
ES
 2

 6
60

 1
53

 T
3

11 2 660 153

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

51 Int. CI.:

C07K 19/00 (2006.01)

C12N 15/65 (2006.01)

G01N 33/50 (2006.01)

C12N 5/10 (2006.01)

12 TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA T3

86 Fecha de presentación y número de la solicitud internacional: 06.06.2008 PCT/EP2008/057109

87 Fecha y número de publicación internacional: 11.12.2008 WO08148881

96 Fecha de presentación y número de la solicitud europea: 06.06.2008 E 08760679 (4)
97 Fecha y número de publicación de la concesión europea: 13.12.2017 EP 2164877

 El marcador cuatrifuncional puro-DHFR y su empleo en la producción de proteína Título:54

30 Prioridad:

07.06.2007 EP 07109829
11.06.2007 US 934078 P

45 Fecha de publicación y mención en BOPI de la
traducción de la patente:
21.03.2018

73 Titular/es:

MERCK SERONO S.A. (100.0%)
Centre Industriel
1267 Coinsins, CH

72 Inventor/es:

KOBR, MICHEL y
DUPRAZ, PHILIPPE

74 Agente/Representante:

ELZABURU, S.L.P

Aviso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín Europeo de Patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesión de Patentes Europeas).



2

DESCRIPCION

El marcador cuatrifuncional puro-DHFR y su empleo en la producción de proteína

Campo de la invención.

Esta invención se refiere a la producción industrial de proteínas. Más específicamente, la invención se refiere al 
marcador sustituto puro-DHFR, que corresponde a una fusión entre puromicina N-acetiltransferasa y dihidrofolato 5
reductasa (DHFR). La invención se refiere además al uso de puro-DHFR para el cribado de células por su alta 
expresión de una proteína de interés. 

Antecedentes de la invención.

La introducción de genes heterólogos en las células huésped de animales y el cribado por la expresión de los genes 
añadidos es un proceso largo y complicado. Típicamente, se ha de superar una serie de obstáculos: (i) la 10
construcción de vectores de expresión grandes; (ii) la transfección y selección de clones con expresión estable a 
largo plazo, eventualmente en ausencia de presión selectiva; y (iii) el cribado o selección por altas tasas de 
expresión de la proteína heteróloga de interés.

1. Selección de clones que expresan el gen heterólogo.

La selección de los clones que tienen integrado el gen de interés se lleva a cabo usando un marcador de selección 15
que confiere resistencia a una presión selectiva. La mayor parte de los marcadores de selección confieren 
resistencia a un antibiótico tal como, p. ej., neomicina, kanamicina, higromicina, gentamicina, cloranfenicol, 
puromicina, zeocina o bleomicina.

Cuando se generan clones de células que expresan un gen de interés a partir de vectores de expresión, las células 
hospedadoras son transfectadas típicamente con un vector de ADN plasmídico que codifica tanto la proteína de 20
interés como el marcador de selección en el mismo vector. Con bastante frecuencia, la capacidad de un plásmido es 
limitada y el marcador de selección debe expresarse a partir de un segundo plásmido, que es cotransfectado con el 
plásmido que comprende el gen de interés.

La transfección estable conduce a la integración al azar del vector de expresión en el genoma de la célula huésped. 
El uso de presión selectiva, p. ej. administrando un antibiótico a los medios, eliminará todas las células que no 25
integraron el vector que contiene el marcador de selección que proporciona resistencia al antibiótico correspondiente 
o presión selectiva. Si este marcador de selección está en el mismo vector que el gen de interés o si este marcador 
de selección está en un segundo vector y el vector que comprende el gen de interés fue co-integrado, las células 
expresarán tanto el marcador de selección como el gen de interés. Sin embargo, muchas veces se observa que el 
nivel de expresión del gen de interés es muy variable dependiendo del sitio de integración.30

Además, cuando se elimina la presión selectiva, la expresión suele hacerse bastante inestable o incluso se extingue. 
Solo un pequeño número de transfectantes iniciales proporciona una expresión alta y estable a largo plazo y se 
necesita tiempo para identificar estos clones en una gran población de candidatos. Típicamente, los candidatos de 
expresión alta se aíslan y luego se cultivan en ausencia de presión selectiva. En estas condiciones, una gran 
proporción de los candidatos seleccionados inicialmente se elimina debido a su pérdida de expresión de genes de 35
interés tras la eliminación de la presión selectiva. Así pues, sería ventajoso cultivar los candidatos, después de un 
período inicial de selección para la transfección estable, en ausencia de presión selectiva, y solo entonces 
seleccionar el gen de expresión de interés.

2. Cribado de clones por alta expresión.

El cribado por clones de alta expresión para una proteína de interés se realiza con frecuencia por métodos que 40
revelan directamente la presencia de elevadas cantidades de la proteína. Típicamente, los métodos inmunológicos, 
tales como el ELISA o la tinción inmunohistoquímica, se aplican para detectar el producto bien sea intracelularmente 
o en sobrenadantes de cultivo de células. Estos métodos son tediosos, costosos, lentos y, a menudo, no son válidos 
para cribados de alto rendimiento (HTS). Además, ha de disponerse de un anticuerpo reactivo a la proteína 
expresada.45

También se han realizado intentos para cuantificar las cantidades de proteína mediante clasificación de células 
activada por fluorescencia (Fluorescence-Activated Cell Sorting: FACS), pero solo con un éxito limitado, 
especialmente en el caso de las proteínas secretadas (Borth et al., 2000).

Un planteamiento para el cribado de altas tasas de expresión de la proteína de interés sería el uso de un marcador 
sustituto fácil de medir, expresado a partir del mismo vector que el gen de interés (Chesnut et al., 1996). La idea que 50
subyace en el uso de un marcador sustituto medible es que existe una correlación entre la expresión del gen de 
interés y el gen marcador sustituto debido al enlace físico de los dos genes en el mismo vector.

En la técnica se dispone de numerosos marcadores fácilmente medibles. Normalmente corresponden a enzimas que 
actúan sobre un sustrato cromogénico o luminogénico tal como, p. ej. la β-glucuronidasa, la cloranfenicol 
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acetiltransferasa, la nopalina sintasa, la β-galactosidasa, la fosfatasa alcalina secretada (SEAP) y la DHFR. La 
proteína verde fluorescente (GFP) puede usarse también como marcador medible en FACS. La actividad de todas 
estas proteínas puede medirse mediante ensayos estándar que pueden usarse en HTS.

El inconveniente de este planteamiento es el uso de otra casete de expresión para el gen marcador sustituto. Esto 
hace que el vector de expresión sea más bien voluminoso, albergando unidades de expresión que comprenden un 5
promotor, un ADNc y señales de poliadenilación para al menos tres proteínas (es decir, el gen de interés, el 
marcador de selección y el marcador sustituto). Para las proteínas multicadena, la situación se vuelve aún más 
compleja. Alternativamente, los vectores plasmídicos individuales que expresan los tres genes, que codifican la 
proteína de interés, el marcador de selección y el marcador sustituto, respectivamente, podrían ser cotransfectados. 
Sin embargo, es probable que los vectores estén integrados en diferentes loci o exhiban una expresión variable y no 10
correlacionada.

Un planteamiento prometedor para superar las limitaciones anteriores consiste en el uso de un marcador quimérico 
que combina las propiedades funcionales de un marcador de selección y las de un marcador medible.

Tales marcadores bifuncionales han sido descritos, por ejemplo, por Bennett et al. (1998), Imhof y Chatellard (2006) 
y Dupraz y Kobr (2007). Bennett et al. (1998) describen el marcador GFP-Zeo®, que confiere resistencia al 15
antibiótico zeocina, que corresponde a una proteína de fusión entre la Proteína Fluorescente Verde (GFP) y una 
proteína que confiere resistencia a la zeocina. Imhof y Chatellard (2006) describen el marcador Lupac, que 
corresponde a una fusión entre la proteína luciferasa de la luciérnaga y una proteína que confiere resistencia a la 
puromicina. Dupraz y Kobr (2007) describen el marcador PuroLT, que corresponde a una proteína de fusión entre el 
péptido sintético descrito por Griffin et al. (1998) y una proteína que confiere resistencia a la puromicina.20

Miller et al. (2005), en un artículo que muestra que el TMP fluorescente es una alternativa al MTX fluorescente, 
describe una proteína de fusión entre una proteína que confiere resistencia a la puromicina y una DHFR de origen 
bacteriano. La DHFR se usa como marcador medible que se puede detectar uniéndose a MTX fluorescente o a TMP 
fluorescente. Este artículo prevé el uso de la proteína de fusión en el campo del silenciamiento génico de siRNA.

Por tanto, todos los marcadores disponibles para la selección de clones que expresan altos niveles de una proteína 25
recombinante corresponden a marcadores bifuncionales, que confieren resistencia a un único compuesto tóxico. 
Además del marcador bifuncional, los vectores usados para generar clones altamente productores comprenden 
normalmente un gen amplificable que conduce a un aumento del número de copias cuando se encuentra bajo 
presión selectiva. El número de copias de un gen de interés situado adyacente al gen amplificable también 
aumentará, lo que lleva al establecimiento de clones que expresan altos niveles de la proteína de interés (Kaufman 30
et al., 1985; Kaufman et al., 1986; Kim et al. al., 2001; Omasa, 2002). Los genes amplificables usados comúnmente 
incluyen, p. ej., dihidrofolato reductasa (DHFR), p. ej. el documento US 2005/0019925, glutamina sintetasa (GS), gen 
de resistencia a múltiples fármacos (MDR), ornitina descarboxilasa (ODC), adenosina desaminasa (ADA) y N-
(fosfonoacetil) -L-aspartato (CAD).

El hallazgo de un nuevo y potente marcador sustituto quimérico, que confiere resistencia a más de un compuesto 35
tóxico y que también permite la amplificación génica, sería extremadamente útil en el campo de la producción 
industrial de proteínas terapéuticas.

Compendio de la invención.

La presente invención se basa en la construcción y caracterización de un nuevo marcador cuatrifuncional, Puro-
DHFR. La Puro-DHFR corresponde a una proteína de fusión entre DHFR y una proteína que confiere resistencia a la 40
puromicina, la puromicina N-acetil transferasa (pac). Se ha demostrado que la Puro-DHFR combina las propiedades 
funcionales tanto de pac como de DHFR. Más específicamente, la Puro-DHFR es un marcador cuatrifuncional que 
permite (i) seleccionar células por resistencia a la puromicina; (ii) seleccionar células por resistencia a la DHFR; (iii) 
llevar a cabo la amplificación génica; y (iv) clasificar las células mediante la intensidad de fluorescencia. También se 
ha demostrado la utilidad de la Puro-DHFR para el aislamiento de clones de alta expresión para una proteína 45
terapéutica. 

La invención se define en las reivindicaciones.

Breve descripción de las figuras.

La Figura 1 representa los plásmidos y vectores reporteros utilizados en los Ejemplos. A.: pSV40-DHFR-1474; B.: 
pCMV (IE1) SEAP-IRES-Puro-279; C.: pCMV (IE1) SEAP-IRES-Puro / DHFR-325. 1: gen que confiere resistencia a 50
la ampicilina; 2: f1 origen de replicación; 3: señal de poliadenilación sintética; 4: promotor SV40; 5: promotor mCMV 
(IE1); 6: gen que confiere resistencia a DHFR; 7: señal de poliadenilación de SV40; 8: gen SEAP; 9: poliovirus IRES; 
10: gen que confiere resistencia a la puromicina (puromicina N-acetiltransferasa); 11: marcador Puro-DHFR. Todos 
los vectores contienen además el origen de replicación del plásmido derivado de ColE1.

La Figura 2 es un esquema que representa el experimento para seleccionar clones transfectados con los plásmidos 55
y vectores reporteros.

E08760679
19-02-2018ES 2 660 153 T3

 



4

La Figura 3 compara la viabilidad de las células CHO DXB11-F10 transfectadas con el vector pCMV (IE1) SEAP-
IRES-Puro/DHFR-325 con la viabilidad de las células CHO DXB11-F10 no transfectadas (control) durante el proceso 
de selección. El experimento se realizó en ausencia de HT y en ausencia de puromicina (-HT), en presencia de HT y 
en presencia de puromicina a 10 mg/L (puromicina), y en ausencia de HT y presencia de puromicina (-HT/
Puromicina).5

La Figura 4 muestra la productividad de la fosfatasa alcalina (SEAP) en cultivos discontinuos de células CHO 
DXB11-F10 transfectadas con el vector pCMV (IE1) SEAP-IRES-Puro/DHFR-325. El experimento se realizó en 
ausencia de HT y en ausencia de puromicina (-HT), en presencia de HT y en presencia de puromicina a 10 mg/L
(puromicina), en ausencia de HT y en presencia de puromicina (-HT/Puromicina), y en ausencia de HT y presencia 
de MTX (50 nM) (-HT/MTX).10

La Figura 5 muestra la fluorescencia de las células DXB11-F10 CHO transfectadas con el vector pCMV (IE1) SEAP-
IRES-Puro/DHFR-325 cultivadas en diferentes medios de selección y teñidas con metotrexato fluorescente (F-MTX).

La Figura 6 compara células CHO-S transfectadas con el vector pCMV (IE1) SEAP-IRES-Puro/DHFR-325 que 
codifica el marcador puro-DHFR (p325), con células CHO-S transfectadas con el vector pCMV (IE1) SEAP-IRES-
Puro-279 que codifica puromicina N-acetil transferasa (p279). A.: Productividad de la fosfatasa alcalina (SEAP) B.: 15
Número de copias del gen del marcador (puro-DHFR o puromicina N-acetil transferasa) C.: Nivel de expresión 
relativa del ARNm de SEAP.

La Figura 7 muestra la fluorescencia de células CHO-S transfectadas con el vector pCMV (IE1) SEAP-IRES-Puro/
DHFR-325 (p325) o con el vector pCMV (IE1) SEAP-IRES-Puro-279 (p279) cultivadas en diferentes medios de 
selección. El "contraste de fase" corresponde a la técnica óptica utilizada para generar imágenes de muestras 20
biológicas basándose en las diferencias del índice de refracción de la muestra en luz blanca.

La Figura 8 muestra los cambios en el número de copias de Puro-DHFR en clones de células CHO-S transfectadas 
establemente con pmCMV (IE1)-SEAP-IRES-Puro-DHFR-325 después del cultivo en medio selectivo que contiene 
puromicina o puromicina más MTX 100 nM.

Breve descripción de las secuencias de la invención.25

Las SEQ ID Nos. 1 y 2 corresponden respectivamente a las secuencias de ácidos nucleicos y polipeptídicas de un
marcador Puro-DHFR de acuerdo con la invención.

Las SEC ID Nos. 3 y 4 corresponden respectivamente a las secuencias de ácidos nucleicos y polipeptídicas de 
puromicina N-acetil transferasa (pac) de Streptomyces alboniger.

Las SEQ ID Nos. 5 y 6 corresponden respectivamente a las secuencias de ácidos nucleicos y polipeptídicas de 30
DHFR murino.

Las SEQ ID Nos. 7 a 10 corresponden a los cebadores usados cuando se construye el marcador Puro-DHFR de 
acuerdo con la descripción (Ejemplo 1).

Las SEQ ID Nos. 11 a 16 corresponden a los oligonucleótidos utilizados cuando se detectan los números de copia 
del gen por QPCR (Ejemplo 3).35

Descripción detallada de la descripción.

La presente invención viene de la construcción y caracterización de un nuevo marcador quimérico cuatrifuncional 
denominado res-DHFR. La descripción describe más específicamente un polipéptido res-DHFR denominado Puro-
DHFR, que corresponde a una proteína de fusión entre DHFR y una proteína que confiere resistencia a la
puromicina, la puromicina N-acetil transferasa (pac).40

Se ha demostrado que la Puro-DHFR es un marcador cuatrifuncional que combina las propiedades funcionales de 
DHFR y de pac (Ejemplo 2). En consecuencia, el marcador Puro-DHFR se puede utilizar:

- como un marcador seleccionable en combinación con el compuesto tóxico puromicina;

- como un marcador seleccionable en combinación con el compuesto tóxico MTX;

- como un gen amplificable; y45

- como un sustituto fácil de medir que se puede detectar tanto por microscopía como por FACS.

Se ha demostrado además la utilidad de la Puro-DHFR para el aislamiento de clones de alta expresión para una 
proteína de interés. En el Ejemplo 3, se ha construido un vector que comprende Puro-DHFR y un gen de interés, 
expresado a partir del mismo promotor y separado por un IRES. Se ha demostrado que existe una correlación 
positiva muy buena entre los niveles de expresión de PURO-DHFR y los niveles de expresión del gen de interés.50
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En consecuencia, la presente descripción proporciona marcadores potentes que pueden ser usados para 
proporcionar selectividad en la transfección estable, para inducir la amplificación génica del gen de interés, y que 
actúa como un marcador sustituto para el cribado de clones candidatos por la alta expresión de un gen de interés. El 
uso de Puro-DHFR, ligado a una proteína de interés en una configuración bicistrónica, permite mantener la misma 
probabilidad de seleccionar clones de alta expresión que cuando se mide directamente el nivel de expresión del gen 5
de interés. Además, el uso de Puro-DHFR permite reducir el tiempo, el coste y los recursos ya que (i) se lleva a cabo
un análisis estandarizado independiente del producto y simple; y (ii) los expresores altos pueden ser seleccionados
usando un FACS.

1. Polipéptidos de la descripción.

El polipéptido según la descripción es una proteína quimérica que comprende un fragmento funcional de una 10
dihidrofolato reductasa (DHFR) fusionada a un fragmento que confiere resistencia a un compuesto tóxico o bien una
ventaja metabólica, en donde dicho fragmento que confiere resistencia a un compuesto tóxico o una ventaja 
metabólica no es la DHFR ni un fragmento de la misma. Dicha proteína quimérica se denominará además como 
"polipéptido de acuerdo con la descripción " o "res-DHFR" dentro de esta memoria descriptiva.

El fragmento que confiere resistencia a un compuesto tóxico es una puromicina N-acetiltransferasa (utilizada en 15
combinación con el compuesto tóxico puromicina).

En el marco de la presente descripción "un fragmento que confiere una ventaja metabólica" significa que dicho 
fragmento confiere a una célula la capacidad de crecer en ausencia de un compuesto. Por ejemplo, la proteína 
glutamina sintetasa (GS) confiere a las células CHO la capacidad de crecer en ausencia de glutamina. Así, el 
fragmento que confiere una ventaja metabólica puede corresponder p. ej. a la glutamina sintetasa (GS) o un 20
fragmento funcional de la misma.

La expresión "fragmento funcional de DHFR" se refiere a un fragmento de un polipéptido que es un miembro de la 
familia de la dihidrofolato reductasa (EC 1.5.1.3), y que cataliza la siguiente reacción enzimática:

5,6,7,8-tetrahidrofolato + NADP+ = 7,8-dihidrofolato + NADPH

Como se usa en el presente texto, la expresión "actividad de dihidrofolato reductasa" se refiere a la catálisis de la 25
reacción anterior. Esta actividad puede medirse, por ejemplo, determinando la capacidad de conferir a una célula 
resistencia al compuesto tóxico metotrexato (MTX), como se describe en el Ejemplo 1.2, o determinando la 
capacidad de aumentar el número de copias del gen en presencia de MTX como se describe en el Ejemplo 1.4. 
Alternativamente, la actividad de DHFR puede demostrarse por la capacidad de una célula DHFR-negativa 
transfectada con Puro-DHFR para desarrollarse en un medio carente de timidina y/o hipoxantina.30

El fragmento funcional de DHFR es derivado de ratón, y es un fragmento funcional de la secuencia de SEQ ID NO: 
6. Este fragmento puede comprender al menos 50, 75, 100, 125, 150, 175 o 187 aminoácidos de SEQ ID NO.: 6. Lo 
más preferiblemente, dicho fragmento funcional de DHFR comprende los aminoácidos 200 a 385 de SEQ ID NO: 2.

El polipéptido Puro-DHFR de la descripción comprende una secuencia de aminoácidos  al menos un 95% idéntica a 
la SEQ ID NO: 2, comprendiendo dicho polipéptido Puro-DHFR un fragmento funcional de DHFR fusionado a un 35
fragmento de una puromicina N-acetil transferasa (pac), en donde dicho polipéptido Puro-DHFR muestra (i) actividad 
de dihidrofolato reductasa; y (ii) actividad de puromicina N-acetil transferasa. Como se usa también en el presente 
texto, la expresión "un polipéptido Puro-DHFR" o "Puro-DHFR" se refiere a tal polipéptido.

Como se usa en el presente texto, un polipéptido muestra “actividad de puromicina N-acetil transferasa” cuando 
dicho polipéptido es capaz de conferir a una célula resistencia a la puromicina. La actividad de puromicina N-acetil 40
transferasa puede medirse, por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 1.2.

El fragmento de una puromicina N-acetil transferasa puede derivarse de una especie de Streptomyces tal como, por 
ejemplo, Streptomyces alboniger o Streptomyces coelicolor. Preferiblemente, el polipéptido Puro-DHFR comprende 
un fragmento de un Streptomyces alboniger pac. Como se usa en el presente texto, la expresión "Streptomyces 
alboniger pac" se refiere a un polipéptido de la SEQ ID NO: 4 o a una variante alélica, una variante de empalme o 45
una muteína de la misma. Más preferiblemente, el fragmento pac comprende los aminoácidos 200 a 385 de SEQ ID 
NO: 2. Alternativamente, dicho fragmento de un Streptomyces alboniger pac puede comprender al menos 50, 75, 
100, 125, 150 o 175 aminoácidos de SEQ ID NO: 4, siempre y cuando conserve la actividad de puromicina N-acetil 
transferasa.

En un polipéptido Puro-DHFR, el fragmento DHFR se puede fusionar al extremo 3' del fragmento pac, o el fragmento 50
pac se puede fusionar al extremo 3' del fragmento DHFR. Preferiblemente, el fragmento DHFR se fusiona con el 
extremo 3' del fragmento pac.

En una realización entre las más preferidas, el polipéptido Puro-DHFR comprende o consiste en la SEQ ID NO: 2.

Como se usa en el presente documento, el término "muteína" se refiere a un análogo de un polipéptido de origen 

E08760679
19-02-2018ES 2 660 153 T3

 



6

natural, en el que uno o más de los restos de aminoácidos de un polipéptido natural están reemplazados por 
diferentes restos de aminoácidos, o son borrados, o uno o más restos de aminoácidos se añaden a la secuencia de 
origen natural del polipéptido, sin disminuir considerablemente la actividad de los productos resultantes en 
comparación con el polipéptido de origen natural. Estas muteínas se preparan mediante síntesis conocida y/o por 
técnicas de mutagénesis dirigida al sitio, o por cualquier otra técnica conocida adecuada. Las muteínas de 5
Streptomyces alboniger pac o de DHFR murina que pueden usarse de acuerdo con la presente descripción, o ácidos 
nucleicos que codifican las muteínas, que incluyen un conjunto finito de secuencias sustancialmente 
correspondientes como péptidos o polinucleótidos de sustitución que pueden ser obtenidos de forma rutinaria por un 
experto en la técnica, sin una experimentación excesiva, basándose en las enseñanzas y directrices presentadas en 
el presente texto.10

Las muteínas de Streptomyces alboniger pac o de DHFR murino de acuerdo con la presente invención incluyen 
proteínas codificadas por un ácido nucleico, tal como ADN o ARN, que se hibrida con ADN o ARN, que codifica pac 
o DHFR, de acuerdo con la presente descripción, bajo condiciones de rigor moderado o alto. La expresión 
"condiciones rigurosas" se refiere a la hibridación y las subsiguientes condiciones de lavado, que los expertos en la 
técnica denominan convencionalmente "rigurosas". Véase Ausubel y col., Current Protocols in Molecular Biology, 15
supra, Interscience, N. Y., §6.3 y 6.4 (1987, 1992), y Sambrook et al. (Sambrook, J. C., Fritsch, E. F., y Maniatis, T. 
(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y.).

Sin limitación, los ejemplos de condiciones rigurosas incluyen condiciones de lavado 12 – 20 ºC por debajo de la Tm 
calculada del híbrido objeto del estudio en, por ejemplo, 2 × SSC y 0,5% de SDS durante 5 minutos, 2 x SSC y 0.1% 
de SDS durante 15 minutos; 0,1 x SSC y 0,5% de SDS a 37ºC durante 30 - 60 minutos y luego, un 0,1 x de SSC y 20
0,5% de SDS a 68ºC durante 30 - 60 minutos. Los expertos en esta técnica entienden que las condiciones de 
rigurosidad también dependen de la longitud de las secuencias de ADN, las sondas de oligonucleótidos (tales como 
10 - 40 bases) o las sondas de oligonucleótidos mixtas. Si se usan sondas mixtas, es preferible usar cloruro de 
tetrametil amonio (TMAC) en vez de SSC.

Las muteínas de Streptomyces alboniger pac o de DHFR murina incluyen polipéptidos que tienen una secuencia de 25
aminoácidos al menos un 50% idéntica, más preferiblemente al menos un 60% idéntica, y aún más preferiblemente 
al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica al polipéptido de origen natural.

Por un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos al menos un 95% "idéntica" a una secuencia de 
aminoácidos consultada de la presente invención, se entiende que la secuencia de aminoácidos del polipéptido en 
cuestión es idéntica a la secuencia de buscada excepto que la secuencia polipeptídica en cuestión puede incluir 30
hasta cinco alteraciones de aminoácidos por cada 100 aminoácidos de la secuencia de aminoácidos consultada. En 
otras palabras, para obtener un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos al menos un 95% idéntica a 
una secuencia de aminoácidos de consulta, hasta un 5% (5 de 100) de los restos de aminoácidos en la secuencia en 
cuestión se pueden insertar, eliminar o sustituir con otro aminoácido.

Para las secuencias en las que no hay una correspondencia exacta, se puede determinar un "% de identidad". En 35
general, las dos secuencias a comparar están alineadas para dar una correlación máxima entre las secuencias. Esto 
puede incluir la inserción de "huecos" en una o ambas secuencias, para mejorar el grado de alineación. Se puede 
determinar un % de identidad sobre la longitud completa de cada una de las secuencias que se comparan 
(denominada alineación global), que es particularmente adecuada para secuencias de la misma o muy similar 
longitud, o sobre longitudes más cortas y definidas (denominadas alineamiento local), que es más adecuado para 40
secuencias de longitud desigual.

Los métodos para comparar la identidad y la homología de dos o más secuencias son bien conocidos en la técnica. 
Así, por ejemplo, los programas disponibles en el Wisconsin Sequence Analysis Package, versión 9.1 (Devereux et 
al., 1984), por ejemplo los programas BESTFIT y GAP, pueden usarse para determinar el % de identidad entre dos 
polinucleótidos y el % de identidad y el % de homología entre dos secuencias polipeptídicas. BESTFIT utiliza el 45
algoritmo de "homología local" de Smith y Waterman (1981) y encuentra la mejor región única de similitud entre dos 
secuencias. Otros programas para determinar la identidad y/o similitud entre secuencias se conocen también en la 
técnica, por ejemplo, la familia de programas BLAST (Altschul et al., 1990), accesible a través de la página web del 
NCBI en el sitio de la web mundial ncbi.nlm.nih.gov) y FASTA (Pearson y Lipman, 1988; Pearson, 1990). Es 
altamente preferido que el % de identidad entre dos secuencias se determine usando el algoritmo KERR (Dufresne 50
et al., 2002), por ejemplo, usando una herramienta bioinformática tal como p. ej. GenePAST.

Preferiblemente, las muteínas de la presente descripción presentan sustancialmente la misma actividad biológica 
que el polipéptido de origen natural al que corresponde.

2. Ácidos nucleicos, y vectores y células hospedadoras que los comprenden.

Otro aspecto de la presente descripción se refiere a un ácido nucleico que codifica un polipéptido res-DHFR de 55
acuerdo con la descripción.

El ácido nucleico de acuerdo con la descripción codifica un polipéptido Puro-DHFR. Como se usa adicionalmente en 
esta memoria, el término "ácido nucleico Puro-DHFR" se refiere a tal ácido nucleico.
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En una forma de realización preferida, el ácido nucleico Puro-DHFR comprende o consiste en la SEQ ID NO: 1.

Cualquiera de los procedimientos conocidos en la técnica puede usarse para obtener ácidos nucleicos Puro-DHFR 
de la presente descripción. Los ácidos nucleicos PURO-DHFR se pueden obtener, por ejemplo, como se describe en 
el Ejemplo 1.

Otro aspecto de la presente invención se refiere a un vector que comprende un ácido nucleico de acuerdo con la 5
descripción.

Un vector que comprende un ácido nucleico res-DHFR se denomina "vector res-DHFR". Un vector que comprende 
un ácido nucleico Puro-DHFR se denomina "vector Puro-DHFR" en la presente memoria. Preferiblemente, el vector 
de la descripción es un vector de expresión.

El término "vector" se usa en el presente texto para designar un compuesto de ADN o ARN circular o lineal, que es 10
bicatenario o bien monocatenario, y que comprende al menos un polinucleótido de la presente descripción que va a 
ser transferido en un huésped celular o en un organismo hospedador unicelular o multicelular. Un "vector de 
expresión" comprende señales apropiadas en los vectores, incluyendo dichas señales varios elementos reguladores 
tales como potenciadores/promotores de fuentes virales, bacterianas, vegetales, de mamífero y otras fuentes 
eucarióticas que dirigen la expresión del polinucleótido insertado en las células hospedadoras.15

En una forma de realización más preferida, el vector de la descripción comprende además un ácido nucleico que 
codifica una proteína de interés. Como se muestra en el ejemplo 3, tales vectores son particularmente útiles para el 
cribado de células por una alta expresión de dicha proteína de interés.

De acuerdo con la presente descripción, la proteína de interés puede ser cualquier polipéptido cuya producción se 
desea. La proteína de interés puede encontrar aplicación en el campo farmacéutico, la agroindustria o el mobiliario 20
para laboratorios de investigación. Las proteínas de interés preferidas encuentran aplicación en el campo de los 
productos farmacéuticos.

Por ejemplo, la proteína de interés puede ser una proteína secretada de forma natural, una proteína normalmente 
citoplásmica, una proteína normalmente transmembrana o un anticuerpo humano o humanizado. Cuando la proteína 
de interés es una proteína normalmente citoplásmica o normalmente transmembrana, la proteína se ha diseñado 25
preferiblemente para hacerse soluble. El polipéptido de interés puede ser de cualquier origen. Los polipéptidos de 
interés preferidos son de origen humano.

En formas de realización preferidas, la proteína de interés se elige entre el grupo que consiste en gonadotropina 
coriónica, hormona estimuladora del folículo, hormona lutropina-coriogonadotrópica, hormona estimulante de la 
tiroides, hormona de crecimiento humana, interferones (por ejemplo, interferón beta-1a, interferón beta-1b). , 30
receptores de interferón (por ejemplo, receptor de interferón gamma), receptores de TNF p55 y p75, interleucinas 
(por ejemplo, interleucina-2, interleucina-11), proteínas de unión con interleucina (por ejemplo, proteína de unión a 
interleucina-18), anticuerpos anti-CD11a, eritropoyetina, factor estimulante de colonias de granulocitos, factor 
estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos, hormonas peptídicas pituitarias, gonadotropina menopáusica, 
factores de crecimiento similares a la insulina (p. ej., somatomedina C), factor de crecimiento de queratinocitos, 35
factor neurotrófico derivado de la línea de células gliales, trombomodulina, factor de crecimiento básico de 
fibroblastos, insulina, Factor VIII, somatropina, proteína morfogenética ósea-2, factor de crecimiento derivado de 
plaquetas, hirudina, epoyetina, proteína de fusión LFA-3/IgG1 recombinante, glucocerebrosidasa, anticuerpos 
monoclonales y muteínas, fragmentos, formas solubles, derivados funcionales, o proteínas de fusión de los mismos.

Preferiblemente, dicho anticuerpo monoclonal está dirigido contra una proteína seleccionada entre el grupo que 40
consiste en CD3 (por ejemplo OKT3, NI-0401), CD11a (por ejemplo, efalizumab), CD4 (por ejemplo, zanolimumab, 
TNX-355), CD20 (por ejemplo, ibritumomab tiuxetan, rituximab, tositumomab, ocrelizumab, ofatumumab, IMMU-106, 
TRU-015, AME-133, GA-101), CD23 (p. ej. lumiliximab), CD22 (por ejemplo, epratuzumab), CD25 (por ejemplo, 
basiliximab, daclizumab), el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR ) (p. ej. panitumumab, cetuximab, 
zalutumumab, MDX-214), CD30 (p. ej. MDX-060), la glicoproteína de la superficie celular CD52 (p. ej. alemtuzumab), 45
CD80 (p. ej., galiximab), el receptor plaquetario GPIIb/IIIa (p. ej. abciximab), TNF alfa (p. ej., infliximab, adalimumab, 
golimumab), el receptor de interleucina 6 (p. ej. tocilizumab), el antígeno carcinoembrionario (CEA) (p. ej. 99 mTc-
besilesomab), integrina alfa-4/beta-1 (VLA4) (p. ej. natalizumab), integrina alfa-5/beta-1 (VLA5) (por ejemplo, 
volociximab), VEGF (por ejemplo, bevacizumab, ranibizumab), inmunoglobulina E (IgE) (por ejemplo, omalizumab), 
HER-2/neu (por ejemplo, trastuzumab), el antígeno de la membrana específico de la próstata (PSMA) (p. 111In-50
capromab pendetide, MDX-070), CD33 (p. ej., gemtuzumab ozogamicina), GM-CSF (p. ej., KB002, MT203), el 
receptor de GM-CSF (por ejemplo CAM-3001), EpCAM (p. ej. adecatumumab), IFN-gamma-0501), IFN-alfa (p. ej. 
MEDI-545/MDX-1103), RANKL (p. ej., denosumab), el factor de crecimiento de los hepatocitos (p. ej., AMG 102), IL-
15 (p. ej., AMG 714), TRAIL (p. ej., AMG 655), receptor del factor de crecimiento similar a la insulina (por ejemplo, 
AMG 479, R1507), IL-4 e IL13 (por ejemplo, AMG 317), receptor 3 de BAFF/BLyS (BR3) (por ejemplo, CB1), CTLA-4 55
(por ejemplo, ipilimumab).

En una forma de realización preferida, el vector de la descripción es un ácido nucleico que codifica una proteína de 
interés y que comprende al menos dos promotores, uno que dirige la expresión del polipéptido de la descripción, y el 
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otro que dirige la expresión de la proteína de interés. Tal vector puede comprender además regiones potenciadoras 
y/o secuencias promotoras de la expresión tales como aislantes, elementos límite, LCRs (p. ej. descritos por 
Blackwood y Kadonaga (1998) o regiones de unión matriz/soporte (por ejemplo, las descritas por Li y otros (1999).

Alternativamente, el vector de la descripción comprende un promotor que impulsa tanto la expresión del gen de 
interés como la expresión del polipéptido de la descripción. En esta realización, el ORF del polipéptido de la 5
descripción se separa del ORF de la proteína de interés por la presencia de secuencias tales como p. ej. un sitio de 
entrada ribosomal interno (IRES) o una secuencia 2A (de Felipe et al., 2006). Cuando se usa una secuencia 2A, se 
prefiere que la Puro-DHFR corresponda al primer ORF (es decir, después del promotor) y que la proteína de interés 
corresponda al segundo ORF (es decir, después de la secuencia 2A). El IRES puede derivarse, por ejemplo, de un 
virus o un gen celular. Esta forma de realización está ejemplificada por el vector pCMV (IE1) SEAP-IRES-10
Puro/DHFR-325 mostrado en la FIG. 1C, en el que la expresión del gen SEAP (8) y del marcador Puro-DHFR (11) 
está impulsada por el promotor mCMV (IE1) (5), y en el que los ORFs están separados por un IRES (9).

El término "promotor" como se usa en el presente documento se refiere a una región de ADN que funciona 
controlando la transcripción de una o más secuencias de ADN, y que se identifica estructuralmente por la presencia 
de un sitio de unión para ARN polimerasa dependiente de ADN y de otras secuencias de ADN, que interactúan15
regulando la función del promotor. Un fragmento que promueve la expresión funcional de un promotor es una 
secuencia promotora acortada o truncada que conserva la actividad como promotor. La actividad de promotor se 
puede medir en cualquiera de los ensayos conocidos en la técnica, p. ej. en un ensayo informador que usa DHFR 
como gen reportero (Wood et al., 1984, SELIGER y McELROY, 1960; de Wet et al., 1985), o disponible 
comercialmente de Promega®. Una "región potenciadora" se refiere a una región de ADN que funciona aumentando20
la transcripción de uno o más genes. Más específicamente, el término "potenciador", como se usa en el presente
texto, es un elemento regulador del ADN que potencia, aumenta o mejora la expresión de un gen 
independientemente de su localización y orientación con respecto al gen que se va a expresar, y puede ser 
expresión potenciadora, aumentadora, o mejoradora de más de un promotor.

En una forma de realización preferida, el vector de la descripción comprende al menos un promotor de la región 25
temprana inmediata del CMV murino. El promotor puede ser, por ejemplo, el promotor del gen IE1 de mCMV (el 
"promotor IE1"), que se conoce, por ejemplo, por el documento WO 87/03905. El promotor también puede ser el
promotor del gen IE2 de mCMV (el "promotor IE2"), conociéndose el gen IE2 de mCMV, por ejemplo, por Messerle 
et al. (1991). El promotor IE2 y las regiones potenciadoras IE2 se describen con detalle en el documento PCT/
EP2004/050280. Preferiblemente, el vector de la descripción comprende al menos dos promotores de la región 30
temprana inmediata del CMV murino. Más preferiblemente, los dos promotores son los promotores IE1 e IE2.

En una forma de realización preferida, el vector de la descripción comprende al menos dos promotores de la región 
temprana inmediata del CMV murino, en donde uno de ellos impulsa la expresión de un polipéptido de la descripción 
y el otro impulsa la expresión de una proteína de interés.

En otra realización preferida, los promotores de la región temprana inmediata del CMV murino impulsan la expresión 35
de genes que codifican una proteína de interés, y el polipéptido Puro-DHFR se expresa a partir de un casete de 
expresión insertada en la cadena principal del vector. Los promotores IE1 e IE2 pueden impulsar la expresión de dos 
copias idénticas del gen que codifica la proteína de interés, o de dos subunidades de una proteína multimérica de 
interés, tales como anticuerpos u hormonas peptídicas.

Otro aspecto de la descripción se refiere a una célula transfectada con un ácido nucleico res-DHFR de la descripción 40
y/o con un vector res-DHFR de la descripción. Preferiblemente, dicha célula es una célula Puro-DHFR transfectada 
con un ácido nucleico Puro-DHFR y/o un vector Puro-DHFR. Muchas células son adecuadas de acuerdo con la 
presente descripción, tales como las líneas celulares primarias o establecidas de una amplia variedad de eucariotas 
que incluyen células vegetales y animales. Preferiblemente, dicha célula es una célula eucariótica. Más 
preferiblemente, dicha célula es una célula de mamífero. Lo más preferiblemente, dicha célula es una célula CHO, 45
una célula humana, una célula de ratón o un hibridoma.

Por ejemplo, las células adecuadas incluyen células NIH-3T3, células COS, células MRC-5, células BHK, células 
VERO, células CHO, células rCHO-tpa, células antígeno de superficie rCHO-Hep B, células HEK 293, células rHEK 
293, células antígeno de superficie rC127-Hep B, células  CV1, células L de ratón, células HT1080, células LM, 
células YI, células de hibridoma de ratón NS0 and SP2/0 y similares, células RPMI-8226, células Vero, células WI-50
38, células MRC-5, células de fibroblastos humanos normales, células de estroma humano, células de hepatocitos 
humanos, células de osteosarcoma humano, células de Namalwa, células neuronales humanas, células de 
retinoblastos humanos, células PER.C6 y otras células de mamífero inmortalizadas y/o transformadas.

3. Métodos para usar los polipéptidos y ácidos nucleicos anteriores.

Otro aspecto se refiere al uso de una célula que comprende un ácido nucleico res-DHFR de acuerdo con la 55
descripción, para producir una proteína de interés. Preferiblemente, dicha célula comprende un vector Puro-DHFR.

Como se discute en el Ejemplo 3, el uso de un polipéptido Puro-DHFR como marcador de selección y sustituto 
proporciona numerosas ventajas para el cribado de células por la alta expresión de una proteína de interés. 
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Específicamente, dado que la expresión del polipéptido Puro-DHFR está muy correlacionada con la expresión de la 
proteína de interés, es ventajoso realizar una selección primaria para la expresión elevada de PURO-DHFR, p. ej. 
por FACS. La expresión de la proteína de interés se ensaya en un cribado secundario, que se realiza solamente con 
los mejores productores aislados más allá de la selección primaria para la expresión alta de PURO-DHFR.

En consecuencia, otro aspecto de la descripción se refiere al uso de un polipéptido de acuerdo con la descripción,5
de un ácido nucleico de acuerdo con la descripción o de un vector de acuerdo con la descripción, para el cribado de 
células por su expresión o por la elevada expresión de una proteína de interés. Primero se criban las células por la 
alta expresión del polipéptido de acuerdo con la descripción (por ejemplo, Puro-DHFR), y la expresión del polipéptido 
de acuerdo con la descripción se correlaciona después con la de una proteína de interés por deducción. Esto 
permite eliminar rápidamente del 80 al 95% de las células ensayadas basándose en los niveles bajos de expresión 10
del polipéptido de acuerdo con la descripción, y retener el 5 - 20% restante para el análisis de la expresión del gen 
de interés en una segunda etapa.

En el contexto de los usos y métodos de la presente descripción, el término "expresión alta" se refiere a un nivel de 
expresión en una célula que es cribada, que es más alta que en otras células que se criban. "Expresión alta" de una 
proteína es un valor relativo. Por ejemplo, los niveles de expresión final de proteínas recombinantes que se 15
producen comercialmente dependen de la proteína, las cantidades anuales requeridas y la dosis terapéutica. 
Durante un cribado, el nivel de expresión de una proteína de interés es menor que el nivel de expresión final.

Otro aspecto se refiere a un método para cribar células para la expresión o alta expresión de una proteína de 
interés, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) transfectar células mediante un vector de expresión que codifica Puro-DHFR;20

b) seleccionar las células que son resistentes a la puromicina; y

c) ensayar la fluorescencia de las células seleccionadas en la etapa (b) con un análogo de folato marcado 
fluorescentemente que se une covalentemente a DHFR.

Preferiblemente, este método de cribado de células por la expresión o alta expresión de una proteína de interés 
comprende además la etapa de amplificar dicha proteína recombinante de interés antes de llevar a cabo la etapa (c). 25
Dicha etapa de amplificación se realiza preferiblemente cultivando las células en presencia de metotrexato (MTX). 
La concentración de metotrexato variará según el tipo de célula. Típicamente, las células CHO crecerán en un medio 
que comprende aproximadamente 50, 75, 100, 125, 150, 200, 300, 500, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000 o 6000 nM de 
MTX para la amplificación génica.

La fluorescencia de las células se detecta utilizando cualquier análogo de folato marcado fluorescentemente que se 30
une covalentemente a DHFR. Dichos compuestos fluorescentes incluyen, p. ej., metotrexato fluorescente (f-MTX) o 
trimetoprim fluorescente (f-TMP).

En la etapa (c), la fluorescencia puede medirse usando cualquier aparato bien conocido en la técnica, tal como, por 
ejemplo, un microscopio de fluorescencia o un clasificador de células activado por fluorescencia (FACS) o similar. 
Usar un FACS es particularmente ventajoso cuando se realizan cribados de alta producción.35

En una realización preferida, el 20% de las células que muestran la fluorescencia más alta en la etapa (c) 
comprenden la célula que exhibe la expresión más alta de dicha proteína de interés. Preferiblemente, el 10% de las 
células que muestran la fluorescencia más alta en la etapa (c) comprenden la célula que muestra la expresión más 
alta de dicha proteína de interés. Lo más preferiblemente, el 1% o el 5% de las células que muestran la 
fluorescencia más alta en la etapa (c) comprenden la célula que muestra la expresión más alta de dicha proteína de 40
interés.

Se puede cribar cualquier cantidad de células por ese método. Preferiblemente, la fluorescencia de al menos 1, 20, 
50, 100, 500, 1.000, 5.000, 10.000, 50.000, 100.000, 500.000, 1.000.000 o 10.000.000 células se ensaya en la etapa 
(c). Más preferiblemente, se criba una población de células suficiente para obtener al menos de 1.000 a 10.000.000 
de transfectantes independientes resistentes a la puromicina. De estos, al menos de 10 a 1.000.000 de clones 45
candidatos que son resistentes a la puromicina pueden analizarse adicionalmente para determinar la fluorescencia.

Las células obtenidas al final del método de cribado anterior pueden clasificarse entre ellas con respecto a la 
expresión de res-DHFR. Las células que muestran la fluorescencia más alta se pueden seleccionar al final de 
cualquiera de los métodos de cribado anteriores. Por ejemplo, células individuales que muestran actividad de DHFR 
correspondiente al 5 - 20% superior de expresores Puro-DHFR son seleccionadas para análisis adicional de la 50
expresión del gen de interés en una etapa subsiguiente.

En una forma de realización preferida, el método de exploración anterior comprende además la etapa de (d) 
seleccionar de aproximadamente 1% a aproximadamente 20% de las células ensayadas en la etapa (c), en donde 
las células seleccionadas son aquellas que exhiben la fluorescencia más alta en la etapa (c). De aproximadamente 
el 5% a aproximadamente el 20% de las células ensayadas en la etapa (c) se pueden seleccionar basándose en la 55
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actividad de Puro-DHFR más alta. Alternativamente, de aproximadamente 1%, 1,5%, 2%, 3%, 4%, 5% a 
aproximadamente 30%, 40%, 50%, 60%, 70% u 80% de las células ensayadas en la etapa (c) pueden ser 
seleccionadas basándose en la actividad más alta de Puro-DHFR.

Las etapas (b) (es decir, seleccionar células resistentes), (c) (es decir, analizar la fluorescencia) y (d) (es decir, 
seleccionar la mayor parte de las células fluorescentes) pueden repetirse iterativamente en la población 5
seleccionada al final de la etapa (d). Por ejemplo, se pueden llevar a cabo al menos 2, 3, 5 o 10 iteraciones. Esto 
puede hacerse con o sin cambio de las condiciones entre las etapas de selección. Las condiciones cambiantes 
pueden incluir, p. ej., aumentar la concentración de MTX para inducir amplificación génica o condiciones de cultivo 
variables tales como los componentes de los medios o parámetros físico-químicos.

Tras la selección de las células que presentan la fluorescencia más alta, puede seguirse ensayando el nivel de 10
expresión de la proteína de interés en dichas células seleccionadas.

Después, se pueden seleccionar de aproximadamente el 1% a aproximadamente el 20% de las células que 
muestran la expresión más alta de dicha proteína de interés. Por ejemplo, puede seleccionarse de aproximadamente 
el 1%, 1,5%, 2%, 3%, 4%, 5% a aproximadamente el 15%, 18% o 20% de las células que muestran la expresión 
más alta de dicha proteína de interés. Preferiblemente, se selecciona la célula que muestra la expresión más alta de 15
dicha proteína de interés. Esta selección basada en la expresión de la proteína de interés se realiza preferiblemente 
después de la última iteración de la etapa (d) (es decir, la última selección basada en fluorescencia).

Otro aspecto de la descripción se refiere a un método para obtener una línea celular que expresa una proteína de 
interés, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) cribar las células de acuerdo con el método anterior; y20

b) establecer una línea celular a partir de dichas células.

Como se usa en el presente texto, una "línea celular" se refiere a un tipo específico de célula que puede crecer en 
un laboratorio. Una línea celular se puede cultivar normalmente en un cultivo de células establecido 
permanentemente, y proliferará indefinidamente dado un medio fresco y espacio apropiados. Los métodos para 
establecer líneas celulares a partir de células aisladas son bien conocidos por los expertos en la técnica.25

Otro aspecto se refiere a un método para producir una proteína de interés, comprendiendo dicho método las etapas
de: 

a) cultivar una línea celular obtenida como se ha descrito anteriormente bajo condiciones que permiten la 
expresión de dicha proteína de interés; y

b) recoger dicha proteína de interés.30

Las condiciones que permiten la expresión de la proteína de interés mediante métodos estándar pueden ser 
establecidas fácilmente por los expertos en la técnica. Por ejemplo, se pueden usar las condiciones descritas en el 
Ejemplo 3.3.1.

En una realización preferida, el método anterior de producción de una proteína de interés comprende además la 
etapa de purificar dicha proteína de interés. La purificación puede realizarse mediante cualquier técnica bien 35
conocida por los expertos en la técnica. En el caso de una proteína de interés para su uso en el campo de la
industria farmacéutica, la proteína de interés se formula preferiblemente en una composición farmacéutica.

Ejemplos.

Ejemplo 1: Protocolos

1.1. Construcción del ácido nucleico Puro-DHFR.40

Los constructos descritos a continuación se representan en la Figura 1. Todos los constructos están basados en la 
cadena principal del plásmido pGL3-básico (Promega).

La proteína de fusión entre el gen de resistencia a la puromicina y la DHFR murina de tipo silvestre se obtuvo 
mediante PCR recombinante. Parte del poliovirus IRES y el ORF del gen de resistencia a la puromicina completo 
(omitiendo el codón de parada) que están presentes en el vector pmCMV (IE1)-SEAP-IRES-PuroR-p279 fueron 45
amplificados mediante PCR utilizando cebadores de SEQ ID Nos. 7 y 8 y una ADN polimerasa de alta fidelidad (HS-
KOD; Novagen). El ORF de DHFR murino de tipo silvestre y parte de la señal de poliadenilación tardía de SV40 
presente en el plásmido pSV40-DHFR (p1474) se amplificaron usando cebadores de las SEQ ID Nos. 9 y 10.

Para generar el marcador de fusión Puro-DHFR, los productos de la PCR resultantes se mezclaron y se 
reamplificaron usando cebadores de SEQ ID Nos. 7 y 10, y se clonaron en un vector en el que el promotor IE1 50
murino impulsa la expresión del gen de la fosfatasa alcalina placentaria humana (SEAP) y el marcador de selección 
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Puro-DHFR se expresa como el segundo cistrón colocado aguas abajo del poliovirus IRES. La integridad de todos 
los elementos amplificados por PCR se verificó por secuenciación. Este vector se denomina también pmCMV (IE1)-
SEAP-IRES-Puro/DHFR-p325 o p325.

1.2. Transfección y cultivo de células.

El protocolo para seleccionar transfectantes estables se esquematiza en la Figura 2. Se derivaron células CHO-S de 5
los ovarios de hámster chino y se adaptaron a un cultivo en suspensión sin suero (Invitrogen/Gibco, La Jolla, CA). 
CHO DX11-F10 es una línea celular derivada de la línea celular CHO DUKXB11 deficitaria en DHFR (Urlaub et al., 
1980) que fue adaptada para crecer en suspensión en medio libre de suero. Ambas células se cultivan de forma 
rutinaria en ProCho5 (Lonza Biologics). El medio para el cultivo de células DXB11-F10 se suplementó con 
hipoxantina (100 μM) y timidina (16 μM) (suplemento HT; Invitrogen/Gibco), a menos que se indique otra cosa.10

Las células CHO-S y DXB11-F10 fueron transfectadas utilizando polietilenimina (PEI lineal 25 kd). Las células se 
pusieron en placas de 6 pocillos en 2,5 mL de RPMI-1640 (Invitrogen/Gibco) más 0,05% de Pluronic F68 (Sigma) a 
una concentración de 5 x 105 células por mL. Se mezclaron 5 μg de ADN de plásmido linealizado en 250 μL de NaCl 
150 mM con una solución de 15 μL de PEI25 lineal 1 mM diluida en 250 μL de NaCl 150 mM. Se dejaron formar los 
complejos de PEI:ADN durante 5 minutos a temperatura ambiente y luego se añadieron a las células. Al cabo de 3 15
horas, el medio de transfección se reemplaza por medio de cultivo libre de suero.

Al cabo de 48 horas después de la transfección se aplicó la selección y el medio se cambió 2 veces por semana 
hasta que las células se recuperaron y la viabilidad celular fue superior al 90%.

Para la selección se usó puromicina a 10 μg/mL y el metotrexato análogo del folato (Calbiochem) se usó a una 
concentración de 50 a 100 nM.20

Para los estudios de amplificación, los clones se obtuvieron primero por dilución limitada a 0,3 células por pocillo en 
placas de 384 pocillos bajo selección con puromicina a 10 μg/mL. Los clones se cultivaron luego durante 4 semanas 
bajo selección con puromicina (10 μg/ml) o puromicina más metotrexato (100 nM). Después se extrajo el ADN 
genómico y se determinó el número de copias del gen reportero mediante QPCR.

1.3. Determinación de la expresión del gen reportero mediante el ensayo SEAP.25

Se sembraron grupos de células transfectadas establemente a 2,5 x 105 células/ml en matraces agitados de 125 ml 
y se cultivaron durante un tiempo de hasta 7 días en un cultivo discontinuo. El medio de cultivo celular se recolectó 
en diversos momentos y para evitar la variación diaria en las mediciones de SEAP las muestras se mantuvieron a la 
temperatura de -20ºC hasta el análisis. La actividad de SEAP relativa se determinó en un ensayo enzimático
cinético. Se añadieron 10 μL de diluciones seriadas de medio en solución salina tamponada con hepes (HBSS) a 30
una placa de 96 pocillos, luego se añadieron 100 μL de una Solución de Substrato de Fosfatasa (Pierce) a cada 
pocillo, y se tomaron lecturas de la DO a 405 nM en intervalos de tiempo regulares. Solo se consideró para el 
análisis la ventana lineal de la gráfica de DO frente al tiempo.

1.4. Determinación del número de copias genéticas por QPCR.

El ADN genómico se aisló usando el kit GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep (Sigma) de acuerdo con las 35
instrucciones del fabricante, y se cuantificó espectrofotométricamente. Para la determinación del número de copias 
del gen, se analizaron 10 ng de ADN genómico mediante PCR cuantitativa con el instrumento de PCR en tiempo real 
7500 (Applied Biosystems) usando condiciones de ciclado estándar en un ensayo múltiple. Se usó una sonda 
TaqMan específica de puromicina para detectar el constructo reporter y la segunda sonda TaqMan, que detecta el 
gen de la gliceraldehído fosfato deshidrogenasa (GAPDH) de hámster como control endógeno. Se generó una curva 40
patrón usando ADN genómico de líneas celulares en las que se había determinado el número de copias del gen de 
puromicina mediante transferencia Southern.

Los oligonucleótidos tenían las secuencias de SEQ ID Nos. 11, 12 y de FAM-SEQ ID NO: 13-BHQ1 para la 
detección del gen de puromicina acetiltransferasa, y de SEQ ID Nos. 14, 15 y de YY-SEQ ID NO: 16-BHQ1 para la 
detección del gen GAPDH. FAM y YY son abreviaturas de fluorofores 5-carboxifluoresceína y Yakima Yellow (Epoch 45
Biosciences), respectivamente. BHQ1™ (Biosearch Technologies, Inc) es un desactivador ligado al 3' de las sondas 
TaqMan.

Los reactivos Core PCR eran de Applied Biosystems y las placas de detección de 96 pocillos se obtuvieron de
AxonLab.

1.5. Determinación de la expresión relativa del gen reporter por transcriptasa inversa-QPCR.50

Se aisló el ARN total de ~ 5 x 106 células usando el kit NucleoSpin RNA II (Macherey-Nagel) - que incluye una etapa 
de tratamiento con ADNasa- y se determinó la concentración de ARN espectrofotométricamente a 260 nm.

La cuantificación relativa de la expresión del reporter se realizó por transcriptasa inversa en una etapa - QPCR 
(reactivo de mezcla madre de RT-PCR en una etapa; Applied Biosystems) en 25 ng de ARN total, usando los 
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cebadores Puro y GAPDH y las sondas TaqMan descritas anteriormente. El GAPDH sirvió como control endógeno. 
Las cantidades del ARNm reporter se calcularon mediante el método ΔΔCt y se expresaron en relación con el grupo 
p279 (seleccionado solamente con puromicina).

1.6. Etiquetado con fluoresceína-metotrexato.

Se incubaron 2,5 - 5 x 105 células durante la noche a 29ºC en 0,5 mL de medio de cultivo que contenía 10 mM de 5
metotrexato marcado con fluoresceína (F-MTX, Molecular Probes/Invitrogen). Las células marcadas se lavaron en 
un medio de cultivo libre de suero y se registraron las imágenes usando un microscopio de fluorescencia
(microscopio Olympus CKX41 equipado con una cámara digital DP50) usando un juego de filtros FITC.

Ejemplo 2: Puro-DHFR es un marcador cuatrifuncional.

2.1. La Puro-DHFR confiere resistencia a la puromicina a las células transfectadas (es decir, la Puro-DHFR tiene 10
actividad de puromicina acetiltransferasa).

Se transfectaron células CHO DXB11-F10 con el vector p325 que codifica Puro-DHFR como se describe en el 
Ejemplo 1.2. Como se muestra en la Figura 3, el marcador de selección Puro-DHFR confiere resistencia a la 
puromicina a las células transfectadas.

2.2. La Puro-DHFR permite el crecimiento en ausencia de HT (es decir, la Puro-DHFR tiene actividad de DHFR).15

Las células deficitarias en DHFR son sensibles a MTX y requieren la presencia de HT (hipoxantina y timidina) en el 
medio de cultivo para el crecimiento.

Se transfectaron células CHO DXB11-F10 deficitarias en DHFR con el vector p325 que codifica Puro-DHFR como se 
describe en el Ejemplo 1.2. Como se muestra en la Figura 3, el marcador de selección Puro-DHFR permite el 
crecimiento de células DXB11-F10 transfectadas con p325 en ausencia de HT.20

2.3. La Puro-DHFR induce la amplificación génica.

Células CHO-S, que expresan endógenamente DHFR, fueron transfectadas con el vector p325 que codifica Puro-
DHFR como se describe en el Ejemplo 1.2. Las células se seleccionaron en presencia de puromicina (10 μg/ml). Los 
clones se obtuvieron por dilución limitada de la población resistente. Resulta interesante que los experimentos 
mostrados en el presente texto demuestran que la selección y amplificación de Puro-DHFR es factible en células 25
CHO-S a pesar de su expresión de fondo de DHFR endógeno.

Veinte clones seleccionados al azar se cultivaron en presencia de puromicina (10 μg/ml) o en presencia de 
puromicina y MTX 100 nM durante 4 semanas, con el fin de probar la amplificación génica.

El número de copias del gen se determinó entonces para grupos de células transformadas como se describe en el 
Ejemplo 1.4. Como se muestra en la Figura 8, la amplificación del número de copias del gen depende de la 30
selección con MTX. En 3 de 20 clones re-seleccionados con puromicina más MTX a 100 nM (en un círculo) el 
número de copias del reporter ha aumentado en comparación con la selección con puromicina solamente, lo que 
demuestra el potencial para la amplificación génica.

2.4. La Puro-DHFR puede ser detectado a través de su fluorescencia.

La Figura 5 muestra el marcado con metotrexato fluorescente de células CHO DXB11-F10 transfectadas con el35
vector p325 que codifica Puro-DHFR. La fluorescencia se detectó como se describe en el Ejemplo 1.6. Las células 
DXB11-F10 no transfectadas son mucho menos fluorescentes que las transfectadas. Además, una presión de 
selección más alta en presencia de MTX (50 nM) conduce a un aumento de la expresión del marcador de selección 
puro-DHFR y a un marcaje celular más intenso.

La Figura 7 muestra el marcaje con metotrexato fluorescente de células CHO-S transfectadas con el vector p325 40
que codifica Puro-DHFR. Los niveles de base de fluorescencia en grupos de CHO-S p279 (que expresan solamente
el gen de DHFR endógeno) son significativamente más bajos que la fluorescencia en grupos de células CHO-S p325 
seleccionadas en niveles elevados de MTX.

Así pues, la Puro-DHFR puede detectarse tanto en células DHFR+ (CHO-S) como en células DHFR- (CHO-DXB11-
F10).45

Ejemplo 3: La Puro-DHFR es un marcador sustituto útil para el cribado de células que expresan niveles 
elevados de una proteína de interés.

3.1. La Puro-DHFR permite aislar clones que expresan niveles elevados de una proteína de interés.

Las células DXB11-F10 fueron transfectadas con el vector p325 que codifica Puro-DHFR. Este vector comprende 
adicionalmente SEAP como gen reportero (proteína de interés). Los grupos estables se seleccionaron en presencia 50

E08760679
19-02-2018ES 2 660 153 T3

 



13

o en ausencia de MTX, y la expresión de SEAP se midió como se describe en el Ejemplo 1.3. Como se muestra en 
la Figura 4, los grupos seleccionados en presencia de MTX mostraron una expresión de SEAP aproximadamente 2 
veces mayor que los grupos seleccionados con puromicina o en ausencia de HT solamente.

Las células CHO-S fueron transfectadas con el vector p325 que codifica Puro-DHFR o con el vector p279 que 
codifica puromicina N-acetiltransferasa y SEAP. Los grupos estables se seleccionaron en presencia de puromicina y 5
de 0, 50 o 100 nM de MTX. La expresión de SEAP se midió el día 7, tanto como se describe en el Ejemplo 1.3a 
como en el Ejemplo 1.5. La Figura 6 muestra que el aumento de la presión de selección del grupo estable de CHO-S 
p325 con puromicina más MTX (100 nM) conduce a una expresión significativamente mayor de proteína SEAP, tanto 
al nivel de proteína (A) como al nivel de ARNm (B).

Así pues el marcador puro-DHFR permite aislar clones que expresan niveles más altos de la proteína SEAP que los 10
marcadores de la técnica anterior tales como puromicina N-acetiltransferasa.

3.2. La Puro-DHFR se puede usar como marcador sustituto en cribados de alta producción.

La Puro-DHFR se usa como marcador selectivo y sustituto para establecer y cribar clones candidatos con un vector 
que expresa tanto Puro-DHFR como la proteína de interés. Después de la transfección, selección y amplificación, se 
hace un cribado primario por FACS por fluorescencia (es decir, expresión elevada de PURO-DHFR) con una alta 15
probabilidad de seleccionar clones que presenten también una alta expresión del gen de interés. Luego se realiza un 
segundo cribado para la expresión de la proteína de interés, posiblemente directamente mediante ELISA.

El uso de Puro-DHFR en cribados de alta producción (HTS) permite entonces mantener la misma posibilidad de 
seleccionar clones de alta expresión y permite reducir el tiempo y los recursos. Además, es importante indicar que la 
fusión de dos enzimas individuales con actividades y orígenes tan diferentes conserva sorprendentemente su 20
función en Puro-DHFR como se describe en el presente texto. Verdaderamente, se puede utilizar Puro-DHFR para 
proporcionar selectividad en la transfección estable, actuar como un gen amplificable y actuar como un marcador 
sustituto para seleccionar clones candidatos para la expresión elevada de un gen de interés.
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<210> 7
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> Cebador de PCE

<400> 7
ccacctcgga atcttcaatg c 21

<210> 810
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCE15
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gatgcagttc aatggtcgaa cggcaccggg cttgcgggtc atg 43

<210> 9
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<400> 9
catgacccgc aagcccggtg ccgttcgacc attgaactgc atc 43
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<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCE

<400> 10
cggaaggagc tgactgggtt g 2110

<210> 11
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>15
<223> Sonda

<400> 11
tcaccgagct gcaagaactc t 21

<210> 12
<211> 1720
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 1225
tccgcgaccc acacctt 17

<210> 13
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial30

<220>
<223> Parte nucleotídica de sonda TaqMan

<400> 13
acgcgcgtcg ggctcga 17

<210> 1435
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sonda40

<400> 14
acaccgagga ccaggttgtc 20

<210> 15
<211> 19
<212> ADN45
<213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 15
cccagcatca aaggtggaa 1950
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<210> 16
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>5
<223> Parte nucleotídica de sonda TaqMan

<400> 16
cctgcgactt caacagtgac tcccact 27

10
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro de cribado de células por la expresión de una proteína de interés, comprendiendo dicho 
método las etapas de:

a) transfectar las células mediante un vector de expresión que codifica:

(i) una proteína quimérica Puro-DHFR que comprende una secuencia de aminoácidos  idéntica al 5
menos en un 95% a la SEQ ID NO: 2, comprendiendo dicha proteína quimérica Puro-DHFR un fragmento 
funcional  de hidrofolato reductasa  (DHFR) fusionado a un fragmento de puromicina N-acetil transferasa 
que confiere resistencia a la puromicina, en donde dicho fragmento de puromicina N-acetil transferasa 
muestra actividad de puromicina N-acetil transferasa; y dicho fragmento funcional de dihidrofolato reductasa 
muestra actividad de dihidrofolato reductasa; y10

(ii) una proteína de interés;

b) seleccionar células que son resistentes a la puromicina; y

c) ensayar la fluorescencia de las células seleccionadas en la etapa (b) con un análogo de folato marcado 
fluorescentemente que se une covalentemente a DHFR.

2. El método según la reivindicación 1, en donde dicho análogo de folato marcado fluorescentemente que se 15
une a DHFR es metotrexato fluorescente (f-MTX) o trimetoprim fluorescente (f-TMP).

3. El método según la reivindicación 1, en donde dicho fragmento de puronicina N-acetil transferasa 
comprende la secuencia de aminoácidos 1 a 199 de la SEQ ID NO: 2.

4. El método según la reivindicación 1, en donde dicho fragmento de DHFR comprende la secuencia de 
aminoácidos 200 a 385 de la SEQ ID NO: 2.20

5. El método según la reivindicación 1, en donde  dicha proteína quimérica comprende la secuencia de SEQ 
ID NO: 2.

6. El método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la fluorescencia se mide usando 
un microscopio de fluorescencia o bien un clasificador de células activado por fluorescencia (FACS).

7. El método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende además la etapa de:25

d) seleccionar de 1% a 20% de las células que muestran la actividad de fluorescencia más alta en la etapa (c).

8. Un método de obtención de una línea de células que expresan una proteína de interés, comprendiendo 
dicho método las etapas de:

a) cribar células según el método de cualquiera de las reivindicaciones 1ª a 7ª; y

b) establecer una línea celular a partir de dichas células.30

9. Un método de producción de una proteína de interés, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) cultivar una línea de células obtenida según el método de la reivindicación 8ª bajo condiciones que permiten 
la expresión de dicha proteína de interés; y

b) recolectar dicha proteína de interés.

35
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