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DESCRIPCIÓN

Regiones de expresión y estabilidad potenciadas

Antecedentes5

Campo de la invención 

La invención proporciona la expresión de proteínas recombinante en células eucariotas. En particular, la invención 
se refiere a métodos para la expresión mejorada de proteínas en células eucariotas empleando secuencias de 10
nucleótidos que potencian la expresión. La invención se refiere a secuencias de región de expresión y estabilidad 
potenciadas (EESYR) que facilitan la expresión potenciada y estable de proteínas recombinantes en células 
eucariotas, y métodos para usar dichas secuencias.

Descripción de la técnica relacionada15

El desarrollo de sistemas de expresión es un objetivo importante para proporcionar una fuente fiable y eficaz de una 
proteína determinada para uso de investigación y terapéutico. Con frecuencia se prefiere la expresión de proteínas 
recombinantes en células de mamífero para fabricar proteínas terapéuticas debido, por ejemplo, a la capacidad de 
los sistemas de expresión de mamíferos de modificar apropiadamente de forma post-traduccional las proteínas 20
recombinantes.

Se dispone de diversos vectores para su expresión en hospedadores de mamífero, conteniendo cada uno diversas 
combinaciones de elementos reguladores en cis y, en algunos casos, en trans para conseguir niveles elevados de 
proteína recombinante con cortos tiempos de incubación. A pesar de la disponibilidad de muchos de estos vectores, 25
a menudo la expresión de una proteína recombinante realizada en sistemas de mamífero es inaceptablemente baja 
o, de otro modo, insatisfactoria. Además, desarrollar una línea celular que exprese de forma fiable niveles 
suficientemente elevados de una proteína deseada a menudo requiere etapas de clonación y amplificación que 
consumen mucho tiempo. Por consiguiente, existe la necesidad en la técnica de sistemas de expresión mejorados 
en mamífero.30

Schmerling Doron et al. describen la expresión fuerte y ubicua de transgenes dirigidos en el locus de beta-actina por 
remplazo del casete cre/lox (Journal of Genetics and Development, vol.42, pág. 229 a 235 (2005)).

Breve sumario35

La invención proporciona una célula aislada que comprende una secuencia potenciadora de la expresión
seleccionada entre las SEC ID Nº 1, 3 ó 5, y al menos un sitio de reconocimiento de recombinasa localizado dentro 
de una secuencia de nucleótidos de la SEC ID Nº 1, 3 ó 5. La invención también proporciona una célula CHO que 
comprende una secuencia potenciadora de la expresión que es los nucleótidos 6.400-6.500 de la SEC ID Nº 5, que 40
comprende adicionalmente al menos un sitio de reconocimiento de recombinasa flanqueado 5' o 3' por un gen 
humano de interés (GOI), opcionalmente donde el GOI humano está flanqueado 5' por el primer sitio de 
reconocimiento de recombinasa, y dicha célula CHO comprende adicionalmente un segundo sitio de reconocimiento 
de recombinasa que flanquea 3' el GOI humano. La invención proporciona adicionalmente una célula aislada que 
comprende una secuencia potenciadora de la expresión seleccionada entre las SEC ID Nº 1, 3 ó 5 y al menos un 45
GOI añadido de forma exógena dentro de la secuencia potenciadora de la expresión.

La invención proporciona adicionalmente un método para preparar una proteína de interés, que comprende: (a) 
proporcionar una célula hospedadora que comprende una secuencia potenciadora de la expresión seleccionada 
entre las SEC ID Nº 1, 3 ó 5, o los nucleótidos 6.400-6.500 de la SEC ID Nº 5, (b) introducir en la célula 50
hospedadora, dentro de la secuencia potenciadora de la expresión un gen de interés (GOI) unido de forma funcional 
a un promotor; (c) mantener la célula hospedadora de (a) en condiciones que permitan al GOI expresar una proteína 
de interés; y (d) recuperar la proteína de interés. La invención proporciona adicionalmente el uso de la célula aislada
de la invención o la célula CHO aislada de la invención para preparar un anticuerpo o fragmento del mismo.

55
También se describe en este documento una secuencia de nucleótidos aislada que comprende una secuencia 
potenciadora de la expresión seleccionada entre una secuencia de las SEC ID Nº 1-6, o un fragmento potenciador 
de la expresión de las mismas.

Las secuencias potenciadoras de la expresión descritas en este documento comprenden una secuencia 60
potenciadora de la expresión de la SEC ID Nº 5 localizada en una posición dentro de la SEC ID Nº 5 seleccionada 
entre los nucleótidos que abarcan las posiciones numeradas 10-13.515; 20-12.020; 1.020-11.020; 2.020-10.020; 
3.020-9.020; 4.020-8.020; 5.020-7.020; 6.020-6.920; 6.120-6.820; 6.220-6.720; 6.320-6.620; 6.420-6.520; 6.460-
6.500; 6.470-6.490; y 6.475-6.485. Otras secuencias potenciadoras de la expresión descritas en este documento se 
seleccionan entre el grupo que consiste en los nucleótidos 5.000-7.400 de la SEC ID Nº 5; 5.000-6.500 de la SEC ID 65
Nº 5; 6.400-7.400 de la SEC ID Nº 5; y los nucleótidos 6.400-6.500 de la SEC ID Nº 5.
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El sitio de reconocimiento de recombinación puede posicionarse como se ha descrito anteriormente, con la condición 
de que la secuencia potenciadora de la expresión comprenda una secuencia que es al menos un 90% idéntica, más 
preferiblemente al menos un 95% idéntica, mucho más preferiblemente al menos un 99% idéntica, a la secuencia 
potenciadora de la expresión de la SEC ID Nº 5 o un fragmento potenciador de la expresión de la misma.

5
Las secuencias potenciadoras de la expresión puede comprender adicionalmente al menos un sitio de 
reconocimiento de recombinasa que comprende una secuencia independientemente seleccionada entre un sitio 
loxp, un sitio lox 511, un sitio lox 2272, y un sitio frt. El sitio de reconocimiento de recombinasa puede estar dentro de 
la secuencia potenciadora de la expresión. El sitio de reconocimiento de recombinasa puede estar inmediatamente 
adyacente en la dirección 5' al nucleótido terminal del extremo 5' o inmediatamente adyacente en la dirección 3' al 10
nucleótido terminal del extremo 3' de la secuencia potenciadora de la expresión.

Pueden estar presentes al menos dos sitios de reconocimiento de recombinasa dentro de la secuencia potenciadora 
de la expresión. Pueden estar presentes dos sitios de reconocimiento de recombinasa de orientación opuesta dentro 
de la secuencia potenciadora de la expresión. Pueden estar presentes tres sitios de reconocimiento de recombinasa15
dentro de la secuencia potenciadora de la expresión.

En este documento también se describe una secuencia de nucleótidos aislada que comprende una secuencia 
potenciadora de la expresión que es al menos un 80% idéntica, preferiblemente al menos un 90% idéntica, más 
preferiblemente al menos un 95% idéntica, mucho más preferiblemente al menos un 99% idéntica a una secuencia 20
potenciadora de la expresión de las SEC ID Nº 1-6 o un fragmento potenciador de la expresión de las mismas. La 
secuencia potenciadora de la expresión puede presentar la identidad indicada a una secuencia de la SEC ID Nº 5 
como se ha descrito anteriormente.

En este documento se describe una célula eucariota aislada que comprende una secuencia potenciadora de la 25
expresión seleccionada entre las SEC ID Nº 1-6 o un fragmento potenciador de la expresión de las mismas. La 
secuencia potenciadora de la expresión puede comprender una secuencia potenciadora de la expresión de la SEC 
ID Nº 5 como se ha descrito anteriormente.

La célula eucariota puede ser una célula de ratón, rata, hámster, o humana. La célula eucariota puede ser una célula 30
CHO.

La célula eucariota puede comprender adicionalmente al menos una secuencia de reconocimiento de recombinasa
dentro de la secuencia potenciadora de la expresión. La al menos una secuencia de reconocimiento de recombinasa
puede seleccionarse independientemente entre una sitio loxp, un sitio lox 511, un sitio lox 2272, y un sitio frt. El sitio 35
de reconocimiento de recombinasa puede estar inmediatamente adyacente en la dirección 5' al nucleótido terminal
del extremo 5' o inmediatamente adyacente en la dirección 3' al nucleótido terminal del extremo 3' de la secuencia 
potenciadora de la expresión.

Pueden estar presentes al menos dos sitios de reconocimiento de recombinasa dentro de la secuencia potenciadora 40
de la expresión. Pueden estar presentes dos sitios de reconocimiento de recombinasa de orientación opuesta dentro 
de la secuencia potenciadora de la expresión. Pueden estar presentes tres secuencias de reconocimiento de 
recombinasa, y una de las tres secuencias de reconocimiento de recombinasa está en una orientación opuesta a las 
dos secuencias de reconocimiento de recombinasa restantes.

45
Como se ha descrito en este documento, el sitio de reconocimiento de recombinasa en la secuencia potenciadora de 
la expresión de la SEC ID Nº 5 puede estar localizado en una posición dentro de la SEC ID Nº 5 seleccionado entre 
los nucleótidos que abarcan las posiciones numeradas 10-13.515; 20-12.020; 1.020-11.020; 2.020-10.020; 3.020-
9.020; 4.020-8.020; 5.020-7.020; 6.020-6.920; 6.120-6.820; 6.220-6.720; 6.320-6.620; 6.420-6.520; 6.460-6.500; 
6.470-6.490; y 6.475-6.485. El sitio de reconocimiento de recombinasa puede estar en una secuencia que se 50
selecciona entre el grupo que consiste en los nucleótidos 5.000-7.400 de la SEC ID Nº 5; 5.000-6.500 de la SEC ID 
Nº 5; 6.400-7.400 de la SEC ID Nº 5; y los nucleótidos 6.400-6.500 de la SEC ID Nº 5. El sitio de reconocimiento de 
recombinasa puede estar localizado dentro de los nucleótidos 6400-6500 de la SEC ID Nº 5. El sitio de 
reconocimiento de recombinasa puede insertarse antes, después, o dentro del triplete "act" de los nucleótidos 6471 
a 6473 de la SEC ID Nº 5 en una secuencia potenciadora de la expresión de la SEC ID Nº 5.55

El sitio de reconocimiento de recombinación puede posicionarse como se ha descrito anteriormente, con la salvedad 
de que la secuencia potenciadora de la expresión comprende una secuencia que es al menos un 90% idéntica, más 
preferiblemente al menos un 95% idéntica, mucho más preferiblemente al menos un 99% idéntica, a los nucleótidos
5218 a 6048 de la SEC ID Nº 5 o un fragmento potenciador de la expresión de la misma.60

La célula puede ser una célula CHO donde el sitio de reconocimiento de recombinasa se inserta en el genoma de la 
célula CHO en o dentro del triplete "act" de los nucleótidos 6.471 a 6.473 de la SEC ID Nº 5.

Puede insertarse un primer GOI dentro de la secuencia potenciadora de la expresión de la SEC ID Nº 5 como se ha 65
descrito anteriormente, y el primer GOI opcionalmente se une de forma funcional a un promotor, donde el GOI ligado 

E08756678
30-10-2014ES 2 522 615 T3

 



4

al promotor (o el GOI) está flanqueado 5' por un primer sitio de reconocimiento de recombinasa y 3' por un segundo 
sitio de reconocimiento de recombinasa. Puede insertarse un segundo GOI 3' del segundo sitio de reconocimiento 
de recombinasa, y el segundo GOI flanqueado 3' por un tercer sitio de reconocimiento de recombinasa.

El GOI puede unirse de forma funcional a un promotor capaz de dirigir la expresión del GOI, donde el promotor5
comprende un promotor eucariota que se puede regular por un activador o inhibidor. El promotor eucariota puede 
unirse de forma funcional a un operador procariota, y la célula eucariota opcionalmente puede comprender 
adicionalmente una proteína represora procariota.

Puede incluirse uno o más marcadores de selección entre el primero y el segundo y/o el segundo y el tercero sitios 10
de reconocimiento de recombinasa. El primero y/o el segundo genes de interés y/o el uno o más marcadores de 
selección pueden unirse de forma funcional a un promotor, donde el promotor puede el mismo o diferente. El 
promotor puede comprender un promotor eucariota (tal como, por ejemplo, un promotor CMV), opcionalmente 
controlado por un operador procariota (tal como, por ejemplo, un operador tet). La célula puede comprender 
adicionalmente un gen que codifica un represor procariota (tal como, por ejemplo, un represor tet).15

La célula puede comprender adicionalmente un gen capaz de expresar una recombinasa. En una realización 
específica, la recombinasa es una recombinasa Cre.

También se describe una célula eucariota aislada en este documento que comprende una secuencia potenciadora 20
de la expresión que es al menos un 80%, más preferiblemente al menos un 90%, más preferiblemente al menos un 
95%, mucho más preferiblemente al menos un 99% idéntica a una secuencia potenciadora de la expresión de las 
SEC ID Nº 1-6 o un fragmento potenciador de la expresión de las mismas. La secuencia potenciadora de la 
expresión puede ser una secuencia dentro de la SEC ID Nº 5 como se ha descrito anteriormente.

25
Se describe una célula hospedadora eucariota en este documento que comprende una secuencia potenciadora de la 
expresión seleccionada entre las SEC ID Nº 1-6 o una fragmento potenciador de la expresión de las mismas, que 
comprende un primer sitio de reconocimiento de recombinasa seguido de un primer promotor eucariota, un primer 
gen marcador, un segundo promotor eucariota, un segundo gen marcador, un segundo sitio de reconocimiento de 
recombinasa, un tercer promotor eucariota, un tercer gen marcador, y un tercer sitio de reconocimiento de 30
recombinasa. La secuencia potenciadora de la expresión puede estar dentro de la SEC ID Nº 5 como se ha descrito 
anteriormente.

El primero, segundo, y tercero sitios de reconocimiento de recombinasa pueden ser diferentes. Los sitios de 
reconocimiento de recombinasa puede seleccionarse entre un sitio loxp, un sitio lox 511, un sitio lox 2272, y un sitio 35
frt.

El primer gen marcador puede ser un gen de resistencia a fármaco. El gen de resistencia a fármaco puede ser un 
gen de resistencia a puromicina. El segundo y tercero genes marcadores puede codificar dos proteínas 
fluorescentes diferentes. Las dos proteínas fluorescentes diferentes pueden seleccionarse entre coral de Discosoma 40
(DsRed), proteína fluorescente verde (GFP), proteína fluorescente verde potenciada (eGFP), proteína fluorescente
ciano (CFP), proteína fluorescente ciano potenciada (eCFP), y proteína fluorescente amarilla (YFP). Las dos 
proteínas fluorescentes diferentes pueden ser eCFP y DsRed.

El primero, segundo, y tercero promotores pueden ser iguales. El primero, segundo, y tercero promotores pueden 45
ser diferentes. El primer promotor puede ser diferente del segundo y tercero promotores, y el segundo y tercero 
promotores son iguales. El primer promotor puede ser un promotor tardío de SV40, y el segundo y tercero 
promotores son cada uno un promotor CMV humano.

También se describe una célula hospedadora eucariota en este documento, que comprende una secuencia 50
potenciadora de la expresión seleccionada entre las SEC ID Nº 1-6, o un fragmento potenciador de la expresión de 
las mismas, al menos un sitio de reconocimiento de recombinasa dentro de la secuencia potenciadora de la 
expresión, y al menos un gen de interés (GOI) dentro de la secuencia potenciadora de la expresión. La secuencia 
potenciadora de la expresión puede ser una secuencia dentro de la SEC ID Nº 5, como se ha descrito anteriormente.

55
La célula descrita en este documento puede comprender un primer sitio de reconocimiento de recombinasa seguido 
de un primer promotor unido de forma funcional a un primer GOI. El primer GOI puede estar seguido de un segundo 
sitio de reconocimiento de recombinasa. El segundo sitio de reconocimiento de recombinasa puede estar seguido de
un segundo promotor unido de forma funcional a un segundo GOI. El segundo GOI puede estar seguido de un tercer 
sitio de reconocimiento de recombinasa. Al menos un marcador puede unirse de forma funcional a un tercer 60
promotor y localizarse entre el segundo sitio de reconocimiento de recombinasa y el segundo promotor. El primer 
sitio de reconocimiento de recombinasa puede orientarse en una orientación opuesta al segundo y tercero sitios de 
reconocimiento de recombinasa. El primero y segundo promotores pueden ser promotores eucariotas unidos de
forma funcional a un operador procariota. El primero y segundo promotores pueden ser promotores CMV unidos de 
forma funcional a secuencias operadoras tet. La célula puede comprender adicionalmente un gen capaz de expresar 65
un represor procariota. El represor procariota puede ser un represor tet. La célula puede comprender un gen capaz 
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de expresar una recombinasa Cre.

Un primero y un segundo gen marcador puede localizarse entre el segundo sitio de reconocimiento de recombinasa
y el segundo promotor, y un IRES está entre el primero y segundo genes marcadores. El primer codón (ATG) del 
primer gen marcador puede estar inmediatamente 5' al segundo sitio de reconocimiento de recombinasa, y el 5
segundo codón del primer gen marcador está inmediatamente 3' al segundo sitio de reconocimiento de recombinasa. 
El primer gen marcador puede contener un intrón y el segundo sitio de reconocimiento de recombinasa está 
localizado dentro del intrón de modo que la mitad amino-terminal del primer gen marcador y la mitad 5' del intrón 
están localizados 5' del segundo sitio de reconocimiento de recombinasa y la mitad 3' del intrón y la mitad carboxi-
terminal del primer gen marcador están inmediatamente 3' al segundo sitio de reconocimiento de recombinasa. 10

El primero, segundo, y tercero sitios de reconocimiento de recombinasa pueden ser diferentes. Los sitios de 
reconocimiento de recombinasa pueden seleccionarse entre un sitio loxp, un sitio lox 511, un sitio lox 2272, y un sitio 
frt.

15
El primer gen marcador puede ser un gen de resistencia a fármaco. El gen de resistencia a fármaco puede ser un 
gen de resistencia a higromicina. El segundo gen marcador puede codificar una proteína fluorescente. La proteína 
fluorescente puede seleccionarse entre DsRed, GFP, eGFP, CFP, eCFP, e YFP.

El primero, segundo, y tercero promotores pueden ser iguales. El primero, segundo, y tercero promotores pueden 20
ser diferentes. El tercer promotor puede ser diferente del primero y segundo promotores, y el primero y segundo 
promotores iguales. El tercer promotor puede ser un promotor tardío de SV40, y el primero y segundo promotores 
son cada uno un promotor CMV humano.

El primero y segundo promotores pueden unirse de forma funcional a un operador procariota. El operador puede ser 25
un operador tet.

La línea celular hospedadora puede tener un gen añadido de forma exógena que codifica una recombinasa
integrada en su genoma, unido de forma funcional a un promotor. La recombinasa puede ser recombinasa Cre. La 
célula hospedadora puede tener un gen que codifica una proteína reguladora integrada en su genoma, unido de 30
forma funcional a un promotor. La proteína reguladora puede ser una proteína represora tet.

El primer GOI y el segundo GOI pueden codificar una cadena ligera, o fragmento de la misma, de un anticuerpo o 
una cadena pesada, o fragmento de la misma, de un anticuerpo. El primer GOI puede codifican una cadena ligera de 
un anticuerpo y el segundo GOI puede codificar una cadena pesada de un anticuerpo.35

Se describe un método en este documento para preparar una proteína de interés, que comprende: (a) proporcionar 
una célula hospedadora que comprende una secuencia potenciadora de la expresión seleccionada entre una 
secuencia de las SEC ID Nº 1-6; (b) introducir en la célula hospedadora, dentro de la secuencia potenciadora de la 
expresión, un gen de interés (GOI) unido de forma funcional a un promotor; (c) mantener la célula hospedadora de 40
(a) en condiciones que permitan que el GOI exprese una proteína de interés; y, (c) recuperar la proteína de interés. 

La célula puede ser una célula CHO y la secuencia de nucleótidos es una secuencia potenciadora de la expresión
de la SEC ID Nº 5 como se ha descrito anteriormente.

45
El GOI puede introducirse en la célula empleando un vector de direccionamiento para recombinación homóloga, 
donde el vector de direccionamiento comprende un brazo de homología 5' homólogo a una secuencia presente en al 
menos una de las SEC ID Nº 1-6, un GOI, y un brazo de homología 3' homólogo a una secuencia presente en al 
menos una de las SEC ID Nº 1-6. La construcción puede comprender adicionalmente dos, tres, cuatro, o cinco o 
más genes de interés. Uno o más de los genes de interés puede estar unido de forma funcional a un promotor.50

El GOI puede introducirse empleando una tecnología de integrasa, por ejemplo, tecnología de integrasa que emplea 
sitios att tal como los sistemas de clonación Invitrogen's Gateway™ y Multisite Gateway™ que emplean 
recombinación del sitio att del bacteriófago lambda.

55
La secuencia potenciadora de la expresión puede comprender uno o más sitios de reconocimiento de recombinasa
como se ha descrito anteriormente, e introducirse el GOI en la secuencia potenciadora de la expresión a través de la 
acción de una recombinasa que reconoce el sitio de reconocimiento de recombinasa.

La secuencia potenciadora de la expresión puede comprender dos sitios de reconocimiento de recombinasa.60

La secuencia potenciadora de la expresión puede comprender un primero, un segundo, y un tercero sitios de 
reconocimiento de recombinasa. El primero, segundo, y tercero sitios de reconocimiento de recombinasa pueden ser 
diferentes. El primero, segundo, y tercero sitios de reconocimiento de recombinasa pueden no estar en la misma 
orientación. El primer sitio puede estar 5' al segundo sitio, y el segundo sitio 5' al tercer sitio. El segundo y tercer 65
sitios pueden estar en orientación opuesta con respecto al primer sitio.
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Se introducen un primer y segundo GOI en la secuencia potenciadora de la expresión. El primer GOI puede 
introducirse entre el primero y el segundo sitios de reconocimiento de recombinasa, y el segundo GOI puede 
introducirse entre el segundo y el tercero sitios de reconocimiento de recombinasa. Los sitios de reconocimiento de 
recombinasa pueden seleccionarse independientemente entre un sitio loxp, un sitio lox 511, un sitio lox 2272, y un 
sitio frt.5

El primer GOI flanqueado por sitios de reconocimiento de recombinasa en un primer vector y el segundo GOI 
flanqueado por sitios de reconocimiento de recombinasa en un segundo vector pueden introducirse en una célula
que comprende una secuencia potenciadora de la expresión que comprende tres sitios de reconocimiento de 
recombinasa en una única etapa.10

El GOI puede unirse de forma funcional a un promotor eucariota. El promotor eucariota puede unirse de forma 
funcional a un operador procariota. El promotor eucariota puede ser un promotor CMV y el operador procariota un 
operador tet.

15
La célula puede comprender un gen capaz de expresar un represor procariota. El represor procariota puede ser un 
represor tet.

La célula puede comprender un gen capaz de expresar una recombinasa. La recombinasa puede ser una 
recombinasa Cre.20

También se describe una célula eucariota en este documento, donde la célula eucariota comprende al menos una 
secuencia potenciadora de la expresión de la SEC ID Nº 1-6 y al menos un gen añadido de forma exógena dentro de 
la secuencia potenciadora de la expresión. El gen añadido de forma exógena puede unirse de forma funcional a un 
promotor añadido de forma exógena.25

La secuencia potenciadora de la expresión puede ser una secuencia de la SEC ID Nº 5, y el al menos un gen 
añadido de forma exógena integrado o insertado dentro de la secuencia potenciadora de la expresión es un gen 
humano. La célula eucariota puede ser una célula CHO, el gen añadido de forma exógena es un gen humano, y el 
gen humano se une de forma funcional a un promotor añadido de forma exógena eucariota.30

También se describe un vector de direccionamiento para recombinación homóloga en este documento, donde el 
vector de direccionamiento comprende un brazo de homología 5', un GOI, y un brazo de homología 3', donde cada 
brazo de homología es homólogo a una secuencia dentro de una de las SEC ID Nº 1-6. Los brazos de homología 5' 
y 3' pueden ser homólogos a secuencias dentro de la SEC ID Nº 5. El vector de direccionamiento puede comprender 35
dos, tres, cuatro, o cinco o más genes de interés. El GOI puede unirse de forma funcional a un promotor. Cada uno 
de los dos, tres, cuatro, o cinco o más genes de interés puede unirse cada uno de forma funcional a un promotor.

Adicionalmente se describe un vector de expresión en este documento, que comprende una secuencia de 
nucleótidos potenciadora de la expresión seleccionada entre las SEC ID Nº 1-6 o un fragmento potenciador de la 40
expresión de las mismas. La secuencia potenciadora de la expresión puede estar dentro de la SEC ID Nº 5 como se 
ha descrito anteriormente.

El vector puede comprender adicionalmente un promotor. El promotor puede ser un promotor CMV humano.
45

El vector puede comprender adicionalmente un sitio de clonación para un gen de interés (GOI) expresable. La 
secuencia de nucleótidos seleccionada de la SEC ID Nº 1-6 o fragmento potenciador de la expresión de las mismas
puede localizarse 3' con respecto al sitio de clonación para el GOI expresable. La secuencia de nucleótidos
seleccionada entre las SEC ID Nº 1-6 o fragmento potenciador de la expresión de las mismas puede localizarse 5'
con respecto al sitio de clonación para el GOI expresable.50

El vector puede comprender una secuencia de nucleótidos seleccionada entre las SEC ID Nº 1-6 o un fragmento 
potenciador de la expresión, un promotor CMV humano, un GOI, y una secuencia de terminación, donde la 
secuencia de nucleótidos seleccionada entre las SEC ID Nº 1-6, o el fragmento potenciador de la expresión de las 
mismas, está localizada 5' con respecto al promotor CMV. El vector puede comprender adicionalmente un intrón 55
seleccionado entre un intrón CMV-MIE y un intrón de -globina de conejo.

También se describe un vector de expresión en este documento, que comprende una secuencia de nucleótidos 
potenciadora de la expresión que es al menos un 80% idéntica, preferiblemente al menos un 90% idéntica, más 
preferiblemente al menos un 95% idéntica, mucho más preferiblemente al menos un 99% idéntica a una secuencia 60
seleccionada entre las SEC ID Nº 1-6 o un fragmento potenciador de la expresión de las mismas.

Se describe adicionalmente un método en este documento para preparar una proteína de interés, que comprende: 
(a) introducir en una célula hospedadora un vector de expresión que comprende una secuencia potenciadora de la 
expresión seleccionada entre una secuencia dentro de las SEC ID Nº 1-6 y un GOI que codifica una proteína de 65
interés, donde el GOI está unido de forma funcional a un promotor y unido de forma funcional a la secuencia 
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potenciadora de la expresión; (b) cultivar la célula hospedadora de (a) en condiciones que permitan la expresión del 
GOI; y (c) recuperar la proteína de interés.

La secuencia de región de expresión y estabilidad potenciadas puede ser una secuencia potenciadora de la 
expresión de la SEC ID Nº 1-6. La secuencia potenciadora de la expresión puede estar dentro de la SEC ID Nº 5 5
como se ha descrito anteriormente.

La proteína recombinante puede seleccionarse entre el grupo que consiste en una subunidad de una 
inmunoglobulina o fragmento de la misma y un receptor o fragmento de unión a ligando del mismo. La proteína 
recombinante puede seleccionarse entre el grupo que consiste en una cadena ligera de anticuerpo o fragmento 10
específico de antígeno del mismo, y una cadena pesada de anticuerpo o fragmento específico de antígeno del 
mismo.

La secuencia potenciadora de la expresión puede colocarse en la orientación indicada como se indica en las SEC ID 
Nº 1-6, o en la orientación inversa indicada en las SEC ID Nº 1-6.15

Cualquiera de los aspectos y realizaciones de la invención pueden usarse junto con cualquier otro aspecto o 
realización de la invención, salvo que se indique otra cosa o sea evidente a partir del contexto.

Llegarán a ser evidentes otros objetos y ventajas a partir de una revisión de la siguiente descripción detallada.20

Breve descripción de las figuras

Fig.1. Diagrama esquemático de una construcción retroviral, pTE252, usada para la introducción de construcción 
de ácido nucleico en un genoma celular. LTR: repetición terminal larga; LoxP: secuencia de reconocimiento de 25
recombinasa Cre: ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTGT (SEC ID Nº 7); Lox511: una mutación de 
secuencias LoxP: ATAACTTCGTATAATGTATACTATACGAAGTTAG (SEC ID Nº 8); la secuencia Lox511 se 
reconoce por recombinasa Cre pero el sitio Lox511 no se recombina con un sitio LoxP. GFP: proteína 
fluorescente verde; CMV MIE: promotor temprano inmediato principal de citomegalovirus humano; npt: neomicina 
fosfotransferasa; bla: beta lactamaasa; IRES: sitio interno de entrada del ribosoma.30
La Fig. 2 ilustra una construcción plasmídica usada para identificar una EESYR.
Las Fig. 3A y 3B muestran una alineación de secuencias EESYR de ovario de hámster chino (CHO), ratón, ser 
humano, y rata para un fragmento de la SEC ID Nº 5.
La Fig. 4 muestra una alineación de la SEC ID Nº 5 con secuencias de ratón, ser humano, y rata.
La Fig. 5 ilustra que una EESYR, unida de forma funcional a un gen de interés (GOI), muestra expresión 35
potenciada sobre un GOI que no está unido de forma funcional a una EESYR.
La Fig. 6 muestra EESYR comparadas en su capacidad relativa de potenciar la expresión de un GOI unido de 
forma funcional.
La Fig. 7 ilustra características clonales de células con respecto a la funcionalidad de EESYR.
La Fig. 8 ilustra que células EESYR experimentan recombinación específica y eficaz.40
La Fig. 9 ilustra la rareza de eventos de integración aleatoria en células EESYR.
La Fig. 10 ilustra el ensayo de elementos de acción en cis que emplean secuencias EESYR.
La Fig. 11 ilustra el ensayo de promotores, intrones, y UTR usando un sistema EESYR.
La Fig. 12 ilustra la optimización de la expresión de proteínas usando un sistema EESYR.

45
Descripción detallada

Antes de describir los presentes métodos, debe entenderse que esta invención no está limitada a métodos 
particulares, y condiciones experimentales descritas, ya que dichos métodos y condiciones pueden variar. También 
debe entenderse que la terminología usada en este documento es con el propósito de describir realizaciones 50
particulares solamente, y no pretende ser limitante, ya que el alcance de la presente invención se limitará solamente 
por las reivindicaciones adjuntas.

Como se usa en esta memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "una", y "el", 
"la" incluyen referencias plurales salvo que el contexto indique claramente otra cosa. Por tanto, por ejemplo, una 55
referencia a "un método" incluye uno o más métodos, y/o etapas del tipo descrito en este documento y/o que 
llegarán a ser evidentes para los especialistas en la técnica tras leer esta descripción.

Salvo que se defina de otro modo, o se especifique de otro modo, todos los términos técnicos y científicos usados en 
este documento tienen el mismo significado que el comprendido habitualmente por un especialista en la técnica a la 60
que pertenece esta invención.

Aunque puede usarse cualquier método y materiales similares o equivalentes a los descritos en este documento en 
la práctica o ensayo de la presente invención, ahora se describen métodos y materiales particulares.

65
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Definiciones

Las regiones de ADN están unidas de forma funcional cuando están relacionadas funcionalmente entre sí. Por 
ejemplo, un promotor está unido de forma funcional a una secuencia codificante si el promotor es capaz de participar 
en la transcripción de la secuencia; un sitio de unión al ribosoma está unido de forma funcional a una secuencia 5
codificante si está posicionado para permitir la traducción. Generalmente, unido de forma funcional puede incluir,
pero no requiere, contigüidad. En el caso de secuencias tales como líderes de secreción, la contigüidad y colocación 
apropiada en una fase de lectura son características típicas. Una EESYR está unidad de forma funcional a un GOI 
cuando está relacionada funcionalmente con gen de interés, por ejemplo, donde su presencia provoca la expresión 
potenciada del GOI.10

El término "potenciado" cuando se usa para describir expresión potenciada incluye una potenciación de al menos 
aproximadamente 1,5 veces a al menos aproximadamente 2 veces de potenciación en expresión sobre lo que se 
observa típicamente por integración aleatoria en un genoma, por ejemplo, en comparación con una combinación de 
integrantes aleatorios de una única copia de la misma construcción de expresión. La potenciación factorial de la 15
expresión observada empleando las secuencias de la invención es en comparación con un nivel de expresión del 
mismo gen, medida en sustancialmente las mismas condiciones, en ausencia de una secuencia de la invención. 
Como se usa en este documento, la expresión "potenciación de la expresión" se usa de forma intercambiable con 
"expresión y estabilidad potenciadas" cuando se refiere a una región o secuencia. Una "región de expresión y 
estabilidad potenciadas", también mencionada en este documento como una "EESYR", es una región o secuencia 20
que muestra recombinación más eficaz, estabilidad del inserto, y expresión de mayor nivel que lo observado 
típicamente por integración aleatoria en un genoma.

Eficacia potenciada de recombinación incluye una potenciación de la capacidad de un locus de recombinar (por 
ejemplo, empleando sitios de reconocimiento de recombinasa). Potenciación se refiere a una eficacia sobre la 25
recombinación aleatoria, que es típicamente del 0,1%. Una eficacia de recombinación potenciada preferida es 
aproximadamente 10 veces sobre la aleatoria, o de aproximadamente el 1%. Salvo que se especifique, la invención 
reivindicada no está limitada a una eficacia específica de recombinación.

Cuando se emplea la expresión "gen añadido de forma exógena" o "GOI añadido de forma exógena" con referencia 30
a una EESYR, la expresión se refiere a cualquier gen no presente dentro de la EESYR del modo en que la EESYR 
se encuentra en la naturaleza. Por ejemplo, un "gen añadido de forma exógena" dentro de una CHO EESYR (por 
ejemplo, una EESYR que comprende la secuencia de la SEC ID Nº 5), puede ser un gen de hámster no encontrado 
dentro de la CHO EESYR en la naturaleza (es decir, un gen de hámster de otro locus en el genoma de hámster), un 
gen de cualquier otra especie (por ejemplo, un gen humano), un gen quimérico (por ejemplo, humano/de ratón), o 35
cualquier otro gen no encontrado en la naturaleza existiendo dentro de la CHO EESYR.

Se entiende que el porcentaje de identidad, cuando se describe una EESYR, incluye secuencias homólogas que 
presentan la identidad indicada a lo largo de regiones de homología contigua, pero la presencia de huecos, 
deleciones, o inserciones que no tienen homología en la secuencia comparada no se toman en cuenta al calcular el 40
porcentaje de identidad. En la explicación del uso de "porcentaje de identidad" en este contexto, se hará referencia a 
la siguiente comparación de secuencia:

EESYR 5595 AGATTCTGTGGGCTCTGAGGCAACTTGACCTCAGCCAGATGGTATTTGAATAACCTGCTC 5654
Ch3 de rata 5619 AGATTCTGTGGGTTCTGAGACAACTTGACTTCAGCCAGATGGCATTTGAATAAC------ 567245
Ch2 de M Mus 6618 AGATTCTGTGGGTTCTGAGACAACTTGACTTTAGCCAGATGGTATTTGAGTAATCTGGG- 6676
Ch20 de H. Sap. 6620 AGATTCAGTGGGCTTTGGGACAGCTTGAGTTCAACTAGATGGTATTTGAATAATCTGCT- 6678

****** ***** ****** ****** * * * ****** ****** ***

Como se usa en este documento, una determinación de "porcentaje de identidad" entre la secuencia "EESYR" 50
anterior (para una EESYR de célula CHO o fragmento de la misma) con un homólogo de rata ("Ch3 de rata") no 
incluiría una comparación de las secuencias de CHO de 5649 a 5654, ya que el homólogo de rata no tiene 
secuencia homóloga para comparar en una alineación (es decir, la CHO EESYR tiene una inserción en ese punto, o 
el homólogo de rata tiene un hueco o deleción, según pueda ser el caso). Por tanto, en la comparación anterior, la 
comparación del porcentaje de identidad se extendería desde el "AGATTC" en el extremo 5' hasta el "AATAAC" en 55
el extremo 3'. En ese caso, el homólogo de rata difiere solamente en que tiene una "T" en la posición 5607 de CHO 
EESYR, una "A" en la posición 5614 de CHO EESYR, una "T" en la posición 524 de CHO EESYR, y una "C" en la 
posición 5637 de CHO EESYR. Como la comparación es sobre 54 bases contiguas en un tramo de 60 pares de 
bases, con solamente cuatro diferencias (que no son huecos, deleciones, o inserciones), existe más de un 90% de 
identidad entre las dos secuencias (CHO y rata) desde la posición 5595 de CHO EESYR hasta la posición 5654 de 60
CHO EESYR (porque el "porcentaje de identidad" no incluye penalizaciones para huecos, deleciones, y inserciones).

Descripción general

La invención se basa al menos en parte en el descubrimiento de que hay secuencias en un genoma que muestran 65
recombinación más eficaz, estabilidad del inserto, y expresión de mayor nivel que otras regiones o secuencias en el 
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genoma. La invención también se basa al menos en parte en el hallazgo de que cuando se identifican dichas 
secuencias potenciadoras de la expresión, puede añadirse de forma exógena un gen o construcción adecuada en o 
cerca de las secuencias y que el gen añadido de forma exógena puede expresarse ventajosamente. Dichas 
secuencias, llamadas regiones de expresión y estabilidad potenciadas ("EESYR"), pueden modificarse por ingeniería 
para que incluyan sitios de reconocimiento de recombinasa para la colocación de genes de interés para crear líneas 5
celulares que sean capaces de expresar proteínas de interés. Las EESYR también pueden incluirse como en 
construcciones de expresión tales como, por ejemplo, vectores de expresión. Pueden usarse vectores de expresión 
que comprenden EESYR para expresar proteínas de forma transitoria, o pueden integrarse en un genoma por 
recombinación aleatoria o dirigida tal como, por ejemplo, recombinación homóloga o recombinación mediada por 
recombinasas que reconocen sitios específicos de recombinación (por ejemplo, recombinación mediada por Cre-10
lox). También pueden usarse vectores de expresión que comprenden EESYR para evaluar la eficacia de otras 
secuencias de ADN, por ejemplo, secuencias reguladoras de acción en cis.

La CHO EESYR descrita en detalle en este documento se identificó por integración aleatoria de ADN que 
comprende sitios lox en un genoma de célula CHO, seguido de selección para identificar secuencias donde estaba 15
potenciada la expresión. La integración aleatoria e introducción del sitio lox se consiguió usando una construcción 
retroviral. La selección y exploración se consiguieron usando marcadores de resistencia a fármaco y marcadores de 
detectables (por ejemplo, proteínas fluorescentes con exploración FACS), empleando métodos de recombinación 
que usaban recombinación específica de sitio (por ejemplo, sitios lox y recombinasa Cre). La selección continuó 
hasta una expresión potenciada de 1,5 a 2 veces sobre la expresión observada cuando se integra aleatoriamente 20
una construcción de expresión en el genoma de la célula CHO. Después de la identificación de la EESYR, se 
mantuvieron sitios de reconocimiento de recombinasa (en el ejemplo proporcionado, sitios lox) en la EESYR para 
introducir casetes de expresión que comprenden un GOI expresable, junto con cualquier otro elemento deseable tal 
como, por ejemplo, promotores, potenciadores, marcadores, operadores, etc.

25
Se muestra una ilustración de una construcción plasmídica usada en la identificación de una EESYR descrita en 
esta solicitud en la Fig. 2. La construcción de rescate plasmídica comprende un casete de expresión dirigido por un 
promotor, donde el casete está flanqueado en los extremos 5' y 3' con sitios de reconocimiento de recombinasa
(representados por una esfera y una vara en la Fig. 2). Se muestra la inserción dentro de un locus EESYR, donde la 
inserción produce una construcción de rescate plasmídica que remplaza un casete de expresión que comprende un 30
promotor y un marcador, donde el casete de expresión dentro del locus EESYR está flanqueado en sus extremo 5' y 
3' por sitios de reconocimiento de recombinasa (véase la Fig. 2).

Se describen composiciones y métodos en este documento para integrar de forma estable una secuencia de ácido 
nucleico en una célula eucariota, donde la secuencia de ácido nucleico tiene capacidad de expresión potenciada en 35
virtud de integrarse en o cerca de una EESYR. Se describen células en este documento que contienen una 
secuencia de reconocimiento de recombinasa dentro o cerca de una EESYR, conveniente para la inserción de un 
GOI, para conseguir la expresión de una proteína de interés a partir del GOI. También se describen composiciones y 
métodos en este documento para usar EESYR en conexión con construcciones de expresión, por ejemplo, vectores
de expresión, y para añadir una EESYR exógena en una célula eucariota de interés.40

Caracterización física y funcional de una EESYR

Las secuencias de ácido nucleico mencionadas como EESYR se identificaron empíricamente por secuencias 
cadena arriba y cadena abajo del sitio de integración de una construcción de ácido nucleico (que comprende un 45
casete de expresión) de una línea celular que expresa una proteína indicadora a un elevado nivel. Las secuencias
de ácido nucleico EESYR descritas en este documento son secuencias con una nueva funcionalidad asociada con 
expresión potenciada de un ácido nucleico (por ejemplo, un ácido nucleico exógeno que comprende un GOI) que 
parece funcionar de forma diferente a lo descrito previamente para elementos de acción en cis tales como 
promotores, potenciadores, regiones de control de locus, regiones de unión a la estructura o regiones de unión a la 50
matriz. Las EESYR no parecen tener ninguna fase de lectura abierta (ORF), haciendo improbable que las EESYR
codifiquen nuevas proteínas activadoras en trans. Experimentos de transfección demostraron que las secuencias 
EESYR presentan algunas características de elementos de acción en cis. La actividad de EESYR no se detecta en 
ensayos de transfección transitoria; las secuencias EESYR también parecen ser distintas de los elementos 
promotores y potenciadores, que se detectan con estos métodos.55

Aunque las secuencias EESYR descritas en detalle en este documento se aislaron del genoma de dos líneas 
celulares, las secuencias EESYR de estas dos líneas celulares son iguales. La actividad de EESYR se identificó en 
un fragmento de 6,472 kb de ADN genómico de CHO 5' con respecto a un sitio de integración único de un vector 
retroviral que comprenden una secuencia codificante de indicador DsRed y en un fragmento de 7,045 kb de ADN 60
genómico de CHO 3' con respecto al sitio de integración. Los vectores de expresión que comprenden la región 
aislada de 6,472 kb y la región aislada de 7,045 kb y fragmentos más cortos de las mismas fueron capaces de 
conferir a las células CHO transfectadas con las mismas elevados niveles de expresión de proteínas recombinantes.

También se describen en este documento vectores de expresión que comprenden fragmentos EESYR orientados de 65
forma inversa. Los fragmentos EESYR orientados de forma inversa también fueron capaces de conferir a células
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CHO transfectadas con los mismos elevados niveles de expresión de proteínas recombinantes.

También pueden desarrollarse otras combinaciones de los fragmentos descritos en este documento. Ejemplos de 
otras combinaciones de los fragmentos descritos en este documento que también pueden desarrollarse incluyen 
secuencias que incluyen múltiples copias de la EESYR descrita en este documento, o secuencias derivadas de 5
combinar la EESYR descrita con otras secuencias de nucleótidos para conseguir combinaciones óptimas de 
elementos reguladores. Dichas combinaciones pueden unirse de forma contigua o disponerse para proporcionar
espaciado óptimo de los fragmentos EESYR (por ejemplo, mediante la introducción de nucleótidos espaciadores 
entre los fragmentos). Los elementos reguladores también pueden disponerse para proporcionar espaciado óptimo 
de una EESYR con respecto a los elementos reguladores.10

Las secuencias de EESYR descritas en este documento se aislaron de células CHO. Se espera que existan 
elementos homólogos de potenciación de la expresión en células de otras especies de mamíferos (tales como, por 
ejemplo, seres humanos; véase la Fig. 3) así como en líneas celulares derivadas otros tipos tisulares, y pueden 
aislarse por técnicas que son bien conocidas en la técnica, por ejemplo, por hibridación de especies cruzadas o 15
técnicas basadas en PCR. Además, pueden hacerse cambios en la secuencia de nucleótidos expuesta en las SEC 
ID Nº 1-6 por técnicas de mutagénesis dirigida al sitio o aleatoria que son bien conocidas en la técnica. Las variantes 
EESYR resultantes después pueden ensatarse para la actividad de EESYR como se describe en este documento. 
Los ADN que son al menos aproximadamente un 80% idénticos, preferiblemente al menos aproximadamente un 
90% idénticos, más preferiblemente al menos aproximadamente un 95% idénticos, mucho más preferiblemente al 20
menos aproximadamente un 99% idénticos en secuencia de nucleótidos a las SEC ID Nº 1-6 o fragmentos de las 
mismas que tienen actividad de EESYR se pueden aislar por experimentación rutinaria, y se espera que muestren 
actividad de EESYR. Para fragmentos de EESYR, el porcentaje de identidad se refiere a esa parte de la secuencia 
nativa de referencia que se encuentra en el fragmento de EESYR. Por consiguiente, también se describen 
homólogos de EESYR y variantes de EESYR en este documento. Las Fig. 3A y B muestran una alineación de 25
secuencias de ratón, ser humano, y rata con homología variable respecto a un fragmento de la SEC ID Nº 5.

Pueden desarrollarse poblaciones celulares que expresan niveles potenciados de una proteína de interés usando los
métodos proporcionados en este documento. El nivel absoluto de expresión variará con la proteína específica, 
dependiendo de lo eficazmente que se procese la proteína por la célula. Combinaciones de células desarrolladas 30
con EESYR son estables en el tiempo, y pueden tratarse como líneas celulares estables para la mayoría de los 
propósitos. Las etapas de clonación pueden retardarse hasta más tarde en el proceso de desarrollo que lo habitual 
para proteínas recombinantes.

EESYR y fragmentos de potenciación de la expresión de las mismas35

El locus genómico EESYR está conservado entre los genomas humano, de ratón y de rata. La Fig. 4 muestra el 
porcentaje de identidad entre secuencias de EESYR. Se identificaron secuencias de EESYR, homólogas a las 
13,515 kb del ADN de CHO EESYR clonado de la SEC ID Nº 5, entre los genomas publicados humano, de rata y de 
ratón usando BLAST. Se alinearon las secuencias para determinar el porcentaje de homología usando MacVector 40
(9.0). Se representaron en gráfico incrementos de veinticinco pb de la alineación como el porcentaje de identidad
entre las secuencias de EESYR de CHO, humana, de ratón y de rata para cada segmento consecutivo de 25 pb. 
Como se muestra en la Fig. 4, la línea vertical marca la localización de eventos de recombinación específica de sitio
para expresar genes de interés de proteína recombinante. El porcentaje de identidad de secuencias de EESYR 
adyacentes a una localización de recombinación específica de sitio en una EESYR se muestra en el panel B de la 45
Fig. 4. Se representaron en gráfico incrementos de diez pares de bases de las secuencias alineadas 
correspondientes a los nt 5022-6110 de una secuencia de EESYR de célula CHO (nucleótidos 5022 a 6110 de la 
SEC ID Nº 5) como el porcentaje de identidad entre secuencias de EESYR de CHO, humana, de ratón y de rata para 
cada segmento consecutivo de 10 pb. Las secuencias se alinearon usando MacVector™ 9.0. Como se muestra en el 
panel B, está presente una identidad significativa de secuencia en este fragmento de la EESYR clonada a partir de 50
células CHO. Debe apreciarse que la comparación de la Fig. 4 indica una longitud de aproximadamente 1400 bases, 
mientras que la secuencia de la SEC ID Nº 5 contiene 13.515 bases. Las bases de la Fig. 4 parecen extenderse 
sobre un tramo más largo debido a la existencia de huecos. Las extensiones de nucleótidos indicadas son aquellas 
correspondientes a la numeración de la SEC ID Nº 5 salvo que se indique otra cosa. La extensión de nucleótidos de 
aproximadamente 6200 a aproximadamente 7600 como se muestra en la Fig. 4B corresponde a nucleótidos de la 55
SEC ID Nº 5 numerados de aproximadamente 5.200 a aproximadamente 6.000.

Por consiguiente, se describe en este documento un fragmento potenciador de la expresión de una secuencia de 
nucleótidos de la SEC ID Nº 5, donde el fragmento potenciador de la expresión incluye la secuencia de nucleótidos
indicada por las posiciones de aproximadamente el resto 5022 a aproximadamente 6110 de la SEC ID Nº 5, o de 60
aproximadamente 5218 a aproximadamente 6048 de la SEC ID Nº 5; o de aproximadamente 6200 a 
aproximadamente 7600, de aproximadamente 6500 a aproximadamente 7400, o de aproximadamente 6400 a 
aproximadamente 6500 mostrados en el panel B de la Fig. 4. También se describe en este documento un fragmento 
potenciador de la expresión de una secuencia de nucleótidos que es al menos un 80% idéntica, preferiblemente al 
menos un 90% idéntica, más preferiblemente al menos un 95% idéntica, mucho más preferiblemente al menos un 65
99% idéntica a la secuencia de nucleótidos indicada por las posiciones aproximadamente 6200 a aproximadamente 
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7600, o aproximadamente 6500 a aproximadamente 7400, o aproximadamente 6400 a aproximadamente 6500 
mostradas en el panel B de la Fig. 4. Se describen adicionalmente en este documento vectores que comprenden 
dicho fragmento, incluyendo para transfección transitoria o estable. Además se describe en este documento una 
célula eucariota que comprende dicho fragmento donde el fragmento es exógeno y se integra en el genoma celular,
y células que comprenden dicho fragmento que tiene al menos un sitio de reconocimiento de recombinasa que está 5
en, inmediatamente 5', o inmediatamente 3' al fragmento.

Un fragmento potenciador de la expresión de la SEC ID Nº 5 puede localizarse en una posición dentro de la SEC ID 
Nº 5 seleccionada entre los nucleótidos que abarcan las posiciones numeradas 10-13.515; 20-12.020; 1.020-11.020; 
2.020-10.020; 3.020-9.020; 4.020-8.020; 5.020-7.020; 6.020-6.920; 6.120-6.820; 6.220-6.720; 6.320-6.620; 6.420-10
6.520; 6.460-6.500; 6.470-6.490; y 6.475-6.485.

En una realización, la EESYR se emplea para potenciar la expresión de un GOI, como se ilustra en la Fig. 5. La Fig. 
5 muestra un GOI unido de forma funcional con un promotor (con un marcador cadena arriba que tiene su propio 
promotor) integrado en una posición no EESYR en el genoma de una célula CHO, y una lectura FACS que muestra 15
la distribución de expresión en una población transfectada de forma estable de células. En comparación, se muestra 
un GOI unido de forma funcional a un promotor integrado en una posición EESYR en el genoma de una célula CHO,
y también se muestra una lectura FACS que muestra la distribución de expresión en una población transfectada de 
forma estable de células. En esta realización, el GOI expresado dentro del locus EESYR muestra una expresión 
potenciada de aproximadamente dos veces en comparación con el GOI expresado en un locus no EESYR.20

En diversas realizaciones, la expresión de un GOI puede potenciarse colocando el GOI dentro de una EESYR, 5' a 
una EESYR, o 3' a una EESYR. La distancia precisa entre el GOI y la EESYR, donde el GOI está 5' o 3' a la EESYR, 
debe ser tal que la EESYR esté unida de forma funcional al GOI. Una EESYR está unida de forma funcional al GOI 
cuando la expresión del GOI - a la distancia seleccionada desde la EESYR (en la dirección 5' o 3') - retiente la 25
capacidad de potenciar la expresión del GOI sobre, por ejemplo, la expresión típicamente observada debida a un 
evento de integración aleatoria. En diversas realizaciones, la potenciación es al menos aproximadamente 1,5 veces 
a aproximadamente 2 veces o más. Preferiblemente, la potenciación en la expresión en comparación con una 
integración aleatoria, o expresión aleatoria, es aproximadamente 2 veces o más.

30
La Fig. 6 muestra una realización donde la SEC ID Nº 1 ("EESYR 5') y SEC ID Nº 2 ("EESYR 3'") se comparan en su 
capacidad relativa de potenciar la expresión de un GOI unido de forma funcional, donde el GOI está unido de forma 
funcional a un promotor también (se muestran un marcador y un promotor unidos de forma funcional al gen 
marcador 5' al promotor del GOI). La orientación de la EESYR se muestra por la dirección de la flecha debajo el 
término "EESYR". Las construcciones se integran de forma aleatoria en el genoma de una célula CHO. La expresión 35
es relativa a la construcción integrada de forma aleatoria que no comprenden ninguna EESYR. Las lecturas FACS 
que muestran la expresión relativa se muestran a la derecha. En la Fig. 6, la primera construcción EESYR emplea la 
SEC ID Nº 1; la segunda construcción EESYR emplea la SEC ID Nº 3; la tercera construcción EESYR es la SEC ID 
Nº 2; la cuarta construcción EESYR es la SEC ID Nº 4. Como se muestra en la figura, la SEC ID Nº 3 presenta una 
potenciación de 2,4 veces en la expresión, y la SEC ID Nº 1 presenta una potenciación de 2 veces de la expresión.40

Combinaciones de células recombinantes EESYR presentan características clonales. La Fig. 7 ilustra las 
características clonales de combinaciones recombinantes EESYR. En el diagrama FACS de dos colores que 
representa un histograma de parámetros dual de células marcadas con marcadores rojos o verdes (las células rojas 
son células hospedadoras CHO; las células verdes son recombinantes que expresan un GOI), las combinaciones 45
recombinantes EESYR muestran agrupamiento en el diagrama que refleja crecimiento y expresión, perfil de 
citometría de flujo, y análisis de Southern (no mostrado) sustancialmente idénticos. Un histograma de ELISA de 
células individuales demuestra expresión uniforme en todos los clones. La estabilidad clonal también es elevada 
después de tres meses sin selección.

50
Los recombinantes EESYR experimentan recombinación específica y eficaz, como se muestra en la Fig. 8. El panel 
A muestra dos marcadores separados por un IRES y flanqueados por sitios de reconocimiento de recombinasa, y un 
tercer marcador no flanqueado por sitios de reconocimiento de recombinasa como un control de integración 
aleatoria. Cuando se recombinan en un locus EESYR que comprende un marcador flanqueado por dos sitios de 
reconocimiento de recombinasa, la recombinación es específica. El panel B muestra poca integración aleatoria en 55
ausencia de recombinasa, pero integración eficaz y específica de sitio en presencia de recombinasa.

La integración aleatoria usando recombinación específica de sitio en una EESYR es rara (véase la Fig. 9). La Fig. 9 
muestra que cuando se visualizan eventos de integración aleatoria, dichos eventos representan solamente una 
pequeña fracción de eventos de integración.60

Pueden evaluarse elementos de acción en cis de EESYR usando los métodos y composiciones descritos en este 
documento. Como se muestra en la Fig. 10, las células recombinantes EESYR, permiten la comparación e 
elementos de acción en cis de forma equivalente. Como los recombinantes EESYR se comportan como una 
población clonal, pueden compararse directamente las diferencias en la expresión génica como resultado de, por 65
ejemplo, la presencia o ausencia de elementos sospechosos de acción en cis. Las líneas celulares isogénicas 
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permiten la comparación directa de elementos de acción en cis. Usando un sistema EESYR, los elementos de 
acción en cis, tales como, por ejemplo, promotores, intrones, y UTR, se localizan preferiblemente entre sitios de 
recombinación. La optimización de la expresión también puede conseguirse incluyendo, por ejemplo, orientación del 
casete de expresión y optimización de codones. A modo de ejemplo, la Fig. 11 muestra casetes flanqueados con 
sitios de reconocimiento de recombinación que contienen un promotor, un marcador, diversos elementos en cis5
(aquí, intrones en el panel A; UTR en panel el B), y un GOI que se integraron en una EESYR (SEC ID Nº 1 en el 
extremo 5', SEC ID Nº 2 en el extremo 3'). La expresión relativa del GOI se muestra a la derecha.

La Fig. 12 muestra un ejemplo del modo en que puede conseguirse la optimización de proteínas usando los métodos 
y composiciones descritos en este documento. La Fig. 12 confirma que la colocación óptima de un ADNc para un 10
gen de anticuerpo de cadena ligera es 5' al ADNc para un gen de anticuerpo de cadena pesada.

Proteínas de interés

Una secuencia de ácido nucleico que codifica una proteína de interés puede integrarse convenientemente en una 15
célula que comprende una EESYR que tiene un sitio de reconocimiento de recombinasa a través, por ejemplo, de un 
proceso de intercambio de casete mediado por recombinasa (RMCE). Puede usarse cualquier proteína de interés
adecuada para su expresión en células eucariotas. Por ejemplo, la proteína de interés puede ser un anticuerpo o 
fragmento del mismo, un anticuerpo quimérico o fragmento del mismo, un ScFv o fragmento del mismo, una proteína 
marcada con Fc o fragmento de la misma, un factor de crecimiento o un fragmento del mismo, una citoquina o un 20
fragmento de la misma, o un dominio extracelular de un receptor de superficie celular o fragmento del mismo.

Construcciones de ácido nucleico

Los vectores de expresión recombinantes pueden comprender fragmentos de ADN sintético o derivado de ADNc que 25
codifican una proteína, unidos de forma funcional a un elemento adecuado regulador de la transcripción y/o la 
traducción derivado de genes de mamífero, virales o de insecto. Dichos elementos reguladores incluyen promotores 
de la transcripción, potenciadores, secuencias que codifican sitios adecuados de unión ribosómica a ARNm, y 
secuencias que controlan la terminación de la transcripción y la traducción, como se describe en detalle a 
continuación. Los vectores de expresión de mamífero también pueden comprender elementos no transcritos tales 30
como un origen de replicación, otras secuencias no transcritas flanqueantes 5' o 3', y secuencias no traducidas 5' o 
3' tales como sitios donantes y aceptores de corte y ayuste. También puede incorporarse un gen marcador de 
selección para facilitar el reconocimiento de transfectantes.

Las secuencias de control de la transcripción y la traducción en vectores de expresión útiles para transfectar células 35
de vertebrado pueden proporcionarse por fuentes virales. Por ejemplo, promotores y potenciadores habitualmente 
usados se obtienen de virus tales como polioma, adenovirus 2, virus de simio 40 (SV40), y citomegalovirus (CMV)
humano. Pueden utilizarse promotores genómicos virales, secuencias de control y/o señal para dirigir la expresión, 
con la condición de que dichas secuencias de control sean compatibles con la célula hospedadora elegida. También 
pueden usarse promotores celulares no virales (por ejemplo, los promotores de -globina y EF-1), dependiendo del 40
tipo celular en que tiene que expresarse la proteína recombinante.

Pueden usarse secuencias de ADN derivadas del genoma viral de SV40, por ejemplo, el origen de SV40, el 
promotor temprano y tardío, potenciador, sitios de corte y ayuste, y poliadenilación para proporcionar otros 
elementos genéticos útiles para la expresión de una secuencia de ADN heterólogo. Los promotores tempranos y 45
tardíos son particularmente útiles porque ambos se obtienen fácilmente del virus SV40 como un fragmento que 
también comprende el origen de replicación viral de SV40 (Fiers et al., Nature 273:113, 1978). También pueden 
usarse fragmentos más pequeños o más grandes de SV40. Típicamente, se incluye la secuencia de 
aproximadamente 250 pb que se extiende desde el sitio Hind III hacia el sitio BgII localizado en el origen de 
replicación de SV40.50

Se han descrito previamente vectores de expresión bicistrónicos usados para la expresión de múltiples transcritos 
(Kim S. K. y Wold B. J., Cell 42:129, 1985; Kaufman et al. 1991, supra) y pueden usarse en combinación con una 
secuencia de EESYR descrita en este documento. También serán útiles otros tipos de vectores de expresión, por 
ejemplo, aquellos descritos en la patente de Estados Unidos Nº 4.634.665 (Axel et al.; y la patente de Estados 55
Unidos Nº 4.656.134 (Ringold et al.).

Células hospedadoras y transfección

Las células hospedadoras eucariotas usadas en los métodos de la invención son células hospedadoras de mamífero 60
incluyendo, por ejemplo, células CHO y células de ratón. En este documento se describe una secuencia de ácido 
nucleico que codifica una secuencia de EESYR de célula CHO. Puede colocarse un sitio de integración, por ejemplo, 
un sitio de reconocimiento de recombinasa, dentro de una EESYR, o 5' o 3' a la secuencia EESYR. Un ejemplo de 
un sitio de integración adecuado es un sitio lox p. Otro ejemplo de un sitio adecuado de integración es dos sitios de 
reconocimiento de recombinasa, por ejemplo, un sitio lox p y un sitio lox 5511. La secuencia de EESYR puede 65
localizarse en el cromosoma 6 del genoma de célula CHO. La secuencia de EESYR puede localizarse dentro de una 
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secuencia seleccionada entre el grupo que consiste en ácidos nucleicos que comprenden los nucleótidos 1-6473 y 
4607-6473 de la SEC ID Nº 1; y 1-7045, 1-3115, 1-2245, 1-935, y 1-465 de la SEC ID Nº 2.

También se describe en este documento una célula hospedadora de mamífero transfectada con un vector de 
expresión descrito en este documento. Aunque puede usarse cualquier célula de mamífero, la célula hospedadora5
es preferiblemente una célula CHO.

Las células hospedadoras transfectadas incluyen células que se han transfectado con vectores de expresión que 
comprenden una secuencia que codifica una proteína o polipéptido. Las proteínas expresadas preferiblemente se 
secretarán en el medio de cultivo, dependiendo de la secuencia de ácido nucleico seleccionada, pero pueden 10
retenerse en la célula o depositarse en la membrana celular. Pueden emplearse diversos sistemas de cultivo celular 
de mamífero para expresar proteínas recombinantes. Ejemplos de líneas celulares hospedadoras de mamífero 
adecuadas incluyen las líneas COS-7 de células renales de mono, descritas por Gluzman (1981) Cell 23:175, y otras 
líneas celulares capaces de expresar un vector apropiado incluyendo, por ejemplo, CV-1/EBNA (ATCC CRL 10478), 
células L, C127, 3T3, CHO, HeLa y líneas celulares BHK. También serán útiles otras líneas celulares desarrolladas 15
para esquemas específicos de selección o amplificación con los métodos y composiciones proporcionados en este 
documento. Una línea celular preferida es la línea celular CHO denominada K1. Para conseguir el objetivo de 
elevado volumen de producción de proteínas recombinantes, la línea celular hospedadora debe estar pre-adaptada 
para medio de biorreactor en el caso apropiado.

20
Se conocen en la técnica varios protocolos de transfección, y se revisan en Kaufman (1988) Meth. Enzymology 
185:537. El protocolo de transfección elegido dependerá del tipo de célula hospedadora y la naturaleza del GOI, y 
puede elegirse en base a experimentación rutinaria. Las necesidades básicas de cualquiera de estos protocolos son 
primero introducir ADN codificante de la proteína de interés en una célula hospedadora adecuada, y después
identificar y aislar células hospedadoras que han incorporado el ADN heterólogo de un modo relativamente estable, 25
expresable.

Un método habitualmente usado para introducir ADN heterólogo en una célula es precipitación con fosfato de calcio, 
por ejemplo, como se describe por Wigler et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:3567, 1980). El ADN introducido en 
una célula hospedadora por este método frecuentemente experimenta reordenamiento, haciendo que este 30
procedimiento sea útil para la cotransfección de genes independientes.

La fusión inducida por polietileno de protoplastos bacterianos con células de mamífero (Schaffner et al., (1980) Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 77:2163) es otro método útil para introducir ADN heterólogo. Los protocolos de fusión de 
protoplastos frecuentemente producen múltiples copias del ADN plasmídico integrado en el genoma de la célula 35
hospedadora de mamífero, y esta técnica requiere que el marcador de selección y amplificación estén en el mismo 
plásmido que el GOI.

También puede usarse electroporación para introducir ADN directamente en el citoplasma de una célula 
hospedadora, por ejemplo, como se describe por Potter et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:7161, 1988) o 40
Shigekawa et al. (BioTechniques 6:742, 1988). A diferencia de la fusión de protoplastos, la electroporación no 
requiere que el marcador de selección y el GOI estén en el mismo plásmido.

Más recientemente, se han descrito varios reactivos útiles para introducir ADN heterólogo en una célula de 
mamífero. Éstos incluyen reactivo Lipofectin™ y reactivo Lipofectamine™ (Gibco BRL, Gaithersburg, Md.). Estos dos 45
reactivos son reactivos disponibles en el mercado usados para formar complejos lípido-ácido nucleico (o liposomas) 
que, cuando se aplican a cultivos celulares, facilitan la captación del ácido nucleico en las células.

También es deseable un método para amplificar el GOI para la expresión de la proteína recombinante, y típicamente
implica el uso de un marcador de selección (revisado en Kaufman supra). La resistencia a fármacos citotóxicos es la 50
característica más frecuentemente usada como marcador de selección, y puede ser el resultado de un rasgo 
dominante (por ejemplo, puede usarse independiente del tipo de célula hospedadora) o un rasgo recesivo (por 
ejemplo, útil en tipos particulares de célula hospedadora que son deficientes en cualquier actividad que se esté 
seleccionando). Son adecuados varios marcadores amplificables para su uso en los vectores de expresión de la 
invención (por ejemplo, como se describe en Maniatis, Molecular Biology: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 55
Laboratory, NY, 1989; pág. 16.9-16.14).

Se muestran marcadores de selección útiles para amplificación génica en células de mamífero resistentes a fármaco 
en la Tabla 1 de Kaufman, R. J., supra, e incluyen resistencia a DHFR-MTX, P-glucoproteína y resistencia a 
múltiples fármacos (MDR)-diversos agentes citotóxicos lipófilos (por ejemplo, adriamicina, colchicina, vincristina), y 60
adenosina desaminasa (ADA)-Xyl-A o adenosina y 2'-desoxicoformicina.

Otros marcadores de selección dominantes incluyen genes de resistencia a antibióticos derivados de forma 
microbiana, por ejemplo resistencia a neomicina, kanamicina o higromicina. Sin embargo, estos marcadores de 
selección no han demostrado ser amplificables (Kaufman, R. J., supra.). Existen varios sistemas de selección 65
adecuados para hospedadores de mamífero (Maniatis supra, pág. 16.9-16.15). También se han descrito protocolos 
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de co-transfección que emplean dos marcadores de selección dominantes (Okayama y Berg, Mol. Cell Biol 5:1136, 
1985).

También pueden incluirse elementos reguladores útiles, descritos previamente o conocidos en la técnica, en las 
construcciones de ácido nucleico usadas para transfectar células de mamífero. El protocolo de transfección elegido y 5
los elementos seleccionados para su uso en el mismo dependerán del tupo de célula hospedadora usada. Los 
especialistas en la técnica son conscientes de numerosos protocolos y células hospedadoras diferentes, y pueden 
seleccionar un sistema apropiado para la expresión de una proteína deseada, en base a las necesidades del 
sistema de cultivo celular usado.

10
Otras características de la invención llegarán a ser evidentes en el curso de las siguientes descripciones de 
realizaciones ejemplares que se dan para ilustración de la invención y no pretenden ser limitantes de la misma.

Ejemplos
15

Los siguientes ejemplos se presentan para proporcionar a los especialistas en la técnica el modo de hacer y usar los 
métodos y composiciones descritos en este documento, y no pretenden limitar el alcance de los que los inventores 
consideran como su invención. Se han hecho esfuerzos por asegurar la precisión con respecto a los números 
usados (por ejemplo, cantidad, temperatura, etc.) pero debe considerarse algo de error experimental y desviación. 
Salvo que se indique de otro modo, las partes son partes en peso, el peso molecular es peso molecular promedio, la 20
temperatura es en grados centígrados, y la presión es en o cerca de atmosférica.

Ejemplo 1. Generación de líneas celulares RGC9 y RGC16.

Se infectaron células CHO K1 (1 x 107) con retrovirus pantrópico producido con plásmido pTE252 (Fig.1), que tienen 25
un sitio lox p en el mismo, a una MOI de menos de 1 para generar una combinación estable de células con 
principalmente una inserción retroviral por célula. Las células en la combinación estable que expresaban una 
proteína marcadora a un elevado nivel se seleccionaron y expandieron. Se aislaron treinta y seis clones y se 
expandieron en 36 líneas celulares. Los clones que mostraban la mayor expresión y eficacia de recombinación se 
identificaron y clonaron, donde los clones contenían cada uno al menos un sitio de reconocimiento de recombinasa30
en un locus de expresión potenciada. Se seleccionaron ocho poblaciones celulares con la mejor expresión y eficacia 
de recombinación, y se volvieron a evaluar para expresión potenciada de proteínas. Se seleccionaron dos 
poblaciones celulares y se denominaron RGC9 y RGC16. El análisis de transferencia de Southern de las 
poblaciones celulares de las 36 líneas celulares originales que correspondían a estas dos líneas celulares mostró
que se integraba una única copia de una construcción indicadora en el genoma de la célula CHO en el mismo locus 35
en el caso de ambas poblaciones celulares, y se determinó que la localización de integración estaba en el triplete
"act" en la posición de nucleótido 6.471 a 6.473 de la SEC ID Nº 5. Se empleó al menos una de estas dos líneas 
celulares en experimentos descritos a continuación.

Ejemplo 2. Expresión de la proteína FcFP1 en medio de producción sin suero40

Las células RGC38 se obtuvieron de células RGC9 y se adaptaron para crecer en suspensión en un medio de 
producción sin suero. Las células RGC38 se usaron como células hospedadoras para la expresión de proteína 
FcFP1 (proteína de fusión Fc-1). Las células RGC38 se transfectaron en una placa de diez centímetros con un 
vector de expresión de FcFP1, pTE851 y un plásmido Cre, pRG858. El plásmido de FcFP1 tiene, en dirección 5' a 3', 45
un sitio LoxP, un promotor tardío de SV40, un gen de resistencia a higromicina, un IRES, un eGFP, un promotor 
CMV MIE, un gen que codifica una proteína FcFP1, y un sitio Lox511. Las células se cultivaron en medio F12 con 
400 g/ml de higromicina durante dos semanas después de la transfección. Se aislaron las células que expresaban 
eGFP pero no DsRed usando citometría de flujo y se denominaron RS421-1. Las células aisladas eran 
esencialmente isogénicas, aunque derivadas de diferentes células fundadoras. Las células RS421-1 se expandieron 50
en cultivos de suspensión en medio de producción sin suero. Se examinó la proteína FcP1 en medio condicionado 
de cultivos de 3 días de edad en SDS-PAGE con tinción con azul de Coomassie. La proteína FcF1 en el medio 
condicionado era abundante y podía observarse sin purificación.

Ejemplo 3. Expresión regulada de proteína FcFP1 en medio de producción sin suero55

Las células RGC49 se obtuvieron de RGC16, se adaptaron para crecer en medio de producción sin suero, y 
contenían un plásmido de expresión tetR-YFP integrado de forma estable, y pcDNA6/TR. La proteína TetR permite 
la regulación de la transcripción a partir de promotores que comprenden una secuencia operadora tet por tetraciclina 
o doxiciclina. Las células RGC49 se co-transfectaron con pTE851 y pRG858. Las células transfectadas se 60
seleccionaron con 400 g/ml de higromicina durante dos semanas. Se aislaron las células que expresaban eGFP 
pero no YFP usando citometría de flujo y se denominaron RS569-1. Las células RS569-1 se expandieron en cultivos 
de suspensión en medio de producción sin suero en presencia o ausencia de doxiciclina. Se examinó la proteína 
FcP1 en medio condicionado de cultivos de 3 días de edad por SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie. Las 
células RS569-1 expresaban proteína FcFP1 de forma similar a RS421-1 en presencia de 1 g/ml de doxiciclina en 65
el medio de cultivo. Se detectó muy poca proteína FcFP1 a partir de las células RS569-1 en ausencia de doxiciclina.
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Ejemplo 4. Uso de un tercer sitio Lox (Lox2272) en EESYR para crear casete de expresión dual

Se transfectan células de cualquier línea celular que porte un gen DsRED flanqueado por un sitio LoxP y un sitio 
Lox511 en el locus EESYR con pRG858 y un vector que comprende, en dirección 5' a 3', un sitio LoxP, un primer 
promotor, una YFP, un sitio Lox2272, un segundo promotor, una eGFP, y un Lox511. Las células que expresan 5
eGFP e YFP, pero no DsRed se aíslan. Las células aisladas después se transfectan con pRG858, pRG1167 (un 
vector que tiene, en dirección 5' a 3', un sitio LoxP, un promotor tardío de SV40, un gen de resistencia a higromicina, 
un promotor CMV MIE, un DsRed y un sitio Lox2272) o pRG1234 (un vector que tiene, en dirección 5' a 3', un sitio 
Lox2272, un promotor tardío de SV40, un gen de resistencia a higromicina, un promotor CMV MIE, un DsRed y un 
sitio Lox511). Se aíslan las células capaces de expresar DsRED y eGFP pero no YFP, o DsRED e YFP pero no 10
eGFP.

Ejemplo 5. Expresión de anticuerpo a partir de células hospedadoras RGC38

Las células RGC38 se transfectaron con pTE963 y pRG858. pTE963 tiene, en dirección 5' a 3', un sitio LoxP, un 15
promotor tardío de SV40, un gen de resistencia a higromicina, un IRES, una eGFP, un promotor CMV MIE, el gen de 
cadena ligera de un anticuerpo, un promotor CMV MIE, el gen de cadena pesada de un anticuerpo, y un sitio 
Lox511. Los cultivos transfectados se seleccionaron con higromicina a 400 g/ml cada uno durante dos semanas. 
Las células que expresaban eGFP pero no dsRed se aislaron por citometría de flujo. Las células aisladas se 
expandieron en suspensión en medio de producción sin suero y se llamaron células RS533. Para la producción de 20
anticuerpos, se cultivaron células RS533 en un biorreactor durante 10 días. Se recogieron alícuotas de medio usado 
desde el día seis hasta el día diez y se analizó su composición proteica por SDS-PAGE. El péptido de cadena 
pesada y cadena ligera del anticuerpo en el medio usado de biorreactor se detectaron fácilmente por tinción con azul 
de Coomassie.

25
Ejemplo 6. Rescate y subclonación de secuencias de EESYR

Se seleccionó una línea celular CHO (denominada RGC21) que expresaba elevados niveles de un gen indicador, 
DsRed, para el aislamiento de secuencias de EESYR, ya que el análisis de transferencia de Southern indicó que la 
expresión elevada de expresión de DsRed observada para está línea celular está dirigida por una única integración 30
de un casete de expresión que codifica DsRed. Se rescataron secuencias genómicas 5' al casete de expresión por 
transfección de células RGC21 con plásmidos pTE494 linealizados, un vector que tiene, en dirección 5' a 3', un sitio 
LoxP, un gen de resistencia a ampicilina, un origen bacteriano de replicación, un sitio de clonación múltiple (EcoRI, 
BgIII, Xbal, Apal), un promotor CMV MIE, un gen de neomicina fosfotransferasa, un IRES, una eGFP y un sitio 
Lox511. Se aislaron las células que expresaban eGFP pero no DsRed por citometría de flujo como una combinación.35
Se aisló el ADN genómico, se digirió con endonucleasa de restricción Xbal, y se auto-ligó para crear pRG 1106. Se 
rescataron secuencias genómicas 3' al casete de expresión por transfección de células RGC21 con plásmidos 
pTE495 circulares, un vector que tiene, en dirección 5' a 3', un sitio LoxP, un promotor CMV MIE, un gen de 
neomicina fosfotransferasa, un IRES, una eGFP, un origen bacteriano de replicación, un sitio de clonación múltiple 
(EcoRI, BglII, Xbal, Apal), un gen de resistencia a ampicilina, y un sitio Lox511. Se aislaron las células que 40
expresaban eGFP pero no DsRed por citometría de flujo como una combinación. Se aisló el ADN genómico, se 
digirió con endonucleasa de restricción Mfel, y se autoligó para crear pRG1099.

Ejemplo 7. Construcción plasmídica para análisis de EESYR
45

Se escindieron secuencias de EESYR de pRG1106 o pRG1099 como fragmentos Agel y se insertaron en los sitios 
Agel y NgoMIV de pTE575, un plásmido que expresa FCFP2, para producir el plásmido pTE809. El plásmido 
pTE575 tiene, en dirección 5' a 3', un promotor tardío de SV40, un gen de resistencia a higromicina, un promotor
CMV MIE, y un gen que codifica la proteína FCFP2. En células CHO transfectadas de forma estable, pTE809 y 
pTE575 produjeron un 97,22% y un 38,57% de células que expresan niveles detectables de proteína FCFP2, 50
respectivamente. La fluorescencia media de FcFP2 detectada por un anticuerpo conjugado con FITC fue 482,54 y 
279,75 para cultivos transfectados con pTE809 y pTE575, respectivamente. Por tanto, la inclusión de EESYR en 
vectores de expresión aumentaba la expresión de proteína FCFP2 en transfección estable.

Ejemplo 8. Rescate y subclonación de secuencias de EESYR55

Se seleccionó una línea celular CHO (denominada RGC21) que expresaba elevados niveles de un gen indicador, 
DsRed, para el aislamiento de secuencias de EESYR, ya que el análisis de transferencia de Southern indicaba que 
la expresión elevada de expresión de DsRed observada para esta línea celular está dirigida por una única 
integración de un casete de expresión que codifica DsRed. Se rescataron secuencias genómicas 5' al casete de 60
expresión por transfección de células RGC21 con plásmidos pTE494 linealizados, un vector que tiene, en dirección 
5' a 3', un sitio LoxP, un gen de resistencia a ampicilina, un origen bacteriano de replicación, un promotor CMV MIE, 
un gen de neomicina fosfotransferasa, un IRES, una eGFP y un sitio Lox511. Las células que expresaban eGFP 
pero no DsRed se aislaron por citometría de flujo como una combinación. Se aisló el ADN genómico, se digirió con 
endonucleasa de restricción Xbal, y se autoligó para crear pRG1106. Se rescataron secuencias genómicas 3' al 65
casete de expresión por transfección de células RGC21 con plásmidos pTE495 circulares, un vector que tiene, en 
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dirección 5' a 3', un sitio LoxP, un promotor CMV MIE, un gen de neomicina fosfotransferasa, un IRES, una eGFP, 
un origen bacteriano de replicación, un gen de resistencia a ampicilina, y un sitio Lox511. Se aislaron las células que 
expresaban eGFP pero no DsRed por citometría de flujo como una combinación. Se aisló el ADN genómico, se 
digirió con endonucleasa de restricción Mfel, y se autoligó para crear pRG1099.

5
Ejemplo 9. Construcción plasmídica para el análisis de EESYR

Se escindieron las secuencias de EESYR de pRG1106 o pRG1099 como fragmentos Agel y se insertaron en los 
sitios Agel y NgoMIV de pTE575, un plásmido que expresa FCFP2, para producir el plásmido pTE809. El plásmido 
pTE575 tiene, en dirección 5' a 3', un promotor tardío SV40, un gen de resistencia a higromicina, un promotor CMV 10
MIE, y un gen que codifica la proteína FCFP2. En células CHO transfectadas de forma estable, pTE809 y pTE575 
produjeron un 97,22% y un 38,57% de células que expresaban niveles detectables de proteína FCFP2, 
respectivamente. La fluorescencia media de FcFP2 detectada por un anticuerpo conjugado con FITC fue 482,54 y 
279,75 para cultivos transfectados con pTE809 y pTE575, respectivamente. Por tanto, la inclusión de EESYR en 
vectores de expresión aumentaba la expresión de proteína FCFP2 en transfección estable.15

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.
20

<120> Regiones de expresión y estabilidad potenciadas

<130> 3051A

<140> A asignar25
<141>04-06-2008

<150> 60/933.213
<151> 04-06-2007

30
<160> 8

<170> FastSEQ para Windows Versión 4.0

<210> 135
<211> 6473
<212> ADN
<213> Cricetulus griseus

<400> 140
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<210> 2
<211> 7045
<212> ADN5
<213> Cricetulus griseus

<400> 2

10
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<210> 3
<211> 6473
<212> ADN5
<213> Cricetulus griseus

<400> 3

10
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<210> 4
<211> 7045
<212> ADN5
<213> Cricetulus griseus

<400> 4

10
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<210> 5
<211> 13515
<212> ADN5
<213> Cricetulus griseus

<400> 5
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<210> 6
<211> 14553
<212> ADN5
<213> Mus musculus

<400> 6
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<210> 7
<211> 34
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

10
<400> 7
ataacttcgt ataatgtatg ctatacgaag ttgt 34

<210> 8
<211> 3415
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Sintética

20
<400> 8
ataacttcgt ataatgtata ctatacgaag ttag 34
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REIVINDICACIONES

1. Una célula aislada que comprende una secuencia potenciadora de la expresión seleccionada entre las SEC ID Nº
1, 3 ó 5, y al menos un sitio de reconocimiento de recombinasa localizado dentro de una secuencia de nucleótidos
de las SEC ID Nº 1, 3 ó 5.5

2. La célula aislada de la reivindicación 1, donde el al menos un sitio de reconocimiento de recombinasa se 
selecciona entre el grupo que consiste en un sitio loxp, un sitio lox 511, un sitio lox 2272, y un sitio frt.

3. La célula aislada de la reivindicación 1, que comprende adicionalmente un primer gen de interés (GOI) que 10
codifica una proteína, donde el primer GOI se integra en el al menos un sitio de reconocimiento de recombinasa; 
opcionalmente donde el GOI está unido de forma funcional a un promotor.

4. La célula aislada de la reivindicación 3, que comprende adicionalmente un segundo GOI que codifica una 
proteína, donde está presente un sitio de reconocimiento de recombinasa entre el primer GOI y el segundo GOI; que 15
opcionalmente comprende adicionalmente un sitio de reconocimiento de recombinasa 5' al primer GOI y un sitio de 
reconocimiento de recombinasa 3' con respecto al segundo GOI.

5. La célula aislada de la reivindicación 1, donde la célula es una célula CHO, y donde la secuencia potenciadora de 
la expresión es la SEC ID Nº 5.20

6. La célula aislada de la reivindicación 5, donde el sitio de reconocimiento de recombinasa está localizado en una 
posición entre los nucleótidos 5.000-7.400 de la SEC ID Nº 5; los nucleótidos 5.000-6.500 de la SEC ID Nº 5; los 
nucleótidos 6.400-7.400 de la SEC ID Nº 5; o los nucleótidos 6.400-6.500 de la SEC ID Nº 5.

25
7. Una célula CHO que comprende una secuencia potenciadora de la expresión que es los nucleótidos 6.400-6.500 
de la SEC ID Nº 5, que comprende adicionalmente al menos un sitio de reconocimiento de recombinasa flanqueado 
5' o 3' por un gen humano de interés (GOI), opcionalmente donde el GOI humano está flanqueado 5' por el primer 
sitio de reconocimiento de recombinasa, y dicha célula CHO comprende adicionalmente un segundo sitio de 
reconocimiento de recombinasa que flanquea 3' el GOI humano.30

8. La célula CHO de la reivindicación 7, que comprende adicionalmente un segundo GOI humano que flanquea 3' el 
segundo sitio de reconocimiento de recombinasa; que opcionalmente comprende adicionalmente un tercer sitio de 
reconocimiento de recombinasa que flanquea 3' el segundo GOI humano.

35
9. La célula CHO de la reivindicación 8, que comprende adicionalmente al menos un gen marcador entre el segundo 
sitio de reconocimiento de recombinasa y el segundo gen de interés.

10. La célula CHO de la reivindicación 9, que comprende adicionalmente un promotor unido de forma funcional al 
primer GOI humano y un promotor unido de forma funcional al segundo GOI; opcionalmente donde los promotores 40
son promotores eucariotas, y los promotores eucariotas están unidos de forma funcional a un operador procariota.

11. La célula CHO de la reivindicación 10, donde el segundo y el tercero sitios de reconocimiento de recombinasa
están en una orientación opuesta al primer sitio de reconocimiento de recombinasa.

45
12. Una célula aislada que comprende una secuencia potenciadora de la expresión seleccionada entre las SEC ID 
Nº 1, 3 ó 5 y al menos un GOI añadido de forma exógena dentro de la secuencia potenciadora de la expresión.

13. La célula aislada de acuerdo con la reivindicación 12, donde la célula es una célula CHO, la secuencia 
potenciadora de la expresión comprende la SEC ID Nº 5, el al menos un GOI añadido de forma exógena es un gen 50
humano, y el gen humano está unido de forma funcional a un promotor añadido de forma exógena.

14. Un método para preparar una proteína de interés, que comprende:

(a) proporcionar una célula hospedadora que comprende una secuencia potenciadora de la expresión55
seleccionada entre las SEC ID Nº 1, 3 ó 5, o los nucleótidos 6.400-6.500 de la SEC ID Nº 5,
(b) introducir en la célula hospedadora, dentro de la secuencia potenciadora de la expresión, un gen de interés
(GOI) unido de forma funcional a un promotor;
(c) mantener la célula hospedadora de (a) en condiciones que permita que el GOI exprese una proteína de 
interés; y60
(d) recuperar la proteína de interés.

15. La célula aislada, célula CHO o método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el primero 
y/o segundo GOI codifica una proteína seleccionada entre una cadena ligera de anticuerpo o fragmento específico 
de antígeno de la misma, una cadena pesada de anticuerpo o fragmento específico de antígeno de la misma, un 65
ligando, y un receptor o fragmento específico de ligando del mismo.
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16. Uso de la célula aislada de la reivindicación 1 o la célula CHO de la reivindicación 7 para preparar un anticuerpo 
o fragmento del mismo.
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