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DESCRIPCION
Presentacion en la superficie celular de isoformas polipeptidicas mediante ultralectura de codén de terminacion

La presente invencion se refiere a un método para seleccionar células huésped de mamifero de alta produccion asi
como a vectores y a células huésped adecuados para su uso en un método respectivo. Ademas, la presente
invencion se refiere a un método para producir eficazmente polipéptidos con un alto rendimiento.

La seleccion de lineas celulares de alta produccidon es una primera etapa importante en el desarrollo de cualquier
bioprocedimiento y es uno de los mayores desafios en la biotecnologia. Un problema es que tales clones de alta
produccién son raros, pueden gastar mucha de su energia en la produccién de polipéptidos y por tanto tener tasas
de crecimiento reducidas. Esto conduce a sobrecrecimiento y células no productoras o de baja produccién. Sin
embargo, en la produccion de polipéptidos es deseable obtener lineas celulares que produzcan el polipéptido de
interés con un alto rendimiento. Tradicionalmente, se seleccionaban lineas celulares de alta produccién mediante
rondas de clonacion por dilucién limitante seguido por analisis de productos. Sin embargo, esta ruta tradicional tiene
varias desventajas ya que es tanto laboriosa como costosa. Mas alld de eso, el procedimiento completo requiere
mucho tiempo y puede tardar varios meses en completarse e incluso entonces no hay ninguna garantia de que la
linea celular clénica sea estable y por tanto Gtil para el bioprocesamiento industrial. Ademas, la seleccion de los
mayores productores puede verse comprometida por limitaciones practicas en el nimero de células que pueden
examinarse reduciéndose posiblemente de ese modo la eficacia de seleccién de células de alta productividad, de
baja abundancia.

Por tanto, ha habido muchos esfuerzos para proporcionar métodos alternativos para seleccionar clones de alta
produccion. Por ejemplo, la citometria de flujo ha hecho que sea mas facil monitorizar la productividad y aislar
células con caracteristicas especificas. Las ventajas importantes de la citometria de flujo incluyen la capacidad para
examinar rapidamente grandes numeros de células, con la capacidad para distinguir subpoblaciones de células y la
capacidad para seleccionar eficazmente células de baja abundancia que demuestran las caracteristicas deseadas.
La mayoria de los enfoques tradicionales para seleccionar células de alta productividad utilizando citometria de flujo
se establecieron para la seleccién de células de hibridoma.

Un enfoque se basa en el contenido en anticuerpos en la superficie celular de células de hibridoma que presentan
una cantidad aumentada de anticuerpos en la superficie celular que pueden identificarse y recuperarse a través del
uso de anticuerpos marcados con fluorescencia. Sin embargo, se no se ha documentado ampliamente una
correlacion cuantitativa.

El documento US 2005/0059082 describe bibliotecas de células a base de hibridomas que expresan anticuerpos en
una forma unida a la membrana y en una forma secretada. El sistema descrito se basa en un mecanismo de corte y
empalme alternativo usando intrones especificos.

Se desarrollaron enfoques adicionales para seleccionar células basandose en anticuerpo secretado como estrategia
alternativa para sortear algunas de las limitaciones de la seleccion de anticuerpos en la superficie celular. Un
enfoque aplica una matriz de afinidad; el otro usa una tecnologia de microgotitas de gel. El primer método se basa
en la creacién de una matriz de afinidad artificial, especifica para el producto de interés secretado. Las moléculas
secretadas se unen a la matriz de afinidad sobre la superficie de la célula secretora y se marcan posteriormente con
reactivos fluorescentes especificos para analisis por citometria de flujo y clasificacién celular.

La encapsulaciéon en microgotitas implica una encapsulacion completa de células individuales en perlas de agarosa.
Estas perlas contienen anticuerpos de captura especificos y de ese modo capturan simultdaneamente el producto
secretado e impiden la alimentacion cruzada de producto entre células.

Otros métodos se basan en la coexpresion de genes de marcadores, que pueden detectarse mediante citometria de
flujo. Las desventajas son una vinculacion débil de la expresion del gen de marcador (por ejemplo proteina verde
fluorescente) con la expresion del gen de interés. Ademas, la expresion del gen de marcador supone para las
células un coste de energia adicional y puede inducir estrés.

Un método alternativo se basa en una coexpresion inducible de proteinas de captura unidas a la membrana. Las
proteinas de captura unidas a la membrana se anclan a la superficie celular y capturan el polipéptido secretado en
cuanto se liberan de las células. Esas moléculas capturadas pueden detectarse entonces sobre la superficie de la
célula. Sin embargo, se necesitan células huésped modificadas por ingenieria genética y ademas puede producirse
alimentacioén cruzada de células no productoras.

El documento WO 2005/07337 describe un sistema de seleccién para examinar y seleccionar células que expresan
un alto nivel de polipéptido usando FACS. Para permitir la clasificacion FACS, se usa un casete de expresion, en el
gue el gen que codifica para la proteina de interés esta separado de la secuencia de anclaje a la membrana celular
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por un codon de terminacion. Si la traduccion realiza la ultralectura del codén de terminacion, se expresa una
proteina de fusion en la que el anclaje a la membrana celular une la proteina de fusion a la membrana celular. Esta
proteina de fusiéon puede detectarse mediante FACS. La tasa de ultralectura del codon de terminacién se potencia
afadiendo un agente de supresion de la terminacion. El anclaje a la membrana celular preferido es el anclaje GPI.
Adicionalmente, se describe el anclaje PDGFR.

También se han usado productos secretados asociados de manera transitoria a la membrana celular con el fin de
seleccionar células productoras. Sin embargo, se produce alimentacién cruzada de células no productoras y este
método tiene una actividad de fondo bastante alta. Ademas, se encontré que no es posible realizar varias rondas de
enriquecimiento y seleccién.

Por tanto, hay una necesidad de desarrollar una tecnologia para seleccion células huésped de alta produccién. Por
tanto, el objeto de la presente invencion es proporcionar un método para detectar células huésped recombinantes de
alta producciéon dentro de una poblacion grande de células de produccién baja, media y/o no productoras y
proporcionar un método para producir polipéptidos con un alto rendimiento.

La presente invencion soluciona este problema proporcionando un método para enriquecer o seleccionar al menos
una célula huésped eucariota que expresa un nivel deseado de un polipéptido de interés, que comprende:

a) proporcionar una pluralidad de células huésped eucariotas que comprenden un acido nucleico heterdlogo que
comprende al menos un casete (Cas-POIl) que comprende al menos un primer polinucleétido (Pn-POI) que codifica
para el polipéptido de interés, al menos un coddn de terminacion en el sentido de 3’ del primer polinucleétido y un
segundo polinucleétido en el sentido de 3’ del codén de terminacién que codifica para un anclaje transmembrana de
inmunoglobulina;

b) cultivar las células huésped eucariotas para permitir la expresion del polipéptido de interés de manea que al
menos una parte del polipéptido de interés se expresa como un polipéptido de fusion que comprende el anclaje
transmembrana de inmunoglobulina, en el que dicho polipéptido de fusién esta presentandose sobre la superficie de
dicha célula huésped;

¢) seleccionar al menos una célula huésped eucariota basandose en la presencia o cantidad del polipéptido de
fusion presentado sobre la superficie celular.

Un “acido nucleico heterélogo” se refiere a una secuencia de polinucleétido que se ha introducido en una célula
huésped por ejemplo mediante el uso de técnicas recombinantes tales como transfeccion. La célula huésped puede
comprender o no un polinucledtido enddgeno correspondiente, respectivamente idéntico, al polinucleétido
heterdlogo. Sin embargo, en particular, el término “acido nucleico heterélogo” se refiere a un polinucleétido foraneo
introducido en la célula huésped. La introduccion puede lograrse, por ejemplo, transfectando un vector adecuado
que puede integrarse en el genoma de la célula huésped (transfeccién estable). En el caso de que el acido nucleico
heterélogo no se inserte en el genoma, el acido nucleico heterdlogo puede perderse en la fase posterior, por ejemplo
cuando las células experimentan mitosis (transfeccién transitoria). Ambas variantes son adecuadas, sin embargo, se
prefiere la transfeccién estable. También pueden mantenerse vectores adecuados en la célula huésped sin
integrarse en el genoma, por ejemplo mediante replicacion episomal. Sin embargo, también se conocen otras
técnicas en la técnica anterior para introducir un acido nucleico heterélogo en una célula huésped que también se
describen en detalle adicional a continuacion.

Un “polinucleétido” es un polimero de nucleétidos que se unen habitualmente de una desoxirribosa o ribosa a otra 'y
se refiere a ADN asi como a ARN, dependiendo del contexto. El término “polinucleétido” no comprende ninguna
restriccion de tamafio.

Un “casete” describe un grupo de elementos de polinucleétido, operativamente unidos entre si, que comprende por
ejemplo un polinucleétido (Pn-POI) que codifica para el polipéptido de interés, un polinucleétido que codifica para un
anclaje transmembrana de inmunoglobulina, un polinucleétido que codifica para un marcador, elementos
reguladores y/u otros polinucleétidos descritos en el presente documento. Un “casete” tal como se usa en el
presente documento comprende al menos dos elementos de polinucledtido. Un casete puede comprender o no
elementos reguladores como polinucleétidos tales como, por ejemplo, un promotor, un potenciador y/o un sitio de
poliA. Segun una realizacion, el casete es un “casete de expresion” adecuado para expresar un polipéptido. Un
casete de expresion comprende al menos un elemento de iniciacion de la transcripcién, por ejemplo un promotor,
como elemento regulador operativamente unido a una regién codificante, por ejemplo un polinucleétido (Pn-POI) que
codifica para un polipéptido de interés, que esta entonces por consiguiente bajo el control transcripcional de dicho
elemento de iniciacion de la transcripcion. Un casete de expresion también puede comprender elementos
reguladores adecuados para la terminacion de la transcripcion, tal como por ejemplo un sitio de poliA.

El “casete (Cas-POl)” comprende al menos un primer polinucleétido (Pn-POI) que codifica para el polipéptido de
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interés, al menos un coddn de terminacion en el sentido de 3’ del primer polinucleétido y un segundo polinucleétido
en el sentido de 3’ del codén de terminacion que codifica para un anclaje transmembrana de inmunoglobulina.
Preferiblemente, el casete (Cas-POl) es un casete de expresion (Exp-POl).

El “casete de expresion (Exp-POl)” define un casete de expresién adecuado para expresar un polipéptido de interés
(POI). Como casete de expresion, comprende al menos un elemento de iniciacion de la transcripcion. Dicho casete
de expresion (Exp-POIl) o bien comprende el polinucleétido (Pn-POI) que codifica para el polipéptido de interés como
parte de la region codificante o bien comprende un sitio adecuado para insertar un polinucleétido respectivo (Pn-
POI) que codifica para el polipéptido de interés, dependiendo de la realizacion usada de la presente invencion que
se describen en detalle adicional a continuacion.

El concepto general de la presente invencion es colocar un codén de terminacién entre el polinucleétido (Pn-POI)
qgue codifica para el polipéptido de interés y el polinucledtido que codifica para el anclaje transmembrana de
inmunoglobulina que permite el anclaje del polipéptido a la superficie celular. Los términos “anclaje transmembrana
de inmunoglobulina” y “dominio transmembrana de inmunoglobulina” se usan como sinénimos en el presente
documento. El codon de terminacion constituye, o es parte de, una sefial de terminacién de la traduccién y puede
ser el coddn de terminacion natural del polinucledtido que codifica para el polinucledtido de interés y por tanto el
codon de terminacion que se usa de manera natural para terminar la traduccion. El disefio del casete (Cas-POl) da
como resultado tras la expresion la generacion de dos polipéptidos diferentes cuando los polinucleétidos primero y
segundo se transcriben para dar un transcrito, que opcionalmente se procesa, y posteriormente se traduce. Segun
una variante de la traduccidn, la traduccién del transcrito se aborta en el (al menos uno) codén de terminacion
ubicado entre el polinucledtido (Pn-POI) que codifica para el polipéptido de interés y el polinucledtido que codifica
para un anclaje transmembrana de inmunoglobulina. La terminacion de la traduccién en dicho codén de terminacion
da como resultado un producto de polipéptido, que no comprende el anclaje transmembrana. Segun la segunda
variante de la traduccién, la traduccion realiza la ultralectura de dicho al menos un codén de terminacion,
produciendo de ese modo un producto de traduccion que comprende el polipéptido de interés y fusionado al mismo
el anclaje transmembrana de inmunoglobulina que puede anclar el polipéptido de fusion a la membrana celular. Tal
polipéptido de fusién se transfiere y se fija a la superficie celular mediante el anclaje transmembrana de
inmunoglobulina comprendido. Una caracteristica importante de la presente invencion es que tras la expresion del
casete (Cas-POl), la terminacion de la traducciéon en dicho codén de terminacién en marco es en cierto grado
“rezumante”, ya que se produce ultralectura traduccional, produciendo de ese modo el polipéptido de fusion descrito.
Ya que esta ultralectura traduccional se produce en una proporcién definida, que también puede verse influida por la
eleccion y el nimero del/de los codén/codones de terminacion y las regiones adyacentes al codon de terminacion,
en particular el nucleétido que sigue al codén de terminacion asi como por las condiciones de cultivo, el nivel de
polipéptido de fusién unido a la superficie se correlaciona directamente con el niel de expresién del polipéptido de
interés. La cantidad de polipéptido de fusidn presente sobre la superficie de la célula es por tanto en un cierto grado
proporcional al nivel de expresion global del polipéptido de interés por la célula respectiva, ya que hay un fuerte
vinculo entre la expresion en superficie del polipéptido de fusién y la productividad de la célula huésped en la
expresion del polipéptido de interés. Por tanto, el nivel de polipéptido de fusion unido a la superficie es
representativo de la productividad global de la célula individual y permite la seleccion de al menos una célula
huésped eucariota basandose en la presencia o cantidad del polipéptido de fusién presentado sobre la superficie
celular. Un ciclo de seleccién que comprende las etapas a), b) y c) permite la identificacién y el aislamiento
reproducibles y eficaces de células huésped eucariotas de alta produccién.

Métodos de deteccion/seleccién adecuados como inmunotincion, citometria de flujo, microscopia fluorescente,
MACS, métodos basados en afinidad tales como perlas magnéticas y técnicas similares permiten la identificacion,
seleccién y/o enriquecimiento de células de alta produccion basandose en la presencia y el nivel de polipéptido de
fusién unido a la superficie. Por tanto, la presente invencién conduce a una reduccion drastica en los esfuerzos de
examen permitiendo la seleccién y también el enriqguecimiento de al menos una célula de alta producciéon o una
poblacién de células de alta produccién a partir de una poblacién de células de produccion baja, media y/o no
productoras. También es posible realizar varias rondas de seleccién y/o enriquecimiento, preferiblemente dos o tres.
Por ejemplo, puede seleccionarse una célula huésped eucariota o0 poblacion de células huésped de expresion
suficiente o incluso alta usando un compuesto de deteccion tal como por ejemplo un anticuerpo o fragmento del
mismo que reconoce el polipéptido de fusién anclado a la membrana. Dicho compuesto de deteccién puede portar
un marcador y por tanto puede detectarse mediante métodos de deteccién comunes.

Segun las ensefianzas de la presente invencién, se usa al menos un fragmento de un anclaje/dominio
transmembrana de inmunoglobulina con el fin de anclar el polipéptido de interés a la superficie celular. En el caso de
que se use un fragmento en lugar de un anclaje transmembrana de inmunoglobulina de longitud completa, el
fragmento respectivo debe permitir el anclaje del polipéptido de fusién a la superficie celular. El anclaje/dominio
transmembrana de inmunoglobulina o fragmento funcional del mismo se incrusta en, y de ese modo se ancla
fuertemente a, la membrana celular. Este anclaje fuerte distingue los anclajes de la presente invencién de, por
ejemplo, un anclaje GPI. El anclaje transmembrana de inmunoglobulina usado segun la presente invencién
proporciona un anclaje muy robusto y por tanto duradero del polipéptido de fusion a la superficie celular que
tampoco es susceptible o al menos es menos susceptible al desprendimiento proteolitico. Esto se confirma mediante
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el andlisis de producto realizado tras la purificacion. No se encuentra ningln anclaje transmembrana de
inmunoglobulina (o fragmento de anclaje transmembrana de inmunoglobulina) que contenga especies de cadena
pesada en el andlisis de espectrometria de masas realizado. Esto es una importante ventaja con respecto a la
técnica anterior ya que también se reduce el riesgo de contaminaciones del polipéptido de interés soluble secretado
por polipéptidos de fusion desprendidos. Ademas, segln las caracteristicas analizadas de los polipéptidos de interés
expresados, tampoco se encuentran diferencias significativas con respecto a material de sistemas de
expresion/clones convencionales.

Las células obtenidas mediante el método de la presente invencién tienen un nivel de expresion promedio superior a
células clonadas por dilucién limitada o métodos similares. También tienen un nivel de expresiéon promedio superior
a células clonadas por ejemplo mediante citometria de flujo tras la transfeccién de un vector convencional que no
comprende el dominio/anclaje transmembrana especifico segun la presente invencion.

Generalmente se aislaran células que se identifican como resultado del procedimiento de examen/seleccion de la
presente invencién y pueden enriquecerse con respecto a células no seleccionadas de la poblacion celular original.
Pueden aislarse y cultivarse como células individuales. También pueden usarse en una o mas rondas de seleccion
adicionales, opcionalmente para andlisis cuantitativo o cualitativo adicional, o pueden usarse, por ejemplo, en el
desarrollo de una linea celular para la produccién de proteinas. Segun una realizacién, se usa directamente una
poblaciéon enriquecida de células de alta produccion seleccionadas tal como se describié anteriormente como
poblacién para la produccion del polipéptido de interés con alto rendimiento.

Ventajosamente, la productividad y el comportamiento de crecimiento observados de clones que coexpresan la
variante transmembrana del polipéptido de interés, en particular anticuerpos y clones derivados de una configuracion
de vector clasico que no coexpresa la variante transmembrana del polipéptido de interés, parecen ser iguales.
Ademas, también la estabilidad de produccién clonal parece ser igualmente buena.

También se proporciona un método para producir un polipéptido de interés con alto rendimiento, comprendiendo el
método:

a) proporcionar una pluralidad de células huésped eucariotas que comprenden un acido nucleico heterdlogo que
comprende al menos un casete (Cas-POI) que comprende un primer polinucleétido (Pn-POI) que codifica para el
polipéptido de interés, al menos un codoén de terminacién en el sentido de 3’ del primer polinucleétido y un segundo
polinucleétido en el sentido de 3’ del codon de terminacién que codifica para un anclaje transmembrana de
inmunoglobulina;

b) cultivar las células huésped eucariotas para permitir la expresion del polipéptido de interés de manera que al
menos una parte del polipéptido de interés se expresa como un polipéptido de fusion que comprende el anclaje
transmembrana de inmunoglobulina, en el que dicho polipéptido de fusion esta presentandose sobre la superficie de
dicha célula huésped;

¢) seleccionar al menos una célula huésped eucariota basandose en la presencia o cantidad del polipéptido de
fusion presentado sobre la superficie celular;

d) cultivar la célula huésped eucariota seleccionada en medio de cultivo en condiciones que permiten la expresién
del polipéptido de interés.

El polipéptido de interés expresado puede obtenerse rompiendo las células huésped. Los polipéptidos también
pueden expresarse, por ejemplo secretarse al medio de cultivo y pueden obtenerse a partir del mismo. También son
posibles combinaciones del método respectivo. De ese modo, pueden producirse polipéptidos y obtenerse/aislarse
eficazmente con alto rendimiento. Los polipéptidos obtenidos también pueden someterse a etapas de procesamiento
adicionales tales como, por ejemplo, etapas de purificacion y/o modificacién con el fin de producir el polipéptido de
interés con la calidad deseada. Segun una realizacion, dichas células huésped se cultivan en condiciones libres de
suero. Tal como se expuso anteriormente, mediante la insercion de al menos un coddn de terminacion entre el
polinucleétido (Pn-PQI) que codifica para el polipéptido de interés y el segundo polinucleétido que codifica para un
anclaje transmembrana de inmunoglobulina o fragmento funcional del mismo, es posible la seleccion de células
huésped de alta expresion, permitiendo de ese modo la produccién del polipéptido de interés con alto rendimiento.
La etapa de seleccion/enriquecimiento de la presente invencion es por tanto un componente importante e integral del
procedimiento de produccion global.

El uso de un anclaje transmembrana de inmunoglobulina o fragmento funcional del mismo segun las ensefianzas de
la presente invencion es particularmente ventajoso cuando se producen moléculas de inmunoglobulinas, ya que
dicho anclaje transmembrana de inmunoglobulina es adecuado de manera natural para fijar moléculas de
inmunoglobulina a la superficie celular. Sorprendentemente, se encuentra que el anclaje transmembrana de
inmunoglobulina puede usarse cuando se expresan moléculas de inmunoglobulinas en células huésped de mamifero
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tales como células CHO. Esto es sorprendente, ya que la técnica anterior asumia que se necesita la coexpresion de
las cadenas de receptor de Ig alfa e Ig beta en dichas células con el fin de lograr la expresion en superficie, y por
consiguiente anclada a la membrana celular, de anticuerpos cuando se usa el dominio transmembrana de Ilg como
anclaje. Estos correceptores se expresan por ejemplo de manera natural en células B y derivados de células B tales
como células de hibridoma o mieloma (por ejemplo células SP2/0) pero no se espera que se expresen en células
distintas de células B tales como células CHO. Sin embargo, se encuentra que a pesar de la falta de expresion de
los correceptores, la presentacion en superficie de los polipéptidos de interés y en particular de moléculas de
inmunoglobulina funcionaba bien en derivados de células distintas de células B tales como células CHO cuando se
usa el anclaje/dominio transmembrana de lg. Por tanto, segin una realizacion, se usa una célula huésped eucariota
que no es una célula B ni un derivado de célula B. Por consiguiente, se usa una célula huésped eucariota,
preferiblemente de mamifero, que no expresa de manera natural las cadenas de receptor de Ig alfa e Ig beta. Por
tanto, preferiblemente, la célula huésped es una célula CHO. Ademas, segun una realizacién, no se produce
coexpresion artificial de la cadena de receptor de Ig alfa e Ig beta en dicha célula huésped eucariota.

Puede usarse cualquier anclaje transmembrana de inmunoglobulina o fragmento funcional del mismo segin las
ensefianzas de la presente invencion. En particular, el anclaje transmembrana de inmunoglobulina se selecciona del
grupo que consiste en anclajes transmembrana de inmunoglobulina derivados de IgM, IgA, IgE, 1gG y/o IgD o
variantes funcionales de los mismos. Preferiblemente, el anclaje transmembrana de inmunoglobulina se deriva de
IgG1, 1gG2, IgG3 y/o IgG4. Es particularmente adecuado un anclaje transmembrana de inmunoglobulina IgG1 o una
variante funcional del mismo. Se muestran ejemplos preferidos de un anclaje transmembrana derivado de 1gG en
SEQ ID NO: 2y SEQ ID NO: 7.

Segun una realizacion, el anclaje transmembrana de inmunoglobulina comprende un dominio citoplasmatico. Se
prefiere el uso de un anclaje transmembrana de inmunoglobulina que comprende un dominio citoplasmatico ya que
proporciona un anclaje muy fuerte del polipéptido de fusion a la superficie celular. Es particularmente adecuado el
uso de un dominio citoplasmatico de inmunoglobulina. Segln una realizaciéon, el dominio citoplasmatico de
inmunoglobulina se deriva de IgG, IgA e IgE o variantes funcionales de los anteriores. Estos dominios
citoplasmaticos de inmunoglobulina son mas grandes que los derivados de IgD e IgM. SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO:
6 muestran secuencias de aminoacidos adecuadas de dominios citoplasmaticos derivados de IgG que pueden
usarse como dominio citoplasmatico. En SEQ ID NO: 3 se muestra un ejemplo preferido de un anclaje
transmembrana derivado de IgG que comprende un dominio citoplasmatico derivado de IgG.

Por tanto, el anclaje transmembrana de inmunoglobulina puede comprender una secuencia de polipéptido tal como
se muestra SEQ ID NO: 2 y/o SEQ ID NO: 3, que permite el anclaje del polipéptido de fusién a la superficie de la
célula huésped.

La secuencia de nucleétidos de una seccién de un casete adecuado (Cas-POl) se muestra como SEQ ID NO: 1. El
detalle mostrado comprende un codén de terminacién en marco adecuado para la ultralectura traduccional y un
polinucleétido que codifica para un dominio transmembrana de inmunoglobulina (Ig) particularmente adecuado que
puede usarse segun las ensefianzas de la presente invencion. El codon de terminacion esta ubicado en marco en el
sentido de 3’ del polinucleétido que codifica para el polipéptido de interés y por tanto la secuencia de polinucleétido
gue se transcribe y procesa para dar una secuencia de aminoacidos. La secuencia codificante se refiere a la
secuencia que se traduce para dar aminoacidos. Por tanto, el codon de terminacién no pertenece a la secuencia
codificante y por consiguiente al polinucleétido que codifica para el polipéptido de interés. El codén de terminacién
puede ser el coddén de terminacion natural del polinucleétido que codifica para el polipéptido de interés. En este
caso, no es necesario que esté presente ningun codon de terminacion adicional pero puede estar presente (véase
anteriormente).

El segundo polinucleétido del casete (Cas-POI) puede codificar para un anclaje transmembrana de inmunoglobulina,
gue comprende una secuencia de polipéptido mostrada como SEQ ID NO: 2. SEQ ID NO: 3 muestra una variante
adicional de un dominio transmembrana de inmunoglobulina adecuado, que también comprende un dominio
citoplasmatico (también se muestra el dominio citoplasmatico solo como SEQ ID NO: 4), los supuestos aminoacidos
correspondientes al codén de terminaciéon rezumante y el codon adicional (WL) y una regién de conexion (también
se muestra la regién de conexidn sola como SEQ ID NO: 5). También pueden estar presentes otros aminoacidos en
la posicion correspondiente al al menos un codon de terminacion y el codén adyacente, dependiendo del codon de
terminacion elegido y/o el nUmero de codones de terminacion y el/los codén/codones adyacente(s) usado(s). Ya que
estos aminoacidos sélo estan presentes en el polipéptido de fusién, no alteran la secuencia de aminoacidos del
polipéptido de interés. Por consiguiente, puede usarse un dominio transmembrana de inmunoglobulina que
comprende una secuencia de polipéptido tal como se muestra como SEQ ID NO: 2 6 3 como anclaje transmembrana
segun las ensefianzas de la presente invencion y por tanto en los métodos descritos, asi como en las células
huésped y los vectores descritos.

Como sefial de terminacion de la traduccién y por tanto codén de terminacion, puede usarse uno cualquiera de los

tres codones de terminacion que sefialan la terminacion de sintesis de proteinas (TAA (UAA), TAG (UAG) y TGA
(UGA), también en diversos contextos de tetranucle6tido, véase a continuacion) entre el polinucleétido (Pn-POI) que
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codifica para el polipéptido de interés y el polinucledtido que codifica para el anclaje transmembrana de
inmunoglobulina, dependiendo del nivel deseado de supresién (ultralectura). Tal como se expuso anteriormente, el
codon de terminacion también puede ser el codon de terminacion natural del polinucleétido que codifica para el
polipéptido de interés. Preferiblemente, dicha sefial de terminacion de la traduccion tiene una eficacia de terminacion
incompleta con el fin de promover la ultralectura traduccional. La “caracteristica rezumante” del codon de
terminacion también se ve influida por el/los codén/codones adyacente(s) y por tanto en el sentido de 3’ del al menos
un coddn de terminacién, en particular el primer nucleétido puede influir en la ultralectura transcripcional (véase a
continuacion).

El casete (Cas-POI) necesita transcribirse con el fin de permitir la expresion del polipéptido de interés. Segun una
realizacién, el casete (Cas-POl) es por tanto un casete de expresion. Segun una realizacién adicional, el casete
(Cas-POlI) se integra en el genoma de la célula huésped de manera que el casete (Cas-POI) esta bajo el control
transcripcional de un elemento de iniciacion de la transcripcion de la célula huésped, tal como un promotor.

La transcripcion del acido nucleico comprendido en el casete (Cas-POIl) da como resultado un transcrito que
comprende al menos

- un primer polinucleétido, dando como resultado la traduccion de dicho primer polinucleétido el polipéptido de
interés;

- al menos un coddn de terminacion en el sentido de 3’ de dicho primer polinucledétido;

- un segundo polinucleétido en el sentido de 3’ de dicho cod6n de terminacion, dando como resultado la traduccién
de dicho segundo polinucleétido el anclaje transmembrana de inmunoglobulina.

Al menos una parte del transcrito se traduce para dar un polipéptido de fusion que comprende el polipéptido de
interés y el anclaje transmembrana de inmunoglobulina mediante ultralectura traduccional del al menos un codén de
terminacion. Puede producirse ultralectura traduccional de manera natural debido a la eleccién del codén de
terminacion/disefio de la sefial de terminaciéon de la traduccién o puede inducirse adaptando las condiciones de
cultivo, por ejemplo usando un agente de supresién de la terminacion (véase a continuacion).

El casete (Cas-POI) usado en el método de la invencion puede comprender sélo un Gnico codén de terminacion en
el sentido de 5’ de la secuencia codificante para el anclaje transmembrana de inmunoglobulina o fragmento del
mismo. Sin embargo, también es posible usar una serie de dos 0 mas codones de terminacién, por ejemplo dos o
tres, o cuatro codones de terminacion, que pueden ser iguales o diferentes. Ademas, el contexto del codén de
terminacion, es decir, el propio codén de terminacion de trinucleétido asi como el/los nucleétido(s), respectivamente
el codoén, inmediatamente en el sentido de 3’ del codén de terminacion, tiene una influencia sobre los niveles de
ultralectura. Sin embargo, es necesario garantizar que todavia se produzca un cierto nivel de ultralectura
traduccional para permitir la produccién del polipéptido de fusion que puede lograrse segin una realizacion
ajustando las condiciones de cultivo.

El transcrito primario puede ser un pre-ARNm que comprende intrones. Un pre-ARNm respectivo se procesara (se
sometera a corte y empalme) para dar ARNm. Alternativamente, la transcripcion puede dar directamente como
resultado ARNm. Durante la traduccion del transcrito de ARNm, hay habitualmente un nivel natural de ultralectura de
fondo del/de los codén/codones de terminacién o puede inducirse un nivel de ultralectura respectivo adaptando las
condiciones de cultivo. Este nivel de ultralectura da como resultado una cierta proporcion de polipéptidos de fusién
gue también depende del nimero y la naturaleza del/de los coddn/codones de terminacién usado(s), el codon de
terminacion en el sentido de 3’y en particular el contexto de tetranucleétido del/de los coddn/codones de terminacion
y las condiciones de cultivo. Por consiguiente, se produce una cierta proporcion de polipéptido de fusion segln las
ensefianzas de la presente invencién a pesar de la presencia del coddn de terminacion. Estos polipéptidos de fusién
comprenden el anclaje transmembrana de inmunoglobulina, que ancla fuertemente los polipéptidos de fusién a la
superficie celular. Como resultado, los polipéptidos de fusién se presentan en la superficie de las células huésped, y
pueden seleccionarse células que presentan altos niveles de polipéptidos de fusion recombinantes anclados a la
membrana (lo que indica un alto nivel de polipéptido secretado) por ejemplo mediante citometria de flujo, en
particular mediante clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS) cuando se ponen en contacto con un
compuesto de deteccion marcado apropiadamente.

Pueden disefiarse sefiales de terminacién de la traduccion adecuadas y por tanto codones de terminacion y
entornos de codones de terminacion con eficacia de terminacion de la traduccién incompleta tal como se describe en
la técnica anterior (véase por ejemplo Li et al. 1993, Journal of Virology 67 (8), 5062-5067; McCughan et al. 1995
Proc. Natl. Acad. Sci. 92, 5431-5435; Brown et al 1990, Nucleic Acids Research 18 (21) 6339-6345, incorporados en
el presente documento como referencia).

Segun una realizacion, se usa el siguiente entorno de codon de terminacion; el codén de terminacion se muestra en
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negrita y subrayado:

TGACTA secuencia de nucledtidos del entorno de codén de terminacion en la hebra codificante y por tanto al
nivel del ADN; el codén de terminacion se muestra en negrita y subrayado

UGACUA secuencia de nucleétidos del entorno de codén de terminacién al nivel del ARN

WL supuestos aminoacidos correspondientes al codon de terminacion y el codén adyacente si se produce
ultralectura traduccional; se muestra por tanto el producto de ultralectura mas probable del
polinucleétido mostrado

Los aminoéacidos adicionales que se incorporan al polipéptido de fusion debido a la ultralectura del codén de
terminacion pueden ser de cualquier clase siempre que la proteina de fusién se presente sobre la superficie celular.
Ya que dichos aminoacidos adicionales solo se incorporan al polipéptido de fusion, el aminoacido del polipéptido de
interés permanece sin alterar.

Ademas del posible uso de miltiples codones de terminacioén tras el polinucleétido (Pn-POI) que codifica para el
polipéptido de interés, normalmente serd ventajoso usar multiples codones de terminacion en el sentido de 3’ de la
secuencia que codifica para el anclaje transmembrana de inmunoglobulina o fragmento funcional del mismo. El uso
de mudltiples codones de terminacion en esta posicion, por ejemplo hasta aproximadamente diez codones de
terminacion, tal como hasta aproximadamente seis u ocho codones de terminacion, tal como aproximadamente dos,
tres, cuatro o cinco codones de terminacién, garantizard una terminacion de la traduccion eficaz.

La cantidad de polipéptido de fusion presente y por tanto detectable sobre la superficie celular habitualmente
aumenta durante la sintesis del polipéptido ya que el polipéptido de fusidbn permanece anclado a la membrana
celular y por tanto se acumula sobre la superficie celular a medida que continlia la expresion. Segln una realizacion,
el casete (Cas-POl) se construye de manera que la ultralectura del codon de terminacion da como resultado
aproximadamente < 50 %, < 25 %, < 15%, < 10%, < 5%, < 2,5%, < 1,5%, < 1% 0 menos de < 0,5% de polipéptido de
fusién. La parte restante se produce como la forma de polipéptido que no comprende el anclaje transmembrana de
inmunoglobulina. Tal como se describe, el nivel de ultralectura del codén de terminacion puede verse influido por la
eleccion y el numero de coddn/codones de terminacion y las regiones adyacentes al coddn de terminacién, en
particular el nucleétido tras el codén de terminacion, asi como por las condiciones de cultivo usadas durante la etapa
b). Dependiendo de factores tales como el nivel natural de ultralectura de fondo para un codén de terminacion dado
en un constructo dado, puede ser deseable en algunos casos usar mas de un codén de terminacion entre el
polinucleétido (Pn-POI) que codifica para el polipéptido de interés y el polinucleétido que codifica para el anclaje
transmembrana de inmunoglobulina con el fin de reducir adicionalmente los niveles de ultralectura de fondo (véase
anteriormente). La ventaja general de un nivel de ultralectura bastante bajo es una rigurosidad superior en el
procedimiento enriquecimiento/seleccion y clasificacion posterior, que se realiza preferiblemente mediante FACS, lo
gue conduce a una mejor resolucién de clones de alta produccion frente a los de ultralta produccion. Si los niveles
de ultralectura son demasiado altos, puede producirse saturacién de la capacidad de la superficie celular para
polipéptidos unidos a la membrana, lo que puede impedir la discriminacién de niveles de expresion, en particular de
altos niveles de expresion. Por tanto, un nivel de ultralectura bastante bajo es ventajoso con el fin de seleccionar
clones de ultralta expresion. Por consiguiente, preferiblemente solo se traduce < 5%, < 2% o incluso < 1,5% del
transcrito para dar un polipéptido de fusién.

Sin embargo, también es posible aumentar el niel de ultralectura si es necesario/se desea, por ejemplo usando un
agente de supresion de la terminacién durante el cultivo. El uso de un agente de supresion de la terminacién en los
medios de cultivo durante la etapa b) es un modo de influir en el nivel de ultralectura del codon de terminacion
mediante las condiciones de cultivo. Un agente de supresion de la terminacion es un agente quimico que puede
suprimir la terminacién de la traduccién que resulta de la presencia de un codén de terminacién. En particular, el
agente de supresién de la terminacién es un antibidtico que pertenece al grupo de aminoglicosidos. Los antibiéticos
aminoglicésidos se conocen por su capacidad para permitir la insercion de aminoacidos alternativos en el sitio de un
cododn de terminacion, dando como resultado de ese modo la “ultralectura” de un coddn de terminacion o entorno de
codon de terminaciéon que de lo contrario daria como resultado normalmente la terminacion de la traduccion. Los
antibiéticos aminoglicésidos incluyen G-418, gentamicina, paromomicina, higromicina, amikacina, kanamicina,
neomicina, netilmicina, estreptomicina y tobramicina. Sin embargo, ya que es ventajoso un nivel de ultralectura bajo,
la seleccion se realiza preferiblemente en ausencia de un agente de supresion de la terminacion.

La presente invencion puede aplicarse a cualquier tipo de célula huésped en la que se produzca ultralectura de
codones de terminacion de la traduccion al menos en un pequefio porcentaje o pueda inducirse mediante la adicién
de un agente de supresion de la terminacién. Ejemplos de células huésped eucariotas adecuadas son células
huésped de mamifero que incluyen, por ejemplo, lineas de células de ovario de hamster chino (CHO), lineas de
células de mono verde (COS), células de raton (por ejemplo NS/0), lineas de células de rifidon de cria de hamster
(BHK) y lineas celulares y células humanas. Preferiblemente, la célula huésped es una linea de células CHO.
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Aunqgue un ciclo de seleccion es suficiente para identificar células huésped de buena producciéon, segin una
realizacion, se realizan dos o mas ciclos de seleccion, seleccionandose en cada ciclo de seleccion al menos una
célula huésped eucariota basandose en la presencia o cantidad del polipéptido de fusion presentado sobre la
superficie celular. Los resultados experimentales demuestran que un segundo ciclo de seleccion conduce
habitualmente a resultados mejorados.

Segun una realizacion, la etapa de seleccién ¢) comprende poner en contacto la pluralidad de células huésped con
un compuesto de deteccion que se une al polipéptido de fusidn y seleccionar al menos una célula huésped
basandose en la presencia o cantidad del compuesto de deteccion unido a la superficie celular.

El compuesto de deteccién usado para unirse al polipéptido de fusién puede tener al menos una de las siguientes
caracteristicas:

- dicho compuesto esta marcado;

- dicho compuesto esta marcado fluorescentemente;

- dicho compuesto es un antigeno;

- dicho compuesto es una molécula de inmunoglobulina o un fragmento de unién de la misma;
- dicho compuesto es proteina A, G y/o L.

El compuesto de deteccion usado para unirse al polipéptido de fusion en la superficie celular puede ser por ejemplo
una molécula de inmunoglobulina o un fragmento de la misma tal como un anticuerpo o fragmento anticuerpo, que
reconoce el polipéptido de fusion. Basicamente, pueden detectarse todas las partes accesibles del polipéptido de
fusion, conforme a lo mismo también la parte correspondiente al polipéptido de interés que se secreta en paralelo al
polipéptido de fusién en forma soluble.

Segun una realizacién, el compuesto de deteccién es un antigeno. Esta realizacion es adecuada, si el polipéptido de
interés expresado es, por ejemplo, una molécula de inmunoglobulina o un fragmento de la misma tal como un
anticuerpo, que se une al respectivo antigeno.

Con el fin de permitir la deteccion y seleccion, dicho compuesto de deteccion usado para unirse al polipéptido de
fusion puede estar marcado. El compuesto de deteccion marcado que se une al polipéptido de fusién presentado
sobre la superficie celular marca, respectivamente tifie, la superficie celular. Cuanto mas alta sea la cantidad de
polipéptido de fusién que se expresa por la célula huésped, mas compuesto de deteccion marcado se une. Esto
tiene la ventaja de que la seleccion de las células huésped puede realizarse facilmente ya que puede determinarse
no sélo la presencia sino también la cantidad del compuesto de deteccién unido debido al marcador. Para
seleccionar células huésped de alta produccién, se seleccionan aquellas células de la poblacién de células huésped
gue estan marcadas de la manera mas eficaz, respectivamente mas intensa, por el compuesto de deteccion. Se
prefiere un marcador fluorescente ya que esto permite una facil deteccion mediante métodos de deteccion de la
fluorescencia tales como por ejemplo citometria de flujo. El experto conoce marcadores fluorescentes adecuados.

Segun una realizacién, pueden realizarse uno o mas ciclos de seleccion, preferiblemente dos o tres, para
seleccionar al menos una célula huésped eucariota basandose en el grado de unién del compuesto de deteccion a la
superficie celular. Segun esta realizacion, se selecciona al menos una célula huésped eucariota en cada ciclo de
seleccién basandose en la cantidad de compuesto de deteccién unido. Por tanto, se seleccionan las células huésped
gue se marcaron de la manera mas eficaz/intensa basandose en el grado, respectivamente la cantidad, de tincion de
la superficie celular. Por ejemplo, puede seleccionarse el 5% superior 0 el 2% superior de las células huésped.

En el caso de que se suponga que se seleccionan varias células huésped eucariotas conjuntamente como una
combinacién (denominado enriquecimiento de combinacidn), se seleccionan varias células, por ejemplo al menos
10, al menos 50, al menos 500, al menos 1000 o al menos 50.000 y se incluyen en una combinacién de células. Esta
realizacién es particularmente ventajosa para obtener rapidamente mayores cantidades del polipéptido de interés ya
gue la combinacion de células que comprende varias células huésped de alta produccion seleccionadas segun las
ensefianzas de la presente invencion puede expandirse méas rapidamente que, por ejemplo, un clon celular.

Por tanto, ademas de la aplicaciéon para clonacién celular selectiva, la presente invencion también puede usarse
para el enriquecimiento de combinacion de células de alta produccién mediante lo cual pueden lograrse titulos
comparables a lineas celulares clonales.

Pueden aislarse células huésped de alta produccion y/o puede enriquecerse una poblacion de células de alta
produccién basandose en el grado de union del compuesto de deteccion a la superficie celular, en particular el
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polipéptido de fusién. La union del compuesto de deteccién al polipéptido de fusién sobre la superficie de la célula
huésped puede detectarse mediante citometria de flujo, preferiblemente clasificacion celular activada por
fluorescencia (FACS).

En una realizacion preferida, se clasifican células huésped que comprenden una alta cantidad de polipéptidos de
fusién, que por consiguiente representan una alta sefial, usando clasificacién celular activada por fluorescencia
(FACS). En el contexto de la presente invencion, la clasificacion FACS es particularmente ventajosa, puesto que
permite un rapido examen de grandes nimeros de células huésped para identificar y enriquecer aquellas células que
expresan el polipéptido de interés con un alto rendimiento. Ya que segun la realizacién preferida aproximadamente
solo el 5% o menos del polipéptido se produce como polipéptido de fusién, una fluorescencia superior detectada
sobre la superficie celular correspondera a una expresion superior también del polipéptido de interés, que puede
secretarse por ejemplo al medio de cultivo. Esas células, que muestran la tasa de fluorescencia mas alta, pueden
identificarse y aislarse mediante FACS. Se encuentra y se confirma mediante los ejemplos una correlacién positiva y
estadisticamente significativa entre la fluorescencia, tal como se determina mediante FACS, y la cantidad de
polipéptido producido. Por tanto, puede usarse la clasificacion FACS no solo para un analisis cualitativo para
identificar células que expresan un polipéptido de interés en general, sino que puede usarse realmente de manera
cuantitativa para identificar aquellas células huésped que expresan altos niveles del polipéptido de interés. Por tanto,
pueden seleccionarse/enriquecerse células huésped de alta produccion basandose en el grado de union del
compuesto de deteccién marcado al polipéptido de fusién, que se ancla a la superficie celular. De ese modo, pueden
seleccionarse/enriquecerse las mejores células productoras. Los resultados experimentales muestran que el uso del
procedimiento de seleccidn segun la presente invencién en combinacion con analisis mediante FACS condujo a una
reduccion significativa de clones no productores en las poblaciones celulares seleccionadas. Ademas, la
productividad promedio altamente aumentada de los clones permite la reduccién drastica de los esfuerzos de
examen de clones por ejemplo en el procedimiento de desarrollo de lineas celulares para produccién
biofarmacéutica. Por tanto, pueden desarrollarse lineas celulares para un nimero mucho mas alto de candidatos o
proyectos con menos recursos en comparacion con enfoques de examen clasicos. Ademas, este procedimiento
permite la evaluacién del potencial de productividad y la distribucion clonal de combinaciones transfectadas y
seleccionadas mediante tinciéon de superficie y analisis mediante FACS en lugar de ensayos de productividad que
requieren mucho tiempo. También puede usarse la tincién de superficie para analizar la estabilidad de produccion
clonal con respecto a la homogeneidad de la poblacion celular. Podran detectarse faciimente subpoblaciones de
baja produccion o no productoras que puedan surgir.

Segun una realizacion, el casete (Cas-POl) y/o (Cas-POI') comprende ademas

- un polinucleétido (Pn-TAG) que codifica para una etiqueta de afinidad ubicada en el sentido de 3’ del al menos un
codoén de terminacion que esta ubicado en el sentido de 3’ del primer polinucleétido y en el que dicho polinucleétido
(Pn-TAG) estéa ubicado en el sentido de 5’ del segundo polinucleétido que codifica para un anclaje transmembrana
de inmunoglobulina y/o

- un polinucleétido (Pn-MARKER) que codifica para un marcador seleccionable.

Proporcionar el polinucledtido (Pn-TAG) tal como se definié6 anteriormente entre el codén de terminacion y el
polinucleétido que codifica para el anclaje transmembrana de inmunoglobulina tiene la ventaja de que se incorpora
una etiqueta de afinidad en la proteina de fusion. Ya que la etiqueta de afinidad esta ubicada en el sentido de 3’ del
al menos un coddn de terminacién, sélo se incluye en la variante de fusién del polipéptido de interés. Una “etiqueta
de afinidad” se refiere a una secuencia de aminoacidos corta que puede detectarse/unirse por compuestos/agentes
de unién tales como anticuerpos. Basicamente, la etiqueta de afinidad sirve como diana para agentes de captura y/o
compuestos de deteccion. Ya que estd ubicada entre el polipéptido de interés y el anclaje transmembrana de
inmunoglobulina, también se presenta sobre la superficie celular y por consiguiente es accesible por ejemplo para
compuestos de deteccién. Por tanto, la etiqueta de afinidad también puede funcionar como diana para el compuesto
de deteccion con el fin de permitir la seleccion de células huésped eucariotas adecuadas. Usar por ejemplo una
etiqueta de afinidad bien caracterizada como diana para la deteccion/seleccidn es ventajoso ya que pueden usarse
compuestos de deteccién existentes y bien caracterizados para la deteccién. Ademas, puede usarse el mismo
compuesto de deteccion para diferentes clases de polipéptidos de interés que van a expresarse. La generacion de
compuestos de deteccidon especificos para los diferentes polipéptidos de interés seria obsoleta segin esta
realizacién ya que podria usarse el mismo compuesto de deteccidn especifico para la etiqueta de afinidad. Ya que la
etiqueta de afinidad constituye una parte integral del polipéptido de fusién, también se ancla fuertemente a la
superficie de la célula huésped eucariota debido a la presencia del anclaje transmembrana. Los polipéptidos de
fusién fuertemente anclados no deben ser susceptibles de desprendimiento (véase anteriormente).

El desprendimiento de proteinas de fusién unidas a la membrana puede constituir, dependiendo del uso previsto del
polipéptido secretado, un problema de contaminacion aunque el desprendimiento sea un acontecimiento poco
comin cuando se usa un anclaje transmembrana de inmunoglobulina. Por ejemplo, cuando se expresan
proteinas/polipéptidos terapéuticos, es deseable obtener el producto secretado tan puro como sea posible. Cuando
se usa una etiqueta de afinidad tal como, por ejemplo, una etiqueta de His, dicha etiqueta de afinidad estara
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comprendida al menos parcialmente en la proteina desprendida. Debido a la presencia de la etiqueta de afinidad, es
posible eliminar polipéptidos de fusién desprendido (si estan presentes) de la muestra de polipéptidos secretados
usando procedimientos de purificacion por afinidad convencionales (por ejemplo Ni - NTA en el caso de una etiqueta
de His). Por tanto, la etiqueta de afinidad es util con el fin de eliminar faciimente posibles contaminaciones de la
muestra.

Ademas, puede usarse la etiqueta de afinidad con el fin de controlar la pureza del polipéptido expresado/obtenido.
Para aplicaciones en las que se necesitan proteinas/polipéptidos altamente puros, puede ser ventajoso/obligatorio
proporcionar ensayos adecuados para demostrar que el producto obtenido es puro y que por consiguiente no
comprende contaminaciones debido a los polipéptidos de fusidon desprendidos. Un ensayo de este tipo podra
basarse en la deteccion de la etiqueta de afinidad. Ya que la etiqueta de afinidad so6lo esta presente en el polipéptido
de fusion, puede servir como marcador especifico para la presencia de polipéptidos de fusién (o versiones
degradadas/desprendidas de los mismos) en la muestra. Si todavia puede detectarse la etiqueta de afinidad en el
producto obtenido cuando se usa un compuesto de deteccion especifico para la etiqueta de afinidad, todavia hay
trazas de polipéptido de fusion desprendido en la muestra y la muestra puede necesitar, dependiendo de la cantidad,
purificacién adicional. Si no puede detectarse etiqueta de afinidad en la muestra, no deben estar presentes o
respectivamente estan presentes cantidades muy bajas de polipéptido de fusién desprendido en la muestra
analizada, garantizando de ese modo que la muestra es suficientemente pura para la aplicacion prevista.

Por consiguiente, cuando se produce el polipéptido de interés, el polipéptido de interés obtenido puede procesarse
adicionalmente

- eliminando contaminaciones de polipéptido de fusion desprendido mediante purificacion por afinidad que
selecciona como diana la etiqueta de afinidad y/o

- detectando la presencia o ausencia de proteina de fusidon desprendida seleccionando como diana la etiqueta de
afinidad.

Ejemplos adecuados para etiquetas de afinidad son por ejemplo V5, una etiqueta de His, FLAG, Strep, HA, c-Myc o
similares. También pueden crearse artificialmente etiquetas de afinidad adecuadas.

Segun una realizacién adicional, el casete (Cas-POl) y/o (Cas-POI') comprende un polinucleétido adicional (Pn-
MARKER) que codifica para un marcador seleccionable. Preferiblemente, dicho marcador seleccionable esta
ubicado en el sentido de 3’ del polinucledtido que codifica para el anclaje transmembrana de inmunoglobulina y por
tanto esta ubicado, tras la expresion del constructo, en el sitio citoplasmatico de la membrana celular cuando se
presenta el polipéptido de fusién. Segun una realizacién, ningin codén de terminacion esta ubicado entre el
polinucleétido que codifica para el anclaje/dominio transmembrana de inmunoglobulina y el polinucleétido (Pn-
MARKER), ya que se supone que se expresan como una fusién. Deben proporcionarse codones de terminacion y
sefiales de terminacion de la transcripcion adecuados en el sentido de 3’ de la secuencia codificante del
polinucleétido (Pn-MARKER) para garantizar una terminacion eficaz de la traduccion y la transcripcién tras la
expresion del polinucleétido (Pn-MARKER). Dicho polinucleétido (Pn-MARKER) puede ser, por ejemplo, un gen de
resistencia a farmacos o un gen indicador. Se describen ejemplos adecuados en el presente documento. Segin una
realizacién, se usa proteina verde fluorescente (GFP) o luciferasa como indicador. Esto permite la seleccién de las
células huésped eucariotas basandose en dos caracteristicas de la proteina de fusion.

Segun una realizacioén, el casete (Cas-POIl) y/o (Cas-POI') es un casete de expresion. Los expertos en la técnica
podran seleccionar vectores, secuencias de control de la expresion y huéspedes adecuados para realizar los
métodos de la invencién. Por ejemplo, al seleccionar un vector, debe considerarse el huésped porque puede ser
necesario que el vector pueda replicarse en el mismo y/o pueda integrarse en el cromosoma. También se describen
a continuacion y en las reivindicaciones vectores adecuados que pueden usarse en los métodos de seleccion y
produccién segun la presente invencion.

Ademas, se proporciona un acido nucleico vector adecuado para expresar al menos un polipéptido de interés en una
célula huésped eucariota, preferiblemente de mamifero, que comprende al menos un casete (Cas-POIl) que
comprende un sitio de insercién para un primer polinucleétido (Pn-POIl) que codifica para el polipéptido de interés y/o
un primer polinucleétido (Pn-POl) que codifica para un polipéptido de interés, al menos un codén de terminacién en
el sentido de 3' del primer polinucledtido y un segundo polinucleétido en el sentido de 3’ del codén de terminacién
que codifica para un anclaje transmembrana de inmunoglobulina.

Un “acido nucleico vector” segln la presente invencién es un polinucleétido que puede portar al menos un fragmento
de acido nucleico foraneo. Un acido nucleico vector funciona como un “portador molecular’, que suministra
fragmentos de acidos nucleicos a una célula huésped. Puede comprender al menos un casete de expresion que
comprende secuencias reguladoras. Preferiblemente, el acido nucleico vector comprende al menos un casete de
expresion. Pueden insertarse polinucleétidos foraneos en el/los casete(s) de expresion del acido nucleico vector con
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el fin de expresarse a partir del/de los mismo(s). El acido nucleico vector segln la presente invencion puede estar
presente en forma circular o linealizada. El término “acido nucleico vector” también comprende cromosomas
artificiales o polinucledtidos respectivos similares que permiten la transferencia de fragmentos de acido nucleico
foraneo.

Puede usarse un vector respectivo como vector de expresion con el fin de realizar los métodos de examen y
produccion descritos anteriormente. Las ventajas de un acido nucleico vector respectivo también se describieron
anteriormente conjuntamente con el método de examen.

Dicho acido nucleico vector puede comprender ademas al menos

- un primer polinucleétido (Pn-POI) que codifica para el polipéptido de interés;

- un casete de expresion (Exp-MSM) que comprende un gen de marcador seleccionable de mamifero; y/o

- un casete de expresion (Exp-MASM) que comprende un gen de marcador seleccionable amplificable de mamifero.

El casete de expresion (Exp-MSM) define el casete de expresion que comprende un gen de marcador seleccionable
de mamifero (“mammalian selectable marker gene”).

El casete de expresion (Exp-MASM) define el casete de expresiébn que comprende un gen de marcador
seleccionable amplificable de mamifero (“mammalian amplifiable selectable marker gene”).

Los términos “5™ y “3™ son una convencién usada para describir las caracteristicas de una secuencia de acido
nucleico relacionadas con o bien la posicién de elementos genéticos y/o bien la direcciéon de acontecimientos (de 5’
a 3’), tal como por ejemplo la transcripcion por ARN polimerasa o la traduccién por el ribosoma que avanza en la
direccién de 5’ a 3'. Son sin6nimos en el sentido de 5" (5’) y en el sentido de 3’ (3’). Convencionalmente, las
secuencias de ADN, los mapas génicos, los esquemas de vectores y las secuencias de ARN se dibujan con la
direccion de 5’ a 3’ de izquierda a derecha o se indica la direccion de 5’ a 3’ con flechas, apuntando las puntas de las
flechas en la direccion de 3'. Por consiguiente, 5’ (en el sentido de 5’) indica elementos genéticos situados hacia la
izquierda, y 3’ (en el sentido de 3') indica elementos genéticos situados hacia la derecha, cuando se sigue esta
convencion.

La disposicion y orientacion de los casetes de expresién también es un aspecto importante. Segun una realizacion,
el casete de expresion (Exp-MASM) esta ubicado en 5’ y el casete de expresion (Exp-MSM) esta ubicado en 3’ del
casete de expresion (Exp-POIl). Pueden insertarse casetes de expresion adicionales entre los casetes de expresion
(Exp-POl) y (Exp-MSM), tales como, por ejemplo, un casete de expresion adicional (Exp-POI’) para expresar un
polipéptido de interés adicional (descrito en detalle adicional a continuacién). Los casetes de expresion (Exp-MASM),
(Exp-POl) y (Exp- MSM) estan dispuestos todos preferiblemente en la misma orientacién de 5’ a 3'. Los inventores
encontraron que esta configuracion de acido nucleico vector particular permite la generacion rapida de lineas
celulares de alto rendimiento.

Segun una alternativa, el casete de expresion (Exp-POIl) no comprende el polinucleétido (Pn-POI) que codifica para
el polipéptido de interés. Por tanto, se proporciona un vector de expresion “vacio” con un casete de expresion (Exp-
POI) que no comprende aun el polinucleétido (Pn-POI) que codifica para el polipéptido de interés. Sin embargo,
dicho polinucledtido (Pn-POI) que codifica para el polipéptido de interés puede incorporarse en el casete de
expresion (Exp-POIl) usando métodos de clonacion apropiados, por ejemplo usando enzimas de restriccion con el fin
de insertar el polinucledtido (Pn-POl) que codifica para el polipéptido de interés en el casete de expresion (Exp-POl).
Para este fin, el casete de expresion (Exp-POl) puede comprender por ejemplo un sitio de clonacién mdltiple (MCS)
que puede usarse por ejemplo en todos los marcos de lectura. Por ejemplo, puede proporcionarse un acido nucleico
vector “vacio” respectivo a los clientes, que entonces insertan su polinucleétido de interés especifico en el casete de
expresion (Exp-POI). El polinucleétido (Pn-POI) que codifica para el polipéptido de interés se inserta de manera que
esta presente un codon de terminacién entre el polinucledtido (Pn-POI) que codifica para el polipéptido de interés y
el polinucleétido que codifica para el anclaje transmembrana. El casete de expresion (Exp-POI) también puede
comprender un polinucleétido de reemplazo o una secuencia de acido nucleico de relleno, que puede escindirse y
reemplazarse por el polinucleétido (Pn-POI) que codifica para el polipéptido de interés. La presente invencion
también proporciona un acido nucleico vector tal como se describié anteriormente, que comprende un casete de
expresion (Exp-POI) que comprende un primer polinucleétido (Pn-POI) que codifica para el polipéptido de interés, al
menos un codén de terminacién en el sentido de 3’ del primer polinucleétido y un segundo polinucleétido en el
sentido de 3’ del coddn de terminacion que codifica para un anclaje transmembrana de inmunoglobulina. Esta
realizacién se refiere basicamente al acido nucleico vector de expresion final. Basicamente, se aplica lo mismo en el
caso de que se use un casete (Cas-POI) en lugar de un casete de expresion (Exp-POl).

Segun una realizacion, el acido nucleico vector es circular y el casete de expresion (Exp-MSM) se dispone en 3’ del
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casete de expresion (Exp-POl) y el casete de expresion (Exp-MASM) se dispone en 3’ del casete de expresion (Exp-
MSM).

El vector de expresién segun la presente invencion puede comprender un casete de expresion adicional (Exp-POI’)
para expresar un polipéptido de interés. En el acido nucleico vector final, dicho casete de expresion adicional (Exp-
POI') comprende el polinucledtido adicional para expresar el polipéptido de interés adicional. Dependiendo de los
polipéptidos que vayan a expresarse, dicho casete de expresion adicional (Exp-POI’) puede comprender o no un
polinucleétido que codifica para un anclaje de membrana (o un péptido sefal para unirse a un anclaje respectivo, tal
como un anclaje GPI), que esta separado del polinucleétido que codifica para el polipéptido de interés adicional por
un coddn de terminacién. Por tanto, también es posible que varios casetes de expresion para expresar diferentes
polipéptidos estén dispuestos en el vector de expresion segun la presente invencién. Sin embargo, solo el casete de
expresion (Exp-POI) necesita tener el ensamblaje de codén de terminacidon rezumante y por tanto un codén de
terminacion en el sentido de 3' del primer polinucleétido (Pn-POI) que codifica para el polipéptido de interés y un
segundo polinucleétido en el sentido de 3’ del codén de terminaciéon que codifica para un anclaje transmembrana de
inmunoglobulina, los casetes de expresion adicionales (Exp-POI’) pueden tener o no un ensamblaje de codén de
terminacion respectivo.

Una realizacion respectiva que usa al menos dos casetes de expresion (Exp-POl) y (Exp-POI') para expresar los
polipéptidos de interés es particularmente ventajosa, en el caso de que se exprese una molécula de inmunoglobulina
o fragmento funcional de la misma. Por consiguiente, se proporciona un acido nucleico vector para expresar al
menos una molécula de inmunoglobulina o un fragmento funcional de la misma, que comprende

- un casete de expresion (Exp-POI) que comprende un primer polinucleétido que codifica para la cadena pesada y/o
ligera de la molécula de inmunoglobulina o un fragmento funcional de la misma, al menos un codén de terminacion
en el sentido de 3’ del primer polinucleétido y un segundo polinucleétido en el sentido de 3’ del codén de terminacién
gue codifica para al menos un anclaje transmembrana de inmunoglobulina; y/o

- un casete de expresién adicional (Exp-POI’) que comprende un polinucleétido que codifica para la correspondiente
cadena ligera y/o pesada de una molécula de inmunoglobulina o un fragmento funcional de la misma. El casete de
expresion (Exp-POlI’) codifica para la cadena de inmunoglobulina que corresponde a la cadena de inmunoglobulina
del casete de expresion (Exp-POI) (es decir, si el casete de expresion (Exp-POIl) codifica para la cadena pesada, el
casete de expresion (Exp-POI') codifica para la cadena ligera y viceversa). Por tanto, puede expresarse una
molécula de inmunoglobulina funcional (o fragmento de la misma) a partir del vector.

Se prefiere que la cadena pesada o un fragmento funcional de la misma se exprese a partir del casete de expresion
(Exp-POI) y por tanto se exprese segin un cierto grado como un polipéptido de fusiéon. La cadena ligera
correspondiente o un fragmento funcional de la misma se expresa segun una realizaciéon a partir de un casete de
expresion (Exp-POI’). Dicho casete de expresion (Exp-POI’) puede estar ubicado en el mismo acido nucleico vector.
Sin embargo, también puede estar ubicado en un acido nucleico vector separado. Sin embargo, se prefiere que los
casetes de expresion (Exp-POI) y (Exp-POI’) estén ubicados en un acido nucleico vector. También es posible
expresar ambas cadenas (la cadena pesada y la cadena ligera correspondiente) a partir de un casete de expresion.
Por ejemplo, pueden expresarse como un polipéptido de fusién que comprende una sefial de autocorte y empalme o
un sitio sensible a proteasas para obtener dos cadenas separadas. También es posible una configuracion bi o
multicistrénica, en la que se obtienen dos o mas polipéptidos (POl y POI') a partir de un ARNm que puede
comprender por ejemplo uno 0 mas sitios internos de entrada al ribosoma.

Segun una realizacion, se proporciona un &cido nucleico vector para expresar al menos una molécula de
inmunoglobulina o un fragmento funcional de la misma, que comprende

- un casete de expresion (Exp-POIl) que comprende un primer polinucleétido que codifica para la cadena pesada de
una molécula de inmunoglobulina o un fragmento funcional de la misma, al menos un codén de terminacién en el
sentido de 3’ del primer polinucledtido y un segundo polinucleétido en el sentido de 3’ del codén de terminacion que
codifica para un anclaje transmembrana de inmunoglobulina; y

- un casete de expresion adicional (Exp-POI’) que comprende a polinucleétido que codifica para la cadena ligera
correspondiente de una molécula de inmunoglobulina o un fragmento funcional de la misma.

Preferiblemente, el casete de expresion (Exp-POIl) comprende la cadena pesada y ambos casetes de expresion
(Exp-POI) y (Exp-POI') estan dispuestos en la misma orientacion. Preferiblemente, el casete de expresion (Exp-POI’)
esta dispuesto en 5’ del casete de expresion (Exp-POI). Disponer el casete de expresion para la cadena ligera en 5’
con respecto al casete de expresion de la cadena pesada demostré ser beneficioso con respecto a la tasa de
expresion de moléculas de inmunoglobulina. Segun una realizacién, también se pretende disefar el vector de
expresion de manera que elllos casete(s) de expresion ya comprendan el anclaje transmembrana de
inmunoglobulina y el al menos un coddn de terminacion rezumante (por ejemplo comprendido en una secuencia de
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relleno) y, opcionalmente, al menos parte de las regiones constantes de una molécula de inmunoglobulina. Los
fragmentos que codifican para las partes variables de las moléculas de inmunoglobulina pueden insertarse entonces
por el usuario/cliente en los casetes de expresién usando estrategias de clonacién apropiadas con el fin de obtener
el vector de expresion final.

Los ejemplos no limitativos para genes de marcador seleccionable de mamifero que pueden estar comprendidos en
el casete de expresion (Exp-MSM) incluyen genes de resistencia a antibiéticos por ejemplo que confieren resistencia
a G418; higromicina (hyg o hph, disponible comercialmente de Life Technologies, Inc. Gaithesboro, Md.); neomicina
(neo, disponible comercialmente de Life Technologies, Inc. Gaithesboro, Md.); zeocina (Sh Ble, disponible
comercialmente de Pharmingen, San Diego Calif.); puromicina (pac, puromicina-N-acetil-transferasa, disponible de
Clontech, Palo Alto Calif.), ouabaina (oua, disponible de Pharmingen) y blasticidina (disponible de Invitrogen).
Dichos genes de marcador seleccionable de mamifero permiten la seleccion de células huésped de mamifero que
comprenden dichos genes y por tanto de células huésped que comprenden el vector. El término “gen” tal como se
usa en el presente documento no sélo se refiere a la secuencia codificante del gen de tipo natural sino que también
se refiere a una secuencia de acido nucleico que codifica para una variante funcional del marcador seleccionable
que proporciona la resistencia pretendida. En este caso, versiones truncadas o mutadas de un gen de tipo natural
también quedan abarcadas siempre que proporcionen la resistencia pretendida. El gen de marcador seleccionable
de mamifero comprende preferiblemente elementos reguladores foraneos tales como por ejemplo un promotor
constitutivo fuerte. Segun una realizacién preferida, dicho casete de expresion (Exp-MSM) comprende un gen que
codifica para una neomicina fosfotransferasa enzimaticamente funcional (I o Il) que comprende preferiblemente
elementos reguladores foraneos tales como por ejemplo un promotor constitutivo fuerte tal como el promotor de
SV40. Esta realizacion funciona bien en combinacién con el uso de un gen que codifica para una DHFR
enzimaticamente funcional como gen de marcador seleccionable amplificable de mamifero.

Los genes de marcador seleccionable amplificable de mamifero incorporados en el casete de expresion (Exp-
MASM) permiten la seleccion de células huésped que contienen vector asi como la amplificacion génica. Un ejemplo
no limitativo de un gen de marcador seleccionable amplificable de mamifero es el gen de dihidrofolato reductasa
(DHFR) que codifica para la enzima DHFR. El gen de marcador seleccionable amplificable de mamifero comprende
preferiblemente elementos reguladores foraneos tales como por ejemplo un promotor constitutivo fuerte. Otros
sistemas actualmente en uso son, entre otros, el sistema de la glutamina sintetasa (gs) (Bebbington et al., 1992) y el
sistema de seleccion impulsada por histidinol (Hartmann y Mulligan, 1988). Estos marcadores amplificables también
son marcadores seleccionables y por tanto pueden usarse para seleccionar las células que han obtenido el vector.
DHFR y glutamina sintetasa proporcionan buenos resultados. En ambos casos, se produce seleccion en ausencia
del metabolito apropiado (hipoxantina y timidina en el caso de DHFR, glutamina en el caso de GS), impidiendo el
crecimiento de células no transformadas. Con sistemas amplificables tales como el sistema de DHFR, puede
aumentarse la expresion de una proteina recombinante exponiendo las células a determinados agentes que
promueven la amplificacion génica tales como por ejemplo metotrexato (MTX) en el caso del sistema de DHFR. Por
ejemplo puede usarse la secuencia codificante del gen de DHFR de tipo natural o un mutante de DHFR que permite
por ejemplo una seleccién de lineas celulares dhfr+. Un inhibidor adecuado para la amplificacién del gen promotor
de GS es metionina sulfoximina (MSX). La exposicion a MSX también da como resultado la amplificacién génica.

Segun una realizacién, dicho casete de expresion (Exp-MASM) comprende un gen que codifica para dihidrofolato
reductasa (DHFR) enzimaticamente funcional que se usa preferiblemente conjuntamente con el promotor de SV40.

Por consiguiente, se proporcionan acidos nucleicos vectores en los que los casetes de expresion comprenden al
menos un elemento promotor y/o promotor/potenciador. Aunque los limites fisicos entre estos dos elementos de
control no siempre estan claros, el término “promotor” se refiere habitualmente a un sitio en la molécula de acido
nucleico al que se une una ARN polimerasa y/o cualquier factor asociado y en el que se inicia la transcripcién. Los
potenciadores potencian la actividad del promotor, temporalmente asi como espacialmente. Muchos promotores son
transcripcionalmente activos en una amplia gama de tipos celulares. Los promotores pueden dividirse en dos clases,
los que funcionan constitutivamente y los que se regulan mediante induccion o desrepresion. Los promotores usados
para la produccion a alto nivel de proteinas en células de mamifero deben ser fuertes y preferiblemente activos en
una amplia gama de tipos celulares. Los promotores constitutivos fuertes que impulsan la expresion en muchos tipos
celulares incluyen, pero no se limitan a, el promotor tardio principal de adenovirus, el promotor temprano inmediato
de citomegalovirus humano, el promotor de SV40 y de virus del sarcoma de Rous, y el promotor de 3-fosfoglicerato
cinasa murina, EF1 a. Se logran buenos resultados con el vector de expresién de la presente invencién cuando el
promotor y/o potenciador se obtiene o bien de CMV y/o bien de SV40.

Segun una realizacién, el/llos casete(s) de expresion para expresar el/los polipéptido(s) de interés comprende(n) un
promotor y/o potenciador mas fuerte que los casetes de expresion para expresar los marcadores seleccionables.
Esta disposicion tiene el efecto de que se genera mas transcrito para el polipéptido de interés que para los
marcadores de seleccion. Es ventajoso que la produccion del polipéptido de interés que se secreta sea dominante
con respecto a la produccion de los marcadores de seleccién, puesto que la capacidad de células individuales para
producir proteinas heterdlogas no es ilimitada y por tanto debe centrarse en el polipéptido de interés.
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Segun una realizacion, los casetes de expresion (Exp-POIl) y (Exp-POI') (si estd presente) que se usa(n) para
expresar el polipéptido de interés comprende(n) un promotor/potenciador de CMV como elementos reguladores. Los
casetes de expresion (Exp-MSM) y (Exp-MASM), que expresan preferiblemente los genes de marcador de DHFR y
de neomicina, comprenden un promotor de SV40 o un promotor/potenciador de SV40. Se sabe que el promotor de
CMV es uno de los promotores mas fuertes disponibles para la expresion en mamiferos y conduce a una tasa de
expresion muy buena. Se considera que proporciona significativamente mas transcrito que el promotor de SV40.

La mayoria de los ARNm nacientes eucariotas presentan una cola de poliA en su extremo 3’ que se afiade durante
un proceso complejo que implica la escisién del transcrito primario y una reaccion de poliadenilacién acoplada. La
cola de poliA es ventajosa para la estabilidad y capacidad de transferencia del ARNm. Por tanto, los casetes de
expresion del vector segun la presente invencién comprenden habitualmente un sitio de poliadenilacion. Hay varias
sefiales de poliA eficaces que pueden usarse en vectores de expresion de mamifero, incluyendo las derivadas de
hormona de crecimiento bovina (ghb), beta-globina de raton, la unidad de transcripcién temprana de SV40 y el gen
de timidina cinasa del virus del herpes simple. Sin embargo, también se conocen sitios de poliadenilacién sintéticos
(véase por ejemplo el vector de expresion pCl-neo de Promega que se basa en Levitt et al, 1989, Genes Dev. 3, (7):
1019-1025). El sitio de poliadenilacion puede seleccionarse del grupo que consiste en el sitio de poliA de SV40, tal
como el sitio de poliA tardio y temprano de SV40 (véase por ejemplo el plasmido pSV2-DHFR tal como se describe
en Subramani et al, 1981, Mol. Cell. Biol. 854-864), un sitio de poliA sintético (véase por ejemplo el vector de
expresion pCl-neo de Promega que se basa en Levitt et al, 1989, Genes Dev. 3, (7): 1019-1025) y un sitio de poliA
de ghb (hormona de crecimiento bovina).

Ademas, los casetes de expresién pueden comprender un sitio de terminacién de la transcripcion apropiado. Esto,
como la transcripcién continuada desde un promotor en el sentido de 5 a través de una segunda unidad de
transcripcion puede inhibir la funcién del promotor en el sentido de 3', es un fenémeno conocido como oclusion de
promotor o interferencia transcripcional. Este acontecimiento se ha descrito tanto en procariotas como en eucariotas.
La colocacién apropiada de sefiales de terminacién de la transcripcion entre dos unidades de transcripcion puede
prevenir la oclusion de promotor. Los sitios de terminacién de la transcripciéon estan bien caracterizados y se ha
mostrado que su incorporacion en vectores de expresion tiene multiples efectos beneficiosos sobre la expresion
génica.

Los casetes de expresion pueden comprender un potenciador (véase anteriormente) y/o un intron. Segun una
realizacion, el/los casete(s) de expresion para expresar el polipéptido de interés comprende(n) un intron. La mayoria
de los genes de eucariotas superiores contienen intrones que se eliminan durante el procesamiento del ARN. Los
constructos genémicos se expresan mas eficazmente en sistemas transgénicos que constructos idénticos que
carecen de intrones. Habitualmente, los intrones se colocan en el extremo 5 del marco de lectura abierto. Por
consiguiente, un intron puede estar comprendido en el/los casete(s) de expresion para expresar el/los polipéptido(s)
de interés con el fin de aumentar la tasa de expresién. Dicho intron puede estar ubicado entre el/los elemento(s) de
promotor y/o promotor/potenciador y el extremo 5’ del marco de lectura abierto del polipéptido que va a expresarse.
Por tanto, se proporciona un acido nucleico vector, en el que al menos el casete de expresion (Exp-POI) comprende
un intrén que esta dispuesto entre el promotor y el codon de iniciacion del polinucleétido para expresar el polipéptido
de interés. En el estado de la técnica se conocen varios intrones adecuados que pueden usarse conjuntamente con
la presente invencion.

Segun una realizacion, el intron usado en los casetes de expresion para expresar los polipéptidos de interés es un
intrén sintético tal como el intrén SIS o el RK. El intrén RK es un intrén sintético fuerte que se coloca preferiblemente
antes del codon de iniciacién ATG del gen de interés. El intrén RK consiste en el sitio de corte y empalme donador
de intrén del promotor de CMV vy el sitio de corte y empalme aceptor de la region variable de cadena pesada de IgG
de ratén (véanse por ejemplo Eaton et al., 1986, Biochemistry 25, 8343-8347, Neuberger et al., 1983, EMBO J. 2(8),
1373-1378; puede obtenerse a partir del vector pRK-5 (BD PharMingen)).

Sorprendentemente, la colocacion de un intron en el extremo 3’ del marco de lectura abierto del gen de DHFR tiene
efectos ventajosos sobre la tasa de expresion/amplificacion del constructo. El intrén usado en el casete de expresion
de DHFR conduce a una variante no funcional, mas pequefia del gen de DHFR (Grillari et al., 2001, J. Biotechnol.
87, 59-65). De ese modo se reduce el nivel de expresion del gen de DHFR. Esto conduce a un aumento de la
sensibilidad para MTX y condiciones de seleccién mas rigurosas. Por consiguiente, se proporciona un acido nucleico
vector, en el que el casete de expresion (MASM) comprende un intrén que esta ubicado en 3’ del gen de marcador
seleccionable amplificable. Puede obtenerse un intron adecuado a partir del vector pSV2-DHFR (véase por ejemplo
anteriormente).

Dicho vector puede comprender al menos un casete de expresion adicional (Exp-PSM) que comprende un gen de
marcador seleccionable procariota. Dicho casete de expresion (Exp-PSM) puede estar ubicado entre los casetes de
expresion (Exp-MSM) y (Exp-MASM). Dicho marcador seleccionable puede proporcionar una resistencia a
antibidticos tales como por ejemplo ampicilina, kanamicina, tetraciclina y/o cloranfenicol. Dicho casete de expresién
(Exp-PSM) estéa dispuesto preferiblemente en la misma orientacién de 5’ a 3’ que los otros casetes de expresion
(Exp-POI), (Exp-MSM) y (Exp-MASM).
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Segun una realizacién, el casete de expresion (Exp-POIl) y/o (Exp-POI') comprendido en el vector comprende
ademas

- un polinucleétido (Pn-TAG) que codifica para una etiqueta de afinidad situada en el sentido de 3’ del al menos un
codon de terminacién que esta ubicado en el sentido de 3' del primer polinucleétido y estando ubicado dicho
polinucleétido (Pn-TAG) en el sentido de 5’ del segundo polinucleétido que codifica para un anclaje transmembrana
de inmunoglobulina y/o

- un polinucleétido (Pn-MARKER) que codifica para un marcador seleccionable.
Las ventajas se expusieron anteriormente.

El &cido nucleico vector puede transfectarse al interior de la célula huésped en su forma circular. Las moléculas de
vector superenrolladas se convertiran habitualmente en moléculas lineales dentro del nicleo debido a la actividad de
endo y exonucleasas. Sin embargo, la linealizacién del acido nucleico vector antes de la transfeccion a menudo
mejora la eficacia de una transfeccion estable. Esto también porque puede controlarse el punto de linealizacion si se
linealiza el vector antes de la transfeccion.

Por tanto, segiin una realizacion de la presente invencion el vector de expresién comprende un sitio de restriccion
predefinido, que puede usarse para la linealizacién del acido nucleico vector antes de la transfeccion. La colocacion
inteligente de dicho sitio de restriccion de linealizacién es importante, porque dicho sitio de restriccion determina si el
acido nucleico vector se abre/linealiza y por tanto determina el orden/la disposicién de los casetes de expresion
cuando se integra el constructo en el genoma de la célula eucariota, en particular de mamifero.

Por consiguiente, el acido nucleico vector puede comprender un sitio restricciéon de linealizacion para linealizar el
vector, en el que dicho sitio de restriccion de linealizacion esta ubicado entre los casetes de expresion (Exp-MSM) y
(Exp-MASM). Preferiblemente, dicho sitio de restriccion de linealizacion es Gnico y sélo esta presente una vez en el
acido nucleico vector de expresion. Por ejemplo, puede usarse un sitio de restriccion de linealizacion que se
reconoce por una enzima de restriccion que tiene una baja frecuencia de corte con el fin de favorecer que el vector
sélo se escinda en el sitio de restriccion de linealizaciéon pero no (o s6lo con muy poca frecuencia) por ejemplo
dentro del/de los casete(s) de expresidn o la estructura principal del vector. Esto puede fomentarse por ejemplo
proporcionando un sitio de restriccién para una enzima de restriccion que tiene una secuencia de reconocimiento de
mas de seis pares de bases 0 que reconoce secuencias que estan subrepresentadas en el ADN cromosomico. Un
ejemplo adecuado es la enzima Swal y el vector puede incorporar por tanto un sitio de reconocimiento de Swal como
Unico sitio de restriccion de linealizacion. En el caso de que dicho sitio de restriccion de linealizacion esté presente
mas de una vez en la secuencia de acido nucleico vector (incluyendo los polinucleétidos que codifican para el
polipéptido de interés), o en el caso de que se use una enzima de restriccién que corta varias veces en la secuencia
de acido nucleico vector, también esta dentro del alcance de la presente invencién por ejemplo alterar/mutar los
sitios de restriccion junto al sitio de restriccion de linealizaciéon que esta ubicado entre los casetes de expresién (Exp-
MSM) y (Exp-MASM), con el fin de eliminar esos sitios de restriccion adicionales y obtener un sitio de restriccion de
linealizacién Unico o al menos poco frecuente.

En el caso de que se use el vector como un vector de expresidon convencional previsto por ejemplo como
herramienta para la expresion de varios polipéptidos diferentes, resulta ventajoso proporcionar un sitio de restriccion
de linealizacién que comprende multiples sitios de reconocimiento para enzimas que tienen una baja frecuencia de
corte. Preferiblemente, las enzimas de restriccion elegidas para la linealizacion no deben cortar dentro de los
casetes de expresion para los marcadores seleccionables u otras secuencias de estructura principal de vector con el
fin de garantizar que la enzima sélo corta una vez para lograr una linealizacion apropiada del vector. Proporcionando
un sitio de restriccion de linealizacion que comprende mdltiples sitios de reconocimiento para enzimas de restriccion
que tienen una baja frecuencia de corte, el usuario puede elegir una enzima de restricciébn adecuada para la
linealizacién de las opciones proporcionadas con el fin de evitar de manera segura la restriccion dentro del
polinucleétido (Pn-POIl) que codifica para el polipéptido de interés. Sin embargo, tal como se expuso anteriormente,
pueden mutarse sitios de restriccion adicionales o puede realizarse una digestion de restriccion parcial.

Colocar el sitio de restriccion de linealizacion entre el casete de expresion (Exp-MSM) y el casete de expresion (Exp-
MASM) tiene el efecto de que el casete de expresion (Exp-POl) (y casetes de expresion adicionales para expresar
los polipéptidos de interés, si estan presentes) esta flanqueado en 5’ por el casete de expresion (Exp-MASM). El
casete de expresion (Exp-MSM) esta ubicado en 3’ del casete de expresion (Exp-POI) tras la linealizacion. De ese
modo, los casetes de expresion (MSM) y (MASM) se separan tras la linealizacion del acido nucleico vector circular.
Si esta presente un casete de expresion (Exp-PSM) para marcador de seleccién bacteriano (véase a continuacion),
el sitio de restriccion de linealizacién se coloca preferiblemente entre los casetes de expresion (Exp-PSM) y (Exp-
MASM). Esto tiene el efecto de que el gen de marcador de seleccién bacteriano esta en 3’ y por tanto “fuera” de las
partes “de mamifero” del acido nucleico vector linealizado. Esta disposicién es favorable puesto que se supone que
los genes bacterianos no son ventajosos para la expresién en mamiferos ya que las secuencias bacterianas pueden
conducir a metilacion aumentada u otros efectos de silenciamiento en las células de mamifero.
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El polipéptido de interés no se limita a ninguna proteina o grupo de proteinas particulares, sino que por el contrario
puede ser cualquier proteina, de cualquier tamafio, funcidbn u origen, que se desee seleccionar y/o expresar
mediante los métodos descritos en el presente documento. Por consiguiente, pueden expresarse/producirse varios
polipéptidos de interés diferentes. El término polipéptido se refiere a una molécula que comprende un polimero de
aminoacidos unidos entre si mediante enlace(s) peptidico(s). Los polipéptidos incluyen polipéptidos de cualquier
longitud, incluyendo proteinas (por ejemplo que tienen mas de 50 aminoéacidos) y péptidos (por ejemplo de 2-49
aminoacidos). Los polipéptidos incluyen proteinas y/o péptidos de cualquier actividad o bioactividad, incluyendo por
ejemplo polipéptidos bioactivos tales como proteinas o péptidos enzimaticos (por ejemplo proteasas, cinasas,
fosfatasas), proteinas o péptidos receptores, proteinas o péptidos transportadores, proteinas bactericidas y/o de
unién a endotoxinas, proteinas o péptidos estructurales, polipéptidos inmunitarios, toxinas, antibiéticos, hormonas,
factores de crecimiento, vacunas o similares. Dicho polipéptido puede seleccionarse del grupo que consiste en
hormonas peptidicas, interleucinas, activadores de plasmindgeno tisular, citocinas, inmunoglobulinas, en particular
anticuerpos o fragmentos de anticuerpo o variantes de los mismos.

Tal como se usa en el presente documento, una “molécula de inmunoglobulina” como ejemplo para un polipéptido
de interés se refiere a una proteina que comprende uno o mas polipéptidos sustancial o parcialmente codificados por
genes de inmunoglobulina o fragmentos de genes de inmunoglobulina, por ejemplo, un fragmento que contiene una
0 mas regiones determinantes de complementariedad (CDR). Los genes de inmunoglobulina reconocidos incluyen
los genes de la regién constante kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon y mu, asi como una miriada de genes
de region variable de inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se clasifican normalmente por ejemplo como o bien
kappa o bien lambda.

Las cadenas pesadas se clasifican normalmente por ejemplo como gamma, mu, alfa, delta o épsilon, que a su vez
definen las clases de inmunoglobulina, 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. Dicha inmunoglobulina puede ser
de cualquier isotipo. Con mucha frecuencia se producen/necesitan moléculas de IgG (por ejemplo IgG1l) como
proteinas terapéuticas. Una unidad estructural de inmunoglobulina tipica (anticuerpo) comprende un tetramero. En la
naturaleza, cada tetramero esta compuesto por dos pares idénticos de cadenas de polipéptido, teniendo cada para
una cadena “ligera” (de aproximadamente 25 kD) y una “pesada” (de aproximadamente 50-70 kD). El extremo N-
terminal de cada cadena define una regién variable de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos
responsables principalmente del reconocimiento del antigeno. Los términos cadena ligera variable (VL) y cadena
pesada variable (VH) se refieren a esas cadenas ligera y pesada respectivamente.

Los anticuerpos existen como inmunoglobulinas intactas o como varios fragmentos bien caracterizados que pueden
producirse por ejemplo mediante digestion con diversas peptidasas. Un fragmento de anticuerpo es cualquier
fragmento de un anticuerpo que comprende al menos 20 aminoacidos de dicho anticuerpo completo, preferiblemente
al menos 100 aminoéacidos que todavia tiene al menos una capacidad de unién a antigeno. El fragmento de
anticuerpo puede comprender la regién de union del anticuerpo tal como un fragmento Fab, un fragmento F(ab)2,
multicuerpos que comprenden mudltiples dominios de unidén tales como diacuerpos, triacuerpos o tetracuerpos,
anticuerpos de un Unico dominio o aficuerpos. Una variante de anticuerpo es un derivado de un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo que tiene la misma funcién de unién pero, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos
alterada. Dicho anticuerpo y/o fragmento de anticuerpo puede comprender una cadena ligera murina, cadena ligera
humana, cadena ligera humanizada, cadena pesada humana y/o cadena pesada murina asi como fragmentos o
derivados activos de las mismas. Por tanto, puede ser por ejemplo murino, humano, quimérico o humanizado.
Aungue se definen diversos fragmentos de anticuerpo en cuanto a la digestién de un anticuerpo intacto, un experto
apreciara que tales fragmentos Fab’ o F(ab)2 pueden sintetizarse de novo o bien quimicamente o bien utilizando
metodologia de ADN recombinante, presentacion de péptido, o similares. Por tanto, el término anticuerpo, tal como
se usa en el presente documento, también incluye fragmentos de anticuerpo o bien producidos mediante la
modificacién de anticuerpos completos o bien sintetizados de novo usando metodologias de ADN recombinante. Los
anticuerpos también incluyen anticuerpos monoclonales compuestos de una Unica rama, anticuerpos de cadena
sencilla, incluyendo anticuerpos Fv de cadena sencilla (scFv) en los que una cadena pesada variable y una ligera
variable se unen entre si (directamente o a través de un ligador peptidico) para formar un polipéptido continuo, asi
como diacuerpos, tricuerpos y tetracuerpos (véase por ejemplo Pack et al. J Mol Biol. 10 de febrero de 1995; 246(1):
28-34; Pack et al. Biotechnology (N Y). Noviembre de 1993; 11(11): 1271-7; Pack & Plueckthun Biochemistry. 18 de
febrero de 1992; 31(6): 1579-84). Los anticuerpos son, por ejemplo, policlonales, monoclonales, quiméricos,
humanizados, de cadena sencilla, fragmentos Fab, Fab de cadena sencilla (Hust et al., BMC Biotechnol (2007)
7:14), fragmentos producidos por una biblioteca de expresion de Fab, o similares.

Pueden recuperarse polipéptidos producidos segin la invencién mediante métodos conocidos en la técnica. Por
ejemplo, el polipéptido puede recuperarse del medio nutriente mediante procedimientos convencionales incluyendo,
pero sin limitarse a, centrifugacion, filtracién, ultrafiltracién, extraccién o precipitacion. Puede realizarse la
purificacién mediante una variedad de procedimientos conocidos en la técnica incluyendo, pero sin limitarse a,
cromatografia (por ejemplo de intercambio i6nico, afinidad, hidréfoba, cromatoenfoque y exclusion molecular),
procedimientos electroforéticos (por ejemplo, isoelectroenfoque preparativo), solubilidad diferencial (por ejemplo,
precipitacion con sulfato de amonio) o extraccion. Ademas, el polipéptido puede obtenerse de las células huésped
mediante rotura celular.
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También se proporciona un método para producir un acido nucleico vector tal como se describié anteriormente que
comprende la etapa de ensamblar al menos un casete (Cas-POlI), preferiblemente un casete de expresion (Exp-
PQI), en un vector de tal manera que dicho casete comprende un primer polinucleétido (Pn-POI) que codifica para el
polipéptido de interés, al menos un coddn de terminacién en el sentido de 3’ del primer polinucleétido y un segundo
polinucleétido en el sentido de 3’ del codon de terminacién que codifica para un anclaje transmembrana de
inmunoglobulina. Dicho método puede comprender ademas ensamblar

- un casete de expresién (Exp-MSM) que comprende un gen de marcador seleccionable de mamifero,
- un casete de expresion (Exp-MASM) que comprende un gen de marcador seleccionable amplificable de mamifero,

preferiblemente de tal manera que el casete de expresion (Exp-MASM) esta ubicado en 5’ y el casete de expresion
(Exp-MSM) esta ubicado en 3’ del casete de expresion (Exp-POI) y en el que los casetes de expresion (Exp-MASM),
(Exp-POl) y (Exp-MSM) estan dispuestos en la misma orientacion de 5’ a 3'.

También se proporciona una célula huésped eucariota, preferiblemente de mamifero, que se obtiene mediante el
método de examen descrito anteriormente. También se proporciona una célula huésped eucariota, preferiblemente
de mamifero, que comprende un casete (Cas-POI) que comprende un polinucledétido heterdlogo, y por tanto foraneo,
qgue codifica para un polipéptido de interés, al menos un codén de terminacién en el sentido de 3’ de dicho
polinucleétido heterélogo y un polinucleétido en el sentido de 3' del codon de terminacidon que codifica para un
anclaje transmembrana de inmunoglobulina. El casete (Cas-POI) puede introducirse por ejemplo mediante el acido
nucleico vector segun la presente invencién. Preferiblemente, el casete (Cas-POI) y/o el casete (Cas-POI’) es un
casete de expresion.

Anteriormente se describieron caracteristicas adicionales del casete (Cas-POl) y detalles de vectores adecuados y
también se aplican a la célula huésped de la presente invencién. Anteriormente se describieron células huésped
eucariotas adecuadas. Preferiblemente, la célula huésped eucariota es una célula huésped de mamifero. Segun una
realizacién la célula huésped eucariota no es una célula B ni un derivado de célula B. Por consiguiente, La célula
huésped eucariota, preferiblemente de mamifero, es una célula huésped que no expresa de manera natural las
cadenas de receptor de Ig alfa e Ig beta. Ademas, segln una realizacién, no se produce coexpresion artificial de la
cadena de receptor de Ig alfa e Ig beta en dicha célula huésped. Las células CHO son células huésped preferidas.

Se proporciona ademas un método para producir una célula huésped eucariota tal como se describié anteriormente,
en el que la célula huésped eucariota se transfecta con el acido nucleico vector segin la presente invencién y/o un
acido nucleico heterdlogo que comprende un casete (Cas-POI) segln la presente invencion. Hay varios métodos
apropiados conocidos en la técnica anterior para introducir un vector de expresion en una célula huésped de
mamifero. Los métodos respectivos incluyen, pero no se limitan a, transfeccion con fosfato de calcio,
electroporacion, lipofeccién, transferencia de genes biolistica y mediada por polimero. Ademas de métodos
tradicionales basados en integracién al azar también pueden usarse enfoques mediados por recombinacién para
transferir el casete (Cas-POI) al genoma de la célula huésped. Tales métodos de recombinacién pueden incluir el
uso de recombinasas especificas de sitio tales como Cre, Flp ®C31 (véase por ejemplo Oumard et al,
Cytotechnology (2006) 50: 93 - 108) que pueden mediar la insercion dirigida de transgenes. Alternativamente, puede
usarse el mecanismo de recombinacion homéloga para insertar el casete (Cas-POl) (revisado en Sorrell et al,
Biotechnology Advances 23 (2005) 431 - 469). La insercion de genes basada en recombinacion permite minimizar el
namero de elementos que deben incluirse en el acido nucleico heterélogo que se transfiere/introduce en la célula
huésped. Por ejemplo, puede usarse un locus de insercidon que ya proporciona un promotor y un sitio de poliA
(exd6geno o enddgeno) de tal manera que so6lo se necesita transferir/transfectar a la célula huésped los elementos
restantes (por ejemplo polinucleétido de interés, el codon de terminacion y polinucleétido que codifica para un
anclaje transmembrana de inmunoglobulina). Incluso la transferencia de partes del casete (Cas-POI) sera suficiente
si las partes que faltan estan presentes en el sitio de insercién. Anteriormente se describieron en detalle
realizaciones de un vector de expresion adecuado segin la presente invencidon asi como células huésped y
polipéptidos de interés adecuados; se hace referencia a la descripcion anterior.

También se proporciona un polipéptido obtenido mediante un método segun la presente invencién tal como se
defini6 anteriormente y en las reivindicaciones. Dicho polipéptido es preferiblemente una molécula de
inmunoglobulina o un fragmento de la misma. Los polipéptidos producidos segun los métodos de la presente
invencién representan buenas propiedades de estabilidad. Los resultados también muestran que los polipéptidos se
expresan de una forma funcional y por tanto en la conformacién correcta. Por consiguiente, la invencion también
proporciona polipéptidos obtenidos mediante el método de produccion segun la presente invencién usando el vector
de expresion descrito en detalle anteriormente. Tal como se expuso anteriormente, se obtienen polipéptidos con un
buen rendimiento debido a la etapa de seleccidn/examen incorporada. El polipéptido es preferiblemente una
molécula de inmunoglobulina tal como un anticuerpo o un fragmento del mismo.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitativos, que sin embargo describen
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realizaciones preferidas de la invencion.
Ejemplos
Ejemplo 1: Construccion de vectores de la version tr ansmembrana de Ig

Se insert6 una parte codificante de fragmento de ADN de 1113 pb sintético de la regiéon de cadena pesada constante
de IgG1 mas el relleno de cododn de terminacion rezumante y el dominio citoplasmatico y transmembrana de Ig en
pBW201 (un vector convencional que contiene una cadena ligera kappa y una cadena pesada de 1gG1l) mediante
Agel y Ascl generando pNT11 (véase la tabla 1). La secuencia de nucleétidos del dominio transmembrana de Ig
usado se muestra en SEQ ID No: 1, se indica el relleno de codén de terminacidon rezumante. Evidentemente,
también pueden usarse variantes del dominio transmembrana de Ig codificado segun los principios de la presente
invencion que proporcionan la misma funcién de anclaje a la membrana. Dichas variantes son homaélogas al dominio
transmembrana de Ig codificado y pueden obtenerse por ejemplo mediante sustitucion de aminoacidos conservativa.
Comparten preferiblemente una homologia de al menos el 80%, el 85%, el 90%. Polinucleétidos que codifican para
variantes respectivas se hibridan por ejemplo con la secuencia mostrada en condiciones rigurosas.

El gen de marcador de seleccion DHFR wt de pNT11 y pBW201 puede reemplazarse por un fragmento de 1252 pb
sintético que codifica para un mutante puntual L23P de DHFR mediante Swal y Bglll, generando de ese modo
pNT29 y pBW478. El mutante de DHFR permite la seleccion de lineas celulares dhfr+.

Los vectores de FACS (pNT11, pNT29) se basan en los vectores convencionales para la expresion de anticuerpos
(pPBW201, pBW478). pNT1 y pBW201 se diferencian de pNT29 y pBW478 en el casete de marcador de seleccion
DHFR que portan. Aparte de eso, las estructuras principales son idénticas. El vector tiene una configuracién en
“tAndem” monocistronica y contiene casetes de expresion de cadenas ligera y pesada de anticuerpos, ambos
dirigidos por el promotor/potenciador de CMV. La Unica modificacién para generar los vectores de FACS fue la
insercién de un dominio citoplasmatico y transmembrana de 1gG1 en 3’ del ADNc de la cadena pesada (HC) de
anticuerpo. Se coloca un relleno corto con una sefial de terminaciéon de la traducciéon rezumante entre HC y el
dominio transmembrana. Se espera que el entorno de secuencia seleccionado para el codén de terminacion
conduzca a una ultralectura de hasta el 5%. Los cuatro vectores codifican para el mismo anticuerpo IgG humano.

Tal como se expuso anteriormente, los &cidos nucleicos vectores usados para la expresion y en particular la
orientacion y disposicion de los elementos de vector elegidos permiten la expresion muy eficaz de moléculas
inmunoglobulina. En la siguiente tabla se ilustran vectores adecuados que pueden usarse conjuntamente con la
presente invencion y que se describieron anteriormente (las flechas indican la orientacion de 5’ a 3’ de los elementos
genéticos):

Tabla 1: Mapa de vector

pNT11 - “vector de FAC S”

prom/pot de CMV —

intron RK —

LC de AcM —

poliA de SV40 —

prom/pot de CMV —

intron RK —

HC de AcM —

Relleno + coddn de terminacion rezumante

dominio citoplasmatico y dominio transmembrana de Ig —
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(continuacion)

pNT11 - “vector de FACS”

poliA de SV40 —

region f1 de fago —

prom/pot de SV40 —

Neo —

poliA sint.

Amp —

prom/pot de SV40 —

DHFR —

pA de SV40—

Las abreviaturas en la tabla 1 tienen los significados habituales tal como resultan evidentes para el experto en la
técnica y tal como se describieron anteriormente, y tienen en particular los siguientes significados:

promo/pot de CMV = promotor/potenciador temprano inmediato de citomegalovirus humano

intron RK = comprende el sitio de corte y empalme donador de intron del promotor de CMV y el sitio de corte y
empalme aceptor de la region variable de cadena pesada de IgG de raton (véase por ejemplo Eaton et al., 1986,
Biochemistry 25, 8343-8347, Neuberger et al., 1983, EMBO J. 2(8), 1373-1378; puede obtenerse del vector pRK-5
(BD PharMingen))

LC de AcM = cadena ligera de anticuerpo monoclonal

HC de AcM = cadena pesada de anticuerpo monoclonal

poliA de SV40 = sitio de poliA de SV40

promo/pot de SV40 = promotor/potenciador de SV40

Neo = neomicina fosfotransferasa

poliA sint. = sitio de poliadenilacion sintético

Amp = gen de resistencia a antibiético beta-lactamasa

DHFR = gen de dihidrofolato reductasa.

Ejemplo 2: Transfeccion y seleccién de células CHO

El cultivo, la transfeccién y el examen de células se llevan a cabo en frascos de agitacion usando células CHO que
crecen en suspension en un medio de cultivo quimicamente definido, registrado. Se transfectan las células o bien
mediante lipofeccién o bien mediante electroporaciéon (nucleofeccién) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
comprueba la eficacia de transfeccion transfectando un plasmido indicador de GFP (proteina verde fluorescente) y
analisis de citometria de flujo de las células transfectadas. Dependiendo de la viabilidad celular, se inicia la seleccién
24-48 h tras la transfeccién afladiendo medio selectivo que contiene G418 a las células. En cuanto las células se
recuperan hasta una viabilidad superior al 80%, se aplica una segunda etapa de seleccion haciendo pasar las
células a medio libre de G418, que contiene MTX (metotrexato). Tras la recuperacion de las células de la seleccién

con MTX, se continGia el cultivo en medio que contiene MTX a través de ciclos de enriquecimiento por FACS,
clonacién por FACS o examen y clonacién por dilucion limitada.
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Se monitorizan la viabilidad y el crecimiento celular usando un sistema automatizado (ViCell, Beckmann Coulter).
Ejemplo 3: Andlisis de FACS, enriquecimiento y clonac i6n de células

Marcaje de células: Se centrifugan 2x10E7 células por combinacion transfectada y se lavan con 5 ml de PBS
(solucién salina tamponada con fosfato) enfriada y se resuspenden en 1 ml de PBS fria. Se afiade una cantidad
adecuada de anticuerpo anti-lgG marcado con FITC (isotiocianato de fluoresceina) a las células y se incuban sobre
hielo durante 30 minutos en la oscuridad. Posteriormente, se lavan las células dos veces a temperatura ambiente
con 5 ml de PBS, se resuspenden en 1 ml de PBS, se filtran y se dispensan en un tubo de FACS para su andlisis,
clasificacion y clonacién.

Anadlisis, clasificacion y clonacién de células: La clasificacion de células se realiza con un instrumento FACSAria
(Becton Dickinson) equipado con una unidad automatica de deposicion de células (ACDU) usando software
FACSDiva. Se usa un laser de estado sélido y enfriado con aire de baja potencia (estado sélido Sapphire™ de
Coherent®) ajustado a 488 nm para excitar tintes de fluoresceina unidos al anticuerpo secundario. Se mide la
intensidad de fluorescencia de FITC relativa en un detector E a través de un filtro 530/30 BP. Se separa el cinco por
ciento de las células mas fluorescentes de FITC y se clasifican o bien en bloque o bien como células individuales en
placas de 96 pocillos.

Ejemplo 4: Determinacion de la estabilidad y la prod  uctividad clonal

Se analiza la productividad de clones en experimentos discontinuos o discontinuos alimentados usando diferentes
formatos. Se realiza un examen de clones inicial en ensayos discontinuos en placas de 24 pocillos sembrando
células en placas de 24 pocillos con agitaciéon. Se determinan las concentraciones de anticuerpo en el sobrenadante
de cultivo celular mediante HPLC de proteina A 10 dias tras el inicio del cultivo. También se analizan los clones de
mas alta produccion en modelos de frasco de agitacién en modo discontinuo y discontinuo alimentado. Se siembran
cultivos discontinuos en frasco de agitacion 500 con 100 ml de volumen de trabajo y se cultivan en una cabina de
agitacion (no humidificada) a 150 rpm y el 10% de CO,. La viabilidad de las células debe ser >90% cuando se inicia
el ensayo. La densidad celular de siembra es de 2x10° ¢/ml. La determinacién de la concentracién de producto /
numero de células / viabilidad tuvo lugar en los dias 3-7, 10 y 13. Se realizan experimentos discontinuos alimentados
usando las mismas condiciones pero con una densidad celular inicial de 4x10° c/ml y con adicién regular de
alimentaciones. Se evalla la estabilidad clonal cultivando las células a lo largo de un periodo de 14 semanas con
mediciones de productividad usando el modelo discontinuo de frasco de agitacion cada dos semanas.

Ejemplo 5: Analisis de células transfectadas de mane  ra transitoria

Para someter a prueba si estan presentes productos de traduccién unidos a la membrana sobre la superficie celular
tras la transfeccion con el nuevo vector de FACS (en este caso, pNT11 o pNT29), se analizan células transfectadas
de manera transitoria mediante inmunotincién y citometria de flujo. 48 h tras la transfeccion, se tifien las células con
un anticuerpo marcado con FITC dirigido contra IgG humana. Se usan células transfectadas con un vector de
expresion de GFP como control de transfeccion, se calcula que la eficacia de transfeccion es de aproximadamente el
60%. Las células no transfectadas y las células transfectadas con el vector convencional (que no comprende un
dominio transmembrana) no muestran niveles significativos de anticuerpo asociado a la superficie, mientras que el
16% de las células transfectadas con el vector de FACS estan tefiidas por encima del nivel de fondo. Esto muestra
gue puede detectarse sobre la superficie celular el péptido de fusion, en este caso una molécula de anticuerpo,
anclado a la membrana celular.

Ejemplo 6: Andlisis y enriquecimiento de células tra nsfectadas estables

Habiendo mostrado la presencia de anticuerpo unido a membrana en células transfectadas de manera transitoria, se
analiza el nivel de expresion en la superficie y la distribucion en combinaciones seleccionadas de células
transfectadas. De ese modo, puede mostrarse que pueden enriquecerse selectivamente células productoras
mediante clasificaciéon FACS. Por tanto, se seleccionan células tras la transfeccion con G418 y posteriormente con
MTX. Se tifien las combinaciones resultantes de células resistentes con anticuerpo anti-lgG marcado con FITC y se
analizan mediante citometria de flujo. Como control, se tifien y se analizan células no transfectadas. Se detectan
subpoblaciones de células positivas en las combinaciones seleccionadas transfectadas con el vector de FACS. La
distribucion de células positivas se diferencié de ese modo entre las dos combinaciones analizadas. Para evaluar si
pueden enriquecerse células de alta producciéon basandose en su sefial de fluorescencia (y por tanto permitir una
seleccién cuantitativa), se clasifican las células que tienen la mayor intensidad de fluorescencia (el 5% superior) de
cada una de las dos combinaciones y se subcultivan para comparar la productividad con la combinacién antes del
enriquecimiento.

Ejemplo 7: Analisis de la productividad de células e nriquecidas y no enriquecidas
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Se realizan andlisis de productividad de las combinaciones seleccionadas antes y después del enriquecimiento por
citometria de flujo en cultivos discontinuos en frasco de agitacion para comparar la concentracion de producto final
en el dia 13. En el dia 13, se recoge el sobrenadante y se analiza para determinar el contenido de IgG mediante
HPLC de proteina A. Ambas combinaciones ya muestran un aumento significativo del nivel de produccion tras
realizar un ciclo de enriquecimiento por FACS segun las ensefianzas de la presente invencion. Mientras que la
concentracion de producto para la combinacién 1 aumenta en un factor de aproximadamente 2, la combinacion 2
aumenta en un factor de casi 10, lo que muestra que se detectan selectivamente células de alta produccion durante
la tinciéon y la clasificacion. Ya en el primer ciclo de enriquecimiento pueden obtenerse concentraciones de
anticuerpo de casi 250 mg/I.

Ejemplo 8: Clonacion selectiva basada en citometria de flujo de células de alta produccion

Puede usarse la citometria de flujo para clasificar y sembrar células tefiidas individuales segun su perfil de tincion.
Para analizar si una clonacién selectiva de este tipo da como resultado un mayor nimero de clones de alta
produccion que la clonacion mediante dilucion limitante, se generan clones usando ambos métodos y se analiza la
productividad en cultivos discontinuos en placas de 24 pocillos. Se realizan cultivos discontinuos en placas de 24
pocillos y en el dia 10 se recogen los sobrenadantes y se miden para determinar su contenido de IgG mediante
HPLC de proteina A. Los resultados son los siguientes:

Tabla 2: Clasificacion por FACS frente a diluciéon limitada (LD)

Método 0-25mg/l | 26-50 mg/l | 51-75mg/l | 76-100 mg/l | 101-125 mg/l | 126-150 mg/l
Clones obtenidos | 12 0 1 0 1 0

mediante LD

Clones obtenidos | 2 2 2 2 0 1

mediante FACS

Los clones derivados mediante citometria de flujo tienen una productividad promedio superior en comparacién con
los clones derivados mediante dilucion limitante, lo que también se refleja en la distribucién clonal del intervalo de
productividad.

Ejemplo 9: Comparacién de vector convencionalyde F ACS

Para confirmar el efecto beneficioso del enriquecimiento por citometria de flujo de células transfectadas y para
comparar el uso del vector de FACS (pNT29) con un vector convencional, se transfectan células y se seleccionan
con G418 y MTX. Se analizan tres combinaciones de células transfectadas con el vector de FACS (muestras 1, 2 y
3) y tres combinaciones de células transfectadas con el vector convencional (muestras 7, 9 y 9) mediante citometria
de flujo y se clasifica el 5% que tienen la mayor sefial de tinciéon. Se realizan cultivos discontinuos en frasco de
agitacion para comparar el aumento de la concentracién de producto tras el enriquecimiento. Se tifien las
combinaciones transfectadas y seleccionadas y se clasifican mediante citometria de flujo para enriquecer el 5%
superior basandose en la intensidad de fluorescencia. Antes y después del enriquecimiento, se realizan cultivos
discontinuos en frasco de agitacion y tras 13 dias se analizan los sobrenadantes mediante HPLC de proteina A. Los
resultados son los siguientes (aproximadamente):

Tabla 3: Resultados obtenidos con el vector de FACS

Muestra Concentracion Muestra Concentracion Muestra Concentracién
de producto de producto de producto

Muestra 1; | 10 mg/l Muestra 2; | 40 mg/ml Muestra 3; | 15 mg/ml

vector de FACS, vector de FACS, vector de FACS,

antes del antes del antes del

enriquecimiento enriquecimiento enriquecimiento

Muestra 1; | 55 mg/mi Muestra 2; | 65 mg/ml Muestra 3; | 95 mg/ml

vector de FACS, vector de FACS, vector de FACS,

1er 1er 1er

enriquecimiento enriquecimiento enriquecimiento
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(continuacion)

vector de FACS,
3er
enriquecimiento

vector de FACS,
3er
enriquecimiento

vector de FACS,
3er
enriquecimiento

Muestra Concentracion Muestra Concentracion Muestra Concentraciéon
de producto de producto de producto
Muestra 1; | 100 mg/mi Muestra 2; | 90 mg/ml Muestra 3; | 155 mg/ml
FACS 20 vector de FACS, vector de FACS,
enriquecimiento 20 20
enriquecimiento enriquecimiento
Muestra 1; | 365 mg/mi Muestra 2; | 340 mg/mi Muestra 3; | 85 mg/ml

Tabla 4: Resultados obtenidos con el vector convencional

convencional, 3%
enriquecimiento

convencional, 3%
enriquecimiento

convencional, 3%
enriquecimiento

Muestra Concentracion Muestra Concentracion Muestra Concentracién
de producto de producto de producto

Muestra 7; | 40 mg/l Muestra 8; | 5 mg/ml Muestra 9; | 5 mg/ml

vector vector vector

convencional, convencional, convencional,

antes del antes del antes del

enriquecimiento enriquecimiento enriquecimiento

Muestra 7; | 55 mg/ml Muestra 8; | 10 mg/ml Muestra 9; | 2 mg/ml

vector vector vector

convencional, 1% convencional, 1% convencional, 1%

enriquecimiento enriquecimiento enriquecimiento

Muestra 7; | 50 mg/ml Muestra 8; | 12 mg/ml Muestra 9; | 10 mg/ml

convencional, 2° vector vector

enriquecimiento convencional, 2° convencional, 2°
enriquecimiento enriquecimiento

Muestra 7; | 25 mg/ml Muestra 8; | 15 mg/ml Muestra 9; | 10 mg/ml

vector vector vector

Tal como se demuestra mediante los resultados, el nivel de produccién de las células transfectadas con vector de
FACS aumenta significativamente para las tres combinaciones sometidas a prueba, mientras que en el caso del
vector convencional sélo una combinacién mostré un aumento significativo en la concentraciéon de producto. El
promedio de las concentraciones de producto tras el enriqguecimiento con el vector de FACS es significativamente
mayor que con el vector convencional. Se realizan dos ciclos de enriquecimiento por FACS secuenciales adicionales
para enriquecer células de alta produccion mostrando que sélo en el caso del vector de FACS se aumenta la
productividad de las poblaciones celulares. Finalmente, pueden aumentarse las concentraciones de producto de 4 a

30 veces.

Para la comparacion de la idoneidad de ambos vectores para la clonacion selectiva, se clasifican selectivamente
mediante citometria de flujo clones de combinaciones no enriquecidas con productividad comparable.
Posteriormente, se analiza la productividad de los clones en cultivos discontinuos en 24 pocillos. Se encuentra que
clones derivados de combinaciones transfectadas con vector de FACS tiene un nivel de expresién promedio superior
al de clones de combinaciones transfectadas con vector convencional. La distribucién clonal de la productividad
muestra que en el caso del vector de FACS se obtiene un nimero superior de clones de buena produccion (véase la

tabla 5):
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Tabla 5: Vector convencional frente a vector de FACS (pNT29)

Método 0-50 51-100 101-150 151-200 | 201-250 | 251-300 301-350
mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/ml

Vector convencional 31 7 0 2 0 1 0

Vector de FACS 21 20 4 4 4 2 1

Ejemplo 10: Comparaciones adicionales entre el vecto  r de FACS y vectores de expresion convencionales
a) Construccioén de vectores

Se obtienen los vectores pBW201, pNT11, pBW478 y pNT29 tal como se describié en el ejemplo 1.

b) Transfeccién, seleccion y clonacién de células CHO

Esto se realiza tal como se describi6 en el ejemplo 2.

¢) Andlisis de FACS, enriquecimiento y clonacion de células

Esto se realiza tal como se describi6 en el ejemplo 3.

d) Determinacion de la estabilidad clonal y la produccion de anticuerpo

Se analiza la productividad de clones y combinaciones en experimentos discontinuos y discontinuos alimentados
usando diferentes formatos. Se analizan combinaciones antes y después del enriquecimiento por FACS en ensayos
discontinuos en frasco de agitacion sembrando 1x10° células por ml (c/ml) en 50 ml de volumen de trabajo usando
frascos de agitacion con una capacidad de 250 ml. Se analiza el contenido de IgG mediante HPLC de proteina A a
partir de muestras tomadas en el dia 13 del cultivo discontinuo. Se realiza el examen inicial de clones en ensayos
discontinuos en placas de 24 pocillos sembrando células en placas de 24 pocillos con agitacién. Se determinan las
concentraciones de anticuerpo en el sobrenadante de cultivo celular mediante HPLC de proteina A cuantitativa 10
dias tras el inicio del cultivo. Se analizan los clones de mas alta produccién en modelos de frasco de agitacion en
modo discontinuo y discontinuo alimentado. Se siembran cultivos discontinuos en frascos de agitacién (capacidad de
500 ml) con 100 ml de volumen de trabajo y se cultivan en una cabina de agitacién (no humidificada) a 150 rpm,
36,5°C y el 10% de CO,. La viabilidad de las células es >90% cuando se inicia el ensayo. La densidad celular de
siembra es de 2x10° c/ml. Se determinan las concentraciones de anticuerpo, el numero de células y la viabilidad en
los dias 3-7, 10 y 13. Se realizan experimentos discontinuos alimentados usando las mismas condiciones pero con
un tiempo de ejecucion de 17 dias y con una densidad celular inicial de 4x10° c/ml y con adicién regular de
alimentaciones comenzando a densidades celulares viables superiores a 7x10° c/ml. Se evalta la estabilidad clonal
cultivando las células a lo largo de un periodo de 12 semanas con mediciones de la productividad usando el modelo
discontinuo de frasco de agitacion cada dos semanas.

e) Andlisis y enriquecimiento de células transfectadas estables

Se analiza la expresion en superficie en poblaciones de células transfectadas de manera estable para someter a
prueba si pueden enriquecerse selectivamente células productoras mediante clasificacién por FACS. Por tanto, se
seleccionan células tras la transfeccién con G418 y posteriormente con MTX. Se tifien las combinaciones resultantes
(10 por vector) de células resistentes tal como se describié anteriormente y se analizan mediante citometria de flujo.
Con el protocolo de tincion usado, pueden detectarse subpoblaciones de células positivas tanto en combinaciones
de células transfectadas con pBW478 como con pNT29. Tal como se esperaba, se encuentra una proporcion
superior de células positivas para FACS con el vector de FACS.

Para mostrar que pueden enriquecerse células de alta produccion basandose en su sefial de fluorescencia, se
clasifican células que tienen la mayor intensidad de fluorescencia (el 5% superior) de las combinaciones de células
individuales y se subcultivan para comparar la productividad con la combinacion antes del enriquecimiento. Se
realiza un segundo ciclo de enriquecimiento tras la expansion y combinacion de las poblaciones de células
clasificadas una vez. El porcentaje de células positivas para la tincion aumenté sorprendentemente en la mayor
medida con el vector convencional en el primer ciclo de enriquecimiento. Combinaciones transfectadas con vector de
FACS mostraron factores de enriquecimiento similares con el protocolo de tincién usado y generalmente se observo
una variacién significativa entre combinaciones. Tras el segundo ciclo de enriquecimiento, se obtienen poblaciones
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de células positivas para FACS casi homogéneamente (véanse las tablas 6a y 6b).
Tablas 6a y 6b: Resultados de tincion promedio y productividades antes y después de la clasificacion

Tabla 6a: Analisis de FACS de células tefiidas antes y después de ciclos de enriquecimiento por FACS

% de células por encima de la
tincion de FITC de fondo

pBWA478 (vector de referencia) pNT29 (vector de FACS)

No FACS | 1xFACS | 2x FACS | No FACS 1IXFACS | 2xFACS
PROM. 59 83,2 90,4 14,2 46,6 90,5
DE 3,396403 | 15,80158 | 1,126795 | 8, 974284 | 13,51148 | 1,422439

Tabla 6a: Se tifieron combinaciones de células transfectadas y seleccionadas para determinar IgG de superficie. Se
muestra el porcentaje promedio de células teflidas por encima del nivel de células no transfectadas. Antes del
enriquecimiento, se encuentra un porcentaje superior de células positivas con el vector de FACS. Tras el primer ciclo
de enriquecimiento del 5% superior, la proporcion de células positivas para la tincion era la mas alta con el vector
convencional. Tras el segundo ciclo de enriquecimiento, mas del 90% de todas las células eran positivas con ambos
enfoques. Abreviaturas: PROM.: promedio y DE: desviacion estandar.

Tabla 6b: Productividades del modelo discontinuo en frasco de agitacion antes y después de ciclos de
enriquecimiento por FACS

AcM (mg/l) pBWA478 (vector de referencia) pNT29 (vector de FACS)
No FACS | 1xFACS | 2x FACS No FACS IXFACS | 2xFACS
PROM. 38,5 1234 68,3 46,5 171,8 363
DE 17,66509 | 101,8563 | 6,592926 | 15,30614 | 114,1936 | 70,19259

Tabla 6b: Se analiza la productividad de combinaciones de células a partir de cultivos discontinuos en frasco de
agitacion mediante HPLC de proteina A en el dia 13 del cultivo. El primer ciclo de enriquecimiento condujo a un
aumento significativo de la productividad en ambos casos. Tras el segundo enriquecimiento, sélo las combinaciones
de células transfectadas con vector de FACS mostraron un aumento adicional en la productividad.

f) Analisis de la productividad de células enriquecidas y no enriquecidas

Se realizan andlisis de la productividad de las combinaciones seleccionadas antes y después del enriquecimiento
por citometria de flujo en cultivos discontinuos en frasco de agitacién para comparar los titulos finales en el dia 13.
La productividad de las combinaciones antes del enriqguecimiento esta en un intervalo muy comparable para ambos
vectores usados. Con el primer ciclo de enriquecimiento en las combinaciones individuales se logra una mejora
significativa de la productividad promedio con todos los enfoques y, de nuevo, hay una variacién sustancial entre
combinaciones individuales (véase la tabla 6b). Sorprendentemente, la productividad de las combinaciones
transfectadas con vector convencional no es superior en comparacion con las transfectadas con vector de FACS
aunque se observaba anteriormente un nivel mucho mas alto de células positivas para la tincion de FACS.
Clasificando una segunda vez a partir de las poblaciones de células clasificadas combinadas, no se logra una
mejora adicional de la productividad con el vector convencional. En cambio, se obtiene una productividad inferior
aunque el resultado de la tincién de FACS sugiere que casi el 100% de las células deben estar produciendo
anticuerpo (véase la tabla 6a). Pudo mejorarse significativamente la productividad de combinaciones transfectadas
con vector de FACS clasificando una segunda vez. El procedimiento de FACS usado conduce a un enriquecimiento
mas selectivo de células de alta producciéon con un aumento de la productividad de aproximadamente al menos 8
veces en comparacion con la poblacién no clasificada y de al menos 2 veces en comparacion con las combinaciones
tras una clasificacion.

g) Clonacion selectiva basada en citometria de flujo de células de alta produccion
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Puede usarse citometria de flujo para clasificar y sembrar células tefiidas individuales segun su perfil de tincion. Para
analizar si una clonacion selectiva de este tipo da como resultado un nimero superior de clones de alta produccién
cuando se usa el vector de FACS en comparacion con el vector convencional, se generan clones usando ambos
métodos y se analiza la productividad en cultivos discontinuos en placas de 24 pocillos.

En una primera ronda, se clonan células directamente por FACS a partir de combinaciones de células seleccionadas
mediante MTX sin ninguna etapa de enriquecimiento previo. Se eligen tres combinaciones por vector basandose en
su perfil de tincion. Se generan clones a partir del 5% superior de las combinaciones de células tefiidas y en total se
analizan aproximadamente 500 clones. Mientras que la productividad promedio de clones con el vector de referencia
fue de 39 mgl/l, los clones con vector de FACS produjeron un promedio de 87 mg/l. Tal como se muestra en la tabla
7a, esto también se refleja mediante la distribucion clonal que confirma que se obtiene una proporcién mucho mas
alta de clones de alta produccion con el vector de FACS. De manera interesante, uno de los mas de 270 clones
analizados de la transfeccién con vector convencional tenia una productividad casi 2 veces superior en comparacion
con los otros. Este clon excepcional se denominé LP. Por tanto, generalmente es posible identificar un clon celular
de alta produccion de este tipo con la configuracion de vector convencional en combinacién con un procedimiento de
examen por FACS. Sin embargo, esto es muy poco frecuente y por tanto es un acontecimiento fortuito. También es
la diferencia decisiva con el procedimiento de selecciéon segun las ensefianzas de la presente invenciéon. Mientras
que la configuracion convencional sélo permite la seleccion de clones de (muy) alta produccidon en casos
excepcionales y por tanto poco frecuentes, el método segun la presente invencion permite la seleccién de clones de
(muy) alta produccion de manera reproducible y por tanto fiable.

Se realiza un segundo experimento de clonacion por FACS comenzando a partir de las 10 poblaciones combinadas
por vector tras el primer ciclo de enriquecimiento. Esta vez se examinaron aproximadamente 240 clones en cultivos
discontinuos en 24 pocillos. De nuevo, los clones obtenidos con el vector de FACS tienen una productividad
promedio mucho mas alta que el vector convencional de referencia. No se logra ninguna mejora en comparacion con
la clonacion sin enriquecimiento previo con el vector de referencia a una productividad de clon promedio de 40 mg/l.
No se identifico de nuevo el clon LP. En el caso de los clones transfectados con vector de FACS, se obtuvo una
productividad promedio de 275 mg/l con el método de FACS usado. La distribucién clonal demuestra claramente la
superioridad de la configuracion de vector de FACS con respecto a la clonacién selectiva de clones de alta
produccién (véase la tabla 7b).

Tablas 7a'y 7b: Comparacion de productividad de clones

Tabla 7a: Discontinuo en 24 pocillos — Distribucién clonal

pBW478 pNT29
0-50 mg/I 196 163
51-100 mg/I 70 22
101-150 mgl/l 8 11
151-200 mg/l 2 5
201 - 250 mg/l 0 13
251 - 300 mg/l 2 9
301 - 350 mgl/l 1 10
351 - 400 mgl/l 0 6
401 - 450 mgl/l 0 5
451 - 500 mg/l 0 2
501 - 550 mgl/l 0 1
551 - 600 mgl/l 1 0
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Tabla 7a: Se generan clones mediante citometria de flujo a partir del 5% superior de las tres combinaciones de
células tefiidas con el mayor porcentaje de células positivas para la tincion tras la seleccion. Para la evaluacion de la
productividad, se realizaron cultivos discontinuos en placas de 24 pocillos y en el dia 10 se recogieron los
sobrenadantes y se midieron para determinar el contenido de IgG mediante HPLC de proteina A. Se muestra en
este caso la distribucion clonal del intervalo de productividad. Se obtiene una proporcion significativamente superior
de clones de alta produccion cuando se usa el vector de FACS (pNT29).

Tabla 7b: Discontinuo en 24 pocillos: Combinaciones combinadas de clonacion por FACS

pBW478 pNT29

0-50 mg/! 102 22
51-100 mg/l 17 2
101-150 mgl/l 13 5
151-200 mgl/l 5 3
201 - 250 mgl/l 2 7
251 - 300 mgl/l 0 11
301 - 350 mgl/l 0 11
351 - 400 mgl/l 0 15
401 - 450 mg/l 0 9
451 - 500 mg/l 0 7
501 - 550 mgl/l 0 7
551 - 600 mgl/l 0 1
601 - 650 mg/l 0 3

Tabla 7b: Se analizaron clones obtenidos mediante clonacion por FACS a partir del 5% superior de las
combinaciones combinadas tefiidas tras un ciclo de enriquecimiento. No se encontrd6 ningun beneficio del
enriquecimiento previo para células transfectadas con vector de referencia (pBW478), mientras que en el caso de
células transfectadas con vector de FACS (pNT29), el enriquecimiento previo condujo a una reduccion significativa
de clones no productores y a un aumento de la productividad promedio de los clones.

h) Caracterizacion de clones

Se expandieron en frascos de agitacion el clon LP derivado del vector convencional asi como 10 clones de vector de
FACS de alta produccion y se sometieron a prueba en modelos discontinuo y discontinuo alimentado en frasco de
agitacion genéricos para evaluar su posibilidad de fabricacion.

Se encuentra que la productividad en cultivos discontinuos es aproximadamente la misma en el intervalo de 1 g/l
para todos los clones sometidos a prueba. Las productividades discontinuas alimentadas también son muy
comparables para todos los clones y en el intervalo de 3,5 - 4 g/l (véase la tabla 8). No se observa ninguna
diferencia significativa en parametros de crecimiento cuando se comparan los clones transfectados con vector de
FACS con clones transfectados con vector de referencia (LP y clones de experimentos anteriores). Ademas, se
encuentra que la estabilidad de la produccién es alta para los clones derivados de vector de FACS, s6lo uno de 10
clones analizados mostr6é una disminucién de la productividad superior al 25% tras 12 semanas en cultivo, lo que es
una razon inferior de clones inestables a la que se observd con el vector convencional de referencia en
experimentos anteriores (datos no mostrados).

27



10

15

20

ES 2413379713

Tabla 8: Productividades de combinaciones: Modelo de frasco de agitacion (SF) discontinuo alimentado

AcM (g/l)
SF discontinuo SF discontinuo alimentado
1=LP 1,1 4,3
2 0,9 3,7
3 1,0 3,9
4 1,0 3,8
5 1,0 3,8
6 1,0 3,9
7 1,2 3,3
8 1,0 3,8
9 0,9 3,6
10 1,0 3,7
11 0,9 3,3

Tabla 8: Se analizan el clon de mas alta produccion obtenido con el vector convencional (pBW478) y 10 clones
derivados del vector de FACS (pNT29) en cultivos en frasco de agitacion discontinuos y discontinuos alimentados.
Se analiza el contenido de IgG mediante HPLC de proteina A en el dia 13 (cultivos discontinuos) o dia 17 (cultivos
discontinuos alimentados). Todos los clones analizados producen en un intervalo comparable.

Ejemplo 11: Produccién a gran escala de polipéptidos con células CHO transfectadas

La produccion de polipéptidos a gran escala puede realizarse por ejemplo en biorreactores Wave, de vidrio o de
acero inoxidable. Con ese fin, se expanden las células, comenzando habitualmente a partir de un Unico vial
congelado, por ejemplo un vial de un banco de células maestro. Se descongelan las células y se expanden a lo largo
de varias etapas. Se inoculan biorreactores de diferentes escalas con cantidades apropiadas de células. La
densidad celular puede aumentarse afadiendo disoluciones de alimentacion y aditivos al biorreactor. Se mantienen
las células a una alta viabilidad durante un tiempo prolongado. Se alcanzan en la gran escala concentraciones de
producto en el reactor que oscilan entre unos pocos cientos de miligramos por litro y varios gramos por litro. Puede
realizarse la purificacion mediante metodologia de cromatografia convencional, que puede incluir etapas de
cromatografia de afinidad, intercambio i6nico, interaccién hidréfoba o exclusién molecular. El tamafio del biorreactor
puede ser de un volumen de hasta varios miles de litros en la escala final (véase también por ejemplo F. Wurm,
Nature Biotechnology Vol. 22, 11, 2004, 1393-1398).

Lista de secuencias

<110> Novartis AG

<120> Sistema de expresion
<130> 50 858 K

<150> Documento EP08163161.6

<151> 28-08-2008
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<160>7

<170> Patentln versién 3.5

<210>1

<211> 219

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de polinucledtido de un relleno que incluye dominio transmembrana de IgG1 humana
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(7)

<223> Relleno que incluye coddn de terminacién

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> Cododn de terminacion

<220>

<221> misc_feature

<222> (4)..(6)

<223> Codon adicional para mediar la capacidad rezumante del codén de terminacion en el sentido de 5’
<400> 1

tgactagagc tgcaactgga ggagagctgt gcggaggcgc aggacgggga gctggacggg
ctgtggacga ccatcaccat cftcatcaca ctcttcctgt taagcgtgtg ctacagtgcc

accgtcacct tcttcaaggt gaagtggatc ttctcctcgg tggtggacct gaagcagacce

atcatccccg actacaggaa catgatcgga cagggggec

<210> 2

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> secuencia de polipéptido de una supuesta regién transmembrana derivada de un dominio transmembrana de
IgG1 humana

<400> 2

Leu Trp Thr Thr Ile Thr Ile Phe Ile Thr Leu Phe Leu Leu Ser val
1 5 10 15

Cys Tyr Ser Ala Thr val Thr phe Phe
20 25

<210> 3

<211>73

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> secuencia de polipéptido de una region transmembrana de Ig derivada del dominio transmembrana de IgG1
humana que comprende los aminoacidos derivados del codén de terminacion y el codén adyacente, una region de
conexion y una supuesta region transmembrana

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(2)

<223> aminoacidos que se usan lo mas probablemente en el coddn de terminacion TGA y el codén en el sentido de
3’ en caso de ultralectura

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(20)

<223> Supuesta region de conexion derivada del dominio transmembrana de IgG1 humana
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (21)..(45)

<223> Supuesta region transmembrana derivada del dominio transmembrana de IgG1l humana, también puede
considerarse que dicha region comprende los dos aminoacidos siguientes

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (46)..(73)

<223> Supuesta region citoplasmatica derivada de IgG1 humana, también puede considerarse que los dos primeros
aminoacidos pertenecen al dominio transmembrana

<400> 3
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Trp Leu Glu Leu GIn Leu Glu Glu Ser Cys Ala Glu Ala Gln Asp Gly
1 5 10 15

Glu Leu Asp Gly Leu Trp Thr Thr Ile Thr Ile pPhe Ile Thr Leu Phe
20 25 . 30

Leu Leu ggr val Cys Tyr Ser :ga Thr val Thr pPhe zge Lys val Lys

Trp'gge Phe ser ser val ggl Asp Leu Lys GIn ggr'11e Ile Pro Asp

Tyr Arg Asn Met Ile Gly GIn Gly Ala
65 70

<210>4

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> regidn citoplasmatica derivada de un dominio transmembrana de IgG1 humana
<400> 4

Lys val Lys Trp Ile phe Ser Ser val val Asp Leu Lys GIn Thr Ile
1 5 10 15

Ile Pro Asp §5r Arg Asn Met Ile g}y GIn Gly Ala

<210>5

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> regiodn de conexion derivada del dominio transmembrana de IgG1 humana
<400> 5

Glu Leu GIn Leu Glu Glu Ser Cys Ala Glu Ala GIn Asp Gly Glu Leu
1 5 10 15

Asp Gly

<210>6
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<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Region citoplasmatica derivada de un dominio transmembrana de IgG1 humana

<400> 6

:liys Trp Ile Phe ger Ser val val Asp :ligu Lys GIn Thr Ile Ile Pro

Asp Tyr Arg Asn Met Ile Gly GIn Gly Ala
20 25

<210>7

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> secuencia de polipéptido de una supuesta regién transmembrana derivada de un dominio transmembrana de
IgG1 humana

<400> 7

tieu Trp Thr Thr §1e Thr Ile Phe Ile Thr Leu Phe Leu Leu igr val

Cys Tyr Ser lz%a Thr val Thr phe g?e Lys val
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REIVINDICACIONES

1. Método para seleccionar al menos una célula huésped eucariota que expresa un nivel deseado de un polipéptido
de interés, que comprende:

a) proporcionar una pluralidad de células huésped eucariotas que comprenden un acido nucleico heterélogo que
comprende al menos un casete (Cas-POI) que comprende al menos un primer polinucleétido (Pn-POI) que codifica
para el polipéptido de interés, al menos un codén de terminacion en el sentido de 3’ del primer polinucleétido y un
segundo polinucleétido en el sentido de 3’ del codén de terminacién que codifica para un anclaje transmembrana de
inmunoglobulina;

b) cultivar las células huésped eucariotas para permitir la expresién del polipéptido de interés de manera que al
menos una parte del polipéptido de interés se expresa como un polipéptido de fusion que comprende el anclaje
transmembrana de inmunoglobulina, en el que dicho polipéptido de fusién esta presentandose sobre la superficie de
dicha célula huésped;

c) seleccionar al menos una célula huésped eucariota basandose en la presencia o cantidad del polipéptido de
fusién presentado sobre la superficie celular.

2. Método para producir un polipéptido de interés con alto rendimiento, comprendiendo el método:

a) proporcionar una pluralidad de células huésped eucariotas que comprenden un acido nucleico heterdlogo que
comprende al menos un casete (Cas-POI) que comprende un primer polinucleétido (Pn-POI) que codifica para el
polipéptido de interés, al menos un codoén de terminacién en el sentido de 3’ del primer polinucleétido y un segundo
polinucleétido en el sentido de 3’ del coddén de terminacién que codifica para un anclaje transmembrana de
inmunoglobulina;

b) cultivar las células huésped eucariotas para permitir la expresion del polipéptido de interés de manera que al
menos una parte del polipéptido de interés se expresa como un polipéptido de fusion que comprende el anclaje
transmembrana de inmunoglobulina o una variante funcional del mismo, en el que dicho polipéptido de fusion esta
presentandose sobre la superficie de dicha célula huésped;

¢) seleccionar al menos una célula huésped eucariota basandose en la presencia o cantidad del polipéptido de
fusion presentado sobre la superficie celular;

d) cultivar la célula huésped eucariota seleccionada en medio de cultivo en condiciones que permiten la expresiéon
del polipéptido de interés.

3. Método segun la reivindicaciéon 1 ¢ 2, en el que la expresion del casete (Cas-POl) da como resultado un transcrito
que comprende al menos

- un primer polinucleétido, en el que la traduccién de dicho primer polinucleétido da como resultado el polipéptido de
interés;

- al menos un coddn de terminacion en el sentido de 3’ de dicho primer polinucledétido;

- un segundo polinucleétido en el sentido de 3’ de dicho coddn de terminacion, en el que la traducciéon de dicho
segundo polinucledtido da como resultado el anclaje transmembrana de inmunoglobulina,

en el que al menos una parte del transcrito se traduce para dar un polipéptido de fusién que comprende el anclaje
transmembrana de inmunoglobulina o una variante funcional del mismo mediante ultralectura traduccional del al
menos un codon de terminacion.

4. Método segun al menos una de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el anclaje transmembrana de
inmunoglobulina se selecciona del grupo que consiste en

a) un anclaje transmembrana derivado de IgA, IgE, IgM, 1gG y/o IgD,
b) un anclaje transmembrana de inmunoglobulina que comprende un dominio citoplasmatico, y
¢) un anclaje transmembrana de inmunoglobulina que comprende una secuencia tal como se muestra en SEQ ID

NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y/o SEQ ID NO: 7.
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5. Método segun una de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la etapa c) comprende poner en contacto la pluralidad
de células huésped eucariotas con un compuesto de deteccion que se une al polipéptido de fusién y seleccionar al
menos una célula huésped eucariota basandose en la presencia o cantidad del compuesto de deteccién unido.

6. Método segun al menos una de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la ultralectura del codén de terminacion da
como resultado aproximadamente < 50%, < 25%, < 15%, < 10%, < 5%, < 2,5%, < 1,5%, < 1% o menos de < 0,5% del
polipéptido de fusién.

7. Método segun al menos una de las reivindicaciones 1 a 6, en el que se realizan dos o mas ciclos de seleccion, en
el que en cada ciclo de seleccién se selecciona al menos una célula huésped eucariota basandose en la presencia o
cantidad del polipéptido de fusion presentado sobre la superficie celular.

8. Método segun al menos una de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la unién del compuesto de deteccion a la
superficie de la célula huésped eucariota se detecta mediante citometria de flujo.

9. Acido nucleico vector adecuado para expresar al menos un polipéptido de interés en una célula huésped
eucariota y adecuado para su uso en el método de seleccion segiin una o mas de las reivindicaciones 1 a 8, que
comprende

a) al menos un casete (Cas-POI) que comprende un sitio de insercién para un primer polinucleétido (Pn-POI) que
codifica para el polipéptido de interés y/o un primer polinucleétido que codifica para un polipéptido de interés,

b) al menos un codoén de terminacidn en el sentido de 3’ de dicho sitio de insercién y/o en el sentido de 3’ del primer
polinucleétido, y

¢) un segundo polinucledtido en el sentido de 3' del codon de terminacion que codifica para un anclaje
transmembrana de inmunoglobulina.

10. Acido nucleico vector segin la reivindicacion 9, que comprende al menos una de las siguientes caracteristicas:
- un primer polinucleétido (Pn-POIl) que codifica para el polipéptido de interés en el casete (Cas-POl);

- un casete de expresion (MSM) que comprende un gen de marcador seleccionable de mamifero; y/o

- un casete de expresion (MASM) que comprende un gen de marcador seleccionable amplificable de mamifero.

11. Acido nucleico vector segun la reivindicacion 9 6 10 para expresar al menos una molécula de inmunoglobulina o
una variante funcional de la misma, que comprende

- un casete de expresion (Exp-POI) que comprende un primer polinucleétido que codifica para la cadena pesada de
una molécula de inmunoglobulina o un fragmento funcional de la misma, al menos un codén de terminacién en el
sentido de 3’ del primer polinucleétido y un segundo polinucleétido en el sentido de 3’ del codén de terminacion que
codifica para un anclaje transmembrana de inmunoglobulina; y

- un casete de expresion adicional (Exp-POI') que comprende un polinucleétido que codifica para la cadena ligera
correspondiente de una molécula de inmunoglobulina o un fragmento funcional de la misma.

12. Método para producir un &cido nucleico vector segin al menos una de las reivindicaciones 9 a 11,
comprendiendo el método ensamblar al menos un casete (Cas-POIl) en un vector de manera que dicho casete (Cas-
POI) comprende un primer polinucleétido (Pn-POI) que codifica para el polipéptido de interés, al menos un codén de
terminacion en el sentido de 3’ del primer polinucleétido y un segundo polinucleétido en el sentido de 3’ del codon de
terminacion que codifica para un anclaje transmembrana de inmunoglobulina.

13. Célula huésped eucariota que tiene al menos una de las siguientes caracteristicas:
a) se obtiene mediante el método segun al menos una de las reivindicaciones 1 a 8;

b) comprende un casete (Cas-POI) que comprende al menos un polinucleétido heterélogo que codifica para un
polinucleétido de interés, al menos un codén de terminacion en el sentido de 3’ de dicho polinucleétido heterélogo y
un polinucledtido en el sentido de 3’ del codon de terminacién que codifica para un anclaje transmembrana de
inmunoglobulina; y/o

¢) comprende un acido nucleico vector segun al menos una de las reivindicaciones 9 a 11.
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14. Método para producir un polipéptido de interés, en el que se cultiva una célula huésped eucariota segun la
reivindicacion 13 para expresar el polipéptido de interés.

15. Método para producir un polipéptido de interés segln una de las reivindicaciones 2 a 8 6 14, en el que se realiza
al menos una de las siguientes etapas:

- se obtiene el polipéptido a partir del cultivo celular;

- se secreta el polipéptido al, y se obtiene del, medio de cultivo;

- se rompen las células huésped eucariotas para obtener el polipéptido expresado;
- se aisla el polipéptido expresado;

- se purifica el polipéptido expresado; y/o

- se procesa y/o se purifica adicionalmente el polipéptido expresado.
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