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DESCRIPCIÓN 

Clon de células que producen FSH 

La presente invención se refiere a moléculas de ácido nucleico que comprenden una secuencia de ácido nucleico 
que codifica la cadena β de la hormona estimulante del folículo (FSH) humana, en donde la secuencia de ácido 
nucleico se ha modificado en células CHO con respecto al uso de codones, en comparación con la secuencia de 5 
ácido nucleico de FSH humana de tipo silvestre. 

La presente invención se refiere además a una molécula de ácido nucleico recombinante que comprende tales 
secuencias de ácido nucleico y a células hospedadoras que contienen tales moléculas de ácido nucleico 
recombinante, así como a su uso en la producción de FSH humana recombinante. 

Por último, la presente invención también se refiere a un método para producir células hospedadoras que expresan 10 
la hormona estimulante del folículo humana mediante la transfección de células cultivadas en suspensión en 
condiciones exentas de suero, con la molécula de ácido nucleico recombinante de la presente invención. 

La hormona estimulante del folículo (FSH) es producida por las células gonadotrópicas de la pituitaria anterior y se 
libera en la circulación. La FSH actúa junto con la hormona luteinizante (LH) sobre el control de la maduración de 
oocitos en las hembras y de la espermatogénesis en los machos. Tanto la FSH como la LH pertenecen a una familia 15 
de glicoproteínas heterodímeras que consisten en dos cadenas α y β unidas no covalentemente, que están 
codificadas por genes distintos. Mientras que la secuencia de aminoácidos de la cadena α de FSH y LH es idéntica, 
la secuencia de aminoácidos de la cadena β es diferente en ambas proteínas. Tanto la cadena α como la β están 
glicosiladas. La cadena α de la FSH tiene dos sitios potenciales de glicosilación ligados a asparagina en las 
posiciones 52 y 78, mientras que la cadena β de la FSH tiene dos sitios potenciales de glicosilación ligados a 20 
asparagina en las posiciones 7 y 24 (Olijve et al. (1996) Mol. Hum. Reprod. 2(5): 371-382). 

La FSH humana se utiliza para tratar a mujeres con anovulación, para estimular el desarrollo multifolicular 
(superovulación) y en la preparación de una reproducción asistida como IVF, GIFT o ZIFT. Por otra parte, la FSH 
humana se utiliza para estimular la maduración de los folículos en mujeres con una producción baja o inexistente de 
FSH y para estimular la espermatogénesis en hombres con hipogonadismo hipogonadotrópico congénito o 25 
adquirido. 

Originalmente, la FSH para usos medicinales se purificaba a partir de orina humana post-menopáusica. Sin 
embargo, esta FSH purificada tiene el inconveniente de que también contiene LH y otras proteínas contaminantes de 
origen humano. Por otra parte, el uso de una fuente natural de este tipo, implica una disponibilidad y consistencia 
limitadas del producto. 30 

Con la llegada de la tecnología del ADN recombinante, se hizo posible producir FSH humana en cultivos de células 
transfectadas con secuencias de ácido nucleico que codificaban la cadena α y β. Las secuencias de ADN que 
codifican las cadenas α y β y los métodos para producir FSH humana recombinante, se han descrito, por ejemplo, en 
los documentos WO 88/10270, WO 86/04589 y EP 0 735 139. 

Actualmente, hay dos productos comerciales de FSH humana recombinante en el mercado en Alemania, a saber, 35 
GONAL-F® y PUREGON®, produciéndose ambos mediante la expresión del ADN de tipo silvestre que codifica las 
cadenas α y β en células CHO. 

Sin embargo, todavía existe una necesidad de mejorar la expresión de las cadenas de FSH para perfeccionar el 
rendimiento y la tasa de expresión de la FSH en un número dado de células. Por tanto, un problema subyacente de 
la presente invención es proporcionar secuencias de ácido nucleico y moléculas de ácido nucleico recombinante a 40 
través de las cuales se pueda producir FSH humana recombinante en grandes cantidades en células eucariotas. 

El documento WO 01/58493 A1 describe plásmidos que contienen genes que codifican la cadena α y la β de FSH, 
en donde los genes estaban adaptados para el uso de codones en células de mamífero. 

Wang et al. (2006) Chinese Journal of Experimental and Clinical Virology 20(3): 266-269 describen que el uso de 
codones en células CHO negativas para dhfr difiere del uso de codones en hámster chino. 45 

Gustafsson et al. (2004) Trends in Biotechnology 22(7): 346-353 analizan que la preferencia de codones de un 
organismo hospedador puede influir sobre el nivel de expresión de las proteínas heterólogas. 

El documento WO 2007/003640 A1 describe un método para cultivar células que expresan FSH en un medio exento 
de suero que contiene antioxidantes tales como glutatión, 2-mercaptoetanol, metionina o una combinación de ácido 
ascórbico y alfa-tocoferol. 50 

De acuerdo con la presente invención, este y otros problemas se resuelven por medio de las características de la 
reivindicación principal. 

Las realizaciones ventajosas se definen en las reivindicaciones dependientes. 
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De acuerdo con la presente invención, las moléculas de ácido nucleico que comprenden secuencias de ácido 
nucleico modificadas que codifican la cadena α y la cadena β de la FSH humana, que se han adaptado para el uso 
de codones en células de ovario de hámster chino (CHO), se utilizan para la transfección de células CHO y producen 
un aumento significativo en la producción de FSH en las células CHO transfectadas. 

En el contexto de la presente invención, la expresión "aumento de la producción de FSH" se refiere a la situación en 5 
la que al concluir la expresión de las secuencias de ácido nucleico modificadas en la célula hospedadora, se 
produce una mayor cantidad de FSH en una célula hospedadora en comparación con la situación en la que una 
secuencia de ácido nucleico no modificada que codifica FSH con la misma secuencia de aminoácidos, se expresa 
en el mismo tipo de células hospedadoras en condiciones similares, tales como por ejemplo, procedimientos de 
transfección comparables, vectores de expresión comparables, etc. 10 

El código genético es redundante ya que 20 aminoácidos están especificados por 61 codones de tripletes. Por lo 
tanto, la mayor parte de los 20 aminoácidos proteinógenos están codificados por varios tripletes de bases (codones). 
Sin embargo, los codones que especifican un aminoácido particular no se utilizan con la misma frecuencia en un 
organismo específico, sino que son los codones preferidos los que se utilizan frecuentemente, y los codones raros 
los que se utilizan con menos frecuencia. Dichas diferencias en el uso de codones se someten a presiones 15 
evolutivas selectivas y, en particular, a la eficacia de la traducción. Una de las razones de la baja eficacia de la 
traducción de los codones que están presentes pocas veces, podría ser que los grupos correspondientes de 
aminoacil-ARNt se agotan y, por lo tanto, ya no están disponibles para la síntesis de proteínas. 

Por otra parte, diferentes organismos prefieren diferentes codones. Así, por ejemplo, la expresión de un ADN 
recombinante procedente de una célula de mamífero se lleva a cabo frecuentemente de forma imperfecta en células 20 
de E. coli. Por lo tanto, la sustitución de codones utilizados pocas veces por codones utilizados con frecuencia puede 
mejorar la expresión en algunos casos. 

De muchos organismos se conoce la secuencia de ADN de un amplio número de genes y existen tablas a partir de 
las cuales se puede obtener la frecuencia del uso de codones específicos en el organismo respectivo. Mediante el 
uso de dichas tablas, las secuencias de proteínas se pueden traducir de forma inversa de manera relativamente 25 
exacta, para formar una secuencia de ADN que contiene los codones preferidos en el organismo respectivo, para los 
diferentes aminoácidos de la proteína. Las tablas para el uso de codones se pueden encontrar, entre otras, en las 
siguientes direcciones de Internet:  

http://www.kazusa.or.jp/codon/index.html o  

http://www.entelechon.com/index.php?id=tools/index. 30 

También hay programas disponibles para la traducción inversa de una secuencia de proteína, por ejemplo, la 
secuencia proteica de la cadena α o de la cadena β de la FSH humana, para formar una secuencia de ADN 
degenerado, como por ejemplo en 

http://www.entelechon.com/eng/backtranslation.html. 

La expresión "secuencia de ácido nucleico" para los fines de la presente invención, se refiere a cualquier molécula 35 
de ácido nucleico que codifica polipéptidos, tales como péptidos, proteínas, etc. Estas moléculas de ácido nucleico 
pueden ser de ADN, de ARN o de análogos de los mismos. Sin embargo, se prefieren las moléculas de ácido 
nucleico preparadas con ADN. 

Una persona experta en la técnica es plenamente consciente de que la modificación de la secuencia de nucleótidos 
de partida describe el proceso de optimización con respecto al uso de codones. 40 

Si, por ejemplo, la secuencia codificadora de una enzima de tipo silvestre ajena se ajusta al uso de codones de 
células CHO, los cambios introducidos se pueden identificar fácilmente comparando la secuencia modificada y la 
secuencia de partida (véanse las Figuras 1a y 1b). Por otra parte, ambas secuencias codificarán la misma secuencia 
de aminoácidos. La secuencia de aminoácidos de la cadena α de la FSH humana se describe en SEQ ID NO: 5 y la 
secuencia de aminoácidos de la cadena β de la FSH humana se describe en SEQ ID NO: 6. Estas secuencias de 45 
aminoácidos se corresponden con las secuencias de aminoácidos de tipo silvestre de la cadena α y de la cadena β 
de la FSH humana, tal y como se han depositado con el número de orden J 00152 en la base de datos de EMBL y el 
número de orden NM_000510 en la base de datos de NCBI, respectivamente. 

En el caso de la cadena α de la FSH humana, la secuencia de ácido nucleico de partida se muestra en SEQ ID NO: 
3 y en el caso de la cadena β de la FSH humana, la secuencia de ácido nucleico de partida se muestra en SEQ ID 50 
NO: 4. 

De acuerdo con la descripción, la secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena α de la FSH humana se 
modifica con respecto al uso de codones en las células CHO, al menos en 30 posiciones, preferiblemente al menos 
en 40 posiciones, en particular preferiblemente al menos en 50 posiciones, también particularmente preferible al 
menos en 60 o 70 posiciones, y lo más preferiblemente al menos en 75 posiciones, en comparación con la 55 
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secuencia de partida. 

Además, de acuerdo con la invención, la secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena β de la FSH humana se 
modifica con respecto al uso de codones en las células CHO, al menos en 65 posiciones en comparación con la 
secuencia de partida. 

La secuencia de ácido nucleico modificada que codifica la cadena β de la FSH humana es la región codificadora de 5 
la secuencia de ácido nucleico dada en SEQ ID NO: 1. En SEQ ID NO: 1, la región codificadora comienza en el 
nucleótido 56 y se extiende hasta el nucleótido 442. 

Lo más preferiblemente, la secuencia de ácido nucleico mejorada que codifica la cadena α de la FSH humana es la 
región codificadora de la secuencia de ácido nucleico dada en SEQ ID NO: 2, o una secuencia de ácido nucleico que 
es idéntica a la región codificadora de la secuencia de ácido nucleico dada en SEQ ID NO: 2, en al menos un 85%, 10 
preferiblemente en al menos un 87% o un 90%, en particular preferentemente en al menos un 92% o un 94% y lo 
más preferiblemente en al menos un 96%, 98% o 99% a lo largo de toda región codificadora. En SEQ ID NO: 2, la 
región codificadora comienza en el nucleótido 19 y se extiende hasta el nucleótido 366. 

Las expresiones "secuencia de ácido nucleico no modificada", "secuencia de ácido nucleico de tipo silvestre" o 
"secuencia de ácido nucleico de partida" para los fines de la presente invención, se refieren a una secuencia de 15 
ácido nucleico que se pretende utilizar para la (hiper)expresión en una célula hospedadora y que no se ha adaptado 
al uso de codones en la célula hospedadora, sino que es la secuencia de ácido nucleico de tipo silvestre real que 
codifica la proteína. 

Las expresiones "secuencia de ácido nucleico modificada" o "secuencia de ácido nucleico mejorada" para los fines 
de la presente invención, se refieren a una secuencia que se ha modificado para la expresión en una célula 20 
hospedadora adaptando la secuencia de la secuencia de ácido nucleico no modificada/de partida al uso de codones 
de la célula hospedadora. Una secuencia de ácido nucleico modificada o mejorada codifica una proteína que tiene la 
misma secuencia de aminoácidos que la proteína codificada por la secuencia no modificada. 

La identidad de secuencia se determina a través de una variedad de programas basados en diferentes algoritmos. 
En esta memoria, los algoritmos de Needleman y Wunsch o de Smith y Waterman logran resultados particularmente 25 
fiables. Para la comparación de secuencias, se utilizó el programa PiIeUp (Feng y Doolittle (1987) J. Mol Evolution 
25: 351-360; Higgins et al. (1989) CABIOS 5: 151-153) o los programas Gap y Best Fit (Needleman y Wunsch (1970) 
J. Mol Biol. 48: 443-453 y Smith y Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2: 482-489), que están contenidos en el 
paquete de programas informáticos de GCG (Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, 
EE.UU.). 30 

Los valores de identidad de la secuencia proporcionados en este documento en porcentaje, se determinaron con el 
programa Gap sobre toda la región de la secuencia, con la siguiente configuración: Peso del hueco: 50, Peso de 
Longitud: 3, Coincidencias Promedio: 10.000, y Desigualdades Promedio: 0,000. 

A menos que se especifique lo contrario, dicha configuración se utilizó como configuración estándar para la 
comparación de secuencias. 35 

Sin pretender estar vinculado a una hipótesis, se supone que las secuencias de ADN con codones mejorados 
permiten una traducción más eficaz y los ARNm formados a partir de los mismos tienen posiblemente un período de 
semivida más largo en la célula y, por lo tanto, están disponibles más frecuentemente para la traducción. 

Una persona experta en la técnica está bien familiarizada con las técnicas que permiten cambiar la secuencia de 
ácido nucleico original de partida, a una secuencia de ácido nucleico modificada que codifica polipéptidos de 40 
aminoácidos idénticos pero con diferente uso de codones. Esto puede lograrse, p. ej., mediante técnicas de 
mutagénesis basadas en la reacción en cadena de la polimerasa, por procedimientos de clonación conocidos 
generalmente, por síntesis química, etc. 

Es también un objeto de la presente invención una molécula de ácido nucleico recombinante que comprende una 
secuencia de ácido nucleico modificada que codifica la cadena β de la FSH humana, en donde la secuencia de ácido 45 
nucleico modificada es la región codificadora de la secuencia de nucleótidos de acuerdo con SEQ ID NO: 1, y en 
donde la secuencia de ácido nucleico modificada está bajo el control de un promotor que es activo en una célula 
hospedadora. 

La expresión "promotor que es activo en una célula hospedadora" se debe entender en el sentido de que el 
promotor, dentro de la molécula de ácido nucleico recombinante, permite la expresión de la secuencia de ácido 50 
nucleico en una célula hospedadora en la que se desea la expresión de la secuencia de ácido nucleico. La actividad 
de un promotor se determina generalmente por la presencia de factores de transcripción que son capaces de unirse 
al promotor y activar la transcripción. 

Los promotores que son adecuados para la expresión de secuencias de ácido nucleico en células de mamífero, son 
bien conocidos por la persona experta en la técnica e incluyen promotores víricos tales como CMV, SV40, HTLV o el 55 
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promotor tardío principal de adenovirus y otros promotores tales como el promotor EF-1α o el promotor UbC. 

La expresión "célula hospedadora" para los fines de la presente invención se refiere a cualquier célula que se utiliza 
comúnmente para la expresión, es decir, la transcripción y la traducción de secuencias de ácido nucleico para la 
producción, por ejemplo, de polipéptidos. En particular, la expresión "célula hospedadora" u "organismo" se refiere a 
células procariotas, eucariotas inferiores, vegetales, de insecto o a sistemas de cultivo de células de mamífero. 5 
Preferiblemente, la célula hospedadora es una célula de mamífero, más preferiblemente la célula hospedadora es 
una célula de roedor, incluso más preferiblemente la célula hospedadora es una célula de roedor que tiene un uso 
de codones similar al de la célula CHO y lo más preferiblemente esta célula hospedadora es una célula CHO. 

La línea celular CHO hospedadora usada para la expresión de las secuencias modificadas y para la producción de 
FSH humana recombinante, es un derivado de una línea celular CHO-K1 y carece de actividad reductasa de 10 
dihidrofolato (dhfr). La línea celular se obtuvo a partir de DSMZ (nº de cat. ACC 126) y se adaptó a las condiciones 
de cultivo en suspensión y exento de suero. 

Una línea celular CHO que contiene una molécula de ácido nucleico recombinante que comprende una primera 
secuencia de ácido nucleico mejorada que codifica la cadena β de la FSH humana y una segunda secuencia de 
ácido nucleico mejorada que codifica la cadena α de la FSH humana, se depositó el 28 marzo de 2007 en la DSMZ 15 
en Braunschweig con el número de depósito DSM ACC2833. 

La expresión "molécula de ácido nucleico recombinante" en el sentido de la presente invención, comprende todos los 
tipos de moléculas de ácido nucleico que se pueden introducir en una célula hospedadora y pueden efectuar la 
expresión de una secuencia de ácido nucleico que está contenida dentro de la molécula de ácido nucleico 
recombinante. La expresión comprende, entre otros, vectores de plásmidos y vectores víricos tales como vectores 20 
adenovíricos, retrovíricos y lentivíricos, prefiriéndose los vectores plasmídicos. 

Ejemplos de vectores plasmídicos adecuados que se pueden utilizar para expresar proteínas en células de mamífero 
son bien conocidos e incluyen, por ejemplo, la serie de vectores pCI, pSI (Promega), los vectores pcDNA®, pCEP4, 
pREP4, pSHOOTER®, pZeoSV2 (Invitrogen), pBlast, pMono, pSELECT, pVITRO y pVIVO (InVivogen). Además del 
promotor y de la secuencia de ácido nucleico que se va a expresar, una molécula de ácido nucleico recombinante 25 
por lo general contiene otros elementos funcionales tales como secuencias de poliadenilación, genes de selección 
procariotas y/o eucariotas que permiten la identificación de células procariotas y/o eucariotas transformadas de 
forma positiva, y un origen de replicación. El experto sabe qué los elementos tiene que seleccionar para un fin 
específico, y qué vector plasmídico es adecuado para la expresión de una secuencia específica de ácido nucleico en 
una célula hospedadora específica. 30 

Las moléculas de ácido nucleico recombinantes que comprenden las secuencias de ácido nucleico de la presente 
invención se pueden obtener por métodos convencionales de biología molecular que se describen en la bibliografía, 
por ejemplo, en Sambrook y Russell (2001) Molecular Cloning - A Laboratory Manual, 3ª edición, Cold Spring 
Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, Nueva York, EE.UU. 

Preferiblemente, la molécula de ácido nucleico recombinante de la presente invención comprende tanto una 35 
secuencia de ácido nucleico modificada que codifica la cadena β de la FSH humana como una secuencia de ácido 
nucleico que codifica la cadena α de la FSH. 

La secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena α de la FSH humana se selecciona a partir de una secuencia 
de ácido nucleico mejorada que codifica la cadena α de la FSH humana que se selecciona a partir del grupo que 
consiste en la región codificadora de la secuencia de ácido nucleico de acuerdo con SEQ ID NO: 2, las secuencias 40 
de ácido nucleico que tienen una identidad de secuencia de al menos el 85% con la región codificadora de la 
secuencia de ácido nucleico tal y como se muestra en SEQ ID NO: 2, la región codificadora de la secuencia de ácido 
nucleico no modificada, tal y como se representa en SEQ ID NO: 3 y las secuencias de ácido nucleico que tienen 
una identidad de secuencia de al menos el 70% con la región codificadora de la secuencia de ácido nucleico tal y 
como se muestra en SEQ ID NO: 3. 45 

La secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena α de la FSH humana puede estar bajo el control del mismo 
promotor que la secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena β de la FSH humana, por ejemplo, por medio de 
un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES), o puede estar bajo el control de un promotor distinto. Preferiblemente, 
la secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena α de la FSH humana está bajo el control de un promotor 
distinto. Más preferiblemente, la secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena β mejorada de la FSH humana, 50 
está bajo el control de un promotor de SV40 y la secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena α de la FSH 
humana está bajo el control de un promotor de CMV. Lo más preferiblemente, la molécula de ácido nucleico 
recombinante de la presente invención tiene la secuencia de ácido nucleico descrita en SEQ ID NO: 7. 

La presente invención se refiere además a una célula hospedadora que contiene una molécula de ácido nucleico 
recombinante que comprende la secuencia de ácido nucleico mejorada que codifica la cadena β de la FSH humana 55 
y que contiene además una secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena α de la FSH humana, que se 
selecciona a partir de una secuencia de ácido nucleico modificada, seleccionada entre el grupo que consiste en la 
región codificadora de la secuencia de nucleótidos de acuerdo con SEQ ID NO: 2 y las secuencias de nucleótidos 
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que tienen una identidad de secuencia de al menos el 85% con la región codificadora de la secuencia de ácido 
nucleico, tal y como se describe en SEQ ID NO: 2 y la región codificadora de la secuencia de ácido nucleico no 
modificada, tal y como se describe en SEQ ID NO: 3 y las secuencias de ácido nucleico que tienen una identidad de 
secuencia de al menos el 70% con la región codificadora de la secuencia de ácido nucleico, tal y como se describe 
en SEQ ID NO: 3. 5 

La secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena α de la FSH humana puede estar presente en la misma 
molécula de ácido nucleico recombinante que la secuencia de ácido nucleico mejorada que codifica la cadena β de 
la FSH humana, o se puede introducir en la célula hospedadora en una molécula de ácido nucleico recombinante 
distinta. Preferiblemente, la secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena α de la FSH humana está presente 
en la misma molécula de ácido nucleico recombinante que la secuencia de ácido nucleico mejorada que codifica la 10 
cadena β de la FSH humana. 

La célula hospedadora se puede seleccionar a partir de sistemas de cultivo de células de mamífero, tales como 
células NIH3T3, células CHO, células COS, células 293, células Jurkat, células BHK y células HeLa. 
Preferiblemente, la célula hospedadora es una célula de roedor, más preferiblemente la célula hospedadora es una 
célula de roedor que tiene un uso de codones similar al de la célula CHO y lo más preferiblemente, esta célula 15 
hospedadora es una célula CHO. 

Es también un objeto de la presente invención un cultivo celular que comprende las células hospedadoras que 
contienen una molécula de ácido nucleico recombinante que comprende una secuencia de ácido nucleico 
modificada que codifica la cadena β de la FSH humana y una secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena α 
de la FSH humana, en donde la secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena α se puede seleccionar a partir 20 
del grupo que consiste en la secuencia de ácido nucleico no modificada y la secuencia de ácido nucleico modificada, 
tal y como se han definido anteriormente, en un medio de cultivo adecuado. 

El cultivo celular se obtiene cultivando las células hospedadoras en un medio de cultivo adecuado en condiciones 
que apoyan el crecimiento de las células hospedadoras. 

La expresión "células en cultivo" se debe entender en el sentido de que las células se mantienen in vivo en 25 
condiciones que permiten la proliferación, el metabolismo normal de las células y la formación de la proteína 
recombinante. Esto significa que las células se proporcionan con todos los nutrientes necesarios, así como con 
oxígeno y se mantienen a un pH adecuado y una osmolaridad adecuada. Las células se pueden cultivar de cualquier 
manera adecuada. Preferiblemente, las células se cultivan como un cultivo en suspensión, por ejemplo, en matraces 
o en matraces giratorios. El término "cultivo" incluye el cultivo por lotes, el cultivo por lotes con alimentación, así 30 
como cultivos de perfusión y otros métodos de cultivo adecuados. 

El “cultivo en suspensión" significa que las células no se adhieren a una superficie, pero se distribuyen en el medio 
de cultivo. 

El “cultivo por lotes", en el sentido de la presente invención, es un método de cultivo en el que ni se añade medio de 
cultivo ni se retira durante el cultivo. 35 

Un "método por lotes con alimentación", en el sentido de la presente invención, es un método de cultivo en el que se 
añade medio de cultivo durante el cultivo, pero no se retira. 

"Cultivo en perfusión" dentro del alcance de la presente invención, es un método de cultivo en el que durante el 
cultivo se retira medio de cultivo y se añade nuevo medio de cultivo. 

El medio de cultivo tiene con preferencia únicamente un bajo contenido en suero, por ejemplo, un contenido máximo 40 
de 1% (v/v) en suero; lo más preferiblemente, el medio está exento de suero. Ejemplos de medios de cultivo 
adecuados son medios basales tales como RPMI 1640, DMEM, F12, ProCHO5 o eRDF, que se pueden mezclar 
entre sí y con suplementos de acuerdo con la necesidad de las células. Además de glucosa y aminoácidos, el medio 
puede contener agentes quelantes tales como ácido tricarboxílico aurina (ATA), sales inorgánicas tales como sales 
de fosfato, poliaminas y sus precursores, tales como putrescina, hormonas tales como insulina, antioxidantes tales 45 
como ácido ascórbico y mezclas de vitaminas, precursores de lípidos tales como etanolamina y sustancias 
protectoras de las células tales como Pluronic F68. El experto sabe qué medio de cultivo utilizar para el cultivo de un 
tipo específico de células. Preferiblemente, el medio de cultivo es ProCHO5. 

Es también un objeto de la presente invención un método en el que una célula hospedadora de acuerdo con la 
presente invención se cultiva en primer lugar en un medio de cultivo adecuado durante un cierto período de tiempo y 50 
después se recoge el material sobrenadante del cultivo celular. 

El "material sobrenadante del cultivo celular" es el medio del cultivo celular que estaba en contacto con las células 
durante un cierto período de tiempo y que luego se ha separado de las células. El material sobrenadante del cultivo 
celular contiene la proteína recombinante producida por las células. Las células se pueden separar del material 
sobrenadante mediante técnicas convencionales de separación, tales como filtración y centrifugación. En cultivos a 55 
largo plazo, el material sobrenadante de las células hospedadoras de acuerdo con la presente invención contiene 
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concentraciones de FSH de al menos 500 ng/ml, preferiblemente al menos 1000 ng/ml, más preferiblemente al 
menos 1500 ng/ml y lo más preferiblemente al menos 2000 ng/ml. 

La FSH humana recombinante se puede purificar desde el material sobrenadante del cultivo celular a través de una 
o varias etapas de purificación. Los métodos de purificación adecuados son conocidos por el experto e incluyen la 
cromatografía de intercambio iónico, la cromatografía de interacción hidrófoba, la cromatografía en hidroxiapatita, la 5 
cromatografía de afinidad y la filtración en gel. Los métodos para purificar la FSH humana recombinante se 
describen, por ejemplo, en los documentos WO 00/63248, WO 2006/051070 y WO 2005/063811. 

Para la administración como medicamento, la FSH humana recombinante, purificada se mezcla con uno o varios 
excipientes para obtener una formulación que se puede administrar a los pacientes. Las formulaciones adecuadas 
para la FSH humana recombinante se describen, entre otros, en los documentos EP 0 853 945, EP 1 285 665, EP 0 10 
974 359, EP 1 188 444 y EP 1 169 349. 

La célula hospedadora de la presente invención se produce mediante la transfección de células con una molécula de 
ácido nucleico recombinante de la presente invención que comprende solo la secuencia de ácido nucleico 
modificada que codifica la cadena β de la FSH humana o también una secuencia de ácido nucleico que codifica la 
cadena α de la FSH humana. Alternativamente, la secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena β y la 15 
secuencia de nucleótidos que codifica la cadena α pueden estar presentes en moléculas de ácido nucleico 
recombinantes distintas que se introducen en la célula hospedadora ya sea de forma simultánea o sucesivamente. 

Los métodos de transfección adecuados son conocidos por una persona experta en la técnica e incluyen, por 
ejemplo, precipitación con fosfato cálcico, transfección mediada por DEAE-dextrano, electroporación y lipofección. 
Los kits comercialmente disponibles para la transfección, tales como SuperFect, PolyFect, Effectene (Qiagen), 20 
TransFast®, Profection®, Transfectam® (Promega) y TransPass® (NEB) también se pueden utilizar. Preferiblemente, 
las células se transfectan mientras que están en suspensión y se transfectan en condiciones exentas de suero. 

Para la producción de la FSH humana recombinante a escala comercial, las células se transfectan generalmente de 
forma estable, lo que significa que las células transformadas con éxito se seleccionan después de la transfección a 
través de un agente de selección que mata a las células no transfectadas, mientras que las células transfectadas 25 
que contienen el gen de resistencia, continúan creciendo. Los reactivos de selección adecuados incluyen antibióticos 
tales como zeocina, neomicina y puromicina y otros fármacos como el metotrexato. 

La presente invención se ilustra por medio de los siguientes ejemplos, que no deben entenderse como limitantes. 

Ejemplos 

1. Clonación de una molécula de ácido nucleico recombinante que comprende secuencias de ácido nucleico 30 
mejoradas que codifican la cadena α y la cadena β de la FSH humana 

Se utilizó una cadena principal de vector pUC18 que ya contenía un sitio de poliadenilación y de corte y empalme de 
SV40 y un casete del gen dhfr que consistía en un promotor de RSV, el gen de la reductasa de dihidrofolato de ratón 
y un sitio de poliadenilación y de corte y empalme de SV40. El gen de la reductasa de dihidrofolato permite la 
selección de células transfectadas positivamente y la amplificación del gen transfectado con el fármaco metotrexato. 35 

Las secuencias no modificadas de la cadena α y la cadena β de la FSH humana se obtuvieron de Fiddes y 
Goodman (1979) Nature 281: 351-356 y Jameson et al. (1988) Mol. Endocrinol. 2(9): 806-815, respectivamente. 
Estas secuencias se mejoraron de forma que las regiones codificadoras se adaptaron al uso de codones en los 
genes CHO utilizados con frecuencia. 

Por otra parte, un codón de detención adicional se introdujo para asegurar la terminación eficaz de la traducción. Las 40 
secuencias de nucleótidos mejoradas en la cadena β y la cadena α, se describen en SEQ ID NO: 1 y 2, 
respectivamente, y una comparación de las secuencias de ácidos nucleicos de tipo silvestre modificadas se 
muestran en las Figs. 1a y 1b. La comparación de secuencias muestra que la secuencia de ácido nucleico 
modificada y la no modificada que codifican la cadena α de la FSH humana, son idénticas en un 80%, mientras que 
la secuencia de ácido nucleico modificada y la no modificada que codifican la cadena β de la FSH humana son 45 
idénticas en un 85%. 

Las secuencias modificadas se insertaron por separado en dos copias de la cadena principal de pUC18, cortándolas 
con las enzimas de restricción SacII y NcoI y ligándolas a continuación. 

El promotor de CMV y el promotor de SV40 se amplificaron a partir de un ADN molde adecuado con los siguientes 
cebadores, introduciendo simultáneamente un sitio de restricción AscI y PacI (subrayado en los siguientes 50 
cebadores): 

Cebador Asc-CMV-F  

5' - GGC GCG CCT TTT GCT CAC ATG GCT CG - 3' (SEQ ID NO: 8) 
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Cebador Pac-CMV-R  

5 ' - CCT TAA TTA AGA GCT GTA ATT GAA CTG GGA GTG -3 ' (SEQ ID NO: 9) 

Cebador Asc-SV40-F  

5' - GGC GCG CCG CAT ACG CGG ATC TG - 3' (SEQ ID NO: 10) 

Cebador Pac-SV40-R  5 

5' - CCT TAA TTA AGT TCG AGA CTG TTG TGT CAG AAG A - 3' (SEQ ID NO: 11) 

El promotor de CMV se introdujo en el plásmido que contenía la cadena α de la FSH humana cortando el plásmido 
con las enzimas de restricción AscI y PacI y ligándolo, y el promotor de SV40 se introdujo en el plásmido que 
contenía la cadena β de la FSH humana cortando el plásmido con las enzimas de restricción AscI y PacI y ligación. 

Finalmente, el casete de expresión de la cadena β de la FSH humana que comprendía el promotor de SV40, la 10 
secuencia de ácido nucleico que codificaba la cadena β y la señal de poliadenilación de SV40, se amplificó con los 
siguientes cebadores, introduciendo al mismo tiempo un sitio de restricción NotI tanto en el extremo 5' como en el 
extremo 3' del elemento amplificado (subrayado en las siguientes cebadores): 

Cebador beta-Notl-F 

5' - GCG GCC GCA TAC GCG GAT CTG C - 3' (SEQ ID NO: 12) 15 

Cebador beta-Notl-R  

5' - GCG GCC GCT CAC TCA TTA GGC ACC CCA GG - 3' (SEQ ID NO: 13)  

A continuación, el elemento amplificado se insertó en el plásmido cortado con NotI que contenía la cadena α de la 
FSH humana. El plásmido resultante que contenía tanto la secuencia de ácido nucleico mejorada que codificaba la 
cadena α y la secuencia de ácido nucleico mejorada que codificaba la cadena β, se muestra en la Fig. 2. La 20 
secuencia del plásmido con las dos secuencias de ácido nucleico mejoradas se describe en SEQ ID NO: 7. 

2. Transfección transitoria de células CHO con moléculas de ácido nucleico recombinante que contienen 
diferentes combinaciones de las cadenas α y β de FSH humana 

Los plásmidos que contenían ya sea una secuencia de ácido nucleico mejorada que codificaba la cadena α o una 
secuencia de ácido nucleico mejorada que codificaba la cadena β, en combinación con la cadena β o la cadena α de 25 
tipo silvestre correspondiente, o que contenían ambas secuencias mejoradas, se produjeron tal y como se ha 
descrito en 1) más arriba. El ADN se mezcló con el medio ProCHO5 (Lonza) que contenía glutamina 8 mM sin HT 
hasta un volumen total de 200 µl. A continuación, se añadieron 20 µl del reactivo SuperFect (Qiagen) a la solución 
de ADN y se mezclaron. A continuación, esta mezcla se incubó durante 5-10 minutos a temperatura ambiente. 

Partes alícuotas que contenían 1,68 x 106 células CHO se centrifugaron (5 minutos, 800 rpm, 18-25ºC), se retiró el 30 
material sobrenadante y las células se resuspendieron en 1,1 ml de medio de cultivo de ProCHO5 que contenía 
glutamina 8 mM sin HT. La suspensión se transfirió a continuación a la mezcla de ADN, después de que la mezcla 
de ADN se hubiera incubado durante 5-10 minutos, se mezcló y se transfirió a un pocillo de una placa de 6 pocillos. 
Las células se incubaron durante 3 horas a 37ºC, en donde la incubación produjo la adherencia de las células. Se 
retiró el material sobrenadante, las células se lavaron tres veces con 1 ml de PBS y, a continuación se añadió medio 35 
de cultivo de nuevo aporte (2 ml de ProCHO5 que contenía glutamina 8 mM sin HT). Después de incubar durante 2 
días a 37ºC, se retiró el material sobrenadante y se centrifugó. El material sobrenadante se concentró (factor de 
concentración 16,67) y la concentración de FSH se determinó en un lector de ELISA (Anogen). Los resultados de 
esta medición se muestran en la Fig. 3. 

Los resultados muestran que la introducción de una cadena α modificada en combinación con una cadena β de tipo 40 
silvestre, produce una reducción de la expresión de casi el 50% en comparación con una combinación de dos 
cadenas de tipo silvestre. En contraste, la introducción de una cadena β modificada, tanto en combinación con una 
cadena α de tipo silvestre como con la cadena α modificada, produce una expresión transitoria de FSH que se ve 
reforzada por un factor de 1,5 - 3, en comparación con la combinación de la cadena α de tipo silvestre y la cadena β 
de tipo silvestre. Por lo tanto, en particular el uso de la cadena β modificada produce una mejora significativa de la 45 
expresión de FSH después de una transfección transitoria, mientras que la cadena α modificada no influye 
positivamente en la producción de FSH. 

Breve descripción de los dibujos 

Fig. 1: Comparación de las secuencias de ácido nucleico no modificadas y modificadas que codifican la cadena α y 
la cadena β de la FSH humana  50 
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a) Comparación de secuencias de la secuencia de ácido nucleico modificada y no modificada que codifica la 
cadena α de la FSH humana  

pXM17ss# 6: parte de un plásmido que contiene la secuencia de ácido nucleico modificada que codifica la 
cadena α de la FSH humana (SEQ ID NO: 2)  

wt α FSH: secuencia de nucleico no modificada que codifica la cadena α de la FSH humana (SEQ ID NO: 3)  5 

El codón de iniciación y los codones de detención se muestran en negrita. 

b) Comparación de secuencias de la secuencia de ácido nucleico modificada y no modificada que codifica la 
cadena β de la FSH humana 

Problema (“query”): secuencia de ácido nucleico no modificada que codifica la cadena β de la FSH humana 
(SEQ ID NO: 4) 10 

Objeto (“subject”): secuencia de ácido nucleico modificada que codifica la cadena β de la FSH humana 
(SEQ ID NO: 1)  

Los codones de iniciación y de detención se muestran en negrita. 

Fig. 2: Mapa de la molécula de ácido nucleico recombinante que contiene tanto la secuencia de ácido nucleico 
modificada que codifica la cadena α de la FSH humana, como la secuencia de ácido nucleico modificada que 15 
codifica la cadena β de la FSH humana. 

Fig. 3: Análisis de la expresión de diferentes combinaciones de las cadenas α y β después de la expresión transitoria 
en células CHO 

Se muestra la expresión relativa de FSH en relación con células que expresan una combinación de las cadenas α y 
β de tipo silvestre.  20 

w/w: cadena α y cadena β no modificadas 

s/w: cadena α modificada y cadena β no modificada 

w/s: cadena β modificada y cadena α no modificada  

s/s: cadena α y cadena β modificadas 

25 
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LISTA DE SECUENCIAS 
 
  
<110> Biogenerix AG 
 5 
<120> Clon FSH 
 
<130> B 8700 / RN 
 
<150> EP07111257 10 
<151> 28.06.2007 
 
<160> 13 
 
<170> PatentIn versión 3.3 15 
 
<210> 1 
<211> 471 
<212> ADN 
<213> Artificial 20 
 
<220> 
<223> Cadena beta modificada 
 
<400> 1  25 
 

 
 
<210> 2 
<211> 372 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cadena alfa modificada 35 
 
<400> 2  

 
 
<210> 3 40 
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<211> 369 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 3  5 

 
 
<210> 4 
<211> 474 
<212> ADN 10 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 4  

 
 15 
<210> 5 
<211> 116 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 20 
<400> 5  
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<210> 6 
<211> 129 5 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 6  

 10 
 
<210> 7 
<211> 8983 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 
 
<220> 
<223> Plásmido 
 
<400> 7  20 
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<210> 8 
<211> 26 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador Asc-CMV-F 
 10 
<400> 8 
ggcgcgcctt ttgctcacat ggctcg    26 
 
<210> 9 
<211> 33 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
< 
220> 
<223> Cebador Pac-CMV-R 20 
 
<400> 9 
ccttaattaa gagctgtaat tgaactggga gtg   33 
 
<210> 10 25 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> Cebador Asc-SV40-F  
 
<400> 10 
ggcgcgccgc atacgcggat ctg    23 
 35 
<210> 11 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 40 
<220> 
<223> Cebador Pac-SV40-R  
 
<400> 11 
ccttaattaa gttcgagact gttgtgtcag aaga   34 45 
 
<210> 12 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Artificial 50 
 

ES 2 432 183 T3

 



 18

<220> 
<223> Cebador beta-NotI-F  
 
<400> 12 
gcggccgcat acgcggatct gc     22 5 
 
<210> 13 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador beta-NotI-R  
 
<400> 13 15 
gcggccgctc actcattagg caccccagg    29 
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REIVINDICACIONES 

1. Molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena β de la 
hormona estimulante del folículo (FSH) humana, que es la región codificadora de la secuencia de ácido nucleico 
según SEQ ID NO: 1. 

2. Molécula de ácido nucleico recombinante que comprende una primera secuencia de ácido nucleico según la 5 
reivindicación 1, bajo el control de un promotor que es activo en una célula hospedadora. 

3. Molécula de ácido nucleico recombinante según la reivindicación 2, que comprende adicionalmente una 
segunda secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena α de la hormona estimuladora del folículo (FSH) 
humana que se selecciona a partir del grupo que consiste en la región codificadora de la secuencia de ácido 
nucleico según SEQ ID NO: 2 y secuencias de ácido nucleico que tienen una identidad de secuencia de al menos el 10 
85% con la región codificadora de la secuencia de ácido nucleico tal y como se describe en SEQ ID NO: 2. 

4. Molécula de ácido nucleico recombinante según la reivindicación 2, que comprende adicionalmente una 
segunda secuencia de ácido nucleico que se selecciona a partir del grupo que consiste en la región codificadora de 
la secuencia de ácido nucleico según SEQ ID NO: 3 y secuencias de ácido nucleico que tienen una identidad de 
secuencia de al menos el 70% con la región codificadora de la secuencia de ácido nucleico tal y como se describe 15 
en SEQ ID NO: 3. 

5. Molécula de ácido nucleico recombinante según la reivindicación 3 o 4, en la que la segunda secuencia de 
ácido nucleico está bajo el control de un promotor distinto.  

6. Molécula de ácido nucleico recombinante según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en la que la 
primera secuencia de ácido nucleico y/o la segunda secuencia de ácido nucleico está bajo el control de un promotor 20 
vírico. 

7. Molécula de ácido nucleico recombinante según la reivindicación 6, en la que la primera secuencia de ácido 
nucleico está bajo el control de un promotor de SV40. 

8. Molécula de ácido nucleico recombinante según la reivindicación 6, en la que la segunda secuencia de 
ácido nucleico está bajo el control de un promotor de CMV. 25 

9. Molécula de ácido nucleico recombinante según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, que tiene la 
secuencia de ácido nucleico tal y como se describe en SEQ ID NO: 7. 

10. Célula hospedadora que contiene una molécula de ácido nucleico recombinante según cualquiera de las 
reivindicaciones 3 a 9. 

11. Célula hospedadora según la reivindicación 10, que es una célula de mamífero. 30 

12. Célula hospedadora según la reivindicación 10 o 11, que es una célula de ovario de hámster chino (CHO). 

13. Célula hospedadora según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, que tiene el número de depósito 
DSM ACC2833. 

14. Célula hospedadora que contiene una primera molécula de ácido nucleico recombinante según la 
reivindicación 2, y una segunda molécula de ácido nucleico recombinante que comprende una secuencia de ácido 35 
nucleico que codifica la cadena α de la hormona estimuladora del folículo (FSH) humana que se selecciona a partir 
del grupo que consiste en la región codificadora de la secuencia de ácido nucleico según SEQ ID NO: 2, teniendo 
las secuencias de ácido nucleico una identidad de secuencia de al menos el 85% con la región codificadora de la 
secuencia de ácido nucleico tal y como se describe en SEQ ID NO: 2 y la secuencia de ácido nucleico tal y como se 
describe en SEQ ID NO: 3. 40 

15. Cultivo celular que comprende la célula hospedadora según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, en 
un medio de cultivo adecuado.  

16. Método para la producción de FSH humana recombinante, que comprende las etapas de:  

- cultivar una célula hospedadora según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, en un medio de cultivo 
adecuado; y  45 

- recoger el material sobrenadante del cultivo celular. 

17. Método según la reivindicación 16, que comprende adicionalmente la etapa de purificación de la FSH 
humana recombinante a partir del material sobrenadante del cultivo c. 

18. Método para producir la célula hospedadora según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, que 
comprende transfectar células en cultivo en suspensión en condiciones exentas de suero con una molécula de ácido 50 
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nucleico recombinante según cualquiera de las reivindicaciones 3 a 9. 

19. Método para producir la célula hospedadora según la reivindicación 14, que comprende transfectar células 
en cultivo en suspensión en condiciones exentas de suero con una primera molécula de ácido nucleico 
recombinante según la reivindicación 2 y una segunda molécula de ácido nucleico recombinante que comprende una 
secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena α de la hormona estimuladora del folículo (FSH) humana que se 5 
selecciona a partir del grupo que consiste en la región codificadora de la secuencia de ácido nucleico según SEQ ID 
NO: 2, teniendo las secuencias de ácido nucleico una identidad de secuencia de al menos el 85% con la región 
codificadora de la secuencia de ácido nucleico tal y como se describe en SEQ ID NO: 2 y la secuencia de ácido 
nucleico tal y como se describe en SEQ ID NO: 3. 

20. Uso de una secuencia de ácido nucleico según SEQ ID NO: 1 o de las dos secuencias de ácido nucleico 10 
según SEQ ID NO: 1 y 2 para la producción in vitro de FSH humana recombinante. 
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