seleccién
adecuado. Si por ejemplo las células huésped se cultivan en placas que contienen el agente de seleccién, alguien
puede simplemente esperar hasta que se formen las colonias.

En realizaciones preferidas, los vectores no se replican en las células huésped y se integraran (al azar) dentro del
genoma de las células huésped. Esto esta en contraste con por ejemplo el ensayo usado para obtener elementos de
STAR, donde se usaron vectores episomales (documento WO 03/004704). Una ventaja de usar vectores de
integracion es que sélo un numero limitado de copias del vector se integraran usualmente dentro del genoma, de tal
forma que los falsos positivos que resultan unicamente de nimeros de copias altos se evitan. Ademas, los sistemas
de expresién recombinantes usan en general preferentemente transgenes integrados debido a la estabilidad. Asi
otra ventaja en revision de acuerdo con la presente invencién con vectores integrados puede ser que los fragmentos
de ADN que aumentan la expresién obtenidos después por definicion funcionan cuando se integran en el genoma de
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las células huésped.

En una realizacion, las células huésped en el procedimiento de rastreo de la invencion son células de CHO. Esto
asegura que se obtienen fragmentos de ADN que aumentan la expresion que son funcionales en una célula huésped
ampliamente usada para propdsitos de expresion recombinante, es decir células de CHO. Claramente, otras células
huésped eucariotas, preferentemente de mamiferos, se pueden usar de acuerdo con el procedimiento de revision de
la invencion.

En el procedimiento de rastreo, la invencion emplea vectores que contienen fragmentos, que contienen una
secuencia que codifica una proteina marcadora seleccionable con codon de iniciacion GTG o TTG y que contienen
adicionalmente fragmentos de ADN de entre aproximadamente 50 y 5000 pares de bases. Una recogida de tales
vectores forma una genoteca, que es un producto intermedio adecuado que puede usarse en el procedimiento de
rastreo de la invencion. En un aspecto separado la invencidn proporciona por lo tanto una genoteca que comprende
una diversidad de vectores que comprenden fragmentos, comprendiendo dichos vectores fragmentos de ADN que
tienen un tamafo de entre aproximadamente 50 y 5000 pares de bases, estando dichos fragmentos de ADN
localizados a una distancia de menos de aproximadamente 5000 pares de bases de una unidad de transcripcioén,
comprendiendo dicha unidad de transcripcidon un promotor unido operativamente a secuencia que codifica una
proteina marcadora seleccionable que protege a una célula huésped de los efectos letales o inhibidores de
crecimiento de un agente de seleccidn, en la que la secuencia que codifica la proteina marcadora seleccionable
tiene un codon de iniciacion GTG o un codon de iniciacion TTG. Estara claro que la genoteca puede variarse a lo
largo de las realizaciones descritas anteriormente para el procedimiento de revisién. Un genoteca como se usa en el
presente documento es una coleccion de vectores, que comprenden el mismo vector armazon con un fragmento de
ADN individual clonado en cada vector armazén y conteniendo en dicha coleccién al menos 5 fragmentos de ADN
diferentes y en ciertas realizaciones al menos 10, 100, 1000, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 1010, 1011, 10" 0 mas
fragmentos de ADN diferentes clonados dentro de los vectores armazon. Mayor complejidad de la genoteca tiene la
ventaja de incrementar la posibilidad de obtener fragmentos de ADN que aumenten la expresion. El procedimiento
permite revisar partes de genomas o genomas completos en busca de fragmentos con actividad que aumente la
expresion. Después de una ronda de revision con el procedimiento de revisién, es posible crear una sub-genoteca
que esté enriquecida por fragmentos con actividad que aumente la expresion. Estara claro que una sub-genoteca tal
estara comprendida dentro del alcance del término genoteca como se usa en el presente documento.

Los fragmentos de ADN que aumentan la expresion que se pueden obtener por el procedimiento de revision de la
invencion, se pueden usar para incrementar el nivel de expresion de un casete de expresion en una molécula de
ADN. Para este fin, un fragmento de ADN que aumenta la expresion obtenido se clona en un casete de expresion,
que se usa para expresion recombinante, de acuerdo con los principios y procedimientos bien conocidos por la
persona experta. En ciertas realizaciones por ejemplo, el fragmento de ADN que aumenta la expresion se clona a
una distancia de menos de 2 kb de una unidad de transcripciéon que comprende un promotor unido operativamente a
secuencias de las que se desea expresion, por ejemplo secuencias que codifican proteinas. El casete de expresion
resultante se usa para expresion recombinante en células.

Un “casete de expresiéon” como se usa en el presente documento es una secuencia de acido nucleico que
comprende al menos un promotor unido funcionalmente a una secuencia de la que se desea expresion.
Preferentemente, un casete de expresion contiene adicionalmente secuencias de finalizacion de la transcripcion y de
poliadenilacion. Otras secuencias reguladoras tales como potenciadores se pueden incluir también.

El promotor debe ser capaz de funcionar en una célula huésped eucariota, es decir debe ser capaz de dirigir
transcripcion de la unidad de transcripcion. El casete de expresion puede contener adicionalmente opcionalmente
otros elementos conocidos en la técnica, por ejemplo sitios de ayuste para comprender intrones y similares. En
algunas realizaciones, un intron esta presente detras del promotor y antes de la secuencia que codifica el polipéptido
marcador seleccionable.

Para obtener expresiéon de secuencias de acidos nucleicos que codifican proteina, se conoce bien por aquellos
expertos en la técnica que las secuencias capaces de dirigir tal expresion, pueden unirse funcionalmente a las
secuencias de acidos nucleicos que codifican la proteina, dando como resultado moléculas de acidos nucleicos
recombinantes que codifican una proteina en formato expresable. En general, la secuencia promotora esta colocada
anteriormente en la cadena con respecto a las secuencias que se expresarian. Muchos vectores de expresion
usados estan disponibles en la técnica, por ejemplo las series 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 secuencias terminadoras de transcripcién, secuencias de poli-A y similares. La persona
especializada en la técnica es consciente de que se pueden usar diversos promotores para obtener expresion de un
gen en células huésped. Los promotores pueden ser constitutivos o regulados y se pueden obtener a partir de varias
fuentes, incluyendo virus, fuentes procariotas o eucariotas, o pueden disefiarse artificialmente. La expresion de
acidos nucleicos de interés puede ser a partir del promotor natural o de derivado del mismo o a partir de un promotor
enteramente heterélogo (Kaufman, 2000). Algunos promotores bien conocidos y usados mucho para expresion en
células eucariotas comprenden promotores derivados de virus, tales como adenovirus, por ejemplo el promotor E1A,
promotores derivados de citomegalovirus (CMV), tales como el promotor temprano inmediato (IE) del CMV (referido
en el presente documento como el promotor CMV) (obtenible por ejemplo desde pcDNA, Invitrogen), promotores
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derivados del Virus de los Simios 40 (SV40) (Das y cols, 1985) y similares. Los promotores adecuados se pueden
derivar también de células eucariotas, tales como promotores de metalotioneina (MT), promotor del factor de

elongacion 1oL (EF-1a) (Gill y cols., 2001), promotor de ubiquitina C o promotor UB6 (Gill y cols., 2001; Schorpp y
cols., 1996), promotor de actina, un promotor de inmunoglobulinas, promotores de choque térmico y similares.
Algunos promotores preferidos para obtener expresion en células eucariotas, que son promotores adecuados en la
presente invencién, son el promotor CMV, un promotor EF1-alfa de mamiferos, un promotor de ubiquitina de
mamiferos tal como promotor de ubiquitina C, o un promotor de SV40 (por ejemplo obtenible a partir de pIRES, n.°
de cat. 631605, BD Sciences). La realizacion de pruebas para la funcién de un promotor y la fuerza de un promotor
es una materia de rutina para una persona experta en la técnica y en general puede por ejemplo abarcar clonacioén
de un gen de prueba tal como LacZ, luciferasa, GFP, etc. detras de la secuencia promotora y prueba para la
expresion del gen de prueba. Por supuesto, los promotores se pueden alterar por delecion, adicion, mutacion de
secuencias en ellos, y se pueden poner a prueba para funcionalidad, para encontrar secuencias promotoras nuevas,
atenuadas o mejoradas. Se prefieren promotores fuertes que dan niveles de transcripcidn altos en las células
eucariotas de eleccion. Un promotor heterélogo como se usa en el presente documento se define como un promotor
que no es el promotor natural de dicha secuencia de interés. En otras palabras, algunas formas de intervencion
humana, por ejemplo clonacién molecular, se han usado en cualquier momento para hacer la combinacion funcional
de un promotor heterélogo con un acido nucleico de interés y se entiende facilmente en este contexto que un
promotor heterélogo se puede derivar del mismo organismo o de un organismo diferente que la secuencia de
interés.

Una ejemplo de una sefial adecuada para finalizacion de la transcripcion que puede usarse es el sitio de
poliadenilacion de SV40 (Kaufman y Sharp, 1982), o la sefal de poliadenilacion de hormona del crecimiento bovina
(patente de los Estados Unidos 5,122,458).

En otro aspecto, la presente invencion proporciona asi una molécula de ADN recombinante que comprende un
fragmento de ADN que aumenta la expresion seleccionada del grupo constituido por: a) SEC. ID. N.°: 3 (47D); b)
SEC. ID. N.°: 4 (44F); c) fragmentos a) o b), en los que dicho fragmento es al menos de 50 pares de bases en
longitud y tiene actividad que aumenta la expresion; y d) secuencias que son al menos idénticas al 70% en la
secuencia de nucledtidos a a), b) o c), en las que dichas secuencias tienen actividad que aumenta la expresion;
comprendiendo dicha molécula de ADN recombinante un casete de expresién, comprendiendo dicho casete de
expresion un promotor heterdlogo unido a un acido nucleico de interés.

Las secuencias 47D y 44F donde se recuperaron a partir del genoma humano usando revisiones de la presente
invencion y donde confirmaron subsiguientemente tener actividad que aumenta la expresion. Esta claro para la
persona experta en la técnica que estos fragmentos podrian usarse como un punto de partida para preparar y poner
a prueba fragmentos o derivados de los mismos, por ejemplo por deleciones, adiciones, sustituciones de bases,
combinaciones de las mismas y similares y asi tales fragmentos o derivados pueden abarcarse también dentro de la
presente invencion. Una secuencia tiene actividad que aumenta la expresién como se usa en el presente documento
cuando una secuencia proporciona de media al menos expresion 10% mas alta segun se compara con la situacion
idéntica pero sin que esté presente dicha secuencia. En realizaciones preferidas, un fragmento de ADN que
aumenta la expresion confiere una expresion mas alta al menos el 20%, preferentemente al menos el 30%, mas
preferentemente al menos el 50%, aun mas preferentemente al menos el 100%, o incluso mas, segln se compara
con la situacion donde dicho fragmento no esta presente. Esto puede ponerse a prueba de acuerdo con
procedimientos de rutina disponibles para la persona experta. Por ejemplo, esto puede ponerse a prueba
adecuadamente en una construccion de expresion segun se usa por el procedimiento de revision revelado en el
presente documento: un promotor de CMV unido operativamente a una unidad de transcripcion bicistrénica que
comprende una secuencia codificante TTG Zeo (que codifica resistencia a zeocina y que tiene un codon de
iniciacion TTG) seguida por una secuencia que codifica una proteina fluorescente verde (d2EGFP) y una secuencia
de finalizacién de la transcripcion (véase por ejemplo ejemplo 1 a continuacion). Un fragmento tiene actividad que
aumenta la expresion cuando, si esta situado anteriormente en la cadena con respecto al promotor de CMV en una
construccion tal, la fluorescencia media en las colonias resistentes a zeozina es al menos el 10% mas alta segun se
compara con la situaciéon de control sin tal fragmento en condiciones aparte de eso idénticas. Las secuencias 47D y
44F tienen un tamafo de menos de 1 kb, lo que es ventajoso porque no requieren tanto espacio en un vector de
expresion, y asi queda mas capacidad en ello para otras secuencias de interés. No obstante, incluso fragmentos
mas pequefios de estos fragmentos (por ejemplo fragmentos de entre aproximadamente 50-750 pares de bases,
100-700, 200-700, 300-700, 400-700, 500-700 pares de bases, etc., por ejemplo fragmentos de aproximadamente
50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700 pares de bases) pueden conferir ya actividad
que aumenta la expresion. También es posible alargar estos elementos afiadiendo secuencias hacia atras del
genoma, por ejemplo un total de aproximadamente 1 kb, 1,5 kb, 2 kb y poner a prueba los fragmentos resultantes
para actividad aumentadora de la expresiéon que posiblemente podria ser mas alta que, pero también igual a, o
menor que, la actividad de los elementos revelados. Es probable que la variacién sera posible en los fragmentos de
ADN que aumentan la expresién, dando como resultado fragmentos derivados que tienen aun actividad que
aumenta la expresion. Tales fragmentos menores y/o fragmentos derivados pueden prepararse y ponerse a prueba
de forma rutinaria y podrian obtenerse fragmentos alterados con actividad disminuida, similar o incrementada.
Preferentemente, dichas secuencias son al menos idénticas al 80%, mas preferentemente idénticas al menos al 90%
y aun mas preferentemente idénticas al menos al 95% a la secuencia nativa de referencia o a fragmento funcional
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de la misma. Para fragmentos de una secuencia dada, la identidad en porcentaje se refiere a aquella parte de la
secuencia nativa de referencia que se encuentra en el fragmento. También puede ser posible encontrar fragmentos
homadlogos a fragmentos 47D o 44F, a partir de genomas de otros organismos, por ejemplo organismos mamiferos,
por ejemplo mono, rata, ratéon, hamster, etc. Tales fragmentos ortélogos o paralogos y derivados de los mismos
estan también comprendidos en la presente invencion, cuando son al menos el 70% idénticos a una secuencia
segun se revela en el presente documento y cuando tienen actividad que aumenta la expresion segun se define en
el presente documento.

Un casete de expresién de la invencion puede contener una unidad de transcripcion monocistronica o
multicistronica. Ello contiene un promotor y una secuencia de la que se desea expresion y usualmente una sefial de
terminacion de la transcripcion. En una realizacion, un casete de expresion de la invencién contiene una unidad de
transcripcién monocistronica que comprende el acido nucleico de interés. En otras realizaciones, el acido nucleico
de interés esta presente en una unidad de transcripcion multicistrénica que codifica adicionalmente una proteina
marcadora seleccionable. En ciertas realizaciones de la misma, la unidad de transcripcién multicistrénica en la hebra
codificante para la proteina marcadora seleccionable comprende una secuencia de inicio de traduccién para la
proteina marcadora seleccionable elegida a partir del grupo constituido por: a) un codon de iniciacion ATG en un
contexto no 6ptimo para la iniciacion de la traduccion, comprendiendo la secuencia (C/T)(A/T/G)(A/T/IG)ATG(A/T/C)
en el que el codon de iniciacién esta subrayado; b) un codon de iniciacién GTG; c) un codon de iniciacion TTG; d) un
codon de iniciacion CTG; e) un codon de iniciacion ATT; y f) un codon de iniciacion ACG. En tales realizaciones, la
secuencia que codifica la proteina marcadora seleccionable puede situarse bien i) anteriormente en la cadena con
respecto al acido nucleico de interés, o bien ii) mas adelante en la cadena con respecto al acido nucleico de interés.
En la situacion i), la secuencia que codifica la proteina marcadora seleccionable esta preferentemente desprovista
de ATG internos (y es en el efecto por lo tanto como una secuencia en su totalidad desprovista de cualquier ATG,
dado que el codon de iniciacion es un GTG o un TTG), de tal manera que se expresa el acido nucleico de interés
(véase el documento WO 2006/048459 para este concepto y para procedimientos y ejemplos de crear ADN que
codifica proteinas marcadoras seleccionables funcionales desprovistas de secuencias ATG). En la situacion ii) el
acido nucleico de interés esta anteriormente en la cadena y esta preferentemente seguido por un sitio de entrada al
ribosoma interno (IRES) que esta operativamente unido a la secuencia que codifica la proteina marcadora
seleccionable (que tiene el codon de iniciacion GTG o TTG), de modo que la proteina marcadora seleccionable se
traduce desde el IRES (véase el documento US 2006/0141577 para este concepto).

Como se usa en el presente documento, un "sitio de entrada a ribosoma interno" o "IRES" hace referencia a un
elemento que promueve entrada directa al ribosoma para el codon de iniciacion, tal como normalmente un ATG,
pero en esta invencion preferentemente GTG o TTG, de un cistrén (una region codificante de la proteina) que
conduce por lo menos a la traduccion independiente del casquete del gen. Las secuencias IRES y el uso de las
mismas para expresion se conocen bien por la persona experta en la técnica, como se ensefa en los documentos
US 2006/0141577 y PCT/EP2007/051696, incorporados por referencia en el presente documento. Véase también,
por ejemplo, Jackson R J, Howell M T, Kaminski A (1990) Trends Biochem Sci 15 (12): 477-83), Jackson R J y
Kaminski, A. (1995) RNA 1 (10): 985-1000, Martinez-Salas, 1999, Venkatesan & Dasgupta, 2001, Rees y cols., 1996
y Mizuguchi y cols., 2000.

En ciertas realizaciones, el acido nucleico de interés codifica todo o parte de un polipéptido de interés.

En ciertas realizaciones, los fragmentos de ADN que aumentan la expresion estan situados anteriormente en la
cadena con respecto al promotor en el casete de expresion.

En ciertas realizaciones, los fragmentos de ADN que aumentan la expresion estan separados por menos de 5 kb,
preferentemente menos de 2 kb, mas preferentemente menos de 1 kb del promotor cuando se localizan
anteriormente en la cadena con respecto al mismo, o de la sefial de terminacién de transcripcion delcasete de
expresion cuando se localizan mas adelante en la cadena con respecto a la misma. En las realizaciones preferidas,
los fragmentos de ADN que aumentan la expresién estan anteriormente en la cadena con respecto al promotor y
separados por menos de 800, 700, 600, preferentemente por menos de aproximadamente 500, 400, 300, 200, 100 6
50 pares de bases de (el extremo 5' de) la secuencia del promotor en el casete de expresion.

No se conoce si las secuencias que aumentan la expresion obtenidas se clasificarian también como secuencias
STAR usando el ensayo segun se describe en el documento WO 2006/048459. En cualquier caso, dado que se han
obtenido por un procedimiento fundamentalmente diferente, se pueden combinar con otros elementos que influyan
en la expresion, tales como elementos de control de cromatina como se discute en el documento WO 2006/048459 y
después se pueden poner a prueba en su actividad con respecto a los niveles de expresion que en ciertos casos
podria ser aditiva o que incluso podria ser sinérgica con al menos algunos de aquellos elementos de control de
cromatina. Por lo tanto, en ciertas realizaciones, las moléculas de ADN proporcionadas por la presente invencion
ademas de un fragmento de ADN que aumenta la expresion de acuerdo con la invencion comprenden
adicionalmente un elemento de control de cromatina, tal como un elemento MAR, o un elemento STAR (véase el
documento WO 2006/048459 para ejemplos de tales elementos y uso de los mismos). Incluso si ellos no fuesen
aditivos o sinérgicos, los fragmentos de ADN que aumentan la expresién de la presente invencion pueden
reemplazar algunos de los elementos de cromatina y usarse como una alternativa a éstos, con la ventaja de que
tienen un tamafio menor.
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En ciertas realizaciones, una molécula de ADN de acuerdo con la invencion es parte de un vector, por ejemplo de un
plasmido. Tales vectores pueden manipularse facilmente por procedimientos bien conocidos por la persona experta
en la técnica y pueden por ejemplo estar disefiados para ser capaces de replicacidn en células procariotas y/o
eucariotas. Ademas, muchos vectores pueden usarse directamente o en forma de fragmento deseado aislado de los
mismos para transformacion de las células eucariotas y se integraran en su totalidad o en parte en el genoma de
tales células, dando como resultado células huésped estables que comprenden el acido nucleico deseado en su
genoma.

Los sistemas de expresidon convencionales son moléculas de ADN en forma de un plasmido recombinante o de un
genoma viral recombinante. El plasmido o el genoma virico se introduce dentro de las células (huéspedes
eucariotas) y se integra preferentemente en sus genomas por procedimientos conocidos en la técnica. En
realizaciones preferidas, la presente invencién usa también estos tipos de moléculas de ADN para suministrar su
sistema de expresién de transgenes mejorado. Una realizacion preferida de la invencién es el uso de ADN de
plasmido para la administracion del sistema de expresion.

El vector usado puede ser cualquier vector que sea adecuado para clonar ADN y que pueda usarse para
transcripcién de un acido nucleico de interés. Cuando se usan células huésped se prefiere que el vector sea un
vector de integracion. Alternativamente, el vector puede ser un vector que se replique episomalmente.

Un acido nucleico de interés en realizaciones preferidas codifica un polipéptido de interés. Un polipéptido de interés
de acuerdo con 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. Ejemplos no
limitantes de una proteina de interés de acuerdo con la invenciéon son enzimas, hormonas, cadenas de
inmunoglobulina, proteinas terapéuticas como proteinas anticancerigenas, proteinas de coagulacion de la sangre
tales como Factor VIII, proteinas multifuncionales, tales como eritropoyetina, proteinas diagndsticas o proteinas o
fragmentos de las mismas Utiles para propositos de vacunacién, todos conocidos por la persona experta en la
técnica.

En determinadas realizaciones, un casete de expresion de la invencion codifica una cadena pesada o ligera de
inmunoglobulina o una parte de unién a antigeno, derivado y/o analogo de las mismas. En una realizacién se
proporciona una unidad de expresién de proteina de acuerdo con la invencion, en la que dicha proteina de interés es
una cadena pesada de inmunoglobulina. En otra realizacion se proporciona una unidad de expresion de proteina de
acuerdo con la invencion, en la que dicha proteina de interés es una cadena ligera de inmunoglobulina. Cuando
estas dos unidades de expresion de proteinas estan presentes dentro de la misma célula (huésped), se ensambla
una proteina multimérica y mas especificamente una inmunoglobulina. Asi, en ciertas realizaciones, la proteina de
interés es una inmunoglobulina, tal como un anticuerpo, que es una proteina multimérica. Preferentemente, un
anticuerpo tal es un anticuerpo humano o humanizado. En ciertas realizaciones de la misma, es un anticuerpo IgG,
IgA, o IgM. Un inmunoglobulina puede estar codificada en sus cadenas pesada y ligera en diferentes casetes de
expresion, o en un casete de expresion individual.

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 condensacion o una proteina mutada) y preferentemente es una
proteina humana.

Obviamente, las configuraciones de los casetes de expresion de la invencion pueden usarse también cuando la
meta definitiva no es la produccion de un polipéptido de interés, sino el ARN por si mismo, por ejemplo para producir
cantidades incrementadas de ARN a partir de un casete de expresion, que pueden usarse para propdsitos de regular
otros genes (por ejemplo, ARNi, ARN antisentido), terapia génica, produccion proteica in vitro, etc.

La invencion proporciona adicionalmente células que comprenden una molécula de ADN recombinante de acuerdo
con la presente invencién. En ciertas realizaciones, dicha célula es una célula de mamifero, tal como una célula
humana, una célula de hamster, una célula de ratén y similares. En ciertas realizaciones, dicha célula es una célula
de CHO.

Las moléculas de ADN que comprenden unidades de transcripcion multicistrénica y/o casetes de expresion de
acuerdo con la invencion se pueden usar para mejorar la expresion de acido nucleico, preferentemente en células
huésped. Los términos "célula"/"célula huésped" y "linea celular"/"linea celular huésped" se definen tipicamente
respectivamente como una célula y como poblaciones homogéneas de la misma que pueden mantenerse en cultivo
celular por procedimientos conocidos en la técnica y que tiene la capacidad de expresar proteinas homélogas o
heterdlogas.

Las células huésped procariotas pueden usarse para propagar y/o llevar a cabo ingenieria genética con las
moléculas de ADN de la invencion, especialmente cuando estaban presentes en plasmidos capaces de replicar en
células huésped procariotas tales como bacterias.

Una célula huésped de acuerdo con la presente invenciéon preferentemente es una célula eucariota, mas
preferentemente una célula de mamifero, tal como una célula de roedor o una célula humana o fusiéon entre células
diferentes. En ciertas realizaciones no limitantes, dicha célula hospedadora es una célula de osteosarcoma U-2 OS,
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de CHO (ovario de hamster chino), de HEK 293, de mieloma HuNS-1, de retinoblastoma WERI-Rb-1, de BHK, de
COS, de Vero, de mieloma de ratén no secretor Sp2/0-Ag 14, de mieloma de ratén no secretor NSO, carcinomal de
glandula adrenal NCI-H295R o una célula de PER.C6°. Las células de PER.C6 para el proposito de la presente
invencion significan células de un paso anteriormente en el procedimiento o posteriormente en el procedimiento o de
un descendiente de un paso anteriormente en el procedimiento o posteriormente en el procedimiento de células
segun se depositan en ECACC n.° 96022940 (documento US 5,994,128), es decir que tienen las caracteristicas de
esas células. Se ha mostrado previamente que tales células son capaces de expresion de proteinas a niveles altos
(por ejemplo documento WO 00/63403 y Jones y cols., 2003). En ciertas realizaciones preferidas, las células
huésped son células de CHO, por ejemplo CHO-K1, CHO-S, CHO-DG44, CHO-DUKXB11 y similares. En ciertas
realizaciones, dichas células de CHO tienen un fenotipo dhfr.

Tales células eucariotas pueden expresar polipéptidos deseados y se usan a menudo para ese proposito. Ellos
pueden obtenerse por introduccion de una molécula de ADN de la invencién, preferentemente en forma de un casete
de expresion, dentro de las células. Preferentemente, el casete de expresion esta integrada en el genoma de las
células huésped, lo que puede ser en diferentes posiciones en diversas células huésped, y la selecciéon mantendra
un clon donde el transgén esta integrado en una posiciéon adecuada, conduciendo a un clon de célula huésped con
propiedades deseadas en términos de niveles de expresion, estabilidad, caracteristicas de crecimiento y similares.
Alternativamente la unidad de transcripcion puede estar dirigida o puede seleccionarse al azar para integracion
dentro de una regién cromosémica que esta transcripcionalmente activa, por ejemplo detras de un promotor
presente en el genoma.

Preferentemente las células huésped son de un clon estable que se puede seleccionar y propagar de acuerdo con
procedimientos estandar conocidos por la persona experta en la técnica. Un cultivo de un clon tal es capaz de
producir polipéptido de interés, si las células comprenden la unidad de transcripcién que lo codifica. Las células de
acuerdo con la invencién preferentemente son capaces de crecer en cultivo en suspension en medio libre de suero.

En realizaciones preferidas, la molécula de ADN de la invencién esta integrada dentro del genoma de la célula
huésped eucariota de acuerdo con la invenciéon. Esto mantendra herencia estable en la molécula de ADN.

La invencion proporcionara adicionalmente un procedimiento para producir un polipéptido de interés, que comprende
cultivar una célula comprendiendo una molécula de ADN recombinante de acuerdo con la invencién, para expresar
el acido nucleico que codifica la proteina de interés en dicha célula. En las realizaciones preferidas, la proteina de
interés se recogio de dicha célula o del medio de cultivo o de ambos. En realizaciones preferidas, dicha célula es
una célula de mamifero, por ejemplo una célula de CHO. En realizaciones preferidas de este procedimiento, la
molécula de ADN recombinante de la invencion esta integrada dentro del genoma de la célula. En ciertas
realizaciones, el acido nucleico que codifica la proteina de interés esta presente en una unidad de transcripciéon
multicistronica. En determinadas realizaciones de las mismas, una unidad de transcripcion multicistrénica tal es una
de acuerdo con la revelacion del documento WO 2006/048459 o del documento US 2006/0141577.

La introduccion de acido nucleico que esta para expresarse en una célula, se puede hacer por uno de varios
procedimientos, que como tales se conocen por la persona experta en la técnica, también son dependientes del
formato del acido nucleico a introducirse. Dichos procedimientos incluyen pero no se limitan a transfeccion,
infeccion, inyeccion, transformacion y similares.

En ciertas realizaciones, el agente de seleccion esta presente en el medio de cultivo al menos parte del tiempo
durante el cultivo, bien en concentraciones suficientes para seleccionar las células que expresan el polipéptido
marcador seleccionable o bien en concentraciones mas bajas. En realizaciones preferidas, el agente de selecciéon no
estara presente mas tiempo en el medio de cultivo durante la fase de produccién cuando se expresa el polipéptido.

Cultivar una célula se hace para permitirla metabolizar, y/o crecer y/o dividirse y/o producir proteinas recombinantes
de interés. Esto puede lograrse por procedimientos bien conocidos por personas expertas en la técnica e incluye
pero no se limita a proporcionar nutrientes para la célula. Los procedimientos comprenden crecimiento adheriéndose
a superficies, crecimiento en suspensién, o combinaciones de los mismos. Cultivar puede hacerse por ejemplo en
platos, botellas enrolladas o en biorreactores, usando sistemas por lotes, sistemas semicontinuos, sistemas
continuos tales como sistemas de perfusion y similares. Con el fin de conseguir produccién a gran escala (continua)
de proteinas recombinantes a través de la célula de cultivo se prefiere en la técnica tener células capaces de crecer
en suspension, y se prefiere tener células capaces de cultivarse en ausencia de suero derivado de animal o ser
humano o de componentes de suero derivados de animal o de ser humano.

Las condiciones para cultivar o multiplicar células (véase por ejemplo Tissue Culture, Academic Press, Kruse and
Paterson, editores (1973)) y las condiciones para expresion del producto recombinante se conocen por la persona
experta en la técnica. En general, los principios, protocolos y técnicas practicas para maximizar la productividad de
cultivos celulares de mamiferos se pueden encontrar en Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach (M.
Butler, ed., IRL Press, 1991).

En una realizacion preferida, la proteina expresada se recoge (se aisla), bien de las células o bien del medio de
cultivo o bien de ambos. Puede entonces purificarse adicionalmente usando procedimientos conocidos, por ejemplo
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filtracion, cromatografia en columna, etc., por procedimientos generalmente conocidos por la persona experta en la
técnica.

La practica de esta invencion empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de
inmunologia, biologia molecular, microbiologia, biologia celular y de ADN recombinante, que estan dentro de la
capacidad de la técnica. Véase por ejemplo Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
22 edicién, 1989; Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel FM, y cols., eds., 1987; la serie Methods in
Enzymology (Academic Press, Inc.); PCR2: A Practical Approach, MacPherson MJ, Hams BD, Taylor GR, eds.,
1995; Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow and Lane, eds., 1988.

La invencion se explica adicionalmente en el siguiente ejemplo. El ejemplo no limita la invencion de ninguna manera.
Sirve meramente para aclarar la invencion.

Ejemplo

El Ejemplo 1 describes la revision en busca de fragmentos de ADN que aumentan la expresion de la presente
invencion y esta claro que las variaciones descritas en los ejemplos 1-19 del documento WO 2006/048459 pueden
aplicarse y ponerse a prueba para la revision para los fragmentos de ADN que aumentan la expresion y que los
fragmentos de ADN que aumentan la expresion obtenidos podrian estar incorporados en casetes de expresion,
incluidos aquellos que contienen unidades de transcripcion multicistronicas del documento WO 2006/048459 y del
documento US 2006/0141577.

Ejemplo 1: Uso del sistema STAR-Select identificando fragmentos de ADN que aumentan la expresion

El sistema de seleccion del documento WO 2006/048459 en el que un codon de iniciacion GTG o TTG se usa para
el ARNm de proteina marcadora seleccionable es muy restrictivo. La aplicacion del sistema de seleccién no da
resultados en casi ninguna colonia, a menos que los elementos STAR se incorporen en la construcciéon potenciando
el promotor CMV (véase el documento WO 2006/048459). Este sistema puede en principio usarse para una revision
sistematica hallando fragmentos de ADN gendmicos, potencialmente distintos de los elementos STAR, que
potencian el promotor CMV de una manera tal que las colonias sobreviven facilmente en una presién de seleccién
dada. Los autores de la presente invencién describen aqui una busqueda sistematica de tales fragmentos de ADN
que aumentan la expresion.

Resultados

Se cortaron aproximadamente 10 ug de ADN gendmico humano (Promega, G147A 16040303) con la enzima de
restriccion Sau3Al durante 10 minutos a 37°C obteniendo fragmentos al azar entre 200 y 1000 pares de bases. El
ADN digerido se corrié en un gel de agarosa al 1,2% y la mancha que contenia fragmentos entre 200 y 1000 pares
de bases se escindio y el ADN se purificod y se aisl6. Esta reserva de fragmentos de ADN se cloné en el sitio de
restriccion de Bglll anteriormente en la cadena con respecto al promotor de CMV, que estaba seguido por los
casetes de TTG Zeo y de d2EGFP. La mezcla de ligazén se transformé a E. coli XL10 Gold (Stratagene).
Aproximadamente se almacenaron 20.000 colonias, se cultivaron en medio de caldo liquido y el ADN se aisl6
usando una columna de maxiprep Qiagen. Aproximadamente se aislaron 300 ug de ADN. Por aproximadamente
700.000 células CHO-K1 en un pocillo de una placa de 6 pocillos, se transfectaron 3 yg de ADN usando
Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Este procedimiento se llevé a cabo para 36 pocillos. Como control, se transfectaron
12 pocillos con una construccion, que contenia el promotor CMV, TTG Zeo y d2EGFP, pero ningun ADN genémico
insertado. Tanto células que se transfectaron con plasmidos de control como células que se transfectaron con la
genoteca se cultivaron en presencia de 100 ug/ml de Zeocina en medio HAM-F12 (Invitrogen) + FBS al 10%
(Invitrogen). Las células se dejaron crecer durante tres semanas, momento en el que se formaron algunas colonias.
Fuera del plasmido control transfectado en 12 pocillos, se formaron aproximadamente 5 colonias. Sin embargo, la
inspeccion en un microscopio de fluorescencia revelé que estas colonias no fueron verdes, implicando que
produjeron sélo poco d2EGFP. En cambio, se formaron 72 colonias como resultado de las transfecciones con la
genoteca. Todas las 72 colonias se aislaron y propagaron, antes de medir los niveles de expresion de d2EGFP
usando un citémetro de flujo (Beckman Coulter). De las 25 colonias de CHO de expresién mas alta, se aislé6 ADN
gendmico y se analizé por PCR, para la presencia de fragmentos de genoteca. Para la PCR se usaron los siguientes
cebadores, que reconocieron las secuencias flanqueantes de los sitios de clonacion.

Cebador A: gatcggcgcgcccgaaagggceccgtaccttaattaaag (SEQ ID NO: 1)
Cebador B: aggcggcgcgcccgcgaaattaggcaaaggaattatcag (SEQ ID NO: 2).

Por clon de CHO original se observaron productos de PCR de diversas longitudes, indicando que fragmentos de
ADN multiples de la genoteca se habian integrado en tal clon de CHO original. Para identificar fragmentos de ADN
que aumentan expresion potenciales, se clonaron los productos de PCR dentro del sitio Ascl del vector TTG Zeo
d2EGFP. La mezcla de ligazén se transformo a E. coli y se analizaron hasta 10 colonias bacterianas diferentes para
insertos. Cuando se encontraron mas de cinco insertos de ADN con diferentes tamafios por clon de CHO original, el
analisis no se llevo a cabo. Seis clones de CHO originales albergaron menos de cinco insertos de ADN, indicando
una complejidad limitada. De estos seis clones de CHO originales, se recuperaron en total 16 construcciones que
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contenian fragmentos de ADN, anteriormente en la cadena con respecto a TTG Zeo. Estas 16 construcciones se
retransfectaron a CHO-K1. La transfeccién de una construccién (construccién 47D; SEQ ID NO: 3) dio como
resultado la generaciéon de mas de 25 clones por transfeccion que mostraron niveles elevados de expresion de
d2EGFP en un microscopio de fluorescencia. La transfeccidon de una segunda construccion (44F; SEQ ID NO: 4) dio
como resultado la generacion de 7 clones que mostraron expresion de d2EGFP mas alta en un microscopio de
fluorescencia . Las otras 14 construcciones cualquiera dieron niveles de expresion de d2EGFP muy bajos segun se
supervisé en un microscopio de fluorescencia y no se continuaron adicionalmente.

El analisis de los 7 clones elegidos que se transfectaron con construccion 44F, mostré que los niveles de expresion
de d2EGFP estaban significativamente elevados, cuando se compararon con las colonias control (Fig. 1). Ademas el
analisis de 12 clones elegidos al azar que se transfectaron con la construccion 47D, mostré que los niveles de
expresion de d2EGFP estaban significativamente elevados, cuando se compararon con las colonias control (Fig. 1).
Como control positivo los autores de la presente invencién compararon una construccion TTG Zeo d2EFGP,
flanqueada con elementos STAR 7 y 67 anteriormente en la cadena y con STAR 7 posteriormente en la cadena.
Segun se compara con el STAR 7/67/7 el elemento 47D indujo valores de d2EGFP comparables, aunque
ligeramente menos altos. Dado que la construccion 47D indujo los valores de d2EGFP mas altos (Fig. 1), los autores
de la presente invencién continuaron el analisis de esta construccién en el contexto de otra linea celular de CHO,
CHO-DG44.

La construccién que contiene el elemento 47D se transfecté también a células CHO-DG44. La construccion se
transfectd usando Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Las células se cultivaron en presencia de Zeocina a 100 pg/ml en
medio HAM-F12 (Invitrogen) + FBS al 10% (Invitrogen) y DMEM (1:1). Las células se dejaron crecer durante tres
semanas, tiempo en el que se formaron las colonias. El analisis de 18 clones elegidos al azar que se transfectaron
con construccion 47D, demostré que los niveles de expresion de d2EGFP estaban significativamente elevados,
cuando se compararon con las colonias transfectadas de CHO-DG44 controles (Fig. 2). Como control positivo los
autores de la presente invencién compararon una construccion TTG Zeo d2EFGP, flanqueada con elementos STAR
45 y 67 anteriormente en la cadena y con STAR 45 posteriormente en la cadena. Segun se compar6 con el STAR
45/67/45 el elemento 47D novedoso indujo valores de d2EGFP comparables, aunque ligeramente menos altos.

Estos resultados muestran que es posible aislar elementos de ADN que aumentan la expresion empleando el
marcador de seleccion TTG Zeo restrictivo como metodologia de revision. La persona experta entendera que los
vectores usados para revision y en particular el ADN que codifica la proteina marcadora seleccionable, pueden
variarse a lo largo de las lineas discutidas en los ejemplos del documento WO 2006/048459.
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Listado de secuencias
<110> ChromaGenics B.V.
Otte, Arie P.
Kwaks, Theodorus H.J.
Sewalt, Richard G.A.B.
van Blokland, Rik

<120> Fragmentos de ADN que aumentan la expresion, uso de los mismos y procedimientos para

encontrar los mismos

<130> 0129 WO 00 ORD

<150> EP 06111381
<151> 20-3-2006

<150> US 60/784,133
<151> 20-3-2006

<160> 4

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador A (para obtener fragmentos de ADN que aumentan la expresion a partir de

revision)

<400> 1

gatcggcgcg cccgaaaggg cccgtacctt aattaaag

<210> 2
<211> 39

15

38
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<223> cebador B (para obtener fragmentos de ADN que aumentan la expresion a partir de

revision)

<400> 2

aggcggcegeyg cccgcgaaat taggcaaagg aattatcag

<210> 3
<211> 656
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fragmento de ADN que aumenta la expresion 47D

<222> (1)..(656)

<400> 3

gatctaatga
aaccaaacga
tatagtttaa

tcattcactg

ttgacagaaa
agcatgacag
ctaaaagacg
cataagaaaa
tttaaactgg
taacaacagg

tgctcttgte

<210> 4
<211> 729
<212> ADN

tgaaaataga
gaggtggaga
gtcaaaactc
ggaacctatt
tgaatataac
aacattaata
tatacaggac
ttctectgga
aatcttacge
aaaacaaaaa

caaaggttgg

caaagtggca
gctaattata
acaagagaca
tatatctgct
aatgggagag
agggaacaaa
acaccacaca
tacaacacct
attattattt
aaacacaaaa

aagactgtga

ggatggaaaa
ttaagtcaaa
aacaaggaca

accagggttc

tacttcaata
gaacttgaaa
acagcagaat
tttatctcac
ttggccaaat
tatgaaaatt

agatggccat

16

agacactcca
agctgtcata
ttatagtata

ccaaatattt

ctttcagtaa
gcagtgtaaa
ccacaaactt
aagacaaqgte
tgtgtgaaac
aaacaataca

actgaccaaa

tgcaaatgtt
ttttataaaa
ataaaatggt

aaagcaagca

tgaataataa
gcaattacac
ttcgaaaget
ttaatccatg
taaaaatcac
ctcttaagca

ttgatce

39

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

656
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<221> fragmento de ADN que aumenta la expresion 44F

<222> (1)..(729)

<400> 4

gatccctaat
tcaatgctgt
ccattatatt
ttgttcttac
gtcttttgtg
acattttgtt
caccttcaga
aaatgagctg
ttcatttgaa
tgtgtttcca
tacaatgtte
gaaaattgtg

tcatagatc

gctgacccaa
gtgtatggtg
aaagcatgtg
tccaatcttt
atttgagaca
gataagtgtt
agaactggtt
aatgaaatta
cgagtacaaa
gatttatatc
actaggaata

ttcacctctt

ttaaatttgt
gatatgcttg
gattacgttt
aaggatctca
tacatgatca
cccaaacatt
attatgattg
aagagaaact
gttctttgca
attatgaaaa
aatttcttcc

ttcagatgga

ggttttggeca
ccttgtctea
tagtcecctat
aataagagaa
tgttattggce
tgtaattagt
ctttttagga
gaaaaaagaa
attcttgett
tagccactte
ctggattcaa

gattctctga

17

tagcaaggtt
cagaaaggca
ggaaaaataa
aaataattgce
agaaaatgaa
tgaccatatt
aggtggtaat
attccttgeg
agctgaagtg
ctaggttctc
tttctgaata

actgtaattg

tattgattga
aacaagcagc
tataacttce
ataattcatc
ttggttttat
cttgtttcte
tacaaaatag
aggaaataat
tatttctagt
atttttcata
ttcacaaggt

ggtgactatt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

729
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ADN recombinante que comprende un fragmento de ADN que aumenta la expresion
seleccionado del grupo constituido por:

a) SEQ ID NO 3;
b) SEQ ID NO 4;
c) fragmentos de a) o b), en los que dichos fragmento tienen actividad que aumenta la expresion; y

d) secuencias que son al menos un 70% idénticas en secuencia de nucledtidos a a), b) o c), en las que dichas
secuencias tienen actividad que aumenta la expresion;

comprendiendo adicionalmente dicha molécula de ADN recombinante un casete de expresién, comprendiendo dicho
casete de expresion un promotor heterélogo unido a un acido nucleico de interés.

2. Una molécula de ADN recombinante de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicho acido nucleico de interés
codifica todo o parte de una proteina de interés.

3. Una molécula de ADN recombinante de acuerdo con la reivindicaciéon 1 6 2, en la que dicho fragmento de ADN
que aumenta la expresién esta situado anteriormente en la cadena con respecto a dicho promotor en dicho casete
de expresion.

4. Una molécula de ADN recombinante de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que dicho fragmento de ADN que
aumenta la expresion y dicho promotor estan separados por menos de 2 kb.

5. Una molécula de ADN recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que dicho
acido nucleico de interés esta presente en una unidad de transcripciéon multicistrénica que codifica adicionalmente
una proteina marcadora seleccionable.

6. Una molécula de ADN recombinante de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que la unidad de transcripcién que
codifica la proteina marcadora seleccionable en la hebra codificante comprende una secuencia de iniciacién de
traduccién para la proteina marcadora seleccionable elegida del grupo constituido por: a) un codon de iniciacion
ATG en un contexto no éptimo para iniciacién de traducciéon, que comprende la secuencia
(CIT(AITIG)(AIT/IG)ATG(A/T/C) en la que el codon de iniciacion esta subrayado; b) un codon de iniciacion GTG; c)
un codon de iniciacion TTG; d) un codon de iniciacion CTG; e) un codon de iniciacion ATT; y f) un codon de
iniciacion ACG.

7. Una célula que comprende una molécula de ADN recombinante de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-6.

8. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 7, que es una célula de mamifero.
9. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 7 u 8, que es una célula de CHO.

10. Un procedimiento para producir una proteina de interés, que comprende cultivar una célula que comprende una
molécula de ADN recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-6 para expresar dicho
acido nucleico que codifica la proteina de interés en dicha célula.

11. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 10, que comprende adicionalmente cosechar la proteina de
interés.

12. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 10 u 11, en el que dicha célula es una célula de mamifero.

13. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10-12, en el que dicha célula es una
célula de CHO.

14. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10-13, en el que dicha molécula de
ADN recombinante esta integrada en el genoma de dicha célula.

15. Un procedimiento de obtencién de un fragmento de ADN que aumente la expresion
comprendiendo el procedimiento las etapas de:

1) proporcionar una diversidad de vectores que comprenden fragmentos, teniendo dichos vectores que
comprenden fragmentos un tamafio de entre aproximadamente 50 y 5000 pares de bases, estando localizados
dichos fragmentos a una distancia de menos de aproximadamente 5000 pares de bases de una unidad de
transcripcion, comprendiendo dicha unidad de transcripcién un promotor unido operativamente a secuencia que
codifica una proteina marcadora seleccionable que protege una célula huésped de los efectos letales o
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inhibidores de crecimiento de un agente de seleccion, en la que la secuencia que codifica la proteina marcadora
seleccionable tiene un codon de iniciacién GTG o un codon de iniciacion TTG;

2) introducir los vectores que comprenden fragmentos desde la genoteca en las células huésped;
3) cultivar las células huésped en presencia del agente de seleccion; y

4) obtener el fragmento de ADN que aumenta la expresion a partir de células huésped que aun pueden crecer en
presencia del agente de seleccion después de al menos dos semanas.

16. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 15, en el que el agente de seleccion es zeocina.

17. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 15 6 16, en el que la secuencia que codifica la proteina
marcadora seleccionable tiene un codon de iniciacion TTG.

18. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15-17, en el que la unidad de
transcripcion es una unidad de transcripcién multicistrénica, que comprende la secuencia que codifica una proteina
marcadora seleccionable que protege una célula huésped de los efectos letales o inhibidores del crecimiento de un
agente de seleccion y una secuencia que codifica una proteina de la que se puede detectar la presencia.

19. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que la unidad de transcripciéon multicistrénica
comprende en el siguiente orden:

a) el promotor;

b) la secuencia que codifica una proteina marcadora seleccionable que protege una célula huésped de los
efectos letales o inhibidores de crecimiento de un agente de seleccion, en la que dicha secuencia esta
desprovista de secuencias ATG; y

c) la secuencia que codifica una proteina de la que se puede detectar la presencia.

20. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 18, en el que la unidad de transcripcién multicistréonica
comprende en el siguiente orden:

a) el promotor;
b) la secuencia que codifica una proteina de la que se puede detectar la presencia; y
c) un sitio de entrada en ribosoma interno (IRES), unido operativamente a

d) la secuencia que codifica una proteina marcadora seleccionable que protege una célula huésped de los
efectos letales o inhibidores del crecimiento de un agente de seleccion.

21. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15-20, en el que vectores que
comprenden fragmentos se integran en el genoma de las células huésped.

22. Una genoteca que comprende una diversidad de vectores que comprenden fragmentos, comprendiendo dichos
vectores fragmentos de ADN que tienen un tamafio de entre aproximadamente 50 y 5000 pares de bases, estando
localizados dichos fragmentos de ADN a una distancia de menos de aproximadamente 5000 pares de bases de una
unidad de transcripciéon, comprendiendo dicha unidad de transcripcién un promotor unido operativamente a
secuencia que codifica una proteina marcadora seleccionable que protege una célula hospedadora de los efectos
letales o inhibidores del crecimiento de un agente de seleccion, en la que la secuencia que codifica la proteina
marcadora seleccionable tiene un codon de iniciacién GTG o un codon de iniciacion TTG.
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