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DESCRIPCION
Recombinacion de ADN especifica de secuencia en células eucariotas

[0001] La presente invencion se refiere a un procedimiento in vitro o ex vivo para expresar al menos un gen de
interés que codifica para uno o mas producto(s)/polipéptido(s) deseado(s) en una célula eucariota, que comprende la
introduccion en una célula de un primer ADN que comprende una secuencia nucleotidica que contiene al menos una
secuencia de recombinacion, la introduccién en el interior de una célula de un segundo ADN que comprende una
secuencia nucleotidica que contiene al menos una secuencia de recombinaciéon adicional y la realizaciéon de la
recombinacién especifica de secuencia por una integrasa Int del bacteriéfago lambda.

[0002] La manipulacién controlada de genomas eucaridticos y la expresién de proteinas recombinantes a
partir de vectores episomicos son procedimientos importantes para analizar las funciones de genes especificos en
organismos vivos. Ademas, tales manipulaciones tienen importancia en los procedimientos de terapia genética en
medicina. En este contexto, son de importancia particular la generacion de animales transgénicos, el cambio de
genes o los segmentos de gen (denominado «direccionamiento genético») y la integracion dirigida de ADN exdgeno
en el genoma de eucariotas superiores. Recientemente, estas tecnologias han podido mejorarse por medio de
caracterizacion y aplicacion de sistemas de recombinacion especifica de secuencia.

[0003] Ademas, la integracion especifica de secuencia de casetes (secuencias cortas) de expresién, que
codifican y expresan un polipéptido/producto deseado en el genoma de células anfitrionas pertinentes
biotecnologicas, también adquiere mas significacion para la produccién de sustancias biofarmacéuticas. El nivel de
expresion para un polipéptido deseado en una estirpe celular transformada estable depende del sitio de integracion.
Mediante integracién especifica de secuencia, es posible utilizar preferentemente una alta actividad de transcripcion.
El procedimiento convencional para generar estirpes celulares de produccion que expresan un polipéptido/producto
deseado se basa en la integracion aleatoria del vector de expresién recombinante en el genoma de la célula
anfitriona. Las variaciones en el nivel de expresion de los genes integrados de interés en estirpes celulares
transformadas estables se atribuye principalmente a diferencias en las ubicaciones cromosémicas y el nimero de
copias. La integracion aleatoria en la proximidad de la heterocromatina tiene como resultado niveles variables de
expresion del transgén. Se cree que las ubicaciones del cromosoma que promueve la expresion de uno o varios de
los genes integrados de interés son regiones transcripcionalmente activas de eucromatina. Esta condicién aleatoria
de la integracion provoca una gran diversidad en la robustez, productividad y calidad de las células recombinantes,
lo que obliga a realizar procesos elaborados de deteccién y separacion sistematicos (cribado) para identificar y aislar
un clon celular adecuado que exprese el polipéptido deseado en gran cantidad. Ademas, la heterogeneidad también
significa que para cada clon debe desarrollarse un procedimiento de produccion optimizado, lo que vuelve el
desarrollo de una estirpe celular de produccion adecuada un proceso que consume tiempo, que requiere trabajo y
gue es costoso.

[0004] Las ADN recombinasas especificas de secuencia conservadoras se han dividido en dos familias. Los
miembros de la primera familia, la denominada familia de «integrasas», catalizan la separacion y la unién
nuevamente de cadenas de ADN entre dos secuencias nucleotidicas definidas, las cuales se denominaran en lo
sucesivo secuencias de recombinacién. Las secuencias de recombinacién pueden estar en dos moléculas de ADN
diferentes o sobre una molécula de ADN, lo que se traduce en recombinacion intermolecular e intramolecular,
respectivamente. Para recombinacion intramolecular, el resultado de la reaccion depende de la orientacion
respectiva de las secuencias de recombinacion entre si. En el caso de una orientacién invertida, es decir opuesta, de
las secuencias de recombinacién, se produce inversion de los segmentos de ADN que se encuentran entre las
secuencias de recombinacion. En el caso de secuencias repetidas directas, es decir, repeticiones en tAndem de las
secuencias de recombinacion sobre un ADN sustrato, se produce la supresion. En el caso de la recombinacién
intermolecular, es decir, ambas secuencias de recombinacién se localizan en dos moléculas de ADN diferentes, se
puede producir la fusiéon de las dos moléculas de ADN. Aunque los miembros de la familia de las integrasas
habitualmente catalizan la recombinacién tanto intramolecular como intermolecular, las recombinasas de la segunda
familia de las denominadas «invertasas/resolvasas» son Unicamente capaces de catalizar la recombinacion
intramolecular.

[0005] Actualmente, las recombinasas que se utilizan para la manipulacion de genomas eucariéticos
pertenecen a la familia de las integrasas. Tales recombinasas son las recombinasas Cre del bacteriéfago P1 y la
recombinasa Flp de levadura (Mdller, U. (1999) Mech. Develop., 82, pp. 3). Las secuencias de recombinacion a las
cuales se une la recombinasa Cre se denominan loxP. LoxP es una secuencia nucleotidica de 34 pares de base de
longitud que consiste en dos secuencias nucleotidicas invertidas de 13 pares de bases de longitud y un separador
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de 8 pares de bases de longitud que se encuentra entre las secuencias invertidas (Hoess, R. y cols. (1985) J. Mol.
Biol., 181, pp. 351). Las secuencias de unién denominadas FRT para Flp se construyen de manera similar. No
obstante, difieren de loxP (Kilby, J. y cols. (1993) Trends Genet., 9, pp. 413). Por lo tanto, las secuencias de
recombinacion no se pueden sustituir entre si, es decir, Cre no es capaz de recombinar secuencias FRT y FLP no es
capaz de recombinar secuencias loxP. Ambos sistemas de recombinacién son activos sobre distancias grandes, es
decir, el segmento de ADN que se va a invertir o suprimir y flanqueado por dos secuencias loxP o FRT puede ser de
varias 10 000 pares de base de longitud.

[0006] Por ejemplo, una recombinaciéon especifica de tejido en un sistema de ratdén, un desplazamiento
cromosoémico en plantas y animales y una induccién controlada de la expresion del gen se obtuvieron con los dos
sistemas; revisese el articulo de Miller, U. (1999) Mech. Develop., 82, pp. 3. La ADN polimerasa 3 se suprimié en
tejidos particulares en ratones de esta manera; Gu, H, y cols. (1994) Science, 265, pp. 103. Un ejemplo adicional es
la activacion especifica del oncogén del ADN del virus de tumor SV40 en los cristalinos de ratén, que conduce a la
formacion de tumor exclusivamente en esos tejidos. Asimismo, se ha utilizado la estrategia Cre-loxP en relacion con
promotores inducibles. Por ejemplo, la expresién de la recombinasa se regulé con un promotor inducible por
interferon, lo que condujo a la supresion de un gen especifico en el higado y no (o Gnicamente en un bajo grado) en
otros tejidos; Kiihn, R. y cols. (1995) Science, 269, pp.1427.

[0007] Hasta ahora se han utilizado tres miembros de la familia invertasa/resolvasa para la manipulacion de
genomas eucariéticos. Un mutante del bacteriéfago Mu invertasa Gin puede catalizar la inversion de un fragmento
de ADN en protoplastos vegetales sin cofactores. No obstante, se ha descubierto que este mutante es
hiperrecombinogénico, es decir, cataliza las separaciones de la cadena de ADN también en otras secuencias
diferentes a las secuencias de recombinacién natural. Esto lleva a sucesos de recombinacion parcialmente mortales
no deseados en los genomas de protoplasto de planta. La recombinasa B de Streptococcus pyogenes cataliza la
recombinacién en cultivos de célula de raton entre dos secuencias de recombinacion como secuencias repetidas
directas, lo que conduce a la escision del segmento. No obstante, simultdneamente con la supresién, también se ha
detectado la inversion, lo que hace que el uso controlado del sistema para la manipulacién de genomas eucarioticos
resulte inadecuado. Se ha demostrado que los mutantes de la resolvasa yd de E. coli son activos en secuencias de
recombinacién gendmicas episdmicas e introducidas artificialmente, pero la eficacia de esta Ultima reaccién aun es
bastante baja.

[0008] La manipulacién de genomas eucariéticos con la recombinasa Cre y Flp, respectivamente, muestra
desventajas significativas. En caso de supresion, es decir, la recombinacién de dos secuencias de recombinacién
loxP o FRT repetidas en tdndem en un genoma, existe una pérdida irreversible del segmento de ADN que se
encuentra entre las secuencias repetidas en tandem. De esta manera, un gen que se localice en este segmento de
ADN se perdera permanentemente para la célula y el organismo. Por lo tanto es imposible la reconstruccion del
estado original para un nuevo analisis de la funcién del gen, es decir, en una etapa de desarrollo posterior del
organismo. La pérdida irreversible del segmento de ADN causada por la supresién se puede evitar mediante una
inversion del segmento de ADN respectivo. Se puede inactivar un gen mediante una inversion sin que se pierda y se
puede activar nuevamente en una etapa de desarrollo posterior o en el animal adulto por medio de una expresion
regulada en tiempo de la recombinasa mediante una retrorrecombinacion. No obstante, el uso de recombinasas
tanto Cre como FLP en este procedimiento modificado tiene la desventaja de que la inversion no se puede regular,
dado que las secuencias de recombinacion no se alteraran como resultado del suceso de recombinacién. Por lo
tanto, los sucesos de recombinacién repetida que se presentan provocan la inactivacién del gen respectivo debido a
la inversion del segmento de ADN respectivo Unicamente en algunas, y en el mejor de los casos en el 50 %, de las
células diana en el equilibrio de la reaccion. Se han realizado esfuerzos destinados a resolver este problema, al
menos en parte, mediante la construccién de secuencias loxP mutadas, las cuales no se pueden utilizar para
reaccion adicional después de una recombinacion sencilla. No obstante, la desventaja es la condicién Unica de la
reaccion, es decir, no existe activacion subsecuente por retrorrecombinacion después de la inactivacion del gen por
inversion.

[0009] Una desventaja adicional de la recombinasa Flp es su estabilidad térmica reducida a 37 °C, y de esta
manera se limita significativamente la eficacia de la reaccion de recombinacién en eucariotas superiores, p. €j., en
ratones con una temperatura corporal de aproximadamente 39 °C. No obstante, incluso estas enzimas Flp mutantes
aun muestran una eficacia de recombinacién menor en comparacion con la recombinasa Cre.

[0010] Un uso adicional de las recombinasas especificas de secuencia se encuentra en el campo médico, por

ejemplo en la genoterapia, en donde las recombinasas integran un segmento de ADN deseado en el genoma de una
célula diana humana respectiva de una manera estable y controlada. Tanto Cre como Flp pueden catalizar la
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recombinacion intermolecular. Ambas recombinasas recombinan un ADN plasmidico que presenta una copia de su
secuencia de recombinacion respectiva con una secuencia de recombinacién correspondiente la cual ha sido
insertada anteriormente dentro del genoma eucariético por medio de recombinacion homoéloga. No obstante, es
deseable que esta reaccion incluya una secuencia de recombinacion que se presenta de manera «natural» en el
genoma eucariotico. Debido a que loxP y FRT tienen una longitud de 34 y 54 nucledtidos, respectivamente, es
estadisticamente improbable la presentacion de coincidencias exactas de estas secuencias de recombinacién como
parte del genoma. Incluso si estuviera presente una secuencia de recombinacion, aln existe la desventaja de la
reaccion inversa mencionada anteriormente, es decir, las recombinasas tanto Cre como Flp pueden cortar el
segmento de ADN insertado después de la integracion satisfactoria por recombinacién intramolecular.

[0011] Por lo tanto, un problema de la presente invencion consiste en dar a conocer un sistema de recombinacion
sencillo y controlable y el medio de elaboracion necesario. Un problema adicional de la presente invencion consiste
en el desarrollo de un sistema de recombinacién y el medio de elaboracién necesario, lo cual se puede llevar a cabo
en una integracion estable y dirigida de la secuencia de ADN deseada. Tal sistema de recombinaciéon se da a
conocer en el documento WO 01/16345. WO 01/16345 dar a conocer dicho procedimiento de recombinacion de
ADN especifica de secuencia en una célula eucariota para dos propésitos: en primer lugar, para la manipulacion
controlada de genomas eucariotas para la investigacion de las funciones de genes especificos en los organismos
vivos y, en segundo lugar, para procedimientos terapéuticos genéticos en medicina. WO 01/16345 no describe que
dicho procedimiento de recombinacion especifica de secuencia se pueda usar para la produccién a gran escala de
polipéptidos terapéuticos. Y mucho menos, WO 01/16345 no da a conocer ninguna caracteristica que permita usar el
procedimiento de recombinacién especifica de secuencia para dicha produccién a gran escala de polipéptidos
terapéuticos. Por consiguiente, un problema adicional de la presente invencion consiste en desarrollar
procedimientos que permitan la generacion de un sistema de expresion de proteinas mejorado sobre la base de uno
de estos sistemas de recombinacion.

[0012] Tales problemas quedan resueltos por el objeto caracterizado en las reivindicaciones.
[0013] Lainvencion se describe con méas detalle con las siguientes ilustraciones.

La figura 1 muestra una presentacion esquematica de las reacciones de recombinacion, especificamente la
integracion y la escision, catalizados por la integrasa Int natural. Se muestra un ADN plasmidico superhelicoidal
(parte superior) que presenta una copia de la secuencia de recombinacion attP. attP consta de cinco denominados
sitios de union a brazo para Int (P1, P2, P1’, P2’, P3’), dos sitios de unién Int a nucleo (C y C'; marcados con flechas
negras), tres sitios de unién para IHF (H1, H2, H'"), dos sitios de union para Xis (XI, X2) y la denominada regién de
superposicion (rectangulo abierto), en donde se lleva a cabo el intercambio de cadena de ADN propiamente dicho.
La secuencia asociada natural para attP, attB se muestra sobre un segmento de ADN lineal en la parte inferior y
consiste de dos sitios de unién a ndcleo para Int (B y B'; marcados con flechas abiertas) y una region de
superposicion. Para la recombinacion entre attB y attP, son necesarios Int e IHF, lo que lleva a la integracion del
plasmido en el segmento de ADN que presenta attB. De esta manera, se forman dos secuencias de recombinacién
hibridas nuevas, attL and attR, las cuales sirven como secuencias objetivo para la escision. En la situacién natural,
esta Ultima reaccion requiere Int e IHF, y un cofactor adicional XIS codificado por el fago lambda.

La figura 2 muestra reacciones de recombinacién intermoleculares. (A) Recombinacion integrante intramolecular
(attB x attP). (B) Recombinacién integrante intermolecular (attB x attP). (C) Recombinacién escisional intramolecular
(attL x attR). (D) Recombinacion escisional intermolecular (attL x attR). Los vectores del sustrato y los productos de
recombinacién esperados se esquematizan en la parte superior de cada panel. La fraccion de células que expresan
GFP se determin6 por FACS en tres puntos en el tiempo después de la cotransfeccion del sustrato y los vectores de
expresion. Se muestran valores medios de tres ensayos, estando indicadas las desviaciones estandar por las lineas
verticales.

La figura 3 muestra que la presencia de secuencias de ADN uni6n a brazo de Int en los sitios att estimula la
recombinacién intermolecular. (A) Pares de vectores de sustrato para recombinacion intermolecular contienen ya
sea attB o attP en diferentes combinaciones y generan productos que expresan GFP activados por el promotor de
CMV. (B) Diversas combinaciones de vectores de sustrato se cotransfectaron con vectores de expresion para Int
natural, Int-h mutante o Int-h/218. A las 48 h se analizaron las células por FACS y se determind la proporcion de
células que expresan GFP para dos pares de sustratos. La recombinacion entre attP y attP sirvi6 como referencia,
como se ha indicado. Se muestran valores medios de tres ensayos, estando indicadas las desviaciones estandar por
las lineas verticales. Los valores medios reales de células que expresan GFP (%) para Int fueron 0,08 (B x B), 1,24
(P x P) y 0,81 (P x B). Los correspondientes a Int-h fueron: 1,15 (B x B), 8,07 (P x P) y 9,90 (P x B). Los
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correspondientes a Int-h/218 fueron: 4,01 (B x B), 17,62 (P x P) y 16,45 (P x B).

La figura 4 muestra que la proteina IHF purificada estimula la recombinacion integrante intramolecular e
intermolecular por Int natural. (A) representacion esquematica de vectores de sustrato que se incubaron con o0 sin
IHF antes de su transfeccion en células HeLa que expresan de manera transitoria Int natural o Int-h. (B) a las 48
horas después de la transfeccion, las fracciones de células que expresan GFC se analizaron por FACS. Se
representa graficamente la proporcion de estas fracciones como activacién de recombinacion por IHF. La grafica
muestra los valores medios de tres ensayos con desviaciones estandar indicados por lineas verticales. Los valores
medios reales de células que expresan GFP (%) en presencia y ausencia de IHF, respectivamente, fueron, para Int
(7,93/1,26) y para Int-h (17,57/13,14) en el caso de recombinacion intramolecular, y para Int (13,94/3,47) e Int-h
(20,33/16,83) al analizar la recombinacién intermolecular.

La figura 5 muestra esquematicamente ejemplos de disefios de vector de expresién para la recombinaciéon de ADN
especifico de secuencia en células CHO-DG44. El término «P/E» significa una unidad compuesta que contiene un
elemento mejorador y un promotor, «P» indica un elemento promotor y «T» indica un sitio de terminacion de
transcripcion requerido para la poliadenilacion del ARN mensajero transcrito. «GOI» se refiere a un gen de interés,
«dhfr» a un marcador seleccionable amplificable de dihidrofolato reductasa, «FP» a una proteina fluorescente tal
como ZsGreen y «npt» a un marcador seleccionable de neomicina fosfotransferasa. Una flecha indica el sitio de
inicio de transcripcién dentro de una unidad de transcripcion. La recombinacién especifica de secuencia entre el sitio
de recombinacion attP o attB que se localiza en el primer ADN vy el sitio de recombinacion attP o attB que se localiza
en el segundo ADN se muestra con una cruz y esta mediado por la integrasa de bacteriéfago lambda. El término
«att» se refiere a los sitios de unién que resultan de la recombinaciéon mostrada a titulo de ejemplo entre attP y attP,
attP y attB, attB y attP, o attB y attB que se localizan en el primer y segundo ADN, respectivamente.

[0014] Los términos «transformacion» o «transformar», «transfeccién» o «transfectar», como se utilizan en este
documento, significa cualquier introducciéon de una secuencia de acido nucleico en el interior de una célula, lo que
tiene como resultado células modificadas genéticamente, recombinantes, transformadas o transgénicas. La
introduccion se puede realizar por cualquier procedimiento bien conocido en la técnica y descrito, p. €j., en
Sambrook, J. y cols. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, New York o Ausubel, F.M. y cols. (actualizado en 1994) Current Protocols in Molecular Biology, New York:
Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience. Los procedimientos incluyen, entre otros, lipofeccion,
electroporacion, transfeccion por polication (tal como la mediada por DEAE-dextrano), fusion de protoplastos,
infecciones virales y microinyeccién, o se puede llevar a cabo por medio del procedimiento de calcio, el
procedimiento de electrochoque, inyeccién intravenosa/intramuscular, inhalacion de aerosol o inyeccion de un
ovocito. La transformacién puede tener como resultado una transformacion transitoria o estable de las células
anfitrionas. El término «transformacion» o «transformar» también significa la introducciéon de una secuencia de acido
nucleico viral de una manera que es la natural para el virus respectivo. La secuencia de acido nucleico viral no
necesita estar presente como una secuencia de acido nucleico desnudo sino que se puede empaquetar en una
envoltura de proteina viral. Por lo tanto, el término se relaciona no solo con el procedimiento que habitualmente se
conoce con el término «transformacion» o «transformar». Se favorecen procedimientos de transfeccion que
proporcionan una frecuencia 6ptima de transfeccion y expresion del acido nucleico introducido. Los procedimientos
adecuados se pueden determinar por procedimientos sistematicos. Para los transfectantes estables, las
construcciones (plasmido recombinantes) se integran en el genoma de la célula anfitiona o un
cromosoma/minicromosoma artificial o bien se localizan episémicamente de manera que se mantienen establemente
dentro de la célula anfitriona.

[0015] EI término «secuencias de recombinacion», como se utiliza en este documento, se relaciona con las
secuencias de attB, attP, attL y attR y derivados de las mismas. Un ejemplo de una secuencia attB se especifica en
SEQ ID n.° 13, un ejemplo de una secuencia attP se especifica en la SEQ ID n.° 14, un ejemplo de una secuencia
attL se especifica en la SEQ ID n.° 15 y un ejemplo de una secuencia attR se especifica en la SEQ ID n.° 16.

[0016] EI término «derivado» como se utiliza en este documento, se relaciona con secuencias de attB, attP, attL y
attR que tienen una o mas sustituciones, preferiblemente siete, de manera mas preferible dos, tres, cuatro, cinco o
seis en la region de superposicion o en la regién de nicleo, en contraste con las secuencias attB, attP, attL y attR
gue se presentan de manera natural. El término «derivado» también se relaciona con por lo menos un sitio de unién
Int a nlcleo de attB, attP, attL o attR. El término «derivado» también se relaciona con por lo menos un sitio de unién
Int a nicleo de attP, attL o attR mas una o0 mas copias de sitio unioén a brazo para Int. El término «derivado» también
se relaciona con por lo menos un sitio de union Int a nicleo de attP, attL o attR mas una 0 mas copias de los sitios
de unién de factor IHF, FIS o XIS. El término «derivado» también se relaciona con una combinaciéon de estas
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caracteristicas. Ademas, el término «derivado» se relaciona con cualquier fragmento funcional del mismo y con
secuencias nucleotidicas enddgenas en células eucariotas que soportan la recombinacion especifica de secuencia,
p. €j., attH identificada en el genoma humano (véase, p. €., WO 01/16345). El término «derivado» en general incluye
las secuencias attB, attP, attL o attR adecuadas para llevar a cabo el uso propuesto de la presente invencion, lo que
significa que la secuencia media sucesos de recombinacion especifica de secuencia activados por una integrasa
(natura o modificada) del bacteriéfago lambda.

[0017] EI término «fragmento funcional» se relaciona con secuencias attB, attP, attL y attR que tienen
sustituciones, supresiones o inserciones (que incluye la presencia o ausencia de sitios de unién de proteina natural o
modificadas), las cuales no afectan significativamente al uso de dichas secuencias en los sucesos de recombinacion
activados por una integrasa natural o modificada del bacteriéfago lambda. La funcionalidad no se ve afectada de
manera significativa cuando la frecuencia de recombinacion es de al menos aproximadamente el 70 %, de manera
preferente al menos aproximadamente el 80 %, de manera mas preferente aproximadamente el 90 %, y de manera
mas preferente adicional al menos aproximadamente el 95 %, y de manera mucho mas preferente mas de
aproximadamente el 100 % en comparacion con las secuencias de recombinacion correspondientes que existen en
la naturaleza utilizando la misma recombinasa en las mismas condiciones (por ejemplo uso in vitro o in vivo, un tipo
de célula anfitriona idéntica, condiciones de transfeccién idénticas, presencia o ausencia de los mismos factores del
anfitrion, las mismas condiciones de tampon, temperatura idéntica, etc.). De manera alternativa, las sustituciones,
supresiones o inserciones de las secuencias attB, attP, attL y/o attR confieren al menos una mejora de los sucesos
de recombinacion activados por la integrasa natural o modificada del bacteriéfago lambda, por lo que la mejora
puede consistir, p. €j., en: (i) incrementar la eficacia de sucesos de recombinacién (integracion y/o escision), (ii)
incrementar la especificidad de recombinacion, (i) favorecer sucesos de recombinacion escisionales, (iv) favorecer
sucesos de recombinacion integrantes, (v) liberar de los requerimientos para algunos o todos los factores del
anfitrion, en comparacién con las secuencias de recombinacién correspondientes que existen en la naturaleza
utilizando la misma recombinasa en las mismas condiciones (véase mas arriba).

[0018] La funcionalidad de los sitios de recombinacion modificados o de la integrasa modificada se pueden
demostrar de manera que dependen de la caracteristica particular deseada y se conocen en la técnica. Por ejemplo,
se puede utilizar un ensayo de cotransfeccion como se describe en la presente invencién (véanse los resultados 5.1
0 el ejemplo 3 de WO 01/16345) para caracterizar la recombinacion mediada por integrasa de ADN
extracromosémico en una diversidad de estirpes celulares. Brevemente, las células se cotransfectan con un vector
de expresién que codifica para la proteina integrasa y un sustrato vector que es un sustrato para la recombinasa,
qgue codifica para un gen indicador funcional/no funcional (p. €j., una proteina fluorescente como GFP) y que
contiene al menos una secuencia de recombinacion en la misma. Tras la expresion de la integrasa por el vector de
expresion, la funcién del gen indicador se volvera no funcional/funcional. Por lo tanto, la actividad de recombinacién
se puede analizar ya sea por recuperacion del sustrato vector recombinado y buscando evidencias de la
recombinacién a nivel de ADN (por ejemplo realizando una PCR, analisis de secuencia de la region recombinada,
analisis de enzima de restriccion, andlisis de transferencia Southern) o buscando evidencias de la recombinacién a
nivel de proteina (p. €j., ELISA, transferencia Western, radioinmunoensayo, inmunoprecipitacion, inmunotincion,
andlisis FACS de proteinas fluorescentes).

[0019] EI término «region de superposicién» como se utiliza en este documento define la secuencia de las
secuencias de recombinacién en donde se lleva a cabo un intercambio de cadena de ADN, incluyendo separacion y
unién nuevamente de la cadena, y se relaciona con una secuencia de ADN de consenso 5-TTTATAC-3' en sitios att
naturales o dicha secuencia con sustituciones nucleotidicas funcionales. El Unico prerrequisito es que la secuencia
de la regién de superposicién sea idéntica entre secuencias asociadas recombinantes.

[0020] EI término «sitio de unién de nicleo» se relaciona con dos copias repetidas de manera imperfecta en una
orientacion invertida, separadas por la regidn de superposicion en cada conjunto de sitios att naturales. Los sitios de
unién de nudcleo son esenciales para la recombinacion por unién de la integrasa a baja afinidad. Cada sitio de union
de nudcleo consiste en nueve pares de bases contiguos y se relaciona con secuencias de ADN que consiste en la
secuencia B de la secuencia nucleotidica 5'-CTGCTTTTT-3', para la secuencia B' de la secuencia nucleotidica
5'CAAGTTAGT-3' (cadena complementaria inversa), para la secuencia C de la secuencia nuclectidica 5'-
CAGCTTTTT-3' y para la secuencia C' de la secuencia nucleotidica 5-CAACTTAGT-3' (cadena complementaria
inversa) en sitios att naturales o dichas secuencias con sustituciones nucleotidicas funcionales.

[0021] EI término «sitio de uniébn a brazo para Int» o «sitios de union a brazo», como se utlizan en este

documento, se relacionan con la secuencia de consenso 5-C/AAGTCACTAT-3' o la secuencia que tiene
sustituciones nucleotidicas funcionales. El sitio de unién a brazo para Int se puede colocar a diversas distancias
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aguas arriba o aguas arriba del(de los) sitio(s) de unién Int a nucleo.

[0022] EI término «homologo» u «homologos» o «similar» como se utiliza en este documento con respecto a las
secuencias de recombinacion, sitios de unién a brazo y sitios de unién de factor de anfitrién se relacionan con una
secuencia de acido nucleico que es idéntica en aproximadamente el 70 %, preferentemente en aproximadamente el
80 %, de manera mas preferente en aproximadamente el 85 %, de manera mucho mas preferente en
aproximadamente 90 %, de manera alun mas preferente en aproximadamente el 95 % y de manera mucho mas
preferente en aproximadamente el 99 % de las secuencias de recombinaciéon que se encuentran en la naturaleza,
los sitios de unidon a brazo y los sitios de unién de factor de anfitrion. Con el término homoélogo o similar se
consideran secuencias las cuales, p. €]., utilizando parametros estandar en el algoritmo de similitud BLAST o NCBI
(Basic Local Alignment Search Tool, Altschul y cols., Journal of Molecular Biology 215, 403-410 (1990)) muestran
una probabilidad de P < 10 cuando se comparan con las secuencias de recombinacion.

[0023] EI término «vector», como se utiliza en este documento, se relaciona con construcciones (plasmidos
recombinantes) que se encuentran en la naturaleza o generados sintéticamente para captacion, proliferacion,
expresion o transmision de acidos nucleicos en una célula, p. e€j., plasmidos, fagémidos, cosmidos, cromosomas
artificiales/minicromosomas, bacteriéfagos, virus o retrovirus. Los procedimientos utilizados para construir vectores
son bien conocidos por los expertos en la materia y se describen en diversas publicaciones. En particular las
técnicas para construir vectores adecuados incluyen una descripcién de los componentes funcionales y reguladores
tales como promotores, mejoradores, sefiales de terminacién y poliadenilacién, marcadores de seleccién, origenes
de replicacion y sefiales de empalme, se revisan con detalle considerable en Sambrook, J. y cols. (1989), mas
arriba, y las referencias citadas alli. Los vectores de expresion eucaridticos tipicamente contendran también
secuencias procaritticas que faciliten la propagacion del vector en la bacteria tal como un origen de replicacion o
genes de resistencia a antibiéticos para seleccién en bacterias. Una diversidad de vectores de expresion
eucaridticos que contienen un sitio de clonacién en el cual se puede enlazar operativamente un polinucleétido son
bien conocidos en la técnica y algunos estan disponibles comercialmente de compafiias tales como Stratagene, La
Jolla, CA; Invitrogen, Carlsbad, CA; Promega, Madison, WI o BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA.

[0024] Los términos «gen de interés», «secuencia deseada» o0 «gen deseado», como se utilizan en este
documento, tienen el mismo significado y se refieren a una secuencia polinucleotidica de cualquier longitud que
codifica para un producto de interés. La secuencia seleccionada puede ser de longitud completa o un gen truncado,
un gen de fusion o marcado y puede ser ADNc, ADN gendmico o un fragmento de ADN, preferentemente ADNc.
Puede ser una secuencia nativa, es decir, formas que se presentan en la naturaleza o puede estar mutado o
modificado de alguna otra manera; segun se desee. Estas modificaciones incluyen optimizaciones de codones para
optimizar el uso de codones en la célula anfitriona seleccionada, humanizacién o marcado. La secuencia
seleccionada puede codificar para un polipéptido secretado, citoplasmico, nuclear, unido a membrana o de superficie
celular. El término «producto de interés» incluye proteinas, polipéptidos, fragmentos de los mismos, péptidos, ARN
antisentido todos los cuales se pueden expresar en la célula anfitriona seleccionada.

[0025] El término «secuencia de acido nucleico», «secuencia nucleotidica» o «secuencia de ADN», como se utiliza
en este documento, se refiere a un oligonucleoétido, nucleétido o polinucleétido y fragmentos y porciones del mismo y
a ADN o ARN de origen genémico o sintético, el cual puede ser de cadena sencilla o doble y representar una
cadena transcrita (directa, sentido) o complementaria (antisentido). La secuencia puede ser una secuencia no
codificante, una secuencia codificante o una mezcla de ambas. Los polinucleétidos de la invencion incluyen regiones
de acido nucleico en donde uno o mas codones han sido sustituidos por sus sinénimos.

[0026] Las secuencias de acido nucleico de la presente invencién se pueden preparar utilizando técnicas estandar
bien conocidas por los expertos en la materia. El término «que codifica» o «codificante» se refiere a la propiedad
inherente de secuencias especificas de nucleétidos en un acido nucleico, tales como un gen en cromosoma 0 un
ARNmM, que sirven como plantillas para las sintesis de otros polimeros y macromoléculas en procesos biolégicos que
tienen una secuencia definida de nucleétidos (es decir, ARNr, ARNt u otras moléculas de ARN) o aminoacidos y las
propiedades bioldgicas que resultan de los mismos. Por lo tanto, un gen codifica para una proteina si la transcripcién
y traduccion del ARNm producido por dicho gen produce la proteina en una célula u otro sistema biol6gico. Tanto la
cadena codificante, la secuencia nucleotidica de la cual es idéntica a la secuencia de ARNm y habitualmente se
proporciona en listas de secuencias asi como la cadena no codificante, utilizada como la plantilla para la
transcripcion de un gen o ADNc, se pueden denominar codificante de la proteina u otro producto de dicho gen o
ADNc. Un acido nucleico que codifica para una proteina incluye acidos nucleicos que tienen secuencias
nucleotidicas diferentes pero que codifican para la misma secuencia de aminoacidos de la proteina debido a la
degeneracion del cédigo genético. Los acidos nucleicos y las secuencias nucleotidicas que codifican para proteinas
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pueden incluir intrones.

[0027] EI término «polipéptido» se utiliza de manera intercambiable con las secuencias de residuos de
aminoacidos o proteinas y se refiere a polimeros o aminoacidos de cualquier longitud. Estos términos también
incluyen proteinas que son modificadas después de la traduccién mediante reacciones que incluyen, entre otras,
glucosilacién, acetilacion, fosforilacion o procesamiento de proteinas. Se pueden realizar modificaciones y cambios,
por ejemplo fusiones a otras proteinas, sustituciones, supresiones o inserciones en la secuencia de aminoacidos, en
la estructura de un polipéptido mientras la molécula mantenga su actividad funcional biolégica. Por ejemplo, ciertas
sustituciones en la secuencia de aminoacidos se pueden realizar en un polipéptido o en su secuencia codificante de
acido nucleico subyacente y se puede obtener una proteina con propiedades similares. Se pueden preparar
modificaciones de aminoacidos, por ejemplo, realizando mutagénesis especifica de sitio 0 mutagénesis mediada por
reaccion en cadena de polimerasa sobre su secuencia de acido nucleico subyacente.

[0028] EI término «expresion» como se utiliza en este documento se refiere a la transcripcion y/o traduccion de
una secuencia heteréloga de acido nucleico dentro de una célula anfitriona. El nivel de expresion de un producto
deseado en una célula anfitriona se puede determinar sobre la base de la cantidad de ARNm correspondiente que
esta presente en la célula o de la cantidad del polipéptido deseado codificado por la secuencia seleccionada. Por
ejemplo, el ARNm transcrito de una secuencia seleccionada se puede cuantificar por hibridaciéon de transferencia
Northern, proteccion de ARN de ribonucleasa, hibridacion in situ a ARN celular o por PCR (véase Sambrook, y cols.
(1989), mas arriba; Ausubel, F.M. y cols. (actualizada en 1994), mas arriba). Las proteinas codificadas por una
secuencia seleccionada se pueden cuantificar por diversos procedimientos, p. €j., por ELISA, por transferencia
Western, por radioinmunoensayos, por inmunoprecipitacion, realizando ensayos para determinar la actividad
bioldgica de la proteina o por inmunotincion de la proteina seguida por PCR y analisis FACS (véase Sambrook, J. y
cols. (1989), mas arriba; Ausubel, F.M. y cols. (actualizada en 1994), mas arriba).

[0029] Un «casete de expresion» define una regién dentro de una construcciéon (plasmido recombinante) que
contiene uno 0 mas genes que se van a transcribir, en donde los genes contenidos dentro del segmento estan
unidos operativamente entre si y se transcriben desde un promotor simple, y como resultado, los diferentes genes
estan enlazados al menos transcripcionalmente. Se puede transcribir y expresar desde cada unidad de transcripciéon
mas de una proteina o producto. Cada unidad de transcripcion comprendera los elementos reguladores necesarios
para la transcripcion y traduccién de cualquier secuencia seleccionada que esté contenida dentro de la unidad.

[0030] EIl término «enlazado operativamente» significa que dos o0 mas secuencias de acido nucleico o elementos
de secuencia se colocan de manera tal que permitan que funcionen de la manera que se desea. Por ejemplo, un
promotor y/o mejorador estd unido operativamente a una secuencia codificante si actla en cis para controlar o
modular la transcripcion de la secuencia enlazada. De manera general, aunque no necesariamente, las secuencias
de ADN que estan unidas operativamente son contiguas y, cuando es necesario, se unen a dos regiones
codificantes proteinicas o en el caso de un lider secretor, contiguas en una fase de lectura.

[0031] EI término «gen marcador de seleccion» se refiere a un gen que solo permite seleccionar especificamente
la presencia o ausencia de células que transporten el gen en presencia de un agente de seleccion correspondiente.
A modo de ilustracién, se puede utilizar un gen de resistencia a antibiéticos como gen marcador seleccionable
positivo que permite que la célula anfitriona transformada con el gen sea seleccionada positivamente en presencia
del antibiético correspondiente; una célula anfitriona no transformada no serd capaz de crecer o sobrevivir en las
condiciones de cultivo seleccionadas. Los marcadores seleccionables pueden ser positivos, negativos o
bifuncionales. Los marcadores seleccionables positivos permiten seleccionar células que transporten el marcador al
conferir resistencia a un medicamento o compensar un defecto metabdlico o catabdlico en la célula anfitriona. Por el
contrario, los marcadores de seleccion negativos permiten eliminar selectivamente las células que transporten el
marcador. Por ejemplo, utilizando el gen HSV-tk como marcador provocara que las células se vuelvan sensibles a
agentes tales como aciclovir y ganciclovir. Los genes marcadores seleccionables utilizados en este documento,
incluyendo los genes seleccionables amplificables, incluyen mutantes sometidos a ingenieria de manera
recombinante y variantes, fragmentos, equivalentes funcionales, derivados, homaélogos y fusiones del gen marcador
seleccionable nativo en la medida en que el producto codificado retenga la propiedad seleccionable. En general, los
derivados utiles tienen una similitud de secuencia sustancial (a nivel de aminoacidos) en regiones o dominios del
marcador seleccionable asociados a la propiedad seleccionable. Se ha descrito una diversidad de genes
marcadores que incluyen marcadores bifuncionales (es decir, positivo/negativo) (véase, p. €j., WO 92/08796 y WO
94/28143), incorporados como referencia en este documento. Por ejemplo, los genes seleccionables utilizados
comunmente con células eucariotas incluyen los genes para aminoglucésido fosfotransferasa (APH), higromicina
fosfotransferasa (HYG), dihidrofolato reductasa (DHFR), timidina cinasa (TK), glutamina sintetasa, asparagina
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sintetasa y genes que codifican para resistencia a neomicina (G418), puromicina, histidinol D, bleomicina y
fleomicina.

[0032] La seleccion también se puede realizar por clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS, por
sus siglas en inglés) utilizando, por ejemplo, un marcador de superficie celular, una B-galactosidada bacteriana o
proteinas fluorescentes (p. €j., proteinas fluorescentes verdes (GFP, por sus siglas en inglés) y sus variantes de
Aequorea victoria y Renilla reniformis u otras especies; proteinas fluorescentes rojas, proteinas fluorescentes y sus
variantes a partir de especies no bioluminiscentes (p. €j., los géneros Discosoma, Anemonia, Clavularia y Zoanthus)
para seleccionar para células recombinantes.

[0033] EIl término «agente de seleccion» se refiere a un sustrato que interfiere con el crecimiento o supervivencia
de una célula anfitriona que es deficiente en un gen seleccionable particular. Por ejemplo, para seleccionar para la
presencia de un gen de resistencia a antibiéticos como APH (aminoglucésido fosfotransferasa) en una célula
transfectada se utiliza el antibiético Geneticina (G418).

[0034] La integrasa (habitualmente y designada en este documento «Int») del bacteriéfago K pertenece, al igual
gue Cre y Flp, a la familia integrasa de la secuencia especifica conservadora de las ADN recombinasas. En su
funcién natural, Int cataliza la recombinacion integrante entre dos secuencias de recombinacion diferentes,
especificamente attB y attP. La secuencia attB comprende 21 nucleétidos y originalmente fue aislada del genoma de
E. coli; Mizuuchi, M. y Mizuuchi, K. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, pp. 3220. Por otra parte, attP tiene 243
nucleétidos y es mucho mas larga y se encuentra en la naturaleza en el genoma del bacteriéfago lambda; Landy, A.
y Ross, W. (1977) Science, 197, pp. La recombinasa Int tiene siete sitios de unién en attP y dos en attB. La funcion
bioldgica de Int es la integracion especifica de secuencia del genoma del fago circular en el locus attB en el
cromosoma de E. coli. La integrasa Int necesita un cofactor proteinico, el denominado factor de anfitrion de
integracion (normalmente denominado en este documento como «IHF») para la recombinacion integrante; Kikuchi,
Y. Und Nash, H. (1978) J. Biol. Chem., 253, 7149. El factor IHF es necesario para el ensamblado de un complejo de
recombinacion funcional con attP. Un segundo cofactor para la reaccién de integracion es el ADN negativo
superenrollado de attP. Finalmente, la recombinacién entre attB y attP lleva a la formacion de dos secuencias de
recombinacion nuevas, especificamente, attL y attR, las cuales sirven como sustrato y secuencia de reconocimiento
para una reaccién de recombinacion adicional, la reaccién de escision. Un resumen amplio de la integracion del
bacteriéfago lambda se proporciona, p. €j., en Landy, A. (1989) Annu. Rev. Biochem., 58, pp. 913.

[0035] La escision del genoma del fago extrayéndolo del genoma bacteriano también esta catalizada por la Int
recombinasa. Para esto, es necesario un cofactor adicional ademas de Int e IHF, el cual esta codificado por el
bacteri6fago lambda. Este es la escisionasa (normalmente denominada en este documento como «XIS») que tiene
dos sitios de union en attR; Gottesman, M. y Weisberg, R. (1971) The Bacteriophage Lambda, Coid Spring Harbor
Laboratory, pp. 113. En contraste con la recombinacion integrante, el ADN negativo superenrollado de las secuencia
de recombinacién no es necesario para recombinacién escisional. No obstante, el ADN negativo superenrollado
incrementa la eficacia de la reaccion de recombinacion. Se puede obtener una mejora adicional de la eficacia de la
reaccion de escision con un segundo cofactor, especificamente FIS (factor para la estimulacion de inversion), el cual
actla junto con XIS; Landy, A. (1989) Annu. Rev. Biochem., 58, pp.913. La escision es genéticamente la reaccién
inversa exacta de la integracién, es decir, attB and attP se generan nuevamente. Un resumen amplio de la escisién
del bacteriéfago lambda se proporciona, p. €j., en Landy, A. (1989) Annu. Rev. Biochem., 58, pp. 913

[0036] La presente invencion se refiere a un procedimiento segun se define en la reivindicacion 1,

[0037] EIl procedimiento de la presente invencién esta basado en un procedimiento de recombinacién de ADN
especifica de secuencia en una célula eucariota. Dicho procedimiento de recombinacion especifica de secuencia
puede comprender los pasos siguientes:

a) introducir una primera secuencia attB, attP, attL o attR o un derivado de la misma en una célula,

b) introducir una segunda secuencia attB, attP, attL o attR o un derivado de la misma, o en el que si dicha primera
secuencia de ADN comprende una secuencia attB o un derivado de la misma, dicha segunda secuencia comprende
una secuencia attB, attL o attR o un derivado de la misma, o en el que si dicha primera secuencia de ADN
comprende una secuencia attP o un derivado de la misma, dicha segunda secuencia comprende una secuencia
attP, attL o attR o un derivado de la misma, o en el que si dicha primera secuencia de ADN comprende una
secuencia attL o un derivado de la misma, dicha segunda secuencia comprende una secuencia attB, attP o attL o un
derivado de la misma, o en el que si dicha primera secuencia de ADN comprende una secuencia attR o un derivado
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de la misma, dicha segunda secuencia comprende una secuencia attB, attP o attR o un derivado de la misma,
¢) realizar la recombinacion especifica de secuencia por una integrasa Int de bacteriéfago lambda.

[0038] Se prefiere el procedimiento el procedimiento en el que en la etapa c) la recombinacién especifica de
secuencia se realice por Int o por Int y XIS, FIS o IHF. Se prefiere adicionalmente el procedimiento en el que en la
etapa c) la recombinacion especifica de secuencia se realice por Int o por Int y un factor XIS, o por Int e IHF, o por
Inty XIS e IHF. Se prefiere adicionalmente un procedimiento en el que en la etapa c) la recombinacién especifica de
secuencia se realice por una Int modificada, preferentemente Int-h o Int-h/218. En este contexto, también esta dentro
del significado de la presente invencién el uso de Int modificada junto con XIS, FIS y/o IHF.

[0039] En una realizacion mas preferente de este procedimiento, la recombinacion especifica de secuencia de
ADN en células eucariotas se realizara en sitios de recombinacion idénticos o casi idénticos. Por lo tanto, la presente
invencion se relaciona con un procedimiento de recombinacién especifica de secuencia como se describio
anteriormente, en donde la primera secuencia de ADN comprende una secuencia de attB o un derivado de la misma,
la segunda secuencia comprende también una secuencia de attB o un derivado de la misma, o en donde la primera
secuencia de ADN comprende una secuencia de attP o un derivado de la misma, la segunda secuencia comprende
una secuencia de attP o un derivado de la misma, o en donde la primera secuencia de ADN comprende una
secuencia de attL o un derivado de la misma, la segunda secuencia comprende una secuencia attL o un derivado de
la misma o en donde la primera secuencia de ADN comprende una secuencia de attR o un derivado de la misma, la
segunda secuencia comprende una secuencia de attR o un derivado de la misma.

[0040] EI procedimiento de la presente invencion se puede llevar a cabo no solo con las secuencias que se
presentan de manera natural de attB, attP, attL y/o attR sino también con secuencias modificadas, por ejemplo
sustituidas, de attB, attP, attL, y/o attR. Por ejemplo se ha observado una recombinacion integrante del bacteriéfago
lambda y E. coli entre secuencias homologas de attP y attB (mutantes de las secuencias naturales) las cuales tienen
una o mas sustituciones en attB (Nash, H. (1981) Annu. Rev. Genet., 15, pp. 143; Nussinov, R. y Weisberg, R.
(1986) J. Biomol. Struct. Dynamics, 3, pp 1134) y/o en attP (Nash, H. (1981) Annu. Rev. Genet., 15, pp.143).

[0041] Asi pues, la presente invencion se relaciona con un procedimiento en donde las secuencias utilizadas de
attB, attP, attL y/o attR tienen una 0 mas sustituciones en comparacion con las secuencias que se encuentran en la
naturaleza de attB, attP, attL, y/o attR. Las sustituciones pueden aparecer tanto en la regién de superposicion como
en la region de ndcleo. La region de superposicion completa comprende siete nucleétidos y también puede estar
sustituida. Se prefiere de manera adicional un procedimiento en el que las sustituciones se introducen dentro de las
secuencias de attB, attP, attL, y/o attR, ya sea en la region del nicleo o en la region de superposicion. Se prefiere la
introduccion de una sustitucién en la regidn de superposicién y la introduccién simultanea de una o dos sustituciones
en la regién de nucleo. La presente invencidon también se refiere a un procedimiento en el que las secuencias
utilizadas de attB, attP, attL y/o attR son derivados, que incluyen fragmentos funcionales de los mismos de los sitios
de recombinacién en comparacion con las secuencias que se presentan en la naturaleza de attB, attP, attL y/o attR.

[0042] Se selecciona una modificacion en forma de una o mas sustituciones en las secuencias de recombinacion
de mariera tal que la recombinacion se puede llevar a cabo a pesar de una o varias modificaciones. Los ejemplos de
tales sustituciones se incluyen, p. €j., en las publicaciones de Nash, H. (1981) mas arriba y Nussinov, R y Weisberg,
R. (1986), mas arriba y no se consideran como limitantes. Se pueden introducir facilmente modificaciones
adicionales, p. €j., mediante procedimientos de mutagénesis (muchos de estos se describen en Ausubel, F.M. y cols.
et al. (actualizada en 1994) mas arriba) y también se puede evaluar su uso mediante recombinaciones de prueba
como se describe, p. €j., en los ejemplos de la presente invencién (Ejemplos 1y 2, Resultados 5.1).

[0043] Ademas, la presente invencion se refiere a un procedimiento en el que las secuencias utilizadas de attB,
attP, attL y/o attR comprenden Unicamente uno de los sitios de unién Int a nlcleo respectivos; no obstante, también
se prefieren mas de dos sitios de unién Int a ndcleo. En una realizacién preferente, la presente invencion se refiere a
un procedimiento en el que las secuencias utilizadas de attB, attP, attL y/o attR consisten Unicamente de uno de los
sitios de union Int a ndcleo respectivos. En una realizacion adicional, las secuencias utilizadas de attB, attP, attL y/o
attR consisten en dos 0 mas sitios de unién Int a ndcleo.

[0044] La presente invencion se refiere adicionalmente a un procedimiento en el que las secuencias utilizadas de
attP, attL y/o attR comprenden, ademas del sitio de union Int a ndcleo, una o mas, preferiblemente dos, tres, cuatro,
cinco o mas de cinco copias del sitio union a brazo para Int. El sitio de unién comprende un motivo de consenso que
tiene la secuencia 5-C/AAGTCACTAT-3' (IDENTIFICADOR DE SECUENCIA N.° 1) o una secuencia modificada del
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mismo que tiene sustituciones nucleotidicas y que es funcional con respecto a la unién de Int. El(los) sitio(s) de
unioén a brazo para Int se puede(n) colocar a diversas distancias aguas arriba o aguas arriba del(de los) sitio(s) de
union Int a nucleo.

[0045] Para realizar el procedimiento de la presente invencion, la primera secuencia de recombinacion puede
comprender secuencias adicionales de ADN las cuales permiten la integracion en el locus diana deseado, p. €j., en
el genoma de la célula eucariota o un minicromosoma artificial. Esta recombinacion se produce, p. €j., por medio de
la recombinacién homoéloga la cual es mediada por mecanismos de recombinacién celular interna. Para dicha
recombinacion, las secuencias adicionales de ADN deben ser homélogas al ADN del locus diana y se deben
localizar tanto en 3' como en 5' de las secuencias attB, attL, attP o attR o derivados de las mismas, respectivamente.
Una persona experta en la materia sabe cémo de grande debe ser el grado de homologia y cémo de largas deben
ser las secuencias 3' y 5' respectivas de manera tal que se produzca la recombinacién homéloga con una
probabilidad suficiente; véase la revisién de Capecchi, M. (1989) Science, 244, pp. 1288.

[0046] No obstante, también es posible integrar la primera secuencia de recombinacion por cualquier otro
mecanismo dentro del genoma de la célula eucariota o cualquier minicromosoma artificial, p. ej., por medio de la
integracion aleatoria que también estd mediada por sucesos de recombinacion celular interna. La integracion del
primer sitio de recombinaciéon por medio de la recombinacion especifica de secuencia utilizando sitios diferentes a
aquellos integrados, p. €j. utilizando las secuencias loxP/FRT, también resulta concebible.

[0047] La segunda secuencia de recombinacion también puede comprender secuencias de ADN que son
necesarias para una integracion dentro del locus diana deseado por medio de recombinacién homdloga. Para el
procedimiento de la presente invencion tanto la primera como la segunda secuencias de recombinacién pueden
comprender secuencias adicionales de ADN. Se prefiere un procedimiento en donde ambas secuencias de ADN
comprendan secuencias adicionales de ADN.

[0048] La introduccién de la primera y segunda secuencias de recombinacién con o sin secuencias adicionales de
ADN se puede llevar a cabo de manera consecutiva y en una transformacion conjunta, en donde las secuencias de
recombinacién estan presentes en dos moléculas diferentes de ADN. Se prefiere un procedimiento en el que estan
presentes la primera y segunda secuencias de recombinacién, con o sin secuencias adicionales de ADN, y se
introducen dentro de células eucariotas sobre una molécula sencilla de ADN. Ademas, la primera secuencia de
recombinacion se puede introducir en una célula y la segunda secuencia de recombinacién se puede introducir en
otra célula y posteriormente fusionar las células. El término fusién se refiere a un cruce de organismos, asi como a la
fusién celular en su sentido mas amplio.

[0049] EIl procedimiento de la presente invencion se puede utilizar, p. €j., para invertir un segmento de ADN que se
encuentra entre secuencias de recombinacién orientadas indirectamente en una recombinacion intramolecular.
Ademas, el procedimiento de la presente invencién se puede utilizar para suprimir un segmento de ADN que se
encuentra entre secuencias de recombinacién orientadas directamente en una recombinacion intramolecular. Si las
secuencias de recombinacidon se incorporan cada una en la orientacién 5-3' o 3'-5', estan presentes en una
orientacion directa. Las secuencias de recombinacion estan en orientacién indirecta, si, p. €j., la secuencia de attB
se integra en 5'-3' y la secuencia de attP se integra en orientacién 3'-5'. Si las secuencias de recombinacion se
incorporan cada una, p. €j., por medio de la recombinacion homoéloga dentro de secuencias de intron 5'y 3' de un
exon y la recombinacion se realiza por una integrasa, el exén se habra invertido en el caso de secuencias de
recombinacién orientadas indirectamente y habra sido suprimido en el caso de secuencias de recombinacion
orientadas directamente, de manera respectiva. Con este procedimiento, el polipéptido codificado para el gen
respectivo puede perder su actividad o funcién, o la transcripcién se puede detener por la inversion o supresion de
manera gue no se genere un transcrito (completo). De esta manera se puede investigar, p. €j., la funcién biol6gica
del polipéptido codificado. Ademas, se pueden utilizar reacciones de inversion o supresion para activar la expresion
de un gen que codifica para un polipéptido deseado, p. ej., mediante enlace funcional de la fase de lectura abierta
del polipéptido codificado con elementos reguladores los cuales permiten la transcripcion o traduccion del polipéptido
codificado. Los elementos reguladores incluyen, entre otros, elementos promotores o promotores/mejoradores, los
cuales son bien conocidos en la técnica para diversos sistemas de expresion eucariotica.

[0050] No obstante, la primera y/o segunda secuencias de recombinacion pueden comprender secuencias
adicionales de acidos nucleicos que codifican para uno o mas polipéptidos/productos de interés. Por ejemplo, se
puede introducir una proteina estructural, una proteina enzimatica o reguladora por medio de la las secuencias de
recombinacion en el genoma que se expresa de manera transitoria o estable después de una recombinacion
intramolecular. El polipéptido/producto introducido puede ser endégeno o exdgeno. Ademas, se puede introducir una
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proteina marcadora o polipéptidos terapéuticos biofarmacéuticamente relevantes. Una persona experta en la materia
sabe que esta lista de aplicaciones del procedimiento de acuerdo con la presente invencion tiene efectos meramente
ilustrativos y no es limitante. Los ejemplos de aplicaciones de acuerdo con la presente invencion realizados con las
recombinasas Cre y Flp utilizadas hasta ahora se pueden encontrar, p. €j., en la revision de Kilby, N. y cols., (1993),
Trends Genet., 9, pp. 413.

[0051] Ademas, el procedimiento de la presente invencién se puede utilizar para suprimir o invertir sesgmentos de
ADN en vectores por una recombinacion intramolecular sobre sustratos episdmicos. Se puede utilizar una reaccion
de supresion para suprimir, p. €j., secuencias de empaquetado de los denominados virus cooperadores (helper).
Este procedimiento tiene una aplicacién amplia en la produccion industrial de vectores virales para aplicaciones de
genoterapia; Hardy, S. y cols., (1997), J. Virol., 71, pp. 1842.

[0052] La recombinacion intermolecular lleva a la fusién de dos moléculas de ADN, cada una de las cuales tiene
una copia de attB, attP, attL, o attR o diversas combinaciones de secuencias de att o de sus derivados. Por ejemplo,
attB o un derivado del mismo se puede introducir en primer lugar por medio de recombinacion homaéloga en un locus
gendmico conocido y bien caracterizado de una célula o de un minicromosoma artificial. Posteriormente, un vector o
un segmento de ADN que transporta attB, attP, attL, o attR se puede integrar en la secuencia gendémica de attB por
medio de recombinacién intermolecular. En este procedimiento se prefiere la expresion conjunta de la integrasa
mutante, p. €j., Int-h o Int-h/218 dentro de las célula eucariota, en donde se produce la recombinacion. Se prefiere
adicionalmente la expresién conjunta de la integrasa mutante Int-h/218. Los genes que codifican para cualquiera de
estas integrasas mutantes se pueden localizar sobre un segundo vector de ADN que esta transfectado,
preferentemente cotransfectado, o sobre el vector o segmento de ADN que presenta la secuencia attP, attL, attR o
también una secuencia attB o un derivado de la misma. Las secuencias adicionales se pueden localizar en el vector
o el segmento de ADN que transporta attB, attP, attL, o attR, por ejemplo un gen para una proteina marcadora
particular flanqueada por las secuencias loxP/FRT. Con esta soluciéon se puede hacer que, p. €j., en el andlisis de
expresion comparativo de diferentes genes en un tipo de célula, los genes no sean alterados por influencias
positivas 0 negativas del locus de integracion genodmico respectivo. Ademas, el procedimiento de la presente
invencion se puede utilizar para fusionar segmentos de ADN sobre vectores por una recombinacion intermolecular
sobre sustratos episdmicos. Se puede utilizar una reaccion de fusién, p. ej., para expresar proteinas recombinantes
o0 dominios relevantes con el fin de cribar en blusqueda de genotipos. Este procedimiento se puede utilizar en el
andlisis de alto rendimiento de funciones de proteinas en células eucariotas y, por lo tanto, es de considerable
interés.

[0053] Como se menciond anteriormente, la recombinacién intermolecular se puede utilizar para introducir uno o
mas genes de interés que codifican para uno o mas de los polipéptidos/productos deseados en, p. €j., sustratos
episémicos, cromosomas artificiales/minicromosomas o diversos genomas de células anfitrionas que contienen una
primera secuencia de recombinaciéon. En este contexto un segundo ADN comprende, ademas de al menos una
secuencia de recombinacion, p. €j. attP, attB, attL, attR o cualquier derivado de la misma, uno o mas casetes de
expresion para la expresién de una o mas proteinas/productos deseados. Dicho casete de expresion se puede
introducir en un locus diana deseado mediante las secuencias de recombinacién que permiten una recombinacion
especifica de secuencia entre el ADN que comprende la segunda secuencia de recombinacion y el casete de
expresion, introduciéndose antes la primera secuencia de recombinacion dentro del sustrato episémico, el
minicromosoma artificial o el genoma de la célula anfitriona. Esta realizacion puede ser de gran interés para
establecer estirpes celulares de alta expresiéon que resultan adecuadas para la producciéon de productos
biofarmacéuticos.

[0054] En este contexto, se debe introducir un primer ADN que comprende al menos una secuencia de
recombinacién, p. ej. mediante integracion aleatoria, dentro del genoma de la célula anfitriona, cromosomas
artificiales/minicromosomas o sustratos episémicos contenidos dentro de la célula anfitriona. Alternativamente, una
célula anfitriona se puede transformar con un minicromosoma artificial 0 un sustrato episémico que comprende al
menos uno o varios sitios de recombinacion correspondientes. Otra manera de integrar una o varias secuencias de
recombinacién en un locus diana deseado, reconocido por la integrasa Int de bacteriéfago lambda, es utilizar
técnicas de recombinacion homéloga, como se ha mencionado antes.

[0055] Para facilitar la seleccién por transfectantes estables los cuales hayan introducido una o varias secuencias
de recombinacion en el locus diana deseado, se introduce de manera conjunta un gen marcador de seleccién dentro
del mismo locus diana, al mismo tiempo. Esto se puede llevar a cabo, p. €j., si una o varias de las secuencias de
recombinacion y un gen marcador de seleccién se localizan de manera conjunta sobre el mismo vector o segmento
de ADN, el cual se introduce dentro del locus diana, p. €j., por cualquier procedimiento mencionado anteriormente
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(recombinacién homologa, integracién aleatoria, etc.). Dado que el nivel de expresion del gen marcador de seleccion
se relaciona con la actividad de transcripcion en el sitio de integracion, se pueden identificar de manera muy eficaz
las células que muestren un alto nivel de expresion en el sitio de integracion, robustez celular y buenas
caracteristicas de crecimiento, p. €j., en un biorreactor. El nivel de expresién del gen marcador de seleccion se
puede determinar por procedimientos bien conocidos en la técnica, p. €j., sobre la base de la cantidad de ARNm
correspondiente que esta presente en la célula o de la cantidad de polipéptido codificado por el gen. Por ejemplo, el
ARNm transcrito de una secuencia genética introducida se puede cuantificar por hibridacion de transferencia
Northern, proteccion de ARN de ribonucleasa, hibridacion in situ a ARN celular o por PCR (véase Sambrook y cols.,
1989; Ausubel y cols., 1994, mas arriba). Las proteinas codificadas por una secuencia seleccionada se pueden
cuantificar por diversos procedimientos, p. €j., por ELISA, por transferencia Western, por radioinmunoensayos, por
inmunoprecipitacién, realizando ensayos para determinar la actividad biol6gica de la proteina, por inmunotincion de
la proteina seguida por PCR y analisis FACS o midiendo las sefiales de fluorescencia de una proteina fluorescente
(véase Sambrook y cols., 1989; Ausubel y cols., actualizada en 1994, mas arriba). Mediante dicho procedimiento se
pueden obtener excelentes candidatos de una estirpe celular de produccion para elaborar sustancias
biofarmacéuticas.

[0056] Una o varias secuencias de recombinacion integradas (primera secuencia de recombinacién) permiten la
integracion de una molécula adicional de ADN, p. ej. un vector o un segmento de ADN que transporta al menos una
secuencia de recombinacion adicional (segunda secuencia de recombinacién) por medio de la recombinacion
especifica de secuencia por una integrasa Int de bacteri6fago lambda en un locus activo transcripcional.
Preferentemente, dicha molécula adicional de ADN comprende al menos una segunda secuencia, de recombinacion
y comprende ademas un casete de expresion para la expresion de al menos un gen biofarmacéuticamente relevante
de interés. Para esto, las células anfitrionas las cuales comprenden la primera secuencia de recombinacién
integrada, integrada preferentemente en el genoma de la célula anfitriona en un locus transcripcional activo, se
transfectan con una molécula de ADN que comprende la segunda secuencia de recombinacion para la integrasa Int
de bacteriéfago lambda, y se cultivan en condiciones que permiten recombinacion especifica de secuencia entre la
primera y segunda secuencias de recombinacion, preferentemente la integracion de la molécula de ADN que
comprende la segunda secuencia de recombinacién dentro del genoma de la célula anfitriona que comprende la
primera secuencia de recombinacion. La primera y segunda secuencias de recombinacién pueden ser attP, attB,
attL, attR, o cualquier derivado de las mismas, las cuales permiten una recombinacién especifica de secuencia por
una integrasa Int de bacteriéfago lambda o cualquier mutante funcional del mismo. Por ejemplo, si la primera
secuencia de recombinacion comprende attP o un derivado de la misma, la segunda puede comprender attP, attB,
attL, attR o cualquier derivado de la misma.

[0057] Se prefiere el procedimiento el procedimiento en el que la recombinacion especifica de secuencia se realice
por Int o por Inty XIS, FIS o IHF. Se prefiere adicionalmente el procedimiento en el que la recombinacién especifica
de secuencia se realice por Int o por Int y un factor XIS, o por Int e IHF, o por Int y XIS e IHF. Se prefiere
adicionalmente un procedimiento en el que la recombinacién especifica de secuencia se realice por una Int
modificada, preferentemente Int-h o Int-h/218. En este contexto, también esta dentro del significado de la presente
invencion el uso de Int modificada junto con XIS o IHF.

[0058] Mediante este planteamiento cualquier secuencia de ADN que comprenda una segunda secuencia de
recombinacién para la integrasa Int de bacteriéfago lambda se integra dentro de un locus conocido, bien
caracterizado y definido de la célula anfitriona. Para seleccionar las células en las que se ha producido la
recombinacién especifica de secuencia se puede introducir, p. €j., un casete de expresion no funcional que
comprende el gen marcador de seleccién, p. ej. sin un promotor o promotor/mejorador o Unicamente parte de la
region codificante del gen. Unicamente si se ha producido la recombinacion especifica de secuencia se generara un
casete de expresion completo y funcional con expresion eficiente del gen marcador de seleccién, y de esta manera
se permite la seleccion de células que tengan integrado el gen de interés por medio de la integracion especifica de
secuencia.

[0059] Mediante el procedimiento de la presente invencion es posible obtener estirpes celulares de produccion que
difieren de la célula anfitriona Unicamente en la identidad de secuencias de ADN integrado en el sitio definido de
integracion, p. ej., dentro de un locus genémico. Debido a la menor variacidon genética entre los diferentes clones de
células, se puede utilizar un procedimiento mas genérico para el desarrollo de estirpes celulares de produccion, y de
esta manera se reduce el tiempo y la capacidad para seleccion de clon y el desarrollo de un procedimiento de
produccion optimizado. Las estirpes celulares de produccion se pueden utilizar para la elaboracion de los
polipéptidos deseados.
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[0060] Ademas, el procedimiento de la presente invencion se basa en un procedimiento para expresar al menos
un gen de interés que codifica para uno o mas polipéptidos/productos deseados, en una célula eucariota, que
comprende

a) introducir un primer ADN que comprende una secuencia attB, attP, attL o attR o un derivado de la misma en una
célula,

b) introducir un segundo ADN que comprende una secuencia attB, attP, attL o attR o un derivado de la misma, y al
menos un gen de interés, en una célula,

¢) poner en contacto dicha célula con una integrasa Int de bacteriéfago lambda;

d) realizar la recombinacion especifica de secuencia por una integrasa Int de bacteriéfago lambda, en donde el
segundo ADN se integra dentro del primer ADN; y

e) cultivar a la célula en condiciones en las que se expresen uno o varios de los genes de interés.

[0061] Es preferente el procedimiento en el que dicha primera secuencia de ADN comprende una secuencia attB o
un derivado de la misma, dicha segunda secuencia comprende una secuencia attB, attL o attR o un derivado de la
misma, o en el que si dicha primera secuencia de ADN comprende una secuencia attP o un derivado de la misma,
dicha segunda secuencia comprende una secuencia attP, attL o attR o un derivado de la misma, o en el que si dicha
primera secuencia de ADN comprende una secuencia attL o un derivado de la misma, dicha segunda secuencia
comprende una secuencia attB, attP o attL o un derivado de la misma, o en el que si dicha primera secuencia de
ADN comprende una secuencia attR o un derivado de la misma, dicha segunda secuencia comprende una
secuencia attB, attP o attR o un derivado de la misma.

[0062] En una realizacién mas preferente de dicho procedimiento, el primer ADN se ha integrado en el genoma, un
minicromosoma artificial o un elemento episémico de una célula anfitriona, preferentemente en sitios que muestran
alta actividad de transcripcién, antes de que se introduzca dicho segundo ADN en dicha célula.

[0063] La presente invencion también puede estar basada en un procedimiento para expresar al menos uno o mas
genes de interés en una célula anfitriona, en donde dicha célula anfitriona comprende una secuencia attB, attP, attL
0 att, o un derivado de la misma integrado en el genoma de la célula anfitriona, que comprende

a) introducir un ADN que comprende una secuencia attB, attP, attL o attR o un derivado de la misma, y al menos un
gen de interés, en dicha célula,

b) poner en contacto dicha célula con una integrasa Int de bacteri6fago lambda; c) realizar la recombinacion
especifica de secuencia por una integrasa Int de bacteriéfago lambda, en donde el segundo ADN se integra dentro
del primer ADN;

d) cultivar a la célula en condiciones en las que se expresen uno o varios de los genes de interés.

[0064] EI procedimiento se puede llevar a cabo no solo con una secuencia attB, attP, attL o attR o un derivado del
mismo que se integra en un genoma de una célula anfitriona por ingenieria genética de dicha célula, pero también
con una secuencia de recombinacién del genoma que se produce de manera natural, por ejemplo el sitio att descrito
en WO 01/16345 (5'-GAAATTCTTTTTGATACTAACTTGTGT-3; SEQ ID n. 17) o cualquier otra secuencia de
recombinacion, lo cual permite la recombinacion especifica de secuencia mediada por un Int o cualquier mutante
funcional del mismo.

[0065] Se prefieren aquellos procedimientos en donde la recombinacion especifica de secuencia se realice por Int
o por Int y un factor XIS o por Int e IHF, o por Int, XIS e IHF. Se prefiere adicionalmente un procedimiento en el que
la recombinacion especifica de secuencia se realice por una Int modificada, preferentemente Int-h o Int-h/218. En
este contexto, también esta dentro del significado de la presente invencién el uso de Int modificada junto con XIS o
IHF. Se pueden afiadir Int-h o Int-h/218, XIS, FIS y/o IHF a la célula en forma purificada o se coexpresan por dicha
célula anfitriona, en donde se realiza la recombinacién especifica de secuencia.

[0066] Una realizacion adicional de los procedimientos mencionados anteriormente se relaciona con un
procedimiento en el que uno o varios polipéptidos/productos los cuales son codificados por uno o varios de los
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genes de interés y que se expresan en la célula anfitriona se aislan de las células o del sobrenadante de cultivo
celular, si se secreta en el medio de cultivo.

[0067] Dichas células de produccion se cultivan preferentemente en medios libres de suero y en cultivo en
suspension en condiciones que son favorables para la expresion de uno o varios de los genes deseados y aislando
la proteina de interés de las células o del sobrenadante de cultivo celular. Preferentemente, la proteina de interés se
recupera del medio de cultivo como un polipéptido secretado, o se puede recuperar de lisados de células anfitrionas
si se expresa sin una sefial secretora. Es necesario purificar la proteina de interés de otras proteinas recombinantes,
proteinas de la célula anfitriona y contaminantes de una manera que se obtengan preparaciones sustancialmente
homogéneas de la proteina de interés. Como una primera etapa con frecuencia las células o los residuos de células
en particulas se separan del medio de cultivo o del lisado. Posteriormente, el producto de interés se purifica a partir
de proteinas solubles contaminantes, polipéptidos y acidos nucleicos, por ejemplo mediante fraccionamiento en
columnas de inmunoafinidad o de intercambio iénico, precipitacion en etanol, CLAR en fase inversa, cromatografia
en Sephadex sobre silice o sobre una resina de intercambio catiénico tal como DEAE. En general se conocen bien
en la técnica los procedimientos descritos por una persona experta respecto a la manera de purificar una proteina
heteréloga expresada en células anfitrionas. Tales procedimientos se describen, p. €., en Harris y cols. (1995)
Protein Purification: A Practical Approach, Pickwood and Hames, eds., IRL Press and Scopes, R. (1988) Protein
Purification, Springer Verlag. Por lo tanto, el procedimiento mencionado antes de expresion de al menos un gen de
interés se puede afiadir mediante una etapa de purificacién adicional, en donde el polipéptido deseado se purifica a
partir de las células anfitrionas o de un cultivo de células si se secreta al medio de cultivo.

[0068] EI procedimiento de la presente invencion se puede llevar a cabo en todas las células eucariotas. Las
células y estirpes celulares pueden estar presentes, p. €j., en un cultivo celular e incluyen, entre otros, células
eucariotas tales como células de levadura, plantas, insectos o mamiferos. Por ejemplo, las células pueden ser
ovocitos humanos, células madres embrionarias no humanas, células madre hematopoyéticas o cualquier tipo de
células diferenciadas. Se prefiere un procedimiento en el que la célula eucariota es una célula de mamifero. Se
prefieren de manera adicional un procedimiento en el que la célula de mamifero es una célula de humano, simio,
ratén, rata, conejo, hamster, cabra, vaca, oveja o cerdo. Las estirpes celulares preferentes o las «células anfitrionas»
para la produccion de sustancias biofarmacéuticas son estirpes celulares de humano, ratén, rata mono, o roedor.
Las mas preferentes son las células de hamster, preferentemente las células BHK21, BHK TK-, CHO, CHO-K1,
CHO-DUKX, CHO-DUKX Bl y CHO-DG44 o los derivados/progenie de cualquiera de tales células. Se prefieren
particularmente CHO-DG44, CHODUKX, CHO-K1 y BHK21, e incluso de manera mas preferida las células CHO-
DG44 y CHO-DUKX. Ademas, también se conocen como estirpes celulares de produccion células de mieloma
murino, preferentemente células NSO y Sp2/0 o derivados/progenie de dichas estirpes celulares.

[0069] Las células anfitrionas son las mas preferentes, cuando se han establecido, adaptado y cultivado
completamente en condiciones sin suero y opcionalmente en medio en el cual estan libres de cualquier
proteina/péptido de origen animal. Los medios disponibles comercialmente tales como Ham F12 (Sigma,
Deisenhofen, Alemania), RPMI-1640 (Sigma), medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Sigma), medio
esencial minimo (MEM; Sigma), medio de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM; Sigma), CD-CHO (Invitrogen,
Carlsbad, CA), CHO-S-SFMII (Invitrogen), medio CHO sin suero (Sigma) y medio CHO sin proteinas (Sigma) son
soluciones nutrientes apropiadas a titulo de ejemplo. Cualquiera de los medios se puede suplementar segin se
necesite con una diversidad de compuestos cuyos ejemplos son hormonas u otros factores de crecimiento (tales
como insulina, transferrina, factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento similar a insulina), sales (tales
como cloruro de sodio, calcio, magnesio, fosfato), amortiguadores (tales como HEPES), nucleésidos (tales como
adenosina, timidina), glutamina, glucosa u otras fuentes de energia equivalentes, antibiéticos y elementos en trazas.
Cualquier otro suplemento necesario también se puede incluir en concentraciones apropiadas que sean conocidas
por los expertos en la materia. En la presente invencion se prefiere el uso de medios sin suero, pero también se
pueden utilizar para el cultivo de células anfitionas medios suplementados con una cantidad adecuada de suero.
Para el crecimiento y seleccion de células modificadas genéticamente que expresan un gen seleccionable se afiade
un agente de seleccion adecuado al medio de cultivo.

[0070] Las «proteinas/polipéptidos deseados» o las «proteinas/polipéptidos de interés» de la invencion son, p. €j.,
entre otros, insulina, factor de crecimiento similar a insulina, hGH, tPA, citosinas tales como interlucinas (IL) por
ejemplo IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL 5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18,
interferon (IFN) alfa, IFN beta, IFN gamma, IFN omega o IFN tau, factor de necrosis tumoral (TNF) tal como TNF alfa
y TNF beta, TNF gamma, TRAIL; GCSF, GM-CSF, M-CSF, MCP-1 y VEGF. También se incluye la produccion de
eritropoyetina o de cualquier otro factor de crecimiento de hormonas o cualquier otro polipéptido que pueda servir
como agonista o antagonista 0 que tenga uso terapéutico o de diagndstico. El procedimiento de acuerdo con la
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invencion también se puede usar ventajosamente para la produccién de anticuerpos, tales como anticuerpos
monoclonales, policlonales, multiespecificos y de cadena Unica, o fragmentos de los mismos, por ejemplo los
fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)2, Fc y Fc', cadenas de inmunoglobulina pesada y ligera y su regioén constante, variable
0 hipervariable asi como fragmentos Fv- y Fd- (Chamov, S. M. y cols. (1999) Antibody Fusion Proteins, Wiley-Liss
Inc.)

[0071] Los fragmentos Fab (fragmento de union a antigeno = Fab, por sus siglas en inglés) consisten en regiones
variables de ambas cadenas las cuales se mantienen juntas por la regién constante adyacente. Estas se pueden
formar por digestion con proteasa, p. €j. con papaina, a partir de anticuerpos convencionales, pero también se
pueden producir fragmentos Fab similares por ingenieria genética. Los fragmentos adicionales de anticuerpo
incluyen fragmentos F(ab')2 los cuales se pueden preparar por separacion proteolitica con pepsina.

[0072] Mediante la utilizacibn de procedimientos de ingenieria genética es posible producir fragmentos de
anticuerpo acortados los cuales consisten Unicamente de las regiones variables de la cadena pesada (VH) o de la
cadena ligera (VL). Estos se denominan como fragmentos Fv (fragmento variable = fragmento de la parte variable).
Dado que estos fragmentos Fv carecen de la unién covalente de las dos cadenas por la cisteinas de las cadenas
constantes, los fragmentos Fv con frecuencia estan estabilizados. Es ventajoso enlazar las regiones variables de las
cadenas pesada y ligera por un fragmento peptidico corto, p. €j. de entre 10 y 30 aminoacidos, preferentemente de
15 aminoacidos. De esta manera se obtiene una cadena peptidica Unica que consiste en VH y VL, enlazada por un
péptido enlazador. Una proteina de anticuerpo de esta clase se conoce como un Fv de cadena sencilla (scFv). Los
ejemplos de proteinas de anticuerpo scFv de esta clase conocidos de la técnica anterior se describen en Huston C. y
cols. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU., 16, pp. 5879.

[0073] En afios recientes se han desarrollado diversas estrategias para preparar scFv como un derivado
multimérico. Esto tiene como objetivo, en particular, elaborar anticuerpos recombinantes con propiedades mejoradas
farmacocinéticas y de biodistribucién, asi como una mayor avidez de unién. Para obtener la muitimerizacién de scFv,
se preparan scFv como proteinas de fusion con dominios de multimerizacién. Los dominios de multimerizacion
pueden ser, p. €j. la region CH3 de una IgG o la estructura de rollo enrollado (coiled coil) (estructuras helicoidales)
tales como los dominios de cremallera de leucina. No obstante, también existen estrategias en las cuales se utiliza la
interaccion entre las regiones VH/VL de los scFv para la multimerizacion (p. ej. dia-, tri- y pentacuerpos). Por un
diacuerpo, una persona experta en la materia entiende un derivado de scFv homodimérico bivalente. El acortamiento
del enlazador en una molécula de scFv a 5-10 aminoacidos lleva a la formaciéon de homodimeros en los cuales se
lleva a cabo la superimposicion VH/VL de entre la cadena. De manera adicional, los diacuerpos se pueden
establecer por la incorporacion de puentes disulfuro. Los ejemplos de proteinas diacuerpo-anticuerpo de la técnica
anterior se pueden encontrar en Perisic, O. y cols. (1994) Structure, 2, pp. 1217.

[0074] Por un minicuerpo, una persona experta en la materia entiende un derivado de scFv homodimérico
bivalente. Consiste en una proteina de fusion la cual contiene de la regién CH3 de una inmunoglobulina,
preferentemente IgG, y de manera mas preferente IgG1, como la regiéon de dimerizacién la cual se conecta a scFv
por medio de regién de bisagra (p. ej. también de IgGl) y una region enlazadora. Los ejemplos de proteinas de
minicuerpo-anticuerpo de la técnica anterior se pueden encontrar en Hu, S. y cols. (1996) Cancer Res., 56, pp. 3055.

[0075] Por un triacuerpo, una persona experta en la materia entiende un derivado de scFv homotrimérico trivalente
(Kortt A.A. y cols. (1997) Protein Engineering, 10, pp. 423). Los derivados de scFv en los que VH-VL se fusionan
directamente sin una secuencia enlazador genera la formacion de los trimeros.

[0076] Una persona experta también estara familiarizado con los denominados minianticuerpos, los cuales tienen
una estructura bi-, tri- o tetravalente y se derivan de scFv. La multimerizacion se lleva a cabo por estructuras di-, tri-
o tetraméricas de rollo enrollado (Pack, P. y cols. (1993) Biotechnology, 11, pp. 1271; Lovejoy, B. y cols. (1993)
Science, 259, pp. 1288; Pack, P. y cols. (1995) J. Mol. Biol., 246, pp. 28). En una realizaciéon preferente de la
presente invencion, el gen de interés es codificado por cualquiera de estos polipéptidos deseados mencionados
anteriormente, preferentemente para una anticuerpo monoclonal, un derivado o un fragmento del mismo.

[0077] Con el fin de realizar cualquier realizacion de la presente invencién, una integrasa debe actuar sobre las
secuencias de recombinacion. Las integrasa o el gen para integrasa o un cofactor o un gen para un cofactor, por
ejemplo el factor XIS o el gen para el factor XIS o IHF o el gen para IHF pueden estar presentes en la célula
eucariota de antemano, antes de introducir la primera y segunda secuencia de recombinacién. También se pueden
introducir entre la introduccion de la primera y segunda secuencia de recombinacion o después de la introduccion de
la primera y segunda secuencia de recombinacion. La purificacion de la recombinasa y las proteinas de factor del
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anfitrion se han descrito en la técnica (Nash, H. A. (1983) Methods of Enzymology, 100, pp. 210; Filutowicz, M. y
cols. (1994) Gene, 147, pp.149). En los casos en los que no se conocen, se pueden utilizar extractos de células o las
enzimas pueden ser purificadas parcialmente utilizando procedimientos descritos, p. €j., para recombinasa Int o Cre.
Las proteinas purificadas se pueden introducir en una célula por técnicas estandar, p. €j., por medio de inyeccion o
microinyeccién o por medio de una lipofeccién como se describe en el ejemplo 2 de la presente invencion para IHF.
Preferentemente, la integrasa utilizada para la recombinacion especifica de secuencia se expresa en la célula en la
cual se lleva a cabo la reaccion. Para este propdsito se introduce en las células una tercera secuencia de ADN que
comprende un gen para integrasa. Si la recombinacion especifica de secuencia se lleva a cabo, por ejemplo con
attL/attR, se puede introducir en las células un gen para factor XIS (cuarta secuencia de ADN) de manera adicional.
La manera mas preferente es un procedimiento en el que la tercera y cuarta secuencia de ADN se integran en el
genoma eucariético de la célula o un minicromosoma artificial por medio de recombinacion homéloga o bien
aleatoriamente. Se prefiere ademas un procedimiento en el que la tercera o cuarta secuencia de ADN comprendan
secuencias reguladoras que resultan en una expresion espacial o temporal del gen para integrasa o del gen para el
factor XIS.

[0078] En este caso, una expresion espacial significa que en la recombinasa Int el factor XIS o el factor IHF,
respectivamente, se expresa Unicamente en un tipo de célula particular mediante el uso de promotores especificos
de tipo de célula y catalizan la recombinacién Gnicamente en estas células, p. €j., en células de higado, células de
rifidn, células nerviosas o células del sistema inmunolégico. En la regulacién de la expresién de integrasa/factor
XIS/IHF se puede obtener una expresion temporal por medio de promotores que sean activos desde, o en particular
en una etapa de desarrollo particular 0 en un punto en el tiempo particular en un organismo adulto. Ademas, la
expresion temporal se puede obtener mediante el uso de promotores inducibles, p. ej., por promotores que
dependen de interferén o tetraciclina; véase la revision de Miiller, U. (1999) Mech. Develop., 82, pp. 3.

[0079] La integrasa utilizada en el procedimiento de la presente invencién puede ser tanto natural como una
integrasa modificada (mutada) del bacteriéfago A. Dado que la integrasa natural Unicamente es capaz de realizar la
reaccion de recombinacion con una eficacia elevada con un cofactor, especificamente IHF, se prefiere utilizar una
integrasa modificada en el procedimiento de la presente invencion. Si se utiliza integrasa natural en el procedimiento
de la presente invencién, se puede necesitar IHF ademas de obtener una estimulacion de la reaccién de
recombinacién. La integrasa modificada se modifica de manera tal que la integrasa pueda llevar a cabo la reaccién
de recombinacion sin IHF u otros factores del anfitrion tales como XIS y FIS. Por ejemplo, se puede realizar una
reaccion de recombinacion entre las secuencias attL and attR por una Int modificada sin la adicién de un factor del
anfitrion (véase los resultados 5.1 y la figura 2C y 2D).

[0080] La generacion de polipéptidos modificados y el cribado (deteccién sistematica) para determinar la actividad
deseada son elementos conocidos en la técnica y se pueden llevar a cabo facilmente; Erlich, H. (1989) PCR
Technology. Stockton Press. Por ejemplo, se disefia una secuencia de acido nucleico que codifica para un integrasa
modificada para incluir cualquier secuencia de acido nucleico que se transcribira y traducira en una integrasa ya sea
in vivo o ante la introduccion de la secuencia codificante en bacterias o células eucariotas. Las secuencias
codificantes para la proteina integrasa modificada pueden presentarse de manera natural (por mutacién espontanea)
0 pueden ser mutantes y variantes generadas por ingenieria recombinante, versiones truncadas y fragmentos,
equivalentes funcionales, derivados, homélogos y fusiones de las proteinas que se encuentran en la naturaleza o de
tipo natural en la medida en que se mantenga la actividad funcional biolégica, lo que significa la actividad de
recombinasa, del polipéptido codificado. Se mantiene la actividad de recombinasa cuando la recombinasa
modificada tiene al menos el 50 %, preferentemente al menos el 70 %, de manera mas preferente al menos el 90 %,
de manera mucho mas preferente al menos el 100 % de la actividad de la integrasa Int natural, medida en un ensayo
de cotransfeccion con sustratos vectores y vectores de expresion como se describe en los resultados 5.1 de la
presente invencion o en el ejemplo 3 de WO 01/16345. Ciertas sustituciones en la secuencia de aminoacidos se
pueden realizar en una integrasa o en su secuencia codificante de acido nucleico subyacente y se puede obtener
una proteina con propiedades similares. Las sustituciones de aminoacidos que proporcionan polipéptido de
integrasa funcionalmente equivalentes mediante el uso del indice hidropatico de aminoéacidos (Kyte, J. y cols. (1982)
J. Mol. Biol., 157, pp. 105) se pueden preparar realizando mutagénesis especifica de sitio 0 mutagénesis mediada
por reaccién en cadena de polimerasa sobre sus secuencia de acido nucleico subyacente. En la presente invencion
se prefieren integrasas mutantes o modificadas las cuales muestran, en comparacion con la proteina de tipo natural
gue se encuentra en la naturaleza, actividad de recombinasa/eficacia de recombinacion mejoradas o una actividad
de recombinacion independiente de uno o mas factores del anfitrion. Se entiende por «proteina natural» un gen del
polipéptido codificante que se encuentra en la naturaleza no modificado, no truncado y completo. Dos mutantes Int
preferentes son las integrasas de bacteriéfago lambda designadas como Int-h e Int-h/218; Miller y cols. (1980) Cell,
20, pp. 721; Christ, N. y Droge, P. (1999) J. Mol. Biol., 288, pp. 825. Int-h incluye un residuo lisina en vez de un
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residuo de glutamato en la posicion 174, en comparacion con Int natural. Int-h/218 incluye un residuo lisina adicional
en vez de un residuo de glutamato en la posicién 218 y se genera por mutagénesis PCR en el gen para Int-h. Tales
mutantes pueden catalizar la recombinacion entre attB/attB, attP/attP, attL/attL o attR/attR y todas las demas
configuraciones posibles, p. ej. attP/attR, attL/attP, attL/attB o attR/attB o los derivados de las mismas sin los
cofactores IHF, XIS o FIS y el superenrollado negativo en E. coli, en células eucariotas e in vitro, es decir, con
sustratos purificados en un tubo de reaccién. Se puede obtener una mejora de la eficacia de la recombinacién con
un cofactor, por ejemplo FIS. Se prefiere el mutante Int-h/218, debido a que este mutante cataliza la reaccion de
combinacion con eficacia aumentada.

[0081] Si la primera reaccion lleva a una escisién y las dos secuencias de recombinacién utilizadas son idénticas,
p. €j. attP/P, las secuencias de recombinacion resultantes después de la recombinacion seran idénticas a las del
sustrato, p. €j. aqui, dos secuencias attP. No obstante, si las dos secuencias asociadas son diferentes, p. €j. attP/R,
la reaccion de recombinacion generara secuencias de recombinacién hibridas las cuales comprenden una mitad
funcional de una secuencia (p. €j. attP) y una mitad de la otra (attR). Se puede definir un sitio de semirrecombinacion
funcional como la secuencia ya sea 5' 0 3' desde la superposicion, por lo que la superposicién se considera, en cada
caso, como parte de un sitio medio funcional. Si la regidon de superposicion respectiva de las secuencias de
recombinacion utilizadas son idénticas, la reaccion de escision se puede llevar a cabo con cualquier secuencia de
recombinacién de acuerdo con la invencién. Adicionalmente, la region de superposicion designa la orientacion de las
secuencias de recombinacion entre si también, es decir, invertida o directa, La reaccién se puede llevar a cabo con
Int natural con baja eficacia Gnicamente; no obstante, la adicion de IHF o en ausencia de IHF la presencia de uno o
varios sitios de unién a brazo ademas del sitio de unién a nicleo estimula e incrementa la eficacia. La reaccién se
puede llevar a cabo sin cofactor alguno por una Int modificada.

[0082] Ademas, se prefiere un procedimiento en el que se introduce en las células una secuencia de ADN
adicional que comprende un gen de factor XIS. El mas preferente es un procedimiento en el que la secuencia de
ADN adicional comprende, ademas, una secuencia de ADN reguladora lo que genera una expresiéon espacial o
temporal del gen para el factor Xis.

[0083] Por ejemplo, después de recombinacion intramolecular integrante (inversion) satisfactoria por medio de Int
que se dirige a la activacion/inactivacion de un gen en un tipo de célula particular, dicho gen se puede inactivar o
activar en un punto posterior del tiempo nuevamente por medio de una expresion espacial o temporal inducida de
XIS con la expresion simultanea de Int.

[0084] Ademas, la invencién se relaciona con el uso de cualquier secuencia de recombinacién o un derivado de la
misma, por ejemplo para el derivado de attP como se especifica en el IDENTIFICADOR DE SECUENCIA N.° 2 en
una recombinacion especifica de secuencia de ADN en células eucariotas. La célula eucariota puede estar presente
en un agregado celular de un organismo, por ejemplo un mamifero, que no tiene integrasa o factor Xis en sus
células. El organismo se puede utilizar para cruza o crianza con otros organismos que tengan en sus células la
integrasa o el factor Xis de manera que se genere descendencia en donde la recombinacién especifica de secuencia
se realiza en células de la descendencia. De esta manera, la invencion se relaciona con el uso de una integrasa o un
gen para integrasa y un factor Xis o un gen para el factor Xis y un factor IHF o un gen para el factor IHF en una
recombinacion especifica de secuencia en células eucariotas. Ademas, en esta invencion se describen células
eucariotas y estirpes celulares en las cuales se realiz6 el procedimiento de la presente invencion, en donde dichas
células o estirpes celulares se obtienen después de realizar el procedimiento de la presente invencion.

[0085] A menos que se indique lo contrario, la practica de la presente invencion utilizara técnicas convencionales
de biologia celular, biologia molecular, cultivo celular, inmunologia y similares, las cuales son conocidas por los
expertos en la materia. Estas técnicas se describen completamente en la bibliografia actual. Véase, p. €j., Sambrook
y cols., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y. (1989); Ausubel y cols., Current Protocols in Molecular Biology (1987, updated); Brown ed., Essential Molecular
Biology, IRL Press (1991); Goeddel ed., Gene Expression Technology, Academic Press (1991); Bothwell y cols. eds.,
Methods for Cloning and Analysis of Eukaryotic Genes, Bartlett Publ. (1990); Wu y cols., eds., Recombinant DNA
Methodology, Academic Press (1989); Kriegler, Gene Transfer and Expression, Stockton Press (1990); McPherson y
cols., PCR: A Practical Approach, IRL Press at Oxford University Press (1991); Gait ed., Oligonucleotide Synthesis
(1984); Miller & Calos eds., Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (1987); Butler ed., Mammalian Cell
Biotechnology (1991); Pollard y cols., eds., Animal Cell Culture, Humana Press (1990); Freshney y cols., eds.,
Culture of Animal Cells, Alan R. Liss (1987); Studzinski, ed., Cell Growth and Apoptosis, A Practical Approach, IRL
Press at Oxford University Presss (1995); Melamed y cols., eds., Flow Cytometry and Sorting, Wiley-Liss (1990);
Current Protocols in Cytometry, John Wiley & Sons, Inc. (updated); Wirth & Hauser, Genetic Engineering of Animals
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Cells, en: Biotechnology Vol. 2, Puhler ed., VCH, Weinheim 663-744; the series Methods of Enzymology (Academic
Press, Inc.), y Harlow y cols., eds., Antibodies: A Laboratory Manual (1987).

[0086] Todas las publicaciones y solicitudes de patentes mencionadas en esta memoria descriptiva son indicativas
del nivel de habilidad de los expertos en la materia a la cual pertenece la invencion. Todas las publicaciones y
solicitudes de patentes mencionadas aqui se incorporan en este documento como referencia en su totalidad con el
fin de describir mas completamente el estado de la técnica a la cual pertenece esta invencion. La invencion descrita
de manera general anteriormente se comprendera mas facilmente haciendo referencia a los siguientes ejemplos, los
cuales se incluyen en este documento Unicamente con el propésito de ilustracién de ciertas realizaciones de la
presente invencidn y no se pretende que limiten la invencion de manera alguna.

Ejemplos
Procedimientos
1. Produccién de vectores de expresion y sustrato

[0087] Se ha descrito la construccion de los vectores de expresion simulados e Int pCMV, pCMVSSint,
pCMVSSInt-h y pCMVSSiInt-h/218; Lorbach, E. y cols. (2000) J. Mol. Biol, 296, pp.1175. La expresion de Int es
activada por el promotor de citomegalovirus humano.

[0088] Los vectores de sustrato utilizados en ensayos de recombinacién intramoleculares, que contienen como
secuencias repetidas directas attB/attP (pAIR) o attL/attR (pAER), son derivados de pGEM®4Z (Promega). Se
construyd pAIR insertando attB como un oligonucleétido de cadena doble en pPGKneo separado por Clal/EcoRI.
Este vector es un derivado de pPGKSSint-h, en el cual el gen para Int-h se sustituyd por un gen de neomicina (neo)
usando Pstl/Xbal. El promotor de CMV mas el intrén hibrido se generaron por PCR utilizando pCMVSSInt como
plantilla y se cloné dentro de un vector pPGKneo que contenia attB separado por Kpnl/Clal. A continuacion, se clon6
esta secuencia CMV-attBneo-casete de expresion por PCR en pGEM®4Z separado por BamHI. El sitio attP, que
contiene una sustitucién A a C en el brazo P’ que suprime una sefial de parada de la traduccién, se gener6 por PCR
de ensamblado usando los cebadores

(attP01) 5-GTCACTATCAGTCAAAATACAATCA-3', (SEQ ID n.° 3).

(attP02) 5-TGATTGTATTTTGACTGATAGTGAC-3', (SEQ ID n.”: 4)

(PFP-Nsil) 5-CCAATGCATCCTCTGTTACAGGTCACTAATAC-3', (SEQ ID n.°: 5)
y (P’RP-ECORV-Notl) 5-ATAAGAATGCGGCCGCAGATATCAGG
GAGTGGGACAAAATTGAA-3' (SEQ ID n.% 6).

[0089] Se usé pGFPattB/attP como plantilla (Lorbach, E. y cols. (2000), mas arriba). El fragmento de PCR se
separa con Nsil y Notl y se liga al extremo 3' del fragmento BamHI/Pstl que contiene un casete de parada
transcripcional, el cual se genera a partir de pBS302 (Gibco/BRL). El gen para GFP y la sefial polyA se clond por
PCR utilizando pCMVSSGFP (un derivado de pCMVSSInt-h en el cual el gen Int-h es sustituido por eGFP utilizando
Pstl/Xbal). El fragmento de PCR que contiene GFP se separa con Notl y Xbal y después se une por ligacion con el
fragmento de parada transcripcional/attP separado por BamHI/Notl en el vector separado por BamHI/Xbal que ya
contiene el promotor de CMV, attB y el cassette de expresion neo. Se construyé pAER como pAIR, con la excepcion
de que se genero attL por PCR usando pGFPattL/attR (Lorbach, E. y cols. (2000), mas arriba) como plantilla y se
cloné en el pPGKneo separado por Clal/EcoRIl. El sitio attR se genera por PCR utilizando como plantilla
pGFPattL/attR y el producto se separa con Nsil y NotJ.

[0090] Los vectores de sustrato para los ensayos de recombinacion intramoleculares los cuales contienen el
promotor de CMV frente a sitios de unién diferentes: pCMVattP contienen tres sustituciones G a C en el brazo P.
Estos cambios son necesarios para eliminar los codones de inicio ATG que podrian evitar la expresién de GFP
después de la recombinacion. La sustituciones estan fuera de los sitios de unién de proteina en attP se introducen
por PCR de ensamblado. En primer lugar, se generaron dos productos de PCR superpuestos, uno con el par de
cebadores attP-ATC-1/attP-2 y uno con attP-ATC-3/attP-4. Se us6 pGFPattB/attP como plantilla. Los productos de
PCR se purificaron en gel y se utilizaron como plantillas para PCR con cebadores attP-Pstl y attP-Xbal. El producto
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resultante se digiere con Pstl y Xbal y se clona en pCMVSSiInt. Las secuencias de cebador para ensamblado por
PCR son:

(attP-ATC-1) 5-TTTGGATAAAAAACAGACTAGATAATACTGTAAAACA
CAAGATATGCAGTCACTA-3', (SEQ ID n.2 7)

(attP-2) 5-TAACGCTTACAATTTACGCGT-3', (SEQ ID n.° 8)

(attP-ATC-3) 5-CTGCATATCTTGTGTTTTACAGTATTATCTAGTCTG
TTTTTTATCCAAAATCTAA-3', (SEQ ID n.° 9)

(attP-4) 5CTGGACGTAGCCTTCGGGCATGGC-3', (SEQ ID n.° 10)
(attP-Pstl) 5-GACTGCTGCAGCTCTGTTACAGGTCAC-3', (SEQ ID n.° 11)
(attP-Xbal) 5-GACTGTCTAGAGAAATCAAATAATGAT-3' (SEQ ID n.0 12).

[0091] Se generdé pCMVattB insertando attB como un oligonucleétido de cadena doble dentro de pCMVattPmut
separado por Pstl/Xbal. Se genera pCMVattL por PCR utilizando pAER como plantilla para attL, el cual se introdujo
en pCMVattPmut separado por Pstl/Xbal.

[0092] Se construyeron vectores que contienen una sefial de parada transcripcional y un sitio att colocado frente al
gen GFP sin promotor como sigue: se generdé pWSattBGFP suprimiendo en primer lugar una parte del gen para
higromicina de pTKHyg (Clontech) utilizando Aval y Ndel. La estructura principal del vector se ligd después de que
los extremos adhesivos se volvieran romos por medio de polimerasa Klenow. Se cloné un fragmento de attB-GFP,
generado por PCR, en los sitios Mfel y Hindlll y de esta manera se genera un sitio nuevo Nhel 5' de attB.
Finalmente, se inserto la secuencia de parada transcripcional a través de restriccién con EcoRI y Nhel. Se gener6
pWSattRGFP aislando el fragmento de parada transcripcional -attR por BamHI/Notl a partir de pAER, el cual se
inserta dentro de pWSattBGFP separado con las mismas enzimas. Se generé por PCR pWSattPGFP del sitio attP
usando como plantila pGFP attP/attB, el cual se inserté dentro de pWS attBGFP separada con EcoRI/Notl,
sustituyendo esta manera a attB. Se aislaron plasmidos de la cepa XL1-Blue de E. coli utilizando cromatografia de
afinidad (Qiagen). Se verifica la composicion nucleotidica de los elementos genéticos relevantes por secuenciacion
de ADN utilizando el sistema 373A basado en fluorescencia (Applied Biosystems).

2. Cultivo celular, ensayos de recombinacién y citometria de flujo

[0093] Se cultivan células HelLa en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con suero
bovino fetal al 10 %, estreptomicina [0,1 mg/ml] y penicilina [100 U/ml]. Las células se someten a dos pases antes de
la transfeccion.

[0094] Los ensayos de recombinacion tipicos se realizaron segun se describe a continuacion. Se cosecharon las
células, se lavaron con PBS y se resuspendieron en RPMI 1640 sin L-glutamina y rojo de fenol (Life Technologies).
Después se introdujeron un total de 60 g de vectores de expresién y de sustrato en una proporciéon molar de 1:1 en
aproximadamente 1 x 10’ células a 300 V y 960 uF utilizando un pulsador Gene (Bio-Rad). Tras la electroporacion,
las células se sembraron en placa a una dilucién apropiada, sobre recipientes de 10 cm. Se prepar6 una suspension
de una sola célula a las 24, 48 y 72 h después de la transfeccion. Se excluyeron del analisis las células muestras por
tincion con 7-amino-actinomicina D (Sigma) y las células se analizan con un equipo FACScalibur (Becton Dickinson).
Los datos de FACS se analizan con el software CeliQuest™. Las eficacias de transfeccion para los ensayos de
recombinacién intermolecular se determinaron para cada experimento por cotransfeccion de 40 ug de pCMV con 20
Hg de pEGFP-CI (Clontech); las correspondientes a la recombinacion intramolecular se determinan con 30 pg de
pCMV y 30 ug de pEGFP-C1.

[0095] Se realizaron experimentos con IHF purificadas introduciendo en primer lugar 30 pg de los vectores de
expresion Int a aproximadamente 6 x 10° células por medio de electroporacién, como se describié anteriormente.
Después entre 3 y 4 horas, se transfectaron aproximadamente 1 x 10° células con 2 Hg de vectores de sustrato para
recombinacion intramolecular, o con un total de 2 pg de vectores de sustrato en una proporcion molar de 1:1 para
recombinacion intermolecular. Los sustratos se preincubaron a temperatura ambiente con 2 ug de IHF purificada
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(Lange-Gustafson BJ, Nash HA., Purification and properties of Int-h, a variant protein involved in site-specific
recombination of bacteriophage lambda., J Biol Chem. 1984 Oct 25;259(20):12724-32) en un tampodn salino bajo
(NaCl 50 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM) durante al menos 30 minutos. La transfeccion de los complejos
de IHF-ADN se llevé a cabo con FuGene (Boehringer Mannheim) y las eficacias siempre estuvieron en el intervalo
del 80 %. Las células se analizaron por citometria de flujo después de 48 h adicionales como se describié
anteriormente.

[0096] Se incubaron células CHO-DG44/dhfr"” (Urlaub, G. y cols., (1983), Cell, 33, pp. 405), cultivadas
permanentemente en suspension en medio libre de suero CHO-S-SFMII (Invitrogen, Carlsbad, CA) suplementado
con hipoxantina y timidina (Invitrogen, Carlsbad, CA), en matraces de cultivo celular a 37 °C en una atmésfera
humidificada con un contenido del 5 % de CO,. Las células se sembraron a una concentracion de 1-3x10° células/ml
en medio fresco cada dos a tres dias.

[0097] Las transfecciones estables de células CHO-DG44 se llevan a cabo utilizando el reactivo Lipofectamine
Plus (Invitrogen, Carlsbad, CA). Por transfeccién, se sembraron 6x10° células en crecimiento exponencial en 0,8 ml
de medio CHO-S-SFMII suplementado con hipoxantina-timidina (HT) en un pocillo de una camara de 6 pocillos. Se
utilizé para cada transfeccion un total de 1 ug de ADN plasmidico, 4 pl de Lipofectamine y 6 ul de reactivo Plus en un
volumen de 200 pl y se afiadi6 a las células, siguiendo el protocolo del fabricante. Después de incubacién durante 3
horas se afiadieron 2 ml de medio CHO-S-SFMII suplementado con HT. En el caso de la seleccién basada en
neomicina fosfotransferasa, el medio se sustituyd dos dias después de la transfeccion con medio CHO- S-SFMII
suplementado con HT y 400 ug/ml de G418 (Invitrogen) y las poblaciones de células mezcladas se seleccionaron
durante dos a tres semanas con cambios de medio cada 3 a 4 dias. Para la seleccion basada en DHFR de las
células CHO-DG44 transfectadas de manera estable, se utilizd medio CHO-S-SFMII sin hipoxantina/timidina. La
amplificacion del gen basada en DHFR se obtiene al afiadir metotrexato 5 - 2000 nM (Sigma, Deisenhofen,
Alemania) como agente de seleccion de amplificacion para el medio. 3. ELISA de MCP-1y sICAM

[0098] Los titulos de sICAM en sobrenadantes de células CHO-DG44 transfectadas de manera estable se
cuantificaron por ELISA con protocolos estandar (Ausubel, F.M. y cols., (1994, actualizado) Current protocols in
molecular biology. New York: Greene Publishing Associated and Wiley-Interscience) utilizando dos anticuerpos
monoclonales especificos para sICAM desarrollados en el laboratorio (como se describe, por ejemplo en las
patentes de EE .UU. n.° 5,284,931 y 5,475,091), por lo que uno de los anticuerpos es un anticuerpo conjugado a
HRPO. Se utiliza como patrén proteina sICAM purificada. Las muestras se analizaron utilizando un lector Spectra
Fluor Plus (TECAN, Crailsheim, Alemania).

[0099] Los titulos de MCP-1 en los sobrenadantes de células CHO-DG44 transfectadas de manera estable se
cuantificaron por ELISA utilizando el equipo MCP-1 humano de OptEIA, de acuerdo con el protocolo del fabricante
(BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, Alemania).

Ejemplo 1: Cinética de las reacciones de recombinaci  6n intramoleculares e intermoleculares

[0100] Hemos demostrado en estudios anteriores que las reacciones de recombinacioén integrantes y escisionales
intramoleculares catalizadas por Int mutante en ausencia de factores accesorios naturales en E. coli y en células
humanas (Christ, N. y cols. (1999), méas arriba; Lorbach, E. y cols. (2000), mas arriba). No obstante, una cuestion
interesante con respecto a las interacciones de ADN episémico dentro de células de mamifero se relaciona con la
capacidad de Int mutante para realizar recombinacion intermolecular, es decir, cuando se localizan dos sitios de
recombinacién en moléculas de ADN diferentes en relacion trans. Por lo tanto, comparamos las reacciones de
combinacion integrante intramoleculares e intermoleculares en primer lugar.

[0101] La recombinacién intramolecular se analiz6 con un sustrato que contiene attB y attP como secuencias
repetidas directas que flanquean una sefial de parada transcripcional. A su vez, este casete de recombinacién esta
flanqueada por un promotor de CMV vy la region codificante para GFP. La recombinacién entre attB y attP genera
sitios hibridos attL y attR, y lleva a la escision de la sefial de parada. La expresion subsecuente del gen GFP de esta
manera sirve como un indicador de recombinacion (figura 2A, parte superior).

[0102] Los vectores de expresion ya sea para Int, Int-h o Int-h/218 se cotransfectan con el vector de sustrato en
células Hela. Se utiliza la estructura principal del vector de expresién (simulado) como un control negativo. Las
eficacias de transfecciéon determinadas independientemente para cada experimento se encuentran en el intervalo de
entre el 95 y el 98 % (datos no mostrados). El analisis FACS de 3 experimentos muestra que ambos mutantes Int
catalizaron eficazmente la recombinacién, lo que llevé en ciertos experimentos a células que expresan
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aproximadamente el 30 % de GFP (figura 2A, parte inferior). La secuencia nucleotidica de los productos de
recombinacién, determinada indirectamente por secuenciacion de ADN o de fragmentos de PCR, confirma que las
reacciones de transferencia estandar catalizadas por Int mutante generaron los sitios att hibridos esperados (datos
no mostrados).

[0103] Es evidente que el mutante doble Int-h/218 es mas activo que Int-h, mientras que Int natural es casi
inactiva. La fraccion de células que expresa GFP se incrementa durante 48 h después de la transfecciéon y
permanece estable durante las siguientes 24 h. El curso en el tiempo de las reacciones también indica que la mayor
parte de los sucesos de recombinacién deben haber sucedido en las primeras 24 h. Esto concuerda con el curso en
el tiempo de la expresion de Int-h/218 en células HelLa (datos no mostrados). Aunque no se puede excluir la
posibilidad de que una fraccién de células que expresan GFP resultase de recombinacion integrante intermolecular
en vez de intramolecular, los datos generados se pueden utilizar como una referencia para nuestro andlisis de
recombinacion intermolecular.

[0104] Analizamos la recombinacion integrante intermolecular colocando attB y attP en plasmidos separados. La
recombinacion desplaza al promotor de CMV a una posicion hacia el extremo 5' del gen para GFP (figura 2B, parte
superior). Por lo tanto, Unicamente la recombinacién intermolecular entre attB y att generara células que expresan
GFP. El analisis por FACS después de cotransfeccion de los dos vectores de sustrato con los vectores de expresion
Int gener6 resultados que son comparables con los generados con sustratos para recombinacién intramolecular
(figura 2B, parte inferior). Nuevamente, la mayor parte de los sucesos de recombinacion deben haberse producido
dentro de las primeras 24 horas después de la transfeccion e Int-h/218 fue mas activo que Int-h. La Int natural
generd Unicamente una fraccion muy pequeia de células que expresan GFP. Estos resultados demuestran que
durante un tiempo de 24 a 72 h, la recombinacion integrante intermolecular por el mutante Int es al menos tan
eficiente como la reaccion intramolecular correspondiente.

[0105] Se utliza la misma estrategia experimental para comparar las vias de recombinacién escisionales
intramoleculares e intermoleculares (attL x attR). Los resultados muestran nuevamente que la recombinacion
intermolecular por Int mutante es tan eficiente como la recombinacion intramolecular (figura 2C y D). No obstante, la
eficacia de las reacciones de recombinacion escisionales se redujo ligeramente en comparacién con la
recombinacién integrante. La recombinacién por Int natural nuevamente es escasamente detectable.

Ejemplo 2: Los sitios de unién a brazo de ADN en  att no se requieren, pero estimulan la recombinacion.

[0106] Los resultados hasta ahora muestran que la Int mutante catalizo la recombinacién integrante y escisional
sobre sustratos episémicos en un namero significativo de células transfectadas. Por el contrario, las actividades de
recombinacién de Int natural es escasamente detectable en comparacion con el fondo. Dado que la recombinacion
escisional por Int natural depende de la presencia de cofactores proteinicos IHF y XIS pero no requiere de
superenrollado de ADN negativo, este resultado demuestra que las partes eucariticas de estos cofactores no se
encuentran en células humanas. Ademas, se sabe que los sustratos episémicos se relajan topolégicamente poco
después de la transfeccion (Schwikardi y cols. (2000) FEBS Letters, 471, pp. 147). Por lo tanto, parece que Int
mutante realiza la recombinacion sin la formacién de complejos nucleoproteinicos definidos, tales como el intasoma
ensamblado en attP. Esto hace surgir la cuestion del papel funcional de los sitios de unién a brazo de ADN en la
recombinacion. Se encuentran presentes en al menos uno de los sitios att asociados utilizados hasta ahora.

[0107] Para investigar esta cuestion se utilizé recombinacion intermolecular con pares de sustratos vectores que
contenian attB o attP en diversas combinaciones (figura 3A). La fraccion de células que expresan GFP que resulta
de la recombinacién se determin6 por FACS a las 48 h después de la cotransfeccion con los vectores de expresion
Int. Las eficacias de transfeccion fueron siempre superiores al 90 % (datos no mostrados). Los resultados de tres
experimentos muestran que la recombinacién intermolecular entre pares de attP es tan eficiente como la
recombinacién entre attB y attP (figura 3B). No obstante, Gnicamente Int-h2/218 utiliz6 pares de sitios attB como
sustrato en un grado significativo. La eficacia de esta reaccién es, en término medio, reducida aproximadamente
cuatro veces en comparacion con reacciones entre attP y attP o attB y attP (figura 3B). Por lo tanto, la fracciéon de
células que expresan GFP que resulta de la recombinacién entre dos sitios attB se redujo hasta un nivel
comprendido entre el 4 y el 5 %. Estos resultados demuestran que la presencia de secuencias de tipo brazo en sitios
att no se requiere para recombinacion por Int-h/218, si bien estimula de manera significativa la reaccion. Este efecto
estimulador es incluso mas pronunciado (aproximadamente ocho veces) cuando se utiliza Int-h. Ademas, la actividad
de recombinacion residual observada con Int natural parece altamente dependiente de la presencia de los sitios de
unién a brazo.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2507 665 T3

Ejemplo 3: La recombinacion por Int natural es estim ulada por proteina IHF transfectada

[0108] La recombinacién integrante eficiente catalizada por Int natural in vitro y en E. coli requiere el cofactor
proteinico IHF y superenrollado de attP. Asi pues, la aparente carencia de cualquiera de los cofactores en células de
mamifero nos llevo a investigar si la actividad de recombinacion residual de Int natural aumenta si se purifica IHF, se
preincuba con un sustrato superenrollado y se cointroduce en células Hela. Para analizar esta posibilidad
introdujimos primero vectores de expresién ya sea para Int natural o Int-h. A las 3 a 4 h después de la
electroporacion los sustratos para recombinacion intramolecular o intermolecular se incubaron, con o sin IHF
purificado. Seguidamente, las mezclas de proteina-ADN, asi como las muestras de control sin proteina, se
transfectaron utilizando Fugene (figura 4A). Las fracciones de células que expresan GFP se compararon después de
48 h adicionales.

[0109] Los resultados de tres experimentos muestran que la recombinacion intramolecular por Int natural fue
estimulada, en promedio, hasta cinco veces debido a la presencia de IHF. La fraccién de células GFP positivas se
incremento, por ejemplo, en un experimento de aproximadamente el 1% en presencia de IHF al 6 % en su
presencia. El efecto estimulador sobre la recombinacion intermolecular también fue significativo, pero menos
pronunciado (aproximadamente tres veces). 48 h después de la transfeccion, la estimulacion fue especifica para Int
natural, dado que la actividad de Int-h no se ve alterada. De manera importante, los controles muestran que las
eficacias de transfeccién tampoco se vieron afectadas por la presencia de proteina IHF (datos no mostrados).

Ejemplo 4: Sistema de expresién de proteina mejorado basado en recombinacién especifica de secuencia
del gen de interés

[0110] Se transfectan de manera estable células CHO-DG44 con un primer ADN plasmidico linealizado que
expresa la proteina fluorescente ZsGreenl del género Zoanthus sp. (Clontch Laboratories Inc., Palo Alto, CA, EE.
UU.) y el gen para resistencia a antibiético neomicina fosfotransferasa (figura 5). Ademas, ya sea la secuencia de
recombinacion de attB o attP (secuencia natural o modificada o derivado de la misma) se coloca entre el gen para la
proteina fluorescente y su promotor. El primer ADN plasmidico, linealizado mediante la utilizaciéon de una enzima de
restriccion con un sitio de restriccién Unico fuera de las unidades de transcripcién para ambos marcadores de
seleccidn, se introduce por integracién aleatoria dentro del genoma de CHO-DG44. Las células con una integracion
aleatoria estable exitosa del primer ADN plasmidico se seleccionan positivamente por cultivo en presencia del
antibiético G418. Dentro del acumulado heterogéneo de células transfectantes estables con una alta actividad de
transcripcion en el sitio de integracion del primer ADN plasmidico se pueden aislar simplemente por clasificacion de
células activada por fluorescencia (FACS) basada en el nivel de expresion de la proteina fluorescente introducida
ZsGreenl. Las células con la mas alta fluorescencia de ZsGreenl se clasifican y colocan como células solas dentro
de los pocillos de una placa de 96 pocillos. Los subclones de células resultantes se expanden y se analizan
mediante mapeado con endonucleasa de restriccién por analisis de transferencia Southern para integracion de una
secuencia plasmidica Unica en un sitio cromosémico Unico. EI ADN gendmico de los subclones de células se
digieren con enzimas de restriccion con sitios de restriccion nulos, uno o mdltiples dentro del primer ADN plasmidico
introducido, respectivamente, que se somete a electroforesis en gel de agarosa 0.8% y se transfiere a membrana de
nailon cargada positivamente (Amersham Biosciences, Friburgo, Alemania). La hibridacion se realizé durante la
noche a 65 °C en un horno de hibridacién con una sonda marcada con FITC-dUTP cebada aleatoria que consiste en
el gen para ZsGreenl de acuerdo con el protocolo de un médulo de marcado de cebado aleatorio de Gene Images
(Amersham Biosciences). Los subclones candidatos con un inserto de una sola copia se analizan posteriormente en
biorreactores a pequefia escala para determinar su funcionamiento en un proceso de alimentacion por lotes que
imita la produccion. Ademas de altos niveles de expresion durante la fase de produccién completa, monitorizados
midiendo la fluorescencia de ZsGreenl, se tienen en cuenta otros parametros importantes tales como alta viabilidad
a alta densidad celular, metabolismo y un rendimiento reproducible. De esta manera se identifica una célula
anfitriona adecuada con una primera secuencia de integracion att integrada. Para generar una estirpe célula de
produccion que produce una sustancia biofarmacéutica por recombinacién especifica de secuencia, esta célula
anfitriona es transfectada con un segundo ADN plasmidico (véase la figura 5) que contiene un gen para dihidrofolato
reductasa sin promotor precedido ya sea por la secuencia de recombinacion attB o un attP (una secuencia natural o
modificada o un derivado de la misma) y una unidad de transcripcion completa para la expresion del gen de interés,
por ejemplo, SICAM terapéutico frio comin (molécula 1 de adhesién intercelular soluble) o la proteina-1
guimioatrayente de monocitos humanos (MCP-1). Ademas se cotransfecta el vector pPCMVSSInt-h/218 que expresa
la integrasa del bacteri6fago lambda mutada (modificada). Después de la transfeccion, la expresion transitoria de Int-
h/218 es suficiente para realizar la recombinacién intermolecular especifica de secuencia entre el primer sitio de
recombinacién att (ya sea attP o attB) localizada en un locus activo transcripcional preferente dentro del genoma de
la célula anfitriona y el segundo sitio de recombinacion de att (ya sea attP o attB) en el segundo plasmido de ADN

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2507 665 T3

introducido. Para seleccionar células en las que se ha producido recombinacién especifica de secuencia entre attP y
attP, attP y attB o attB y attB, dependiendo de la selecciéon de la secuencia de recombinacion en el primer y el
segundo plasmido de ADN, las células transfectadas se transfieren y cultivan en medio CHO-S-SFMII sin los
suplementos de hipoxantina y timidina. Unicamente los resultados dirigidos correctamente en las células que
sobreviven a la seleccion al colocar por medio de la recombinacién el gen marcador dhfr sin promotor con un sitio de
recombinacién att hacia el extremo 5' en el segundo ADN plasmidico bajo el control de la secuencia promotora del
gen ZsGreenl con un sitio de recombinacion att hacia el extremo 3'y de esta manera se permite la expresion eficaz
del gen marcador de seleccion DHFR. Al mismo tiempo se interrumpe el casete de expresion funcional del gen
ZsGreenl dejando atras al gen ZsGreenl sin promotor. De esta manera las células dejan de expresar proteinas
fluorescentes. Las células no fluorescentes se identifican y aislan por FACS proporcionando un medio para detectar
a las células productoras de la proteina de interés. Ademas, la integracién especifica de la secuencia se verifica por
transferencia Southern y analisis PCR con cebadores que se localizan en las secuencias que flanquean a los sitios
att antes y después de recombinacion especifica de sitio seguida por secuenciacion subsecuente del ADN. La
expresion de la proteina de interés, sICAM o MCP-1, se analizé por ELISA.

[0111] El uso de dhfr como gen marcador para la generacion de produccion de estirpes celulares ofrece no solo la
ventaja de seleccion positiva sino también la posibilidad de incrementar ain mas la productividad de la célula por
amplificaciéon de gen basada en dhfr, inducida por metotrexato. Esto se obtiene al suplementar el medio de cultivo
sin hipoxantina/timidina CHO-S-SFMII al incrementar las cantidades de metotrexato.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento in vitro o ex vivo para expresar al menos un gen de interés que codifica para uno o mas
producto(s)/polipéptido(s) terapéutico(s) deseado(s) en una célula eucariota, en el que la célula eucariota no es un
ovocito humano ni una célula madre embrionaria humana, que comprende

a) introducir de un primer ADN que comprende una secuencia attB de SEQ ID n.%; 13, una attP de SEQ ID n.° 14,
una attL de SEQ ID n.° 15 o una attR de SEQ ID n.° 16 o un derivado de la misma en el interior de una célula;

b) seleccionar subclones candidatos en un hiorreactor a pequefia escala que imita un proceso de produccion de
alimentacién por lotes basado en parametros tales como una alta viabilidad a alta densidad celular, el metabolismo y
la capacidad de permitir una alta expresion y un rendimiento reproducible durante la produccién,

¢) introducir un segundo ADN que comprende una secuencia attB de SEQ ID n.%; 13, attP de SEQ ID n.%: 14, attL de
SEQ ID n.°: 15 o attR de SEQ ID n.%; 16 o un derivado de la misma, y al menos un gen de interés que codifica para
una proteina terapéutica en la célula del paso b);

d) poner en contacto dicha célula con una integrasa Int de bacteriéfago lambda;

e) realizar la recombinacion especifica de secuencia por una integrasa Int de bacteri6fago lambda, en donde el
segundo ADN se integra dentro del primer ADN;

f) cultivar dicha célula en condiciones en las que se expresa(n) el(los) gen(es) de interés, en las que dicha célula se
cultiva en medio libre de suero y en cultivo en suspension; y

g) aislar dicho producto(s)/polipéptido(s) terapéutico(s) deseado(s) de la célula anfitriona o del medio de cultivo
celular, en donde dicho derivado se define como una secuencia attB, attP, attL y attR que tiene una, dos, tres,
cuatro, cinco, seis o siete sustituciones en la region de superposicion y/o en la regién de nicleo, o al menos un sitio
de unién Int a nlcleo de attB, attP, attL o attR, o al menos un sitio de unién Int a ndcleo de attP, attL o attR mas una
0 mas copias de los sitios de unién a brazo para Int, o al menos un sitio de union Int a nicleo de attP, attL o attR
mas una o mas copias de los sitios de unidn de factor IHF, FIS o XIS, o combinaciones de los mismos.

2. Un procedimiento in vitro o ex vivo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha primera
secuencia de ADN comprende una secuencia attB o un derivado de la misma, dicha segunda secuencia comprende
una secuencia attB, attL o attR o un derivado de la misma, o en el que si dicha primera secuencia de ADN
comprende una secuencia attP o un derivado de la misma, dicha segunda secuencia comprende una secuencia
attP, attL o attR o un derivado de la misma, o en el que si dicha primera secuencia de ADN comprende una
secuencia attL o un derivado de la misma, dicha segunda secuencia comprende una secuencia attB, attP o attL o un
derivado de la misma, o en el que si dicha primera secuencia de ADN comprende una secuencia attR o un derivado
de la misma, dicha segunda secuencia comprende una secuencia attB, attP o attR o un derivado de la misma, y en
el que dicho derivado se define como una secuencia attB, attP, attL y attR que tiene una, dos, tres, cuatro, cinco,
seis o siete sustituciones en la region de superposicién y/o en la regién de nicleo, o al menos un sitio de unién Int a
nucleo de attB, attP, attL o attR, o al menos un sitio de unién Int a nicleo de attP, attL o attR mas una o mas copias
de los sitios de unién a brazo para Int, o al menos un sitio de unién Int a ndcleo de attP, attL o attR mas una o mas
copias de los sitios de unién de factor IHF, FIS o XIS, o combinaciones de los mismos.

3. Un procedimiento in vitro o ex vivo de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 2, en el que el primer ADN
se ha integrado en el genoma, un minicromosoma artificial o un elemento episémico de la célula anfitriona, antes de
gue se introduzca dicho segundo ADN en dicha célula.

4. Un procedimiento in vitro o ex vivo de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que el primer ADN se ha
integrado en el genoma de la célula anfitriona.

5. Un procedimiento in vitro o ex vivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en el que dicha recombinacion especifica de secuencia se realiza por Int y uno o mas cofactores seleccionados
entre XIS, FIS y/o IHF.

6. Un procedimiento in vitro o ex vivo e acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
el que la recombinacion especifica de secuencia se realiza por una Int modificada, que tiene al menos el 90 % de la
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actividad de la Int natural.

7. Un procedimiento in vitro o ex vivo de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la Int modificada es
Int-h o Int-h/218.

8. Un procedimiento in vitro o ex vivo de acuerdo con la reivindicacién 6 6 7, en el que Int, Int-h o Int-
h/218, XIS, FIS y/o IHF se afaden a la célula en forma purificada o se coexpresan por dicha célula anfitriona, en
donde se realiza la recombinacion especifica de secuencia.

9. Un procedimiento in vitro o ex vivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en el que adicionalmente se introducen en la célula una tercera o una tercera y cuarta secuencias de ADN que
comprenden un gen para Int, o un gen para Int y uno o mas genes cofactores seleccionados entre el gen para XIS,
el gen para FIS y/o el gen para IHF, respectivamente.

10. Un procedimiento in vitro o ex vivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en el que no se requiere XIS, FIS ni IHF cuando se realiza la recombinaciéon especifica de secuencia por una Int
modificada, que tiene al menos el 90 % de la actividad de la Int natural.

11. Un procedimiento in vitro o ex vivo de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que la Int modificada es
Int-h o Int-h/218.

12. Un procedimiento in vitro o ex vivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en el que la primera y/o la segunda secuencia de recombinacion comprende ademas un acido nucleico que codifica
para un polipéptido terapéutico de interés.

13. Un procedimiento in vitro o ex vivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en el que dicho polipéptido terapéutico de interés es un anticuerpo, hormona o factor de crecimiento.

14. Un procedimiento in vitro o ex vivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en el que la célula anfitriona es una célula de mamifero.

15. Un procedimiento in vitro o ex vivo de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que la célula de
mamifero es una célula de roedor.

16. Un procedimiento in vitro o ex vivo de acuerdo con la reivindicacion 15, en el que la célula de
mamifero es una célula de raton o de hamster.

17. Un procedimiento in vitro o ex vivo de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que la célula de hamster
es una célula BHK o CHO y la célula de raton es una célula de mieloma murino.

18. Un procedimiento in vitro 0 ex vivo de acuerdo con la reivindicacion 17, en el que la célula de mieloma
murino es una célula NSO o Sp2/0.
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Fig. 2
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Fig. 3
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