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DESCRIPCION
Control de expresion usando secuencias intergénicas variables

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un método de produccidon de anticuerpos en los que las cadenas pesadas y
ligeras de una molécula de anticuerpo concreto se codifican por el DNA presente en un mensaje dicistronico en el
que los dos cistrones estan enlazados por una secuencia intergénica optimizada.

Antecedentes de la invencién

La capacidad de los anticuerpos para reconocer antigenos especificos los ha hecho herramientas muy Uutiles y
eficaces en medicina y biotecnologia. Se han usado anticuerpos especificos para antigenos en tipos seleccionados
de célula para dirigir estos anticuerpos a la célula seleccionada. Se ha descubierto que el enlace de anticuerpos a
receptores en células afecta en algunos casos a la funcién de la célula. También se han conjugado a anticuerpos
agentes terapéuticos y de diagndstico para dirigir especificamente estos agentes a células seleccionadas. Esta
técnica se ha usado particularmente en células cancerosas como objetivo. También se han usado anticuerpos para
dirigirlos a antigenos en células infectadas virica y bacteriolégicamente, tales como el TNFa, o para usarlos en
ensayos. En biotecnologia los anticuerpos tienen muchos usos, tales como sondas, en purificacion y en catalisis.

Las moléculas de anticuerpos consisten globalmente en cuatro cadenas polipeptidicas - dos cadenas pesadas
idénticas y dos cadenas ligeras idénticas. Cada cadena comprende dominios tanto variables como constantes. Las
cadenas ligeras comprenden dos dominios: V. y C., mientras que las cadenas pesadas comprenden al menos cinco
dominios: Vu, Cu1, bisagra, C42 y Cu3 y uno opcional Cx4. Las cuatro cadenas estan siempre organizadas del
mismo modo general: las dos cadenas pesadas estan enlazadas conjuntamente por al menos un enlace disulfuro y
cada cadena pesada esta también enlazada a una de las cadenas ligeras por un enlace disulfuro de manera que
ambas cadenas ligeras estan enlazadas a una cadena pesada diferente.

Las moléculas de anticuerpos tienen aproximadamente forma de Y y consisten fundamentalmente en dos partes
funcionales principales. La primera parte funcional es responsable del reconocimiento de antigenos especificos y
esta formada por la parte superior de los brazos de la Y. La regidon de unién al antigeno en cada parte comprende un
dominio V4 y un dominio V.. Cada dominio variable contiene tres regiones hipervariables que, junto con las tres
regiones hipervariables de la otra cadena, forman el sitio de unién al antigeno. Estas regiones hipervariables se
conocen como regiones determinantes de complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3). Las CDRs, que forman
lazos, estan soportadas sobre regiones de armazon. Debido a su variabilidad entre anticuerpos, las regiones que
comprenden Vi y Vi se conocen como regiones 'V'.

La segunda parte funcional es responsable de desencadenar las funciones efectoras de otras células que
dispondran del antigeno reconocido por el anticuerpo y esta formada por las partes inferiores de los brazos y el tallo
de la Y. Esta region se conoce como la regiéon constante 'C' debido a su relativa constancia. Comprende los
dominios C_ y todos los dominios C de las cadenas pesadas.

Hay dos tipos de cadena ligera: Ky A, y cinco tipos de cadena pesada: q, 6, y, € y Y. La clase de anticuerpo esta
determinada por el tipo de cadena pesada que tiene: IgA, IgD, IgE, IgG y IgM respectivamente.

Los fragmentos de anticuerpo, en los que se ha separado parte de su regidn constante por escision enzimatica, se
usan también en medicina y biotecnologia. Estos incluyen fragmentos Fab, Fab', F(ab'). y Fv.

Se sabe dirigir la produccién de grandes cantidades de anticuerpos monoclonales (que tienen una especificidad
antigénica particular) fusionando una célula de bazo productora de anticuerpos con una célula de mieloma, dando
por resultado un hibridoma (Kohler, G. and Milstein, C. Cultivos continuos de células fusionadas secretoras de
anticuerpo de especificidad predefinida. Naure, 256, 495-497 (1975)). Sin embargo, tales anticuerpos son
inadecuados para usar en terapia humana porque son inmunogénicos en humanos. La mayoria de los anticuerpos
monoclonales son producidos por células no humanas.

Se han desarrollado técnicas de DNA recombinante que permiten que las propiedades utiles de mas de un
anticuerpo se combinen para producir un nuevo anticuerpo. La produccion de anticuerpos quimeéricos, en los que el
sitio de unién al antigeno que comprende la region V completa de un anticuerpo se enlaza a la regién constante de
un anticuerpo diferente, se describe en los documentos EP-A-0120694 (Celltech Limited), EP-A-0125023
(Genentech Inc. and City of Hope), EP-A-0171496 (Research Development Corporation, Japan), EP-A-0173494
(Stanford University) y WO-A-86/01533 (Celltech Limited).

El documento WO-A-86/01533, por ejemplo, describe la preparacion de un anticuerpo quimérico en el que regiones
V de mduridos se unen a regiones constantes de humanos. Sin embargo, la gran proporciéon de residuos en
anticuerpos quiméricos no humanos/humanos que se derivan del donante no humano da por resultado la posibilidad
de que el anticuerpo provoque una respuesta inmunoldgica potencialmente perjudicial, en particular si se administra
a lo largo de un periodo prolongado (Begent et al., Br. J. Cancer, 62,487 (1990)).
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"Humanizacién" de anticuerpos es una técnica que hace que los anticuerpos quiméricos no humanos/humanos se
muestren mas semejantes a los anticuerpos humanos para el sistema inmune humano y se ha desarrollado en un
intento para superar la respuesta inmunolégica no deseada mencionada anteriormente. El documento EP-A’]
0239400 (Winter) describe cémo, en vez de usar una region variable completa de muridos, se injertan las CDRs de
un anticuerpo monoclonal de muridos en las regiones de armazén de los dominios variables de un anticuerpo
humano. Asi, son de muridos solo las CDRs que forman el dominio mismo de enlace al antigeno y los otros residuos
son humanos.

Reichmann et al., ("Remodelacion de anticuerpos humanos para terapia”, Nature, 332, 323-324, 1988) descubrid
que es conveniente convertir otros residuos humanos del dominio variable en sus homélogos del donante no
humano para mejorar la actividad de union al antigeno. Un tal residuo se encontrd en la posicion 27 de la cadena
pesada humana, que, cuando se transformé de serina humana en el correspondiente residuo de rata (fenilalanina)
dio por resultado una capacidad mejorada de unién al antigeno. Otro tal residuo se descubrié en la posicion 30. Sin
embargo, una construccion que contenia un cambio de serina humana a tirosina de rata en la posicion 30 de la
cadena pesada ademas del cambio en la posicion 27 mencionado anteriormente no tuvo una actividad enlazante
significativamente alterada sobre el anticuerpo humanizado con el cambio de serina a fenilalanina en la posicion 27
solamente.

Los residuos de cadena pesada 27 y 30 estan dentro del lazo estructural adyacente a CDR1. Queen et al., (WO
90/07861) conjeturaron que otros residuos que interaccionan con las CDRs son también importantes en la
determinaciéon de la afinidad de union al antigeno. Teniendo esto en cuenta, Queen et al., propusieron cuatro
criterios para determinar qué residuos deben proceder del donante y cuales del aceptor cuando se disefian
anticuerpos humanizados. En un analisis mas definitivo, Adair et al., (documento WO 91/09967) revelaron una
jerarquia de numeros de residuos que permitira disefiar un anticuerpo humanizado.

Se han publicado una serie de resefias que exponen los anticuerpos injertados con CDR, que incluyen Vaughan et
al., (Nature Biotechnology, 16, 535-539, 1998).

Se han descrito también conjugados de anticuerpos en los que la region constante se ha fusionado con moléculas
efectoras o reporteras que pueden actuar como agentes terapéuticos o de diagndéstico (documentos WO 95/01155,
US 3927193, US 4331647, US 4348376, US 4361544, US 468457, US 4444744, US 4460459 y US 4460561 y
resefias por Waldmann, T.A., Science, 252, 1657, (1991); Koppel, G.A., Bioconjug. Chem., 1, 13, (1990); Oeltmann,
T.N. and Frankel, A.E., FASEB J., 5, 2334, (1991); y van den Bergh, H.E., Chemistry in Britain, Mayo 1986, 43011
439).

Se sabia producir anticuerpos normales, quiméricos o humanizados transfectando una célula huésped adecuada
con dos vectores de expresion, uno que contiene una secuencia de DNA que codifica la cadena pesada y uno que
contiene una secuencia de DNA que codifica la cadena ligera del anticuerpo requerido (documento WO-A[J
91/09967). Alternativamente, se sabia transfectar una célula huésped con un vector de expresion que contiene tanto
la secuencia de DNA que codifica la cadena pesada como la secuencia de DNA que codifica la cadena ligera del
anticuerpo requerido. En el ultimo ejemplo, las secuencias de DNA que codifican la cadena pesada y la cadena
ligera estan bajo el control de sus propios promotores individuales (documento WO-A-91/09967) o estan presentes
en un mensaje dicistronico (Better, M., Paul Chang, C., Robinson, R.R. y Horwitz, A.H. Escherichia coli: Secrecién de
un Fragmento de Anticuerpo Quimérico Activo. Science, 240, 1041-1043 (1988)).

Se us6 un mensaije dicistronico por Better et al. para producir un anticuerpo L6 Fab de raton quimérico dirigido hacia
un antigeno gangliésido expresado sobre la superficie de muchos carcinomas humanos. En este caso se eligié un
mensaje dicistronico en un intento para garantizar que tanto las cadenas pesadas truncadas (Fd) como las cadenas
ligeras k sean traducidas en estrecha proximidad fisica de manera que se ensamblen correctamente y se segreguen.
Los mensajes dicistrénicos son capaces solamente de funcionar en bacterias mientras que el concepto de "un gen,
un promotor" funciona tanto en mamiferos como en bacterias. En un mensaje dicistronico, un promotor esta
asociado solamente con el primer cistron. El segundo cistron se transcribe por la "ultralectura" de las polimerasas al
segundo cistron tal que ambos cistrones estan representados por una sola molécula de RNA. Los dos cistrones de
DNA codificantes estan separados por un segmento de DNA conocido como una "secuencia intergénica" o "IGS".
Esta region de IGS esta presente también en la molécula de RNA que se transcribe del DNA. El documento WO
01/94585 describe secuencias intergénicas IGS1 a IGS4 para la expresion de Fab' en E. coli.

La optimizacién de la velocidad de iniciacion de traduccion se ha reconocido durante algun tiempo como
fundamental para la expresion de alto nivel de proteinas heterdlogas segregadas en E. coli (Simmons, L. y Yansura,
D. Nature Biotech, 14, 629-634 (1996)). Sin embargo, diferentes fragmentos Fab's tienen armazones y secuencias
CDR diferentes que confieren propiedades diferentes a la molécula, incluyendo diferencias en la facilidad (o
velocidad) de plegamiento en el periplasma de E. coli (Knappik, A. y Pluckthun, A. Prot Eng 8, 81-89 (1995)). Por
ejemplo, un Fab' que se pliega en su conformacion nativa facil y rapidamente en el periplasma de E. coli es probable
que sea "tolerado" en un alto nivel y la traduccion rapida se pueda acomodar para conseguir acumulacion en alto
nivel. Un Fab' que se pliega peor es probable que sea tolerado peor por la bacteria huésped si es traducido
rapidamente, saturando potencialmente la maquinaria de plegamiento/secrecion del huésped y teniendo un efecto
perjudicial en la fisiologia de la célula huésped.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2365540 T3

Asi, cuando se producen anticuerpos usando un sistema de vectores de expresion en célula huésped, se puede
tolerar un alto nivel de expresiéon de un anticuerpo particular, pero para un anticuerpo diferente un alto nivel de
expresion podria resultar toxico para la célula, tal vez a causa de eficacias diferentes de secrecion o plegamiento.

El nivel de expresion de un anticuerpo concreto estd determinado por la cantidad presente de cadenas pesadas y
ligeras. Para produccién maxima, la relacion de cadenas pesadas a cadenas ligeras debe estar equilibrada, tal como
cantidades iguales de ambas. Sin embargo, si la cadena pesada o ligera esta presente en una cantidad menor, esto
limitara la cantidad de anticuerpo producido. La acumulacion de cadena pesada en exceso es probable que sea
particularmente mal tolerada.

En el caso de un anticuerpo codificado por un mensaje dicistronico, el cistron anterior puede contener el DNA que
codifica la cadena pesada o la cadena ligera de un anticuerpo con una particular especificidad de antigeno. El
cistron posterior codificaria después la respectiva cadena ligera o cadena pesada compafiera. Seria conveniente
que el nivel de expresién de la cadena de anticuerpo correspondiente al DNA codificante en el cistron posterior de
un mensaje dicistronico pueda ser regulado para producir el deseado nivel de expresion para un anticuerpo
concreto.

Sumario de la invencién

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un mensaje dicistrénico para producir una molécula de
anticuerpo con una particular especificidad de unién al antigeno, en el que el cistron anterior contiene DNA que
codifica para la cadena pesada o la cadena ligera del anticuerpo y el cistrén posterior contiene DNA que codifica
para la correspondiente cadena ligera o cadena pesada respectivamente, caracterizado porque los dos cistrones
estan unidos por una secuencia intergénica optimizada (IGS) y donde el anticuerpo producido no es un anticuerpo
anti-TNFa (por ejemplo, ver el documento PCT/GB01/02477) o un anticuerpo receptor (anti-KDR) que contiene
dominios de insercion de quinasa anti-humana (por ejemplo, ver el documento PCT/GB02/004619).

Preferiblemente, el cistrén anterior codifica para la cadena ligera del anticuerpo y el cistron posterior codifica para la
correspondiente cadena pesada.

La IGS se ha optimizado para ajustar el nivel de expresion de la cadena de anticuerpo correspondiente al cistron
posterior en el mensaje dicistrénico con el fin de conseguir el nivel de expresion deseado para el anticuerpo
concreto.

La invencion esta limitada por las reivindicaciones adjuntas.

En esta especificacion, la longitud de la IGS esta definida como el nimero de nucledtidos entre el codon de
terminacion del cistron anterior y el codén de iniciacion del cistrén posterior (no inclusive). La longitud de la IGS esta
implicada en la determinacion de la velocidad de traduccion de la parte del RNA que corresponde al cistron
posterior. Por ejemplo, una secuencia intergénica corta puede dar por resultado un acoplamiento muy ajustado de
traduccion entre las cadenas pesadas y las ligeras, y que el ribosoma traductor puede no disociarse completamente
del mRNA tras completar la sintesis de la cadena de anticuerpo codificada por el cistron anterior antes de iniciar la
sintesis de la cadena de anticuerpo codificada por el cistron posterior (Adhin, M. y van Duin, J. J. Mol. Biol., 213,
811-818 (1990); Andre, A. et al.,, FEBS Letts., 468, 73-78 (2000)). Tal procedimiento, llamado reiniciacion de
traduccion, ocurrira solamente si el codon de terminacion del gen anterior esta muy proximo al codén de iniciacion
del gen posterior. Debido a consideraciones cinéticas, esto dara por resultado mayor expresion del polipéptido
codificado por el cistron posterior puesto que la traduccion no requerira que un ribosoma se una a la molécula de
mRNA en su IGS.

Si hay demasiada separacion entre los dos genes, el ribosoma se disociara tras la terminacion de la sintesis del
cistron anterior, requiriendo un nuevo ribosoma para iniciar la traduccion del cistrén posterior. En general, esto
reducira la eficacia de la iniciacion de traduccion.

La presencia de un sitio Shine Dalgarno (SD) de union al ribosoma (complementario a 16S RNA) en la IGS permite a
un ribosoma unirse a esta secuencia IGS y traducir el cistron posterior. Cuando la distancia entre cistrones es
suficientemente corta para permitir que ocurra la reiniciacion de traduccion, hay alguna evidencia para sugerir que la
presencia de un sitio SD en el cistron anterior puede aumentar la eficacia de la iniciaciéon de traduccion del cistron
posterior (Spanjaard, R.A. y van Duin, J. Nucl. Acids Res., 17, 5501-5507 (1989)).

Hay varias caracteristicas del sitio SD y de la secuencia nucleotidica entre el final del sitio SD y el codon de
iniciacion AUG que tienen una influencia sobre la fuerza de iniciacion de traduccion (resefiado en Makrides, S.
Microbiol. Revs., 60, 512-538 (1996)). La distancia entre el sitio SD y el coddn de iniciacién AUG del cistron posterior
es una de tales caracteristicas, como es la "fuerza" del sitio SD mismo. Un sitio SD que es 100% complementario a
la secuencia de 16S RNA que se une a él dara en general por resultado mayor expresion que si el sitio SD es solo
parcialmente complementario a la secuencia de 16S RNA.

La secuencia de la regiéon entre la secuencia SD y el codon de iniciacion es otro determinante importante de la
velocidad de traduccion del cistron posterior. La distancia y secuencia afectan a la estructura secundaria potencial
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del mRNA alrededor del coddn de iniciacion (resefiado en Makrides, S. Microbiol. Revs., 60, 512-538 (1996)). El
codon de iniciacion debe estar en un "lazo" y no limitado en un "tallo", aunque lo contrario se aplica a la secuencia
SD. Por tanto, modificando la secuencia y longitud de la IGS es posible modificar la amplitud del acoplamiento de
traduccion y/o la fuerza de iniciacion de traduccion y por tanto el nivel de traduccion del cistron posterior y la
subsiguiente velocidad de acumulacion de la cadena de anticuerpo que codifica.

La IGS del mensaje dicistronico de la presente invencion se ha modificado con respecto a la longitud, secuencia y
estructura secundaria de manera que se consigue acoplamiento 6ptimo de traduccién de los dos cistrones.

La secuencia optima IGS para usar en la presente invencion se puede determinar empiricamente usando el método
siguiente. El método comprende construir una serie de vectores de expresion adecuados que contienen una serie de
variantes IGS en los se pueden insertar moléculas de anticuerpos para probar. La prueba empirica de cada
secuencia IGS para cada anticuerpo se puede conseguir transformando el vector de expresién en un huésped
adecuado y analizando la expresion de anticuerpo y rendimiento. La serie de secuencias IGS descritas en la
presente solicitud, que varian en longitud y secuencia, se pueden usar para construir tales vectores de los que se
puede seleccionar la secuencia 6ptima IGS para una molécula de anticuerpo concreto. Dichas secuencias incluyen
secuencias IGS 1-4.

En una realizacion preferida, la IGS se ha optimizado de manera que se consigue la expresion maxima de la cadena
de anticuerpo codificada por el cistron posterior. Esto da por resultado un nivel maximo de expresién del anticuerpo
concreto porque la cantidad de la cadena de anticuerpo codificada por el cistrén posterior no es limitante.

En otra realizaciéon mas, la IGS se ha optimizado de manera que la velocidad de iniciacion de traduccion para la
traduccion del cistron posterior es lo mas alta posible.

En otra realizacion mas, la IGS se ha optimizado de manera que la velocidad de iniciaciéon de traduccion para la
traduccion del cistrén posterior no esta en el mayor grado posible realizable.

En otra realizacion mas, la IGS se ha optimizado de manera que la velocidad de iniciacion de traduccion para la
traduccion del cistrén posterior esta en un grado bajo.

El mensaje dicistronico de la presente invencién codifica para la cadena pesada y la cadena ligera de una molécula
de anticuerpo concreto. El anticuerpo puede ser un anticuerpo global o en particular un fragmento suyo, tal como un
fragmento Fab o Fab'. El anticuerpo puede ser también un anticuerpo quimérico o humanizado.

El mensaje dicistronico de la presente invencién puede comprender DNA sintético, cDNA o DNA gendémico, o una
combinacién de ellos.

La secuencia de DNA codificante para un anticuerpo concreto se puede obtener por métodos bien conocidos por los
expertos en la técnica. Por ejemplo, las secuencias de DNA que codifican parte o la totalidad de las cadenas
pesadas y ligeras del anticuerpo se pueden sintetizar como se desee a partir de las secuencias de DNA
determinadas o sobre la base de las correspondientes secuencias de aminoacidos.

Se pueden usar técnicas estandar de biologia molecular para preparar secuencias de DNA que codifican las
cadenas pesadas y ligeras de moléculas de anticuerpo especifico a enlazar por la IGS en un mensaje dicistronico de
la presente invencion. Las secuencias de DNA deseadas se pueden sintetizar completamente o en parte utilizando
técnicas de sintesis de oligonucledtidos. Se pueden utilizar la mutagénesis dirigida al sitio y las técnicas de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) segun sea apropiado.

El mensaje dicistronico de la presente invencion puede contener una secuencia de DNA que codifica una proteina
efectora o reportera que se fusiona con la secuencia de DNA que codifica una de las cadenas de anticuerpo.

El mensaje dicistrénico de la presente invencion puede contener también una secuencia de DNA que codifica un
enlace peptidico que se fusiona con la secuencia de DNA que codifica una de las cadenas de anticuerpo de manera
que permitira la subsiguiente union de una proteina o molécula efectora o reportera al anticuerpo expresado a partir
del mensaje dicistronico.

El mensaje dicistronico de la presente invencion puede contener también una secuencia de sefal secretora que se
fusiona en la parte anterior de la secuencia de DNA que codifica una o ambas cadenas de anticuerpo con el fin de
permitir dirigir las cadenas de anticuerpo al periplasma o a la parte externa de la célula.

Preferiblemente, la secuencia de sefal secretora es una secuencia peptidica OmpA.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona un vector de expresion que contiene un mensaje dicistronico de
acuerdo con el primer aspecto de la presente invencion.

Preferiblemente, la cadena principal del vector de expresion es pTTO. El vector de expresion pTTO se disefia para
dar lugar a una acumulacion soluble periplasmica de proteinas recombinantes en E. coli. Este vector tiene las
siguientes caracteristicas principales:
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(i) Marcador de resistencia a la tetraciclina - antibidtico no inactivado por el producto del gen de resistencia, por
tanto la seleccién para células que contienen plasmido se mantiene;

(i) Bajo numero de copias - origen de replicacion derivado del plasmido p15A, que es compatible con plasmidos
que contienen replicones derivados de colE1;

(iii) Promotor tac fuerte, inducible, para transcripcion de gen(es) clonado(s);

(iv) Gen laclq - da expresion constitutiva de la proteina represora lac, manteniendo el promotor tac en el estado
reprimido hasta induccion por IPTG / alolactosa;

(v) Secuencia sefial OmpA - da secrecion periplasmica de gen(es) clonado(s); y

(vi) Acoplamiento de traduccion de la secuencia sefial OmpA a un péptido corto lacZ, dando iniciacion eficaz de
traduccion.

En un tercer aspecto, la invencion proporciona un vector de clonacion que contiene un mensaje dicistronico de
acuerdo con el primer aspecto de la presente invencion.

Son muy conocidos para los profesionales métodos generales por los que se pueden construir vectores de expresion
y clonacién, métodos de transfeccion y métodos de cultivo.

En un cuarto aspecto, la presente invencion proporciona también un procedimiento para la produccion de una
molécula de anticuerpo particular, que comprende cultivar una célula huésped bacteriana que ha sido transformada
con un vector de expresion de la presente invencion bajo condiciones adecuadas para conducir a la expresion del
DNA que codifica dicha molécula de anticuerpo, y aislando dicha molécula de anticuerpo, donde el nivel de
expresion de dicho anticuerpo se ha optimizado.

Se puede usar cualquier célula huésped bacteriana para la expresiéon de las cadenas pesadas y ligeras de la
molécula de anticuerpo particular codificada por un mensaje dicistronico de acuerdo con la presente invencién. Sin
embargo, se han usado preferiblemente células huésped de E. coli. Se pueden usar también otros sistemas
microbianos.

La molécula de anticuerpo puede ser secretada de la célula o dirigida al periplasma mediante secuencias sefal
adecuadas. Alternativamente, las moléculas de anticuerpo se pueden acumular en el citoplasma de la célula.
Dependiendo del anticuerpo que se esté produciendo y del procedimiento utilizado, puede ser deseable permitir que
la molécula de anticuerpo se repliegue y adopte una conformacion funcional. Los procedimientos para permitir que la
molécula de anticuerpo se repliegue son bien conocidos por los profesionales.

Las moléculas de anticuerpo producidas por un mensaje dicistronico de acuerdo con la presente invencion se
pueden usar para producir una composicion terapéutica o para diagnéstico que comprende un anticuerpo particular
en combinacion con un excipiente, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La molécula de anticuerpo puede ser el Unico ingrediente activo en la composicion terapéutica o para diagndstico o
puede ir acompafado por otro o mas ingredientes activos incluyendo otros ingredientes anticuerpos, por ejemplo
células anti-T, anticuerpos anti-IFNy o anti-LPS, o ingredientes no anticuerpos tales como las xantinas.

La molécula de anticuerpo particular producida por la presente invencion se puede administrar en cualquier forma y
cantidad apropiadas de acuerdo con la terapia en la que se usa.

Las formas adecuadas para administracion incluyen formas adecuadas para administracion parenteral, por ejemplo,
mediante inyeccion o perfusion, por ejemplo por inyeccion rapida o por perfusion continua. Cuando el producto es
para inyeccion o para perfusion, puede tomar la forma de una suspension, disolucion o emulsion en un vehiculo
acuoso u oleoso y puede contener agentes de formulacion, tales como agentes de suspension, conservantes,
estabilizantes y/o dispersantes.

Alternativamente, la molécula de anticuerpo puede estar en forma seca, para reconstitucion antes de su uso con un
liquido estéril apropiado.

Si la molécula de anticuerpo es adecuada para administracion oral, por ejemplo en el caso de fragmentos de
anticuerpo, la formulacion puede contener, ademas del ingrediente activo, aditivos adecuados usados en la
formulacion de composiciones administradas oralmente.

Las composiciones terapéuticas y para diagndstico pueden estar en forma de dosificacion unitaria, en cuyo caso
cada dosis unitaria comprende una cantidad eficaz de la molécula de anticuerpo particular. La dosis también sera
seleccionada de acuerdo con la edad y el estado del paciente.

Si la molécula de anticuerpo tiene una semivida corta (por ejemplo, 2 a 10 horas) puede ser necesario administrar
una o mas dosis al dia. Alternativamente, si la molécula de anticuerpo tiene una semivida larga (por ejemplo, 2 a 15
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dias) puede ser necesario administrar solamente una dosis una vez al dia, una vez por semana o incluso una vez
cada 1 6 2 meses.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencién se describe adicionalmente s6lo a modo de ilustracion en los siguientes ejemplos, que hacen
referencia a los dibujos en los que:

La Figura 1 muestra el vector pTTQ9;

La Figura 2 muestra la secuencia de la regién polienlazante OmpA,;

La Figura 3 muestra el vector pACYC184;

La Figura 4 muestra el vector pTTO-1;

La Figura 5 muestra la secuencia de DNA completa del vector pTTO-1;
La Figura 6 muestra el vector pTTO-2;

La Figura 7 muestra el vector pPDNAbEngG1;

La Figura 8 muestra el vector pTTO(TNFa);

La Figura 9 muestra casetes de oligonucledtidos que codifican cuatro secuencias intergénicas diferentes para la
expresion de Fab' en E. coli;

La Figura 10 muestra acumulacion periplasmica de Fab' de variantes IGS, pTTO(TNFa IGS-1), pTTO(TNFa
IGS-2), pTTO(TNFa IGS-3) y pTTO(TNFa IGS-4), como resultado de andlisis en matraz agitado;

La Figura 11 muestra una ligadura de cuatro formas usada para generar cuatro variantes IGS de Fab' g163;

La Figura 12 muestra acumulacion soluble de Fab' de variantes IGS, pTTO(g163 1GS-1), pTTO(g163 1GS-2),
pTTO(g163 IGS-3) y pTTO(g163 IGS-4), como resultado de andlisis en matraz agitado;

La Figura 13 muestra un mapa de restriccion del vector pTTOD(g163 1GS-3);

La Figura 14 muestra acumulacién de Fab' soluble de variantes IGS, pTTOD(g165 IGS-1), pTTOD(g165 1GS-2)
y pTTOD(g165 IGS-3), como resultado de analisis en matraz agitado;

La Figura 15 muestra acumulacién de Fab' de variantes IGS, pTTOD(g165 IGS-1), pTTOD(g165 1GS-2),
pTTOD(g165 IGS-3) y pTTOD(g165 1GS-4), como resultado de analisis comparativo en fermentadores;

La Figura 16 muestra acumulaciéon de Fab' soluble de variantes IGS, pTTOD(gA33 IGS-2) y pTTOD(gA33 IGSI]
3), como resultado de analisis comparativo en fermentadores;

Ejemplos

Un mensaje discistronico que codifica un anticuerpo anti-TNFa

Se us6 un mensaje dicistronico de la presente invencion para conseguir alto nivel de expresion de fragmentos Fab'
anti-TNFa. El cistron anterior codificod la cadena ligera del anticuerpo, mientras que el cistron posterior codifico la
cadena pesada del anticuerpo. Una secuencia de DNA que codifica el péptido sefial OmpA se fusiond al extremo 5'
del DNA que codifica para cada cadena ligera y cadena pesada para permitir secrecion eficaz al periplasma.

Una serie de casetes de oligonucledtidos que codifican para una serie de diferentes IGSs se us6 en el mensaje
dicistronico con el fin de variar el nivel de expresion de la cadena pesada. El uso de diferentes casetes altero la
velocidad de iniciacion de traduccidon de la cadena pesada, dando por resultado una serie de velocidades de
acumulacién del producto de cadena pesada traducida.

Se disefid una serie de cuatro IGS2, permitiendo la determinacion experimental de la secuencia 6ptima. La variante
IGS que dio lugar a la acumulacion de la mayor cantidad de Fab' soluble se seleccioné experimentalmente usando
expresion en matraz agitado como una guia o expresion en fermentadores como un medio definitivo.
Sorprendentemente, se seleccionaron diferentes IGSs para diferentes Fab's, lo que indica que se requerira seleccion
empirica para cada nuevo fragmento Fab' a expresar.

Experimental
Materiales y Métodos

Microbiologia general y técnicas de manipulacion de DNA.
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Se uso cepa INVaF' de E. coli (Invitrogen, De Schelp, Netherlands) para transformacion y desarrollo de cultivo
rutinario; se usé cepa W3110 de E. coli (ATCC # 27325) para estudios de expresion. Las enzimas de restriccion y
modificaciéon de DNA se obtuvieron de Boehringer Mannheim (Lewes, East Sussex, UK) y New England Biolabs
(Hitchen, Herts, UK). Las preparaciones de plasmidos se realizaron usando estuches de purificacion de plasmidos
(QIAGEN, Crawley, West Sussex, UK). La purificacion de fragmentos de DNA se realizd6 usando columnas de
centrifugacion QIAGEN. Los fragmentos de DNA se purificaron en agarosa usando el protocolo GeneClean (BIO
101). Los oligonucleétidos fueron suministrados por Oswel Oligonucleotide Service y se sintetizaron a escala 40 nM.
Se realizé PCR usando 'Amplitaq’ Perkin EImer como se recomienda. Las reacciones de secuenciacion de DNA se
realizaron usando el estuche de terminacion de cadena ABI Prism Dye-Deoxy y se dirigieron en un secuenciador
automatico ABI 373A (PE Applied Biosystems, Warrington, Cheshire, UK). Los datos se analizaron usando el
programa AutoAssembler (PE Applied Biosystems).

Induccién en matraz agitado

Se desarrollaron cultivos de E. coli W3110 en medio de cultivo L-Broth complementados con tetraciclina (7,5 pg/ml).
Para inducciones se diluyeron cultivos de una noche de nueva aportacion (desarrollados a 30°C) a ODggo = 0.1 en
200 ml de medio de cultivo L-Broth en un matraz de 2 L con deflectores y se desarrollaron a 30°C en un incubador
orbital. A ODgyo = 0.5, se afiadié IPTG a 200 pyM. Se tomaron periédicamente muestras (normalizadas para la OD).

Extraccion Periplasmica

Se enfriaron en hielo muestras de cultivo (5 minutos), después las células se recogieron por centrifugacion. A
continuaciéon resuspension en tampoén de extraccion (Tris.HCI 100 mM, EDTA 10 mM pH7.4); las muestras se
incubaron durante una noche a 30°C, después se clarificaron por centrifugacion.

Prueba de Ensamble

Las concentraciones de Fab' se determinaron por ELISA. Se revistieron placas a 4°C durante una noche con Fd
6045 anti-humano (2 pg/ml en tampdn de revestimiento, disolucion salina fisioldgica, 100 pl por pocillo) (ver el
documento EP 491031). Después de lavar, se cargaron 100 pl de muestra por pocillo; se us6 como un patrén Fab'
gamma-1 A5B7 purificado (ver el documento EP 491031), inicialmente a 2 ug/ml. Las muestras se diluyeron en serie
al doble a través de la placa en tampdén conjugado de muestra (por litro: 6,05 g de tris-aminometano; 2,92 g de NaCl;
0,1 ml de Tween-20; 1 ml de caseina (0,2%)); las placas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente, con
agitacion. Las placas se lavaron y secaron, después se afiadieron 100 pl de C-kappa (GD12)-peroxidasa antil]
humana (diluida en tampén conjugado de muestra). Se realizé incubacién a temperatura ambiente durante 1 hora
con agitacién. Las placas se lavaron y secaron, después se afiadieron 100 ul de disolucién de sustrato (10 ml de
disolucién de acetato sédico/citrato sodico (0,1 M, pH 6)); 100 pl de disolucion de H>O»; 100 pl de disolucion de
tetrametilbencidina (10mg/ml en dimetilsulféxido)). Se leyé la absorbancia a 630 nm 4-6 minutos después de la
adicion de sustrato.

Fermentacion

Se desarrollaron cultivos de E. coli W3110 en matraces agitados en medio de cultivo L-Broth complementado con
tetraciclina (7,5 pg/ml) a 30°C a ODsggo =1,0; se usaron 100 ml de este cultivo para inocular 1 L de medios SM6 (mas
glicerol) (Patente Europea 651803) dentro de un fermentador de 1,5 L de cultivo semicontinuo. El pH se control6 a
7,0 con NH4OH al 50% y H>SO4 al 5%. La concentracion de oxigeno disuelto se mantuvo al 30% por agitacion
variable. No se incluyé tetraciclina en el medio fermentador. La concentracion inicial de glicerol fue 3%
peso/volumen; se afiadié glicerol en una ocasién mas durante la fermentaciéon, de manera que dejaba de estar
disponible una vez que el cultivo alcanzaba una ODggo ~ 60. Los cultivos se desarrollaron a 30°C a ODggo = 55,
después se afiadieron 120 ml de lactosa al 50%; después de la utilizacion de glucosa disponible viene la induccion
por lactosa. Se afiadié un lote de 60 ml mas de lactosa 20 horas después. La fermentaciéon se monitorizé durante 25
a 30 horas después de la induccion y periddicamente se tomaron muestras (normalizadas para la OD).

Resultados

Construccién de plasmidos pTTO-1y pTTO-2

El plasmido pTTQ9 se obtuvo de Amersham y se muestra en la Figura 1. Se digirid6 una alicuota (2 pg) con las
enzimas de restriccion Sall y EcoRl, el producto digerido se hizo correr sobre un gel de agarosa al 1% y el fragmento
de DNA grande (4520 pb) se purificé. Se sintetizaron dos oligonucleétidos que, cuando se hibridan entre si, codifican
la regién polienlazante OmpA mostrada en la Figura 2. Esta secuencia tiene extremos cohesivos que son
compatibles con los extremos Sall y EcoRI generados mediante la restriccion de pTTQ9. Clonando esta "casete” de
oligonucledtidos en el vector pTTQ9, no se regenera el sitio Sall, pero se mantiene el sitio EcoRI. La casete codifica
los primeros 13 aminoacidos de la secuencia sefial de la proteina Omp-A de la membrana externa de E. coli,
precedida por el sitio de unién al ribosoma de Shine Dalgarno del gen OmpA. Ademas se encuentran presentes los
sitios de restriccion para las enzimas Xbal, Munl, Styl y Spll. Los sitios Munl y Styl estan en la region codificante de
la secuencia sefial OmpA y estan previstos como los sitios de clonacion 5' para la insercion de los genes. Los dos
oligonucleétidos que componen esta casete fueron hibridados conjuntamente mezclando a una concentraciéon de 5
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pmoles/ul, calentando en un bafio de agua a 95°C durante 3 minutos, enfriando después lentamente a la
temperatura ambiente. La secuencia hibridada se ligd después en pTTQ9 cortado con Sall/EcoRI. El intermedio
plasmidico resultante, denominado pTQOmp, fue verificado mediante secuenciacién de DNA.

Alicuotas de este producto intermedio se escindieron después con Sspl y EcoRI (fragmento de 2350 pb purificado) y
con EcoRI y Xmnl (fragmento de 350 pb purificado). El fragmento de 2350 pb codifica la region terminadora de la
transcripcion y el gen laclq y el fragmento de 350 pb codifica el promotor tac, la secuencia sefial OmpA vy el sitio de
clonacién multiple. El plasmido pACYC184 (New England Biolabs - Figura 3) se digiri6 con Styl, se tratd con
Nucleasa de Frijol Mungo (nucleasa S1 de Aspergillus) para generar extremos romos, después se digirid con Pvull
(fragmento de 2348 pb purificado - este fragmento codifica el marcador de resistencia a tetraciclinas y el origen p15A
de replicacién). Este fragmento se traté con fosfatasa alcalina para separar fosfatos terminales 5' (para evitar
autoligadura) y se ligoé a otros fragmentos purificados. El plasmido resultante se llamé pTTO-1 y se muestra en el
mapa de la Figura 4. La Figura 5 muestra la secuencia de DNA completa de pTTO-1. La insercion del dominio
constante kappa de cadena ligera de Ig humana, como un fragmento Spll-EcoRI del plasmido pH132, generé pTTO[]
2 (Figura 6).

Insercion de regiones variables de Fab' en pTTO-2

Los genes de regiones variables de Fab' TNFa se generaron por amplificacion PCR a partir de vectores para
expresion en células de mamiferos de anticuerpos integros que contienen la secuencia de SEQ ID8 del
PCT/GB01/02477. EI DNA que codifica la secuencia sefial OmpA y que incluye el sitio enzimatico de restriccion
Munl para clonar en pTTO-2 sin cambio de marco de lectura, se uni6 al extremo 5' de cada gen de manera que
reemplazo la Ig nativa lider.

El gen V. purificado (Munl/Spll) se insertd después en el sitio Munl / Spll de pTTO-2 para generar el pTTO(TNFaL)
intermedio de cadenas ligeras. .

El gen V4 de cadenas pesadas fue clonado por medio del vector intermedio pDNAbENg-G1 (figura 7), entre los sitios
Munl-Apal, generando pDNAbEng(TNFaH). La clonaciéon del gen de cadenas pesadas a partir de este plasmido
como un fragmento EcoRI en el sitio EcoRl de pTTO(TNFaL) gener6é el plasmido de expresion en E. coli
pTTO(TNFa) (Figura 8).

Construccién de variantes IGS de pTTO(TNFa)

Se construyé una serie de cuatro variantes de secuencia intergénica (Figure 9), permitiendo la determinacion
empirica de la IGS optima para Fab' de TNFa. IGS1 y IGS2 tienen secuencias intergénicas muy cortas (-1 y +1
respectivamente) y se podria esperar que causen traduccion fuertemente acoplada; las secuencias SD (subrayadas)
son ligeramente diferentes. Estas dos secuencias conferiran muy probablemente un alto nivel de iniciacion de
traduccion. IGS3 e IGS4 tienen una distancia mayor entre codones de terminacion y de iniciacion (+13) y difieren en
su composicion de secuencia. La secuencia SD de IGS3 es mas fuerte que la de IGS1, 2 6 4. Todas las secuencias
se estudiaron en cuanto a estructura secundaria (usando el programa m/fold (Jaeger, J.A. et al. Methods
Enzymology, 183: 281-306 (1990); parte del Paquete GCG Wisconsin, Accelrys)) y se "optimizaron" lo mas posible;
sin embargo, con fuerte acoplamiento de traduccion de las dos cadenas, la falta de disociacion ribosémica significa
que el mRNA puede no estar "desnudo”, evitando formacién de estructura secundaria.

Las variantes IGS se construyeron por ligadura de dos fragmentos en un vector preparado por digestion Sacl - Notl
de pTTO(TNFa). Un fragmento de insercion preparado por digestion Munl-Notl de pDNAbENng(TNFa) se purificod y
ligd junto con cada casete de IGS (Sacl-Munl) en el vector, generando los 4 plasmidos de expresion pTTO(TNFa
IGS-1), pTTO(TNFa IGS-2), pTTO(TNFa IGS-3) y pTTO(TNFa IGS-4).

Analisis de expresidn en matraz agitado de variantes IGS de TNFa

Los cuatro vectores de variantes IGS y el vector de expresion original pTTO(TNFa) se usaron para transformar la
cepa W3110 de E. coli. Las células transformadas de E. coli se analizaron después para la expresion de Fab' en
matraces agitados como se ha descrito. Los resultados de un experimento tipico se muestran en la Figura 10.

Las diferentes secuencias intergénicas confirieron diferentes perfiles de expresion. IGS1 e IGS2 acumularon Fab'
periplasmico rapidamente con un pico a 1 hora después de la induccién, tras el cual cayo el nivel recuperado. El
pico fue mayor y la caida mas brusca para la IGS1. Estos resultados fueron consistentes con un alto nivel de
sintesis, como se esperaba para el estrecho acoplamiento de traduccion para estas construcciones. La IGS1
conferia aparentemente un mayor nivel de expresion de cadenas pesadas que la IGS2. En este caso resulté que
este alto nivel de expresion fue mal tolerado, puesto que los niveles de expresion periplasmica cayeron tras el pico
de 1 hora. Esto se observo en el perfil de desarrollo del cultivo de IGS1 (no mostrado), que alcanzd su punto maximo
a 1 hora después de la induccion, sugiriendo muerte vy lisis celulares.

La IGS3 acumulé Fab' mas lentamente, pero alcanzé su punto maximo a las 2 horas después de la induccion con un
valor mas alto de pico (325 ng/ml/OD), antes de que los niveles disminuyeron. El desarrollo de este cultivo continud
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a las 3 horas después de la induccién y alcanzo un pico mas alto de biomasa (no mostrado). Esto es consistente con
un nivel inferior de sintesis de cadenas pesadas.

La 1IGS4 acumulé material a una velocidad ain menor y no alcanzé el pico alto de productividad de las otras tres
construcciones.

Todas las variantes IGS superaron significativamente al vector original pTTO(TNFa). La hipotesis de que diferentes
secuencias IGS confieren diferentes velocidades de iniciacion de traduccidon estd apoyada por estos resultados
experimentales. Parece que para el Fab' de TNFa es mal tolerada una mayor velocidad de iniciacién de traduccion
de cadenas pesadas y por tanto no es 6ptima. Una velocidad inferior, como la conferida por la IGS3, da por
resultado mejores caracteristicas de desarrollo de cultivo y en consecuencia un rendimiento mejor se acumula a lo
largo del tiempo.

Tras la comparacién de productividad en el fermentador (no mostrado), la construccion IGS3 se seleccioné como la
de rendimiento mas alto.

Un mensaje dicistronico que codifica un anticuerpo Fab' diferente: creacion de variantes IGS de Fab' g163

El juego de vectores pTTO/IGS descrito anteriormente se usé después para andlisis de expresion de mas Fab's.
Incialmente se usd Fab' humanizado. Se usé una ligadura de 4 formas para generar las 4 variantes IGS de Fab'
g163 (Figura 11). Una cadena pesada intermedia se genero por insercion de un fragmento Munl - Apal del gen g163
V4 (obtenido mediante recuperacion por PCR del vector de expresion en mamiferos pGamma-4) en el plasmido
pDNAbENgG1. Este producto intermedio se escindié con Pvull y Notl para generar un fragmento de g163 Vy + Cy1.
El plasmido pTTO(TNFa) se escindid con Munl y Notl y el fragmento grande se purificé para dar un fragmento
vector. Se generd un fragmento Munl - Spll V| mediante recuperacion por PCR a partir del vector de expresion
pMR10.1(g163) en mamiferos. Finalmente se generaron fragmentos Ck-IGS por digestion Spll - Pvull de las 4
variantes IGS de 4 pTTO(TNFa) descritas anteriormente. Cuatro ligaduras separadas generaron después las
construcciones pTTO(g163 1GS-1), pTTO(g163 IGS-2), pTTO(g163 1GS-3) y pTTO(g163 IGS-4). Los resultados del
andlisis en matraz agitado de estas construcciones se muestran en la Figura 12.

El perfil de expresion fue bastante similar al observado con Fab' TNFa, en que IGS-1 y -2 dieron por resultado
acumulacién de Fab' muy rapida, alcanzando su punto maximo 1 hora después de la induccion antes de reducirse
bruscamente. La IGS-3 dio por resultado una velocidad inicial de acumulacién mas lenta, alcanzo su punto maximo
en un tiempo después (2-3 horas después de la induccion) antes de reducirse a una velocidad mas lenta. La
construccion IGS-4 aumenté lentamente a lo largo del tiempo de induccion y de nuevo nunca alcanzé los altos
rendimientos de las otras construcciones. Debido a los perfiles de expresion y a los perfiles de desarrollo de cultivo
que muestran que, para la IGS-1 y -2, la biomasa alcanzé también su pico maximo solo 1 hora después de la
induccion (no mostrado), la IGS-3 se eligio y expreso en el fermentador a rendimientos altos (no mostrado).

Construccién del plasmido pTTOD

Con el fin de simplificar las estrategias de codificacion de Fab', el plasmido pTTOD se obtuvo a partir de plasmido
pTTO-1 por separacion de sitios de restriccion de la cadena principal para Pvull (3 sitios), EcoRV (2 sitios) and Apal
(1 sitio). Al realizar estos cambios no se alteraron las secuencias del gen laclq codificantes de la proteina ni el gen
de resistencia a la tetraciclina, aunque se realizaron cambios "silenciosos" a nivel del DNA. Se utilizé una estrategia
de PCR, en la cual se disefiaron cebadores que portaban cambios "silenciosos" que eliminaban estos sitios de
restriccion y se utilizaron para amplificar las secciones del plasmido parental (pTTO-1). Después se utilizaron sitios
de restriccion colindantes (no alterados) para remplazar las secuencias del plasmido parental por estas secuencias
modificadas. El plasmido pTTOD se cre6 por este procedimiento multietapa. Se logré la transferencia de los genes
g163 Fab' existentes en el vector pTTO a pTTOD utilizando los sitios Pstl y EcoRI unicos que flanquean los genes,
creando variantes IGS 1-4 de pTTOD(g163). La Figura 13 muestra el mapa de restriccion de pTTOD(g163 1GS-3).

Expresiéon de otros Fab's como variantes IGS

Ademas de los Fab's TNFa y g163, se han expresado otros Fab's mas como dos o mas variantes IGS. Estos
incluyen Fab's llamados g165 y gA33. La Figura 14 muestra pTTOD(g165) IGS-1 a -3 comparadas en el matraz
agitado. A diferencia del de TNFa y g163, el de IGS-2 y IGS-1 superan al de IGS-3. La expresion de este Fab'
parece ser bien tolerada por la célula huésped incluso a una velocidad rapida, y el cultivo que expresa IGS-2
continud desarrollandose a través del periodo de induccion (no mostrado). La Figura 15 muestra una comparacion
de fermentadores de IGS-1 a -4 con este Fab', y esto reproduce esencialmente la observacion hecha en el matraz
agitado. IGS-2 se confiirmd como la variante de rendimiento mas alto. Con el Fab' gA33 se compararon
pTTOD(gA33) IGS-2 y-3 en el fermentador y ambos dieron rendimientos similares (Figura 16). Por tanto, con
diferentes Fab's se requieren diferentes secuencias IGS para rendimiento 6ptimo.

Analisis en matraz agitado frente a fermentador

En el matraz agitado, la desrepresién del promotor se consigue con IPTG que da induccién muy rapida de expresion.
El régimen de induccion en el fermentador es diferente y mas suave usando lactosa (que se convierte por la bacteria
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en alolactosa) para activar el promotor. A pesar de estas diferentes cinéticas de induccion, se ha demostrado que el
matraz agitado da una indicacion de como se compararan en el fermentador las construcciones (ver Figuras 14 y
15).

Se demuestra claramente el principio de que diferentes Fab's requieren una IGS diferente para rendimiento 6ptimo.

5 La novedad del sistema descrito en el presente documento esta en el uso de casetes de IGSs para lograr
velocidades de iniciacion de traduccion éptimas del segundo gen de un mensaje dicistronico como un medio de
conseguir expresion de Fab' con alto nivel. En el sistema descrito, la expresion de cadenas ligeras permanece
inalterada y solamente se optimiza la velocidad de iniciacion de traduccion de cadenas pesadas. Hay dos posibles
explicaciones por las cuales esta estrategia tiene éxito:

10 (i) La expresion de la cadena ligera es de poca consecuencia para el nivel global de acumulacion de Fab’',
siempre que se sintetice suficiente cadena ligera para evitar que la cadena pesada llegue a estar en exceso. El
exceso de cadena ligera se tolera normalmente sin problema, y es el nivel de traduccion de la cadena pesada el
que dicta la eficacia de expresion soluble; o

(if) La optimizacién de cadena pesada en efecto se afina para la velocidad fija de expresion de cadena ligera, de

15 manera que los niveles de las dos cadenas estan equilibrados. No es la velocidad de plegamiento/secrecién de
la cadena pesada per se la que dicta la eficacia de la expresién soluble, sino el equilibrio de expresién de las
dos cadenas heterélogas.

Se debe entender que los ejemplos descritos antes son meramente ilustrativos y no limitan el alcance de la presente
invencion como se define en las siguientes reivindicaciones.

20
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REIVINDICACIONES

1. Un mensaje dicistrénico para producir una molécula de anticuerpo con una particular especificidad de union
al antigeno, en el que el cistron anterior contiene DNA que codifica para la cadena pesada o la cadena ligera del
anticuerpo y el cistrén posterior contiene DNA que codifica para la correspondiente cadena ligera o cadena pesada
respectivamente, caracterizado porque los dos cistrones estdn unidos por una secuencia intergénica optimizada
(IGS) donde la IGS es IGS 1 (SEQ ID NO:4), IGS2 (SEQ ID NO:7), IGS3 (SEQ ID NO:10) 0 IGS4 (SEQ ID NO:13), y
donde el anticuerpo producido no es un anticuerpo anti-TNFa o un anticuerpo anti-KDR.

2. Un vector de expresion que contiene un mensaje dicistrénico de acuerdo con la reivindicacion 1.

3. Un vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 2 donde el vector de expresiéon es pTT0-1 (SEQ ID
NO:3).

4. Una célula huésped microbiana que se ha transformado con un vector de expresién de acuerdo con la
reivindicacion 2 6 la reivindicacion 3.

5. Una célula huésped microbiana de acuerdo con la reivindicacion 4, donde la célula huésped es E.coli.

6. Un procedimiento para la produccién de una molécula de anticuerpo que comprende cultivar la célula

huésped de la reivindicacién 4 6 la reivindicacion 5.

7. Una molécula de anticuerpo producida por el procedimiento de la reivindicacion 6.
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Fig. 2

Secuencia del Adaptador Oligonucleotidico OmpA

Lider OmpA
10 20 30 40
* * * *
Xhol Xbal S.D. I

T CGA GTT CTA GAT AAC GAG GCG TAA ARA ATG ABRA AAG ACA
CAA GAT CTA TTG CTC CGC ATT TTIT TAC TTT TTC TGT
M K K T

50 60 70 80
* * * *
MunI Styl Spll
-GCT ATC GCA ATT GCA GTG GCC TTG GCT CTG ACG TAC GAG TCA
CGA TAG CGT TAA CGT CAC CGG AAC CGA GAC TGC ATG CTC AGT
A I A I A V A L A
920
L2
EcoRI
GG
CCT TAA

Los sitios de restriccién internos se muestran en negrita
El extremo cohesivo §’ Xhol se enlaza al sitio vectorSall, blogqueindolo
3.D. representa la secuencia Shine Dalgamo de OmpA
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Fig. 3

pACYC184

4.24 Kb
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terminador rrnB

Hindlll 3.72
Clal 3.72

Xholl 3.70
p15A ori

Xbal 3.63 laciq

sful 3.15

Apal 1.99
Sacll 2,67
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FIG. 5

Secuencia nucleotidica de p-TTO-1

10
AATTCTCATG
TTAAGAGTAC

80
GAAGCTGTGG
CTTCGACACC

150
CTGGATARTG
GACCTATTAC

220
AATCATCGGC
TTAGTAGCCG

290
TGGCTGCAGG
ACCGACGTCC

360
CTTGGCTCTG
GAACCGAGAC

430
GCGTTACCCA
CGCAATGGGT

500
CACCGATCGC
GTGGCTAGCG

570
ACGCATCTGT
TGCGTAGACA

640
ATACAGATTA
TATGTCTAAT

710
TCCOCACCTGA
AGGGTGGALT

780
TGCGAGAGTA
ACGCTCTCAT

850
TATCTGTTGT
ATAGACAACA

990
CCATCCTGAC
GGTAGGACTG

1060
CACAGATACG
GTGTCTATGC

1130
ATCTGCTCTG
TAGACGAGAC

1200
CTTGTCTGCT
GAACAGACGA

1270
TTCACCGTCA
ARAGTGGCAGT

1340

20
TTTGACAGCT
ARACTGTCGA

90
TATGGCTGTG
ATACCGACAC

160

230
TCGTATAATG
AGCATATTAC

300
TCGAGTTCTA

370
TGCATGCTCA

440
ACTTAATCGC
TGAATTAGCG

510
CCTTCCCARC

580
GCGGTATTTC
CGCCATAARG

650
TTAGTCTTGC

720
GGGGTACGGC

790
CCCTTGACGG

860

30
TATCATCGAC
ATAGTAGCTG

100
CAGGTCGTAA
GTCCAGCATT

170
CGACATCATA
GCTGTAGTAT

240
TGTGGAATTG
ACACCTTAAC

310
GATAACGAGG
CTATTGCTCC

380
GTCCTTAAGT

450
GAACGTCGTG

$20
TCARCGCGTC

590
ACACCGCATA
TGTGGCGTAT

660
GTCTTCGCCA

730

ARCTCAGAAG"

TTGAGTCTTC
800
AGGCATCAAA
TCCGTAGTTT
870
ACGCTCTCCT
940
CGCCCGTCCT
1010
TTTGCGTTTC
ARAACGCAAAG
1080
CTCGTTTTTG

1150
GTTAAGCCAG
CAARTTCGGTC

1220
CGAATGTCTG

1290
CGCGCTCTGC

1360
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40
TGCACGGTGC
ACGTGCCACG

110
ATCACTGCAT
TAGTGACGTA

180
ACGGTTCTGG
TGCCARGACC

250
TGAGCGGATA
ACTCGCCTAT

320
CGTAAAAAAT
GCATTTTTTA

390

460
ATCCCCCTTT

530
CCTGAATGGC

600
AATTCCCTGT
TTAAGGGACA

670
CTGATAAAAC
GACTATTTTG

740
ACTTTGCGGC

810
ATTTTGCTTT

880
GAGTAGGACA
CTCATCCTGT

950
GCGGGCGGTA

1020
TACAARCTCT
ATGTTTGAGA

1090
GTAGTCCTTT

1160
GGEGGCTGTGG

1230
AAGCTGTGAC
TTCGACACTG

1300
TTTCCCGGAG

1370

17

50

120
TTAAGCACAG
190
CAAATATTCT
GTTTATARGA
260
ACAATTTCAC
TGTTARAGTG
330
CTTTTTCTGT
400
TTTTACAACG
AAAATGTTGC
470
GCGGTCGACC
540
GAATGEGCGCC
CTTACCGCGG
610
TTTGGCGGAT
ARACCGCCTA
680
AGAATTTGCC
TCTTARACGG
750
TAGCGCCGAT
ATCGCGGCTA

820

890
AATCOGCCGE
TTAGGCGGCC

960
TTTGACGGTC

1030
TCCTGTCGTC
AGGACAGCAG

1100
CGTCCCTTAA

1170
GCGGTTGTGG

1240

1310
GTGATACGCC
CACTATGCGG

1380

60
CTGGCGTCAG
GACCGCAGTC

130
GCTCAAGGCG
CGAGTTCCGC

200
GAAATGAGCT
CTTTACTCGA

270
ACAGGAAACA
TGTCCTTTGT

340
GCTATCGCAA
CGATAGCGTT

410
TCGTGACTGG
AGCACTGACC

480
CGTAATAGCG
GCATTATCGC

TGATGCGGTA
ACTACGCCAT

620
GAGAGAAGAT
CTCTCTTCTA

690
TGGCGGCAGT
ACCGCCGTCA

760
GGTAGTGTGG
CCATCACACC

. B30
AAAGACTGGG
TTTCTGACCC

900
GAGCGGATTT
CTCGCCTAAA

270
GCATCAAATT
CGTAGTTTAA

1040
ATATCTACAA
TATAGATGTT

. 1110
TATGGTGCAC
ATACCACGTG

1180
CGCTGACGCG
GCGACTGCGC

1250
AGCTGCATGT
TCGACGTACA

1320
TATTTTTATA
ATAAAAATAT

1390

ii1so

1260
GTCAGAGGTT
CAGTCTCCAA

1330
GGTTAATGTC

1400



FIG. 5 (cont.)

ATGATAATAA
TACTATTATT

1410
GTH
CATACCGTAC

1480

2460

2530
GCCCGTCACT
2600

TGGTTTCTTA
ACCAARGAAT

1420
ATAGCGCCCG
TATCGCGEGGC

1490
TATGCCGATG
ATACGGCCAC

1560
GGGAAAAAGT
CCCTTTTTCA

1630
GTTTGTCAGC

1700
GCGATTAAAT
CGCTAATTTA

1770
TTCGGACATT

1840
GGATGACCAG
CCTACTGGTC

1910

1980
TCGCATTGGG
AGCGTAACCC

2050
GGCTGGCTGG

2120
GCCATGTCCG
CGGTACAGGC

2190
CCAACGATCA
GGTTGCTAGT

2260
CTCGGTAGTG
GAGCCATCAC

2330
GATTTTCGCC
CTARAAGCGG

2400
CGTTAGTCGA

2470
TCCCCBCGCG
AGGGGCGCGC

2540
CGCGTTGCGT

2610

GCTTCCGARCC T

2670
TTATTTTTCT
AATAAAAAGA

2740
CTGTCCCTCC

ACGTTCTTGG

2680
ARAATACATTC
TTTATGTAAG

2750
TGTTCAGCTA

1640
TTGCTGATTG

1710 -

1780

1850
GATGCCATTG
CTACGGTAAC

1920
CCATCAACAG
GGTAGTTGTC

1990
AGTGGTCGTT

2060
CATAAATATC
GTATTTATAG

% 2130
GTTTTCAACA
CAAAAGTTGT

2200
GATGGCGCTG
CTACCGCGAC

2270
GGATACGACG
CCTATGCTGC

2340
TGCTGGGGCA
ACGACCCCGT

2410
GTTGCCCGTC
CAACGGGCAG

2480
TTGGCCGATT
ARCCGGCTAA

2550
ATTAATGTAA
TAATTACATT

2620
TCACGTCAGG
AGTGCAGTCC

2690
AAATATGTAT

TTTATACATA

2760
CTGACGGGGT

ES 2 365

AGACATGGGC

1440
AATTCAGGGT
TTAAGTCCCA

1510

2140
AACCATGCAA
TTGGTACGTT

2210
GGCGCAATGC

2280
ATACCGAAGA
TATGGCTTCT

2350
TTGGTCGCAC
2420
TCACTGGTGA
AGTGACCACT
2490
CATTAATGCA
GTAATTACGT
2560
GTTAGCTCAC
CAATCGAGTG
2630
2700
CCGCTCATGA

2770
GGTGCGTAAC

18

540 T3

ACACCATCGA ATGGTGCAAA ACCTTTCGCG

TGTGGTAGCT
1450
GGTGAATGTG
CCACTTACAC
1520
CGCGTGGTGA
GCGCACCACT
1590

TGAATTACAT
ACTTAATGTA

TACCACGTTT

1460
AARACCAGTAA
TTTGGTCATT

1530
TGGTCCGGTC

1600
TCCCAACCGC
AGGGTTGGCG

1810
CGTCAGTGGG
GCAGTCACCC

1880
AATGTTCCGG
TTACAAGGCC

1950
ACGGTACGCG
TGCCATGCGC

2020
ATTAAGTTCT
TAATTCAAGA

2090
CCGATAGCGG
GGCTATCGCC

2160
AGGGCATCGT
TCCCGTAGCA

2230
CGAGTCCGGG
GCTCAGGCCC

2300
TATATCCCGC
ATATAGGGCG

2370
TGCAACTCTC
ACGTTGAGAG

2440
CACCCTGGCG
GTGGGACCGC

2510
CAGGTTTCCC
GTCCAAAGGG

2580
CCCCAGGCTT
GGGGTCCGAA

2650
T
ACGCGCCTTG

2720
CTGATAAATG
GACTATTTAC

2790
CCGCCGGACA

TGGAAAGCGC
1470
CGTTATACGA
GCAATATGCT
1540
CCACGTTTCT
GGTGCAAAGA
1610
GTGGCACAAC
CACCGTGTTG
16680

1780
CCATCTTGCT
1820
GACTAGTAAT
1890
CGTTATTTCT
GCAATAAAGA
1960
TaAccosCAC
2030

2100
AACGGGAAGG
TTGCCCTTCC

2170
TCCCACTGCG
AGGGTGACGC

2240
GACGCGCAAC

Z2310
CGTTAACCAC

2380

2450
GGGTTATGCGE
2520
CTGACCTTTC
2590
TACACTTTAT
ATGTGAARTA
2660
CCCTATTTGT
GGGATAAACA
2730
CTTCAATAAT
GAAGTTATTA

2800
TCAGCGCTAG



FIG. 5 (cont.)

CCGTATCCGA

3930
GTCACTATGG
CAGTGATACC

4000
GTCCGACCGC

4070
ATGGCGACCA
TACCGCTGGT

4140
GTGCGGTTGC
CACGCCAACG

ACAAGTCGAT

2820
ACTGGCTTAC
TGACCGAATG

2850

2960
GGTCGTTCGA

3030
TATGAATTGT

3100
TCACGARAATC
AGTGCTTTAG

3170
CCTGGCGGCT
GGACCGCCGA

3240
CGCGTTTGTC
GCGCAAACAG

3310
ACGAACCCCC
TGCTTGGGGG

3380
ACATGCAAAA
TGTACGTTTT

3450
CGGTTAAGGC
GCCAATTCCG

3520

GACTGCCCCA
2830
TATGTTGGCA
ATACAACCGT
2900
AGTCGTCTTA

2970

3040
CCCTTCACTC

3110

3180
CCCTCGTGCG

3250
TCATTCCACG
AGTAAGGTGC

3320
CGTTCAGTCC

3390
GCACCACTGG
CGTGGTGACC

3460

"ARACTGAAA
ATTTGACTTT
3530

GAGTTGGTAG CT

CTCAACCATC

3590
TTACGCGCAG
ARTGCGCGTC

3660
GCAATTTATC
CGTTAAATAG

3730
ACAGCTTATC
TGTCGAATAG

3800
TGTATGAAAT
ACATACTTTA

3870
TGGTTATGCC
ACCAATACGG

3940
CGTGCTGCTA
GCACGACGAT

4010
TTTGGCCGCC
ARACCGGCGG

4080
CACCCGTCCT
GTGGGCAGGA

4180
TGGCGCCTAT
ACCGCGGATA

GAGTCTCTTG
3600
ACCAAARCGA
TGGTTTTGCT
3670

TCTTCAAATG
AGAAGTTTAC

3740
ATCGATAAGC
TAGCTATTCG

3810
CTAACAATGC
GATTGTTACG

3880
GGTACTGCCG
CCATGACGGC

3950
GCGCTATATG
CGCGATATAC

4020
GCCCAGTCCT
CGGGTCAGGA

4090
GTGGATCCTC
CACCTAGGAG

4160
ATCGCCGACA
TAGCGGCTGT

ES 2365540 T3

3400

3470
CCTGTTCAAA
3540
CTTCGAARAR
3610
TCTCAAGAAG
AGAGTTCTTC
3680
TAGCACCTGA
ATCGTGGACT
3750
AAATTACGCC
3820
GCTCATCGTC
CGAGTAGCAG
3890
GGCCTCTTGC

3960
CGTTGATGCA
GCAACTACGT

4030
GCTCGCTTCG
CGAGCGAAGC

4100
ATGCGGCCTG

4170

TCACCGATGG

19

CCGTTTTCGT

2850
TGTCAGTGAA
ACAGTCACTT

2920
GGATATATTC
CCTATATAAG

2990
TTACGAACGGE
AATGCTTGCC

3060

3340
CCTTATCCGG
GGAATAGGCC

3410
TGGTAATTGA
ACCATTAACT

3480
TGGTGACTGC
ACCACTGACG

3550
CCGCCCTGCA
GGCGGGACGT

3620
ATCATCTTAT
TAGTAGAATA

3690
AGTCAGCCCC
TCAGTCGGGG

3760
TAGTTTATCA
ATCAAATAGT

3830
ATCCTCGGCA
TAGGAGCCGT

3300
GGGATATCGT
CCCTATAGCA

3970
ATTTCTATGC
TAAAGATACG

4040
CTACTTGGAG
GATGAACCTC

4110
GCATCGTGGC
CGTAGCACCG

4180
GGAAGATCGG
CCTTCTAGCC

GGCGGCCTGT

2860
GTGCTTCATG
CACGAAGTAC

Z930
CGCTTCCTCG
GCGAAGGAGC

3000
GGCGGAGATT
CCGCCTCTAA

3070
TTTCCATAGG
AAAGGTATCC

3140
ACAGGACTAT
TGTCCTGATA

3210
GGTTTACCGG
CCAAATGGCC

3280
AGGCAGTTCG
TCCGTCAAGC

3350
TAACTATCGT
ATTGATAGCA

3420
TTTAGAGGAG
AAATCTCCTC

3430
GCTCCTCCAA

3630
TAATCAGATA
ATTAGTCTAT

3700
ATACGATATA
TATGCTATAT

3770
CAGTTARAATT
GTCAATTTAA

3840
CCGTCACCCT
GGCAGTGGGA

3910
CCATTCCGAC
GGTAAGGCTG

39810
GCACCCGTTC
CGTGGGCAAG

4050
CCACTATCGA
GGTGATAGCT

4120
CGGCATCACC
GCCGTAGTGG

4190
GCTCGCCACT
CGAGCGGTGA

AATCAGAACT
3500
CGGTCAATGG
3570

3640
AAATATTTCT
TTTATAAAGA

3710
AGTTGTAATT
TCAACATTAA

3780
GCTAACGCAG
CGATTGCGTC

3850
CCTACGACAT

3920
TCGTAGCGGT

3990
TCGGAGCACT
AGCCTCGTGA

4060
CTACGCGATC
GATGCGCTAG

4130
CCGCGGTGTC

4200

AGCCCGAGTA



. 4210
GAGCGCTTGT
4280
CATGCACCAT
GTACGTGGTA
4350
TCAGCGTATT
4420
CGCCCCGTAC
4490
CGTCGCGAGA
4560
CGGTATTCGG
GCCATAAGCC
4630
GAAGCAGGCC

4700

4220
TTCGGCGTGG

4290
TCCTTGCGGC
4360
CCCTCTCGCA
4430
ACTATCGTICG
TGATAGCAGC
4500
CCCAGTARAR
4570
AATCTTGCAC
TTAGAACGTG
4640
ATTATCGCCG
TAATAGCGGC
4710
CCTTCCCCAT

4780
GCAGGTAGAT
CGTCCATCTA

4850
ATTGGACCGC
TAACCTGGCG

4920
ATCCGCGGCG

4990
GACTTACCTT

5060

CCTCTTGACA

4230
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4240

4250

4250 4270

GTATGGTGGC AGGCCCCGTG GCCGGGGGAC TGTTGGGCGC CATCTCCTTG
CATACCACCG TCCGGGGCAC CGGCCCCCTG ACAACCCGCG GTAGAGGARC

4300

4310

4320

GGCGETGCTC AACGGCCTCA ACCTACTACT
TTGCCGGAGT TGGATGATGA CCCGACGAAG GATTACGTCC

CCGCCACGAG

4370
CGACCGATGC
GCTGGCTACG

4440
CCGCACTTAT

4450

4460

4330 4340
GGGCTGCTTC CTAATGCAGG

4470 4480

GACTGTCTTC TTTATCATGC AACTCGTAGG ACAGGTGCCG

GGCGTGAATA CTGACAGAAG ARATAGTACG

4510
CGGCGAGGAC
GCCGCTCCTG

4580
GCCCTCGCTC

4520
CGCTTTCGCT

4530
GGAGCGCGAC

TTGAGCATCC TGTCCACGGC

4540 4550
GATGATCGGC CTGTCGCTTG

GCGRAAAGCGA CCTCGCGCTG CTACTAGCCG GACAGCGAARC

4590
ARGCCTTCGT

4600
CACTGGTCCC

4610 4620
GCCACCAAAC GTTTCGGCGA

CGGGAGCGAG TTCGGAAGCA GTGACCAGGG CGGTGGTTTG CAAAGCCGCT

4720

4730

CCGATGCAGA
4740

4680 4690
TGCTGGCGTT CGCGACGCGA
ACGACCGCAA GCGCTGCGCT

4750 4760

TATGATTCTT CTCGCTTCCG GCGGCATCGG GATGCCCGCG TTGCAGGCCA

ATACTAAGAA

4790
GACGACCATC

GRGCGAAGGC

4800
AGGGACAGCT

CGCCGTAGCC

4810
TCAAGGATCG

CTACGGGCGC AACGTCCGGT

4820 4830
CTCGCGGCTC TTACCAGCCT

CTGCTGGTAG TCCCTGTCGA AGTTCCTAGC GAGCGCCGAG AATGGTCGGA

4860
TGATCGTCAC
ACTAGCAGTG

4930
CCTATACCTT
GGATATGGAA

5000
GCCGGCGGCA
CGGCCGCCGT

5070

4870
GGCGATTTAT
CCGCTAAATA

4940
GTCTGCCTCC
CAGACGGAGG

5010
CCTCGCTAAC
GGAGCGATTG

GAATGCGCAA ACCAACC

CTTACGCGTT

TGGTTGG

FIG. 5 (cont.)
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4880
GCCGCCTCGG
CGGCGGAGCC

4950
CCGCGTTGCG
GGCGCAACGC

5020
GGATTCACCA
CCTAAGTGGT

4890 4900
CGAGCACATG GAACGGGTTG
GCTCGTGTAC CTTGCCCAAC

4960 4970
TCGCGGTGCA TGGAGCCGGG
AGCGCCACGT ACCTCGGCCC

5030 5040
CTCCAAGAAT TGGAGCCAAT
GAGGTTCTTA ACCTCGGTTA
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p15A ori
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Fig. 7
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Fig. 10

Acumulacién periplasmica de Fab’ — Variantes IGS

—{}— IGSI

—— @ 1GS2
----@----  IGS3

Tiempo (horas después de la induccion)
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