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DESCRIPCION
Expresion de proteinas en células de roedor

La presente invencion se refiere a la expresion de proteinas heterdlogas en células de roedor. El acido nucleico
codificante de proteina se proporciona en un episoma bajo el control y mantenimiento del sistema oriP/EBNA-1 del
virus de Epstein-Barr, en el que tanto oriP como el gen estructural de EBNA-1 se encuentran situados en diferentes
elementos en el interior de la célula.

Antecedentes tecnoldgicos

El papel e impacto de los procedimientos de produccién biotecnolégica ha ganado en importancia en los ultimos
afos. Simultaneamente a la creciente importancia de los procedimientos biotecnoldgicos se ha incrementado de
manera constante la complejidad de los productos fabricados.

Son posibles células huésped para la expresion de proteinas heterdlogas, HEK (renales embrionarias humanas),
HelLa (Henrietta Lacks), COS (células renales de mono verde africano transformadas por SV40) y células CHO (de
ovario de hamster chino), debido a que las proteinas heterdlogas expresadas en estos huéspedes pueden plegarse,
procesarse, ser maduradas por proteasas, glucosilarse y sulfatarse segun el patrén de las células humanas (ver, por
ejemplo, Watson E. et al., Glycobiol. 4:227-37, 1994).

El virus de Epstein-Barr (VEB) es un patégeno de los linfocitos B humanos. Pertenece a la clase de los virus herpes
humanos (Herpesviridae). Los linfocitos B transformados por VEB pueden propagarse de manera desregulada (Miller
G., Virology, editado por Fields B., Raven Press, N.Y., 1985, paginas 563 a 590). Un elemento caracteristico de las
células transformadas por VEB es la expresion de las denominadas proteinas antigenos nucleares del virus de
Epstein Barr (EBNA). Se han identificado seis variantes diferentes de estas proteinas hasta el momento.

La proteina EBNA-1 desempefia un papel importante en el ciclo de replicacién del acido nucleico del VEB en las
células transformadas. En combinacion con un segundo elemento del VEB, el origen de replicacion (oriP), que actua
en cis, se activa la replicaciéon y mantenimiento de los episomas dentro de la célula (Lupton S. y Levine A.J., Mol.
Cell Biol. 5:2533-2542, 1985; Yates J.L. et al., Nature (London) 313:812-815, 1985).

El segmento de oriP esta constituido de dos regiones: el elemento bivalente simétrico y la familia de repeticiones. El
primero es un segmento de secuencia de 65 pb. Se encuentra separado en el acido nucleico del virus por
aproximadamente 1.000 pb de la familia de repeticiones. Este segundo elemento esta compuesto de una secuencia
de 30 pb que se encuentra repetida 20 veces (Hudson G.S. et al., Virology 147:81-98, 1985; Reisman D. et al., Mol.
Cell. Biol. 5:1822-1832, 1985).

La familia de 30 pb de repeticiones presenta la capacidad de incrementar la transcripcion, mientras que el elemento
bivalente simétrico desempefia un papel en la replicacion. El segmento oriP completo ayuda a mantener el plasmido
fuera del cromosoma.

La combinacién de la proteina EBNA-1, es decir, una proteina iniciadora de accién en trans, y oriP, permite la
construccion de plasmidos, los cuales, tras introducirse en una célula, se mantienen establemente en forma de
episomas y se replican establemente durante la proliferacion celular (ver, por ejemplo, Yates J.L. et al., Nature
(London) 313:812-815, 1985; Reisman D. et al.,, Mol. Cell. Biol. 5:1822-1832, 1985). Estos dos elementos
aprovechan el mecanismo de replicacion de la célula huésped para la replicacion del episoma (Bode J. eta I., Gene
Ther. Mol. Biol. 6:33-46, 2001).

Krysan P.J., et al. (Mol. Cell. Biol. 9:1026-1033, 1989) han demostrado que los plasmidos que comprenden la familia
de repeticiéon del origen de replicacion del VEB pueden retenerse permanentemente en el nucleo celular de las
células humanas. Por lo tanto, la presencia de la proteina EBNA-1 resulta suficiente; no se requiere ningun otro
elemento del VEB (ver también Aiyar A. et al., EMBO J. 17:6394-6403, 1998; Hung S.C. et al., PNAS 98:1865-1870,
2001; Yates J.L., DNA Replication in Eukaryotic Cells, editado por DePhamphilis M.L., Cold Spring Harbor
Laboratory, N.Y., 1996, paginas 751 a 774; Yates J.L. et al., J. Vir. 74:4512-4522, 2000).

La proteina EBNA-1 une el episoma al cromosoma de la célula huésped durante la replicacion del episoma y de esta
manera garantiza la propagacién del mismo durante la divisién celular.

Dicha relaciéon mutua también es conocida para otros virus, por ejemplo el antigeno T grande del virus 40 del simio
(SV40) y las proteinas E1/E2 del virus del papiloma bovino (VPB) (ver, por ejemplo, Gilbert D.M. et al., Cell 50:59-68,
1987; DuBridge R.B. et al., Mutagen 3:1-9, 1988; Lebkowski J.S. et al., Mol. Cell. Biol. 4:1951-1960, 1984).
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La combinacion de los elementos EBNA-1 y oriP del VEB se ha utilizado para la preparacion de episomas de
replicaciéon auténoma extracromosémicos que no se integran. Horlick et al., por ejemplo, han utilizado células HEK
(renales embrionarias humanas) que expresan establemente la proteina EBNA-1 para la expresion del CRHR
(receptor de hormona liberadora de corticotrofina) a partir de un plasmido que contiene oriP de VEB (Horlick R.A. et
al., Prot. Exp. Purif. 9:301-308, 1997).

En la patente US n°® 4.686.186 se ha informado de un vector recombinante y un huésped eucariético transformado
con el mismo. Los elementos del VEB oriP y EBNA-1 se agruparon en el vector recombinante.

En el documento n° WO 2002/090533 se informa de un procedimiento para la produccion de proteinas
recombinantes mediante transfeccion transitoria de células renales embrionarias humanas cultivadas en suspension
(linea celular 293 y sus variantes genéticas). Los plasmidos que proporcionan el origen de replicacién del VEB se
mantienen extracromosémicamente.

En el documento n® WO 2004/053137 se informa de un método para la produccién de polipéptidos recombinantes
y/o moléculas de ARN no traducido en células huésped. El documento n° WO 2004/018506 informa de
composiciones y métodos aplicables en un sistema de expresion regulable que se transfecta transitoriamente en
células huésped de mamifero.

La solicitud de patente US n° 2002/0086419 informa de un vector recombinante para la persistencia estable del ADN
exogeno en las células huésped eucaridticas y a los usos del vector recombinante para la produccién estable a largo
plazo de un producto génico en la célula huésped.

Un vector de expresion util para la transfeccion de una célula huésped de mamifero seleccionada se informa en la
patente US n° 5.707.830. El vector de expresion contiene una familia de repeticiones del virus de Epstein-Barr, una
copia del gen EBNA-1 que puede expresarse funcionalmente en la célula huésped, un fragmento de ADN
eucaridtico, que proporciona la capacidad del vector de replicarse en la célula huésped, y un casete de expresion.

El documento n°® WO 2002/027005 informa de un sistema de transfeccién mejorado que comprende un sistema de
mantenimiento episémico, un promotor/intensificador fuerte, un sistema de transactivacién de proteinas y un ADN
codificante de una proteina heterdloga. Las lineas celulares preferentes no deben ser de roedor debido a que un
plasmido que contiene oriP no se replica eficientemente y las células CHO, por ejemplo, no presentan factores
celulares para el sistema de transactivacion.

Wysokenski D.A. y Yates J.L., (J. Vir. 63:2657-2666, 1989) mencionan que la replicacion del plasmido de VEB no
cruza lineas especificas de células de primate con células de roedor. Ello se basa en la falta de una interaccién con
una proteina huésped que participa en la replicacién del ADN, que falta en roedores.

Tomiyasu K-i., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 253:733-738, 1998; Mizuguchi H. et al., FEBS Letters
472:173-178, 2000, y documento n° WO 2005/024030 informan de plasmidos que contienen tanto un oriP como un
gen estructural de EBNA-1 conjuntamente con otros elementos.

La patente US n° 5.976.807 informa de un método para producir lineas celulares eucariéticas recombinantes que
expresan multiples proteinas e interés. Se obtienen células transfectadas que expresan una proteina EBNA-1 y que
contienen por lo menos dos episomas transfectados.

Leight E.R. y Sugden B. (Mol. Cell. Biol. 21:4149-4161, 2001) informan del establecimiento de un replicén de oriP
que depende de un suceso epigenético infrecuente.

Descripcion resumida de la invencion
La presente invencién proporciona un sistema de expresion para la expresion de proteinas heterdlogas en lineas de
células CHO. Este sistema comprende el sistema episémico oriP/EBNA-1 de replicacién y mantenimiento del virus
de Epstein-Barr.
Concretamente, la invencién proporciona una célula CHO, en la que la célula CHO:
a) expresa el antigeno nuclear 1 del virus de Epstein-Barr (EBNA-1), en el que el gen estructural codificante de la
proteina EBNA1 se encuentra operablemente unida a un promotor fuerte y se integra en el ADN cromosomico y
la célula no contiene una copia funcional de la secuencia oriP del VEB integrada en el ADN cromosdémico;
b) contiene un episoma, en el que dicho episoma comprende:

(i) un origen de replicacion procariético;
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(ii) un marcador de seleccion;
(iii) un origen de replicacion (oriP) del virus de Epstein-Barr (VEB) como elemento Unico derivado del VEB y
no contiene una copia funcional del gen estructural de EBNA-1;
(iv) un casete de expresion adecuado para la expresion de un polipéptido heterdlogo en dicha célula CHO, en
el que:
dicho casete de expresion comprende una secuencia de promotor, una regién 5' no traducida, una secuencia
de &cidos nucleicos codificante de dicha proteina heterdloga y una regién 3' no traducida que comprende una
sefial de poliadenilacion;

¢) no contiene el antigeno T grande del virus del polioma.

La presente invencion proporciona ademas un método para obtener una célula CHO segun la invencién, en el que el
meétodo comprende las etapas de:

a) proporcionar una célula CHO que no contiene el antigeno T grande del virus del polioma;

b) proporcionar un plasmido que comprende un origen de replicacién procariético, un marcador de seleccion y un
casete de expresion funcional para el antigeno nuclear 1 del virus de Epstein-Barr (EBNA-1), en el que dicho
casete de expresion comprende una secuencia de promotor, una region 5' no traducida, una secuencia de acidos
nucleicos codificante de la proteina EBNA-1 y una region 3' no traducida que comprende una sefal de
poliadenilacién, en el que el plasmido no contiene una copia funcional de la secuencia oriP del VEB;

c¢) introducir dicho plasmido b) en dicha célula CHO a);

d) seleccionar una célula CHO establemente transformada;

e) proporcionar uno o mas plasmidos adicionales que comprenden un origen de replicaciéon procariotico, un
marcador de seleccién, un origen de replicacion (oriP) del virus de Epstein-Barr (VEB) como elemento Unico
derivado del VEB, y un casete de expresion adecuado para la expresion de una proteina heteréloga en la célula
de roedor transformada, en la que dicho casete de expresion comprende una secuencia de promotor, una region
5' no traducida, una secuencia de acidos nucleicos codificante del polipéptido heterélogo y una region 3' no
traducida que comprende una sefal de poliadenilacién y ningin gen estructural codificante de la proteina EBNA-
1;
f) introducir dicho plasmido adicional ) en la célula CHO d);
g) repetir las etapas €) a f) hasta 5 veces.

La presente invencion proporciona ademas un procedimiento para la produccién de un polipéptido heterélogo, en el
que dicho procedimiento comprende:

a) proporcionar una célula CHO segun la invencion;
b) cultivar la célula CHO bajo condiciones adecuadas para la expresion del polipéptido heterdlogo;
c) recuperar el polipéptido heterdlogo a partir del cultivo.

La presente invencién proporciona ademas un kit para la produccion de una célula CHO segun la invencion, en el
que dicho kit comprende:

a) una célula CHO que no contiene el antigeno T grande del virus del polioma;

b) un primer plasmido que comprende un origen de replicacién procariético, un marcador de seleccion y un
casete de expresion funcional para el antigeno nuclear 1 del virus de Epstein-Barr (EBNA-1), en el que dicho
casete de expresién comprende una secuencia de promotor, una region 5' no traducida, una secuencia de acidos
nucleicos codificante de la proteina EBNA-1 y una region 3' no traducida que comprende una sefial de
poliadenilacién, en el que el plasmido no contiene una copia funcional de la secuencia oriP del VEB;

c) un segundo plasmido que comprende un origen de replicacién procariético, un marcador de seleccion, un
origen de replicacion (oriP) del virus de Epstein-Barr (VEB) como elemento Unico derivado del VEB, y un casete
de expresion adecuado para la expresion de un polipéptido heterdlogo en la célula de roedor, en la que dicho
casete de expresion comprende una secuencia de promotor, un sitio de clonacion para la introduccion de una
secuencia de acidos nucleicos y una region 3' no traducida que comprende una sefial de poliadenilaciéon y ningun
gen estructural codificante de la proteina EBNA-1.

En otra realizacion de la invencion, la célula CHO se selecciona de entre el grupo que comprende las células CHO-
K1, CHO-DXB11, CHO-DG44 y células CHO que expresan la proteina EBNA-1.

En otra realizacion de la presente invencion, el polipéptido heterélogo que debe expresarse se selecciona de entre el
grupo que comprende profarmacos, enzimas, fragmentos de enzima, inhibidores enzimaticos, activadores
enzimaticos, polipéptidos biolégicamente activos, proteinas hedgehog, proteians morfogenéticas dseas, factores de
crecimiento, eritropoyetina, trombopoyetina, G-CSF, interleuquinas, interferones, inmunoglobulinas o fragmentos de
inmunoglobulina.
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En una realizacién, dicho polipéptido heterélogo es una inmunoglobulina o un fragmento de inmunoglobulina.

En otra realizacion, la produccién de la proteina heteréloga segun la presente invencién se lleva a cabo bajo
transfeccion transitoria.

En otra realizacion, dicho polipéptido heterdlogo se secreta al medio de cultivo.

En una realizacion adicional de la invencion, el plasmido introducido en la célula CHO contiene por lo menos dos
marcadores de seleccion, preferentemente por lo menos un marcador de seleccion procariético y por lo menos un
marcador de seleccién eucariético.

En una realizacién adicional de la invencion, el nimero de plasmidos introducido en una célula CHO es de entre uno
y cinco plasmidos.

En otra realizacién de la invencion, el numero de plasmidos introducido en la célula CHO en la misma etapa es de
entre uno y tres, preferentemente de entre uno y dos plasmidos.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién proporciona una célula CHO, en la que dicha célula CHO expresa el antigeno nuclear 1 del
viru de Epstein-Barr (EBNA-1), en el que el gen estructural codificante de la proteina EBNA-1 se encuentra
operablemente unido a un promotor fuerte y se integra en el ADN cromosomico y la célula no contiene una copia
funcional de la secuencia oriP del VEB integrada en el ADN cromosémico y contiene un episoma, en el que dicho
episoma comprende:

(a) un origen de replicacién procariotico;
b) un marcador de seleccion;
c) un origen de replicacion (oriP) del virus de Epstein-Barr (VEB) como elemento Unico derivado del VEB y no
contiene una copia funcional del gen estructural de EBNA-1;
d) un casete de expresion adecuado para la expresion de un polipéptido heterélogo en dicha célula CHO, en el
que dicho casete de expresion comprende una secuencia de promotor, una regién 5' no traducida, una secuencia
de acidos nucleicos codificante de dicho polipéptido heterdlogo y una regién 3' no traducida que comprende una
sefial de poliadenilacion;

y no contiene el antigeno T grande del virus del polioma.

Los métodos y técnicas utiles para llevar a cabo la presente invencion se describen en, por ejemplo, Ausubel F.M.,
ed., Current Protocols in Molecular Biology, volimenes | a lll, 1997; Glover N.D. y Hames B.D., ed., DNA Cloning: A
Practical Approach, volimenes | y Il (1995), Oxford University Press; Freshney, R.l. (ed.), Animal Cell Culture -a
practical approach, IRL Press, 1986; Watson J.D. et al., Recombinant DNA, Second Edition, CHSL Press, 1992;
Winnacker E.L., From Genes to Clones; N.Y., VCH Publishers, 1987; Celis J., ed., Cell Biology, segunda edicion,
Academic Press, 1998; Freshney R.l., Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Techniques, segunda edicién, Alan
R. Liss, Inc., N.Y., 1987.

Un "acido nucleico" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un acido nucleico por lo menos
parcialmente no natural codificante de un polipéptido que puede producirse recombinantemente. La expresién "no
natural” puede referirse a las secuencias de los nucledtidos individuales o a la combinacion de elementos
funcionales utilizados, lo que no se encuentra limitado a promotor, regién 3' no traducida, intensificador u origen de
replicaciéon. El acido nucleico puede construirse a partir de fragmentos de acidos nucleicos, preferentemente
fragmentos de ADN, aislados o sintetizados por medios quimicos. El &cido nucleico puede integrarse en otro acido
nucleico, por ejemplo en un plasmido o en el genoma/cromosoma de una célula huésped eucaridtica. El plasmido
incluye, entre otros, vectores lanzadera y de expresion. Tipicamente, un plasmido comprende ademas una unidad
de propagacion procariética que comprende un origen de replicacion( por ejemplo el origen de replicacion ColE1) y
un marcador seleccionable (por ejemplo el gen de resistencia a ampicilina o a tetraciclina), para la replicacion y la
seleccion, respectivamente, del vector en bacterias.

De manera similar, un acido nucleico se caracteriza por su secuencia de acidos nucleicos que consiste de
nucleétidos individuales.

La expresion "secuencia de acidos nucleicos" tal como se utiliza en la presente solicitud se refiere a secuencias de
nuclestidos de una molécula de acidos nucleicos y variantes de la misma, que codifican un péptido, polipéptido o
proteina o una variante funcional de los mismos, es decir, por ejemplo, proteinas con diferentes secuencias de
aminoacidos pero que presentan la misma funcionalidad/actividad bioldgica. Estas modificaciones se deben, por
ejemplo, a la degeneracion del codigo genético, a mutaciones, tales como mutaciones puntuales, deleciones,
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inserciones y similares. Una variante de una proteina difiere en la secuencia de aminoacidos de la secuencia de
aminoacidos de una proteina parental en virtud de la adicién, delecién y/o sustitucion de uno o mas residuos
aminoacidos en la secuencia de la proteina parental. Habitualmente, una variante presentara una secuencia de
aminoacidos con una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos 90% respecto a la secuencia de la
proteina parental, mas preferentemente de por lo menos 95%, y todavia mas preferentemente de por lo menos 99%.

Un "casete de expresion" se refiere a una secuencia de acidos nucleicos que comprende los elementos necesarios
para la expresion y secrecion de por lo menos el gen estructural contenido en una célula.

Un "gen" se refiere a un segmento, por ejemplo en un cromosoma o en un plasmido, que resulta necesario para la
expresion de un péptido, polipéptido o proteina. Aparte de la regidn codificante, el gen comprende otros elementos
funcionales, incluyendo un promotor, intrones y terminadores.

Un "gen estructural” se refiere a la regién codificante de un gen sin una secuencia de sefial.

El término "promotor" tal como se utiliza en la presente solicitud se refiere a una secuencia de acidos nucleicos
reguladora que se utiliza para impulsar la transcripcién de una secuencia de acidos nucleicos posterior en la cadena.
La secuencia del promotor puede seleccionarse de entre el grupo que comprende las secuencias de promotor del
citomegalovirus (CMV), del virus 40 del simio temprano y tardio (Bemoist C. y Chambon P., Nature 290:304-10,
1981); el promotor contenido en la repeticién terminal larga 3' del virus del sarcoma de Rous (VSR) (Yamamoto et
al., Cell 22:787-97, 1980), la glicerina aldehido fosfato deshidrogenasa (GADPH), LTR retroviricos, factor 1 alfa de
alargamiento (EF-1 alfa), ubiquitina, timidina quinasa del virus del herpes simplex (HSVTK) (ver también, por
ejemplo, Lee A. et al., Mol. Cell. 7:495-501, 1997; Wagner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:1441-45, 1981) y
las secuencias reguladoras del gen de la metalotioneina (Brinster et al., Nature 296:39-42, 1982) y similares.
Resultan preferentes los promotores fuertes, tales como los promotores adenoviricos (por ejemplo el promotor tardio
mayor adenovirico), el promotor de albumina, el promotor ApoAl, el promotor beta-actina, los promotores de choque
térmico, los promotores heterdlogos (por ejemplo de CMV), los promotores de globina humana y de la hormona del
crecimiento, los promotores inducibles (por ejemplo MMT), los promotores de LTR retroviricos, VSR, asi como los
promotores de timidina quinasa (por ejemplo el promotor de timidina quinasa de herpes simplex). Resultan
especialmente preferentes los promotores viricos fuertes, tales como los promotores adenoviricos, el promotor
temprano y tardio inmediato del citomegalovirus (CMV; Boshart et al., Cell 41:521-30, 1985), el promotor del virus del
tumor mamario de ratén (MMTV) y el promotor del virus del sarcoma de Rous de las repeticiones terminales largas
(LTR-VSR; Gorman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:6777-81, 1982).

La expresion "sefial de poliadenilacion" tal como se utiliza en la presente solicitud se refiere a una secuencia de
acidos nucleicos utilizada para inducir el corte y la poliadenilacion de transcritos primarios de un segmento especifico
de secuencia de acidos nucleicos. La region 3' no traducida que comprende una sefal de poliadenilacién puede
seleccionarse de entre el grupo que consiste de la region 3' no traducida que comprende una sefial de
poliadenilacion derivada de SV40, el gen de la hormona del crecimiento bovina (HCB), genes de inmunoglobulina y
el gen de timidina quinasa (tk, por ejemplo la sefal de poliadenilacion de timidina quinasa de herpes simplex).

Un "gen de resistencia" o un "marcador de seleccion”, los cuales se utilizan intercambiablemente en la presente
solicitud, es un gen que permite que las células que portan el gen sean especificamente seleccionadas o excluidas
en presencia de un agente de seleccion correspondiente. Un gen de resistencia positivo util es un gen de resistencia
a antibiético. Este marcador de seleccién permite que la célula huésped transformada con el gen sea positivamente
seleccionada en presencia del antibidtico correspondiente; una célula huésped no transformada no seria capaz de
crecer o de sobrevivir bajo las condiciones de cultivo selectivas. Los marcadores de seleccion pueden ser positivos,
negativos o bifuncionales. Los marcadores de seleccion positivos permiten la seleccién de células que portan el
marcador, mientras que los marcadores de seleccién negativos permiten eliminar selectivamente las células que
portan el marcador. Tipicamente un marcador de seleccion confiere resistencia a un farmaco o compensa un defecto
metabolico o catabdlico en la célula huésped. En las células procaridticas, entre otras, se utilizan con frecuencia
genes que confieren resistencia frente a la ampicilina, la tetraciclina, la canamicina o el cloranfenicol. Entre los genes
de resistencia utiles con células eucaridticas se incluyen, por ejemplo, los genes de la aminoglucdsido
fosfotransferasa (APH), tal como la higromicina fosfotransferasa (hyg), la neomicina y G418 APH, la dihidrofolato
reductasa (DHFR), la timidina quinasa (tk), la glutamina sintetasa (GS), la asparagina sintetasa, la triptofano
sintetasa (indol), la histidinoldeshidrogenasa (histidinol D) y los genes codificantes de resistencia a puromicina,
bleomicina, fleomicina, cloranfenicol, zeocina y acido micofendlico. Se describen genes de marcador adicionales en
los documentos n°® WO 92/08796 y n°® WO 94/28143.

Aparte de una seleccién en presencia de un agente de seleccion correspondiente, un marcador de selecciéon puede

proporcionar ademas un gen codificante de una molécula normalmente no presente en la célula, por ejemplo
proteina fluorescente verde (PFV). Las células que alojan dicho gen codificante de PFV pueden distinguirse
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facilmente de células que no alojan este gen, unicamente mediante la deteccion de la fluorescencia emitida por la
PFV.

Los vectores/plasmidos de expresion eucariéticos pueden propagarse en las células procaritticas. Por lo tanto, un
vector/plasmido de expresion eucariético puede portar, y con frecuencia porta, mas de un gen de resistencia, es
decir, un gen de resistencia utilizable para la seleccion de procariotas y uno utilizable para la seleccion de
eucariotas.

Los "elementos reguladores" tal como se utilizan en la presente memoria se refieren a secuencias de nucleotidos
presentes en cis, necesarios para la transcripcion y/o traduccién del gen estructural codificante de un péptido,
polipéptido o proteina de interés. Los elementos reguladores de la transcripciéon normalmente comprenden un
promotor cadena arriba del gen estructural que debe expresarse, sitios de inicio y terminacion de transcripcion y una
secuencia de sefial de poliadenilacion. La expresion "sitio de inicio transcripcional" se refiere a la base de acidos
nucleicos en el gen correspondiente al primer acido nucleico incorporado en el transcrito primario, es decir, el
precursor de ARNm; el sitio de inicio transcripcional puede solaparse con la secuencia de promotor. La expresion
"sitio de terminacion transcripcional" se refiere a una secuencia de nucleétidos normalmente representada en el
extremo 3' de un gen de interés que debe transcribirse, que provoca que la ARN polimerasa termine la transcripcion.
La secuencia de sefial de poliadenialcion, o sefal de adicion de poliA, proporciona la sefal para el corte en un sitio
especifico en el extremo 3' del ARNm eucaridtico y la adicién post-transcripcional en el ndcleo de una secuencia de
aproximadamente 100 a 200 nucleotidos de adenina (cola poliA) al extremo 3' cortado. La secuencia de sefial de
poliadenilacion puede incluir la secuencia de consenso AATAAA situada aproximadamente 10 a 30 nucledtidos
cadena arriba del sitio de corte.

Para producir un polipéptido secretado, el gen estructural de interés comprende ademas un segmento de ADN que
codifica una secuencia de sefial/péptido lider. La secuencia de sefial dirige el péptido, polipéptido o proteina recién
sintetizado hacia la membrana del RE y a través de la misma, en donde el polipéptido puede ser enviado para la
secrecion. La secuencia de sefial es escindida por peptidasas de sefial durante el paso de la proteina a través de la
membrana del RE. Respecto a la funcidn de la secuencia de sefial, resulta esencial el reconocimiento por parte de la
magquinaria de secrecion de la célula huésped. Por lo tanto, la secuencia de sefial utilizada debe ser reconocida por
las proteinas de la célula huésped y los enzimas de la maquinaria de secrecion.

Entre los elementos reguladores de la traduccion se incluyen un coddn de inicio de traduccion (AUG) y un coddn de
parada (TAA, TAG o TGA). En algunos constructos puede incluirse un sitio interno de entrada ribosémica (IRES).

Un "promotor" se refiere a una secuencia polinucledtida que controla la transcripcion de un gen/gen estructural o
secuencia de acidos nucleicos a la que se encuentra unida operablemente. Un promotor incluye sefiales para la
unién de la ARN polimerasa y el inicio de la transcripcion. Los promotores utilizados seran funcionales en el tipo
celular de la célula huésped en la que se contempla la expresién de la secuencia seleccionada. Un gran numero de
promotores, incluyendo promotores constitutivos, inducibles y reprimibles de una diversidad de diferentes fuentes,
son conocidos de la técnica (y se encuentran identificados en bases de datos tales como GenBank) y se encuentran
disponibles en forma de polinucleétidos clonados o dentro de los mismos (procedentes de, por ejemplo, depdsitos
tales como ATCC, asi como otras fuentes comerciales o individuales). Un "promotor" comprende una secuencia de
nuclestidos que dirige la transcripcion de un gen estructural. Tipicamente, un promotor se encuentra situado en la
region cadena arriba (5') de un gen, préximo al sitio de inicio de transcripcidon de un gen estructural. Los elementos
de secuencia dentro de los promotores que acttan para el inicio de la transcripcién con frecuencia se caracterizan
por secuencias de nucledtidos de consenso. Entre estos elementos promotores se incluyen sitio de unién de ARN
polimerasa, secuencias TATA, secuencias CAAT, elementos especificos de la diferenciacion (EED; McGehee R.E.
et al., Mol. Endocrinol. 7:551-60, 1993), elementos de respuesta de AMP ciclico (ERC), elementos de respuesta
séricos (ERS; Treisman R., Seminars in Cancer Biol. 1:47-58, 1990), elementos de respuesta de glucocorticoides
(ERG) y sitios de union para otros factores de transcripcion, tales como ERG/ATF (O'Reilly M.A. et al., J. Biol. Chem.
267:19938-43, 1992), AP2 (Ye J. et al., J. Biol. Chem. 269:25728, 1994), SP1, proteina de unidon a elemento de
respuesta a AMPc (PUERC; Loeken M.R., Gene Expr. 3:253-64, 1993) y factores octameros (ver, en general,
Watson et al., editores, Molecular Biology of the Gene, 4a ed., The Benjamin/Cummings Publishing Company, Inc.,
1987, y Lemaigre F.P. y Rousseau G.G., Biochem. J. 303:1-14, 1994). En el caso de que un promotor sea un
promotor inducible, la tasa de transcripcién se incrementa en respuesta a un agente inductor. En contraste, la tasa
de transcripcién no se encuentra regulada por un agente inductor en el caso de que el promotor sea un promotor
constitutivo. También son conocidos los promotores reprimibles. Por ejemplo, el promotor c-fos resulta
especificamente activado con la union de hormona de crecimiento a su receptor sobre la superficie celular. Puede
conseguirse la expresion regulada por tetraciclina (tet) con promotores hibridos artificiales que consisten, por
ejemplo, de un promotor de CMV seguido de dos sitios de operador Tet. El represor Tet se une a los dos sitios de
operador Tet y bloquea la transcripcion. Tras la adicion del inductor tetracicilina, resulta liberado el represor Tet de
los sitios de operador Tet y se produce la transcripcion (Gossen M. y Bujard H., PNAS 89:5547-5551, 1992). Para
otros promotores inducibles, incluyendo la metalotioneina y los promotores de choque térmico, ver, por ejemplo,
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Sambrook et al. (supra) y Gossen M. et al., Curr. Opin. Biotech. 5:516-520, 1994. Entre los promotores eucarioticos
que se han identificado como promotores fuertes para la expresién de nivel elevado se encuentran el promotor
temprano de SV40, el promotor tardio mayor adenovirico, el promotor metalotioneina-l de raton, la repeticion
terminal larga del virus del sarcoma de Rous, el factor 1-alfa de alargamiento de hamster chino (CHEF-1; ver, por
ejemplo, la patente US n° 5.888.809), la EF-1 alfa humana, la ubiquitina y el promotor temprano inmediato del
citomegalovirus humano (CMV IE).

El "promotor" puede ser constitutivo o inducible. Un intensificador (es decir, un elemento de ADN de accién en cis
que actua sobre un promotor, incrementando la transcripcion) puede resultar necesario para funcionar
conjuntamente con el promotor en el incremento del nivel de expresién obtenido con un promotor solo, y puede
incluirse en forma de un elemento regulador de la transcripcion. Con crecuencia, el segmento polinucleétido que
contiene el promotor también incluye secuencias de intensificador (por ejemplo CMV o SV40).

Un "intensificador", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una secuencia polinucleétida que
incrementa la transcripcion de un gen o secuencia codificante a la que se encuentra unida operablemente. Al
contrario que los promotores, los intensificadores son relativamente independientes de la orientacion y de la posiciéon
y se han encontrado en posicion 5' 6 3' (Lusky M. et al., Mol. Cell Bio. 3:1108-22, 1983) respecto a la unidad de
transcripcion, dentro de un intron (Banerji J. et al., Cell 33:729-40, 1983), asi como dentro de la secuencia
codificante misma (Osborne T.F. et al.,, Mol. Cell Bio., 4:1293-305, 1984). Por lo tanto, pueden introducirse
intensificadores cadena arriba o abajo del sitio de inicio de transcripcién o a distancias considerables del promotor,
aunque en la practica los intensificadores pueden solaparse fisica y funcionalmente con promotores. Un gran
nimero de intensificadores, de una diversidad de diferentes fuentes, son bien conocidos de la técnica (y se
encuentran identificados en bases de datos tales como GenBank) y se encuentran disponibles en forma de
polinucledtidos clonados o dentro de los mismos (procedentes de, por ejemplo, depdsitos tales como ATCC, asi
como otras fuentes comerciales o individuales). Varios polinucleétidos que comprenden secuencias de promotor
(tales como el promotor de CMV utilizado comunmente) también comprenden secuencias de intensificador. Por
ejemplo, la totalidad de los promotores fuertes listados anteriormente también pueden contener intensificadores
fuertes (ver, por ejemplo, Bendig M.M., Genetic Engineering 7:91-127, 1988).

La expresion "operablemente unido" se refiere a una yuxtaposicion de dos o mas componentes, en la que los
componentes descritos de esta manera se encuentran en una relacion que les permite funcionar de la manera
pretendida. Por ejemplo, un promotor y/o un intensificador se encuentran ligados operablemente a una secuencia
codificante en el caso de que actuen en cis en el control o modulacion de la transcripcion de la secuencia ligada.
Generalmente, aunque no necesariamente, las secuencias de ADN que se encuentran "operablemente ligados" son
contiguas y, en caso de que se requieran para unir dos regiones codificantes de proteina, tales como un lider
secretorio y un polipéptido, son contiguas y se encuentran en el mismo marco de lectura. Sin embargo, aunque un
promotor operablemente ligado generalmente se encuentra situado cadena arriba de la secuencia codificante, no es
necesariamente contiguo a la misma. Los intensificadores no son necesariamente contiguos. Un intensificador se
encuentra operablemente ligado a una secuencia codificante en el caso de que el intensificador incremente la
transcripcion de la secuencia codificante. Los intensificadores operablemente ligados pueden encontrarse situados
cadena arriba, dentro o cadena abajo de las secuencias codificantes y a distancia considerable del promotor. Un
sitio de poliadenilacion se encuentra operablemente ligado a una secuencia codificante/gen estructural en el caso de
que se encuentre situado en el extremo de cadena abajo de la secuencia codificante de manera que la transcripcion
se produce por la secuencia codificante hasta entrar en la secuencia de poliadenilacién. El ligamiento se consigue
mediante métodos recombinantes conocidos de la técnica, por ejemplo utilizando metodologia de PCR y/o ligacion
en sitios de restriccion convenientes. En el caso de que no existan sitios de restriccidon convenientes, se utilizan
adaptadores oligonucleétidos sintéticos o linkers segun la practica convencional.

El término "expresién" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a la transcripcién y/o traduccion que se
produce dentro de una célula huésped. El nivel de transcripcién de un producto deseado en una célula huésped
puede determinarse a partir de la cantidad de ARNm correspondiente que se encuentra presente en la célula. Por
ejemplo, el ARNm transcrito a partir de una secuencia seleccionada puede cuantificarse mediante PCR o mediante
hibridacion northern (ver Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, New York, 1989). Las proteinas codificadas por una secuencia seleccionada pueden cuantificarse mediante
diversos métodos, por ejemplo mediante ELISA, mediante el ensayo de la actividad biolégica de la proteina, o
mediante la utilizacion de ensayos que son independientes de dicha actividad, tales como la transferencia western o
el radioinmunoensayo, utilizando anticuerpos que reconocen y se unen a la proteina (ver Sambrook et al., supra,
1989).

Una "célula huésped" se refiere a una célual en la que se introduce el gen codificante del polipéptido de la invencion.
La célula huésped incluye tanto células procariéticas utilizadas para la propagacion de los plasmidos/vectores, como
células eucarioticas para la expresién del gen estructural. Tipicamente las células eucaridticas son células de
mamifero.
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Un "polipéptido" es un polimero de residuos aminoacidos unidos mediante enlaces peptidicos, producidos
naturalmente o sintéticamente. Los polipéptidos de menos de aproximadamente 20 residuos aminoacidos pueden
denominarse "péptidos".

Una "proteina" es una macromolécula que comprende una o mas cadenas polipeptidicas en las que por lo menos
una cadena presenta una longitud de aminoacidos de 100 6 mas. Una proteina puede comprender ademas
componentes no peptidicos, tales como grupos carbohidrato. La célula en la que se produce la proteina puede
afadir carbohidratos y otros sustituyentes no peptidicos a una proteina, y pueden variar segun el tipo de célula. Las
proteinas se definen en la presente memoria en términos de sus estructuras esqueléticas de aminoacidos; algunas
adiciones tales como grupos carbohidrato generalmente no se especifican, aunque pueden encontrarse presentes
de todos modos.

La expresion "ADN heterologo" o "polipéptido heterélogo” se refiere a uan molécula de ADN o un polipéptido, o a
una poblacién de moléculas de ADN o a una poblacion de polipéptidos, que no existe naturalmente dentro de una
célula huésped dada. Las moléculas de ADN heterdlogas respecto a una célula huésped particular pueden contener
ADN derivado de la especie de célula huésped (es decir, ADN enddgeno), con la condicion de que dicho ADN del
huésped se combine con ADN que no es del huésped (es decir, ADN exdgeno). Por ejemplo, una molécula de ADN
que contiene un segmento de ADN que no es del huésped codificante de un polipéptido ligado operablemente a un
segmento de ADN que comprende un promotor se considera que es una molécula de ADN heterdloga.

A la inversa, una molécula de ADN heteréloga puede comprender un gen estructural endégeno operablemente
ligado a un promotor exdgeno.

Un péptido o polipéptido codificado por una molécula de ADN que no es del huésped es un péptido o polipéptido
"heterdlogo”.

Los términos "plasmido" y "vector" tal como se utilizan en la presente solicitud se refieren a un vehiculo para la
transferencia de material genético al interior de las células. Este material es generalmente, aunque no
exclusivamente, una molécula circular de acidos nucleicos. Segun el propdsito pretendido del plasmido, puede
contener ademas un origen de replicacion con los segmentos de control de la replicacion necesarios, por ejemplo
para permitir la replicacion o la transcripcion del plasmido en el huésped.

Un "vector de clonacion" es una molécula de acidos nucleicos, tal como un plasmido, césmido, fagémido o
cromosoma artificial bacteriano (CAB), que presenta la capacidad de replicar autbnomamente en una célula
huésped. Los vectores de clonacion tipicamente contienen uno o un nimero reducido de sitios de reconocimiento de
endonucleasa de restriccion que permiten la inserciéon de una molécula de acidos nucleicos de una manera
determinable sin pérdida de una funciéon bioldgica esencial del vector, asi como secuencias de nucleétidos
codificantes de un gen de resistencia que resulta adecuado para la utilizacion en la identificacion y seleccién de
células transformadas con el vector de clonacion. Entre los genes de resistencia tipicamente se incluyen genes que
proporcionan resistencia a la tetraciclian o resistencia a la ampicilina.

Un "plasmido de expresion" es una molécula de acidos nucleicos codificante de una proteina que debe expresarse
en una célula huésped. Tipicamente, un plasmido de expresién comprende una unidad procariética de propagacion
plasmidica (por ejemplo, para E. coli, que comprende un origen de replicacion y un marcador de seleccion), un
marcador de seleccion eucaridtico y uno o mas casetes de expresién para la expresion del gen o genes
estructurales de interés. Un "casete de expresion" comprende tipicamente un promotor, una regién 5' no traducida,
un gen estructural y una region 3' no traducida que comprende una sefial de poliadenilacion. La expresion génica
habitualmente se encuentra bajo el control de un promotor, y se dice que dicho gen estructural se encuentra
"operablemente ligado" al promotor. De manera similar, un elemento regulador y un promotor nuclear se encuentran
operablemente ligados en el caso de que el elemento regulador module la actividad del promotor nuclear.

Un "polipéptido aislado" es un polipéptido que se encuentra esencialmente libre de componentes celulares
contaminantes, tales como carbohidratos, lipidos u otras impurezas proteicas asociadas al polipéptido en la
naturaleza. Tipicamente, una preparacion de polipéptido aislado contiene el polipéptido en una forma altamente
purificada, es decir, una pureza de por lo menos aproximadamente 80%, una pureza de por lo menos
aproximadamente 90%, una pureza de por lo menos aproximadamente 95%, una pureza superior al 95%, o una
pureza superior al 99%. Una manera de demostrar que una preparacion particular de proteina contiene un
polipéptido aislado es a partir de la aparicion de una Unica banda tras la electroforesis en gel de dodecilsulfato
sodico (SDS)-poliacrilamida de la preparacion de proteinas y la tinciéon con azul brillante de Coomassie del gel. Sin
embargo, el término "aislado" no excluye la presencia del mismo polipéptido en formas fisicas alternativas, tales
como dimeros, en forma mutada, tal como con mutacion puntual, o formas alternativamente glucosiladas o
derivatizadas.
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El término "inmunoglobulina" se refiere a una proteina que consiste de uno o mas polipéptidos sustancialmente
codificados por genes de inmunoglobulina. Entre los genes de inmunoglobulina reconocidos se incluyen los
diferentes genes de regidon constante, asi como la multitud de genes de region variable de inmunoglobulina. Las
inmunoglobulinas pueden existir en una diversidad de formatos, incluyendo, por ejemplo, Fv, Fab y F(ab)2, asi como
cadenas sencillas (scFv) (por ejemplo Huston J.S. et al., PNAS USA 85:5879-5883, 1988; Bird et al., Science
242:423-426, 1988, y, en general, Hood L. E., Weissman |, Wood W. B. y Wilson J. H., Immunology,
Benjamin/Cummings, Menlo Park, California, 1983, y Hunkapiller y Hood, Nature 323:15-16, 1986).

Una inmunoglobulina en general comprende por lo menos dos polipéptidos de cadena ligera y dos polipéptidos de
cadena pesada. Cada una de las cadenas polipeptidicas pesada y ligera puede contener una regién variable
(generalmente la parte amino-terminal de la cadena polipeptidica), que contiene un dominio de unién que es capaz
de interactuar con un antigeno. Cada una de las cadenas polipeptidicas cadena y pesada comprende una region
constante (generalmente la parte carboxilo-terminal). La regién constante de la cadena pesada media en la unién del
anticuerpo i) con células que portan un receptor de Fc gamma (FcyR), tal como células fagociticas, o ii) con células
que portan el receptor de Fc neonatal (FcRn), también conocido como receptor de Brambell. También media en la
unioén de algunos factores, incluyendo factores del sistema clasico del complemento, tal como el componente (C1q).

El dominio variable de una cadena ligera o pesada de inmunoglobulina a su vez comprende diferentes segmentos,
es decir, cuatro regiones marco (FR) y tres regiones hipervariables (CDR).

Un "fragmento de inmunoglobulina" se refiere a un polipéptido que comprende uno o mas segmentos seleccionados
de entre el grupo que consiste de dominio Cn1, region bisagra, dominio Cx2, dominio Cy3, dominio Cny4, dominio C,
dominio Vy, dominio Vi, regién de marco 1, regién de marco 2, region de marco 3, region de marco 4, regiéon
hipervariable 1, region hipervariable 2 y region hipervariable 3, con o sin inserciones, deleciones y/o mutaciones.

La expresion "una regiéon 3' no traducida que comprende una sefal de poliadenilacion" tal como se indica en la
presente solicitud es una secuencia de ADN de 50 a 750 pares de bases de longitud que proporciona la sefial para
el corte en un sitio especifico en el extremo 3' del ARNm eucariético y la adicién post-transcripcional de una
secuencia de aproximadamente 100 a 200 nucleétidos de adenina (cola poliA) al extremo 3' cortado en el nucleo.
Son recomendables sefales de poliadenialcion muy eficientes debido a que un corte y poliadenilacion ineficientes
pueden conducir a la formacion de un ARNm de tipo operén que puede ser el motivo de una expresién génica no
deseada, por ejemplo codificada en un plasmido.

Los términos "huésped" y "célula" tal como se utilizan en la presente solicitud se refieren a una célula que resulta
adecuada para recibir plasmidos segun la presente invencion. Preferentemente la célula se selecciona de entre el
grupo que comprende las células CHO (de ovario de hamster chino), BHK (renales de hamster neonato) y otras
células de roedor. Resultan preferentes las células CHO o las células CHO derivadas que comprenden células CHO-
K1, células CHO-DXB11, células CHO-DG44 y las células CHO que expresan la proteina EBNA-1. La progenie de la
célula proporcionada segun la invencion también se encuentra incluida. También se encuentra incluida la progenie
de la célula proporcionada segun la presente invencion con modificaciones en generaciones consecutivas que
pueden surgir debido a mutacién, influencias medioambientales o la degeneracion del codigo genético. La expresion
"linea celular" se refiere especialmente a una poblacién de células que pueden propagarse in vitro durante un
periodo de tiempo especificado. Durante este periodo, las células crecen y proliferan mediante division celular.

La expresién "transfeccion transitoria" tal como se utiliza en la presente solicitud se refiere a un procedimiento en el
que el acido nucleico introducido en una célula no se integra en el genoma o ADN cromosémico de esa célula. De
hecho se mantiene en forma de un elemento extracromosémico, por ejemplo como un episoma, dentro de la célula.
Los procesos de transcripcion del acido nucleico del episoma no resultan afectados y, por ejemplo, se produce una
proteina codificada por el acido nucleico del episoma.

La expresion "transformado establemente" tal como se utiliza en la presente solicitud se refiere a la integracion
heredable y estable de acido nucleico exégeno en el genoma/cromosoma de una célula huésped.

La expresion "polipéptido bioldgicamente activo” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una molécula
organica, por ejemplo una macromolécula bioldgica, tal como un péptido, proteina, nucleoproteina, mucoproteina,
lipoproteina, polipéptido o proteina sintético, que provoca un efecto biolégico al administrarlo en sistemas biolégicos
artificiales, tales como bioensayos utilizando lineas celulares y virus, o in vivo en un animal, incluyendo, aunque sin
limitacion, aves y mamiferos, incluyendo seres humanos. Este efecto biolégico puede ser, aunque sin limitacion, la
inhibicion enzimatica, la activacion o modificacion alostérica, la unién a un receptor, en el sitio de unién o en un sitio
proximo, el bloqueo o activacion de un receptor, la induccidon de una sefal o la unién a antigeno.

Las secuencias de 4cidos nucleicos del origen de replicacion oriP del VEB, el elemento bivalente simétrico del VEB y
la familia del VEB de repeticiones se indican en SEC ID n° 01 a SEC ID n° 03, que han sido derivadas de GenBank,
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entrada n° V01555. La secuencia codificante de la proteina EBNA-1 se indica en SEC ID n° 04 como secuencia de
acidos nucleicos y en SEC ID n® 05 como secuencia de aminoacidos. Estas secuencias han sido derivadas de
V01555 (GenBank) y P03211 (SwissProt), respectivamente.

Una serie de diferentes métodos se encuentran bien establecidos y son ampliamente utilizados para la purificacion
de proteinas, tales como la cromatografia de afinidad con proteinas microbianas (por ejemplo la cromatografia de
afinidad de proteina A o de proteina G), la cromatografia de intercambio i6nico (por ejemplo de intercambio catidnico
(resinas carboximetilo), de intercambio aniénico (resinas aminoetilo) y de intercambio de modo mixto), la adsorcion
tiofilica (por ejemplo con beta-mercaptoetanol y con otros ligandos de SH), la cromatografia de interaccion
hidrofébica o de adsorcién aromatica (por ejemplo con fenil-sefarosa, resinas aza-arenofilicas o acido m-
aminofenilboroénico), la cromatografia de afinidad de quelato metalico (por ejemplo con material de afinidad por el
Ni(ll) y por el Cu(ll)), la cromatografia de exclusion por tamafio, y métodos electroforéticos (tales como la
electroforesis en gel y la electroforesis capilar) (Vijayalakshmi M.A., Appl. Biochem. Biotech. 75:93-102, 1998).

La presente invencion proporciona un método para la expresion de péptidos, polipéptidos y proteinas diana en
células CHO. La presente invencion proporciona ademas una célula CHO para la produccién de un péptido,
polipéptido o proteina heterélogo, en la que el gen estructural codificante del péptido, polipéptido o proteina
heterdlogo es proporcionado por un episoma dentro de la célula CHO. Los polipéptidos o proteinas compuestos de
dos o mas subunidades, es decir, por ejemplo, las inmunoglobulinas, pueden producirse igualmente bien siguiendo
el método de la presente invencion. Por ejemplo, en el caso de una inmunoglobulina, que esta compuesta de dos
parejas de una cadena ligera y una cadena pesada, puede utilizarse un episoma que contiene dos genes
estructurales codificantes de ambas cadenas de la inmunoglobulina. Alternativamente pueden utilizarse dos
episomas, por ejemplo uno que contiene el gen estructural codificante de la cadena ligera y uno que contiene el gen
estructural codificante de la cadena pesada.

En la presente invencion se utiliza un promotor que se dirige a la expresion de la proteina EBNA-1. Preferentemente
se utiliza un promotor fuerte, preferentemente un promotor fuerte heterélogo, tal como, por ejemplo, del CMV. La
integracion estable de un casete de expresion para la proteina EBNA-1 en el ADN cromosdmico resulté en una
célula de roedor modificada que expresaba la proteina EBNA-1, es decir, el gen estructural codificante de la proteina
EBNA-1 y el promotor se integran operablemente ligados en el ADN cromosomico.

A fin de ilustrar la materia objeto de la presente invencién a continuaciéon se describe la invencién. Como primera
etapa se construye una linea celular de roedor basica que expresa la proteina EBNA-1. Preferentemente se
construye una linea celular de roedor basica, que en cultivo expresa establemente la proteina EBNA-1. A
continuacioén se disefia y se introduce en la linea celular de roedor basica un plasmido, que contiene un casete de
expresion para uno o mas polipéptidos heterdlogos. La linea celular obtenida, que expresan la proteina EBNA-1 y
que porta el plasmido o plasmidos para la expresién de uno o mas polipéptidos heterdlogos, se cultiva bajo
condiciones adecuadas para la expresion del polipéptido o polipéptidos heterdlogos (ver los Ejemplos 1 a 4).

La descripcion y ejemplos, posteriormente, se proporcionan a titulo ilustrativo de la invencién y no limitativo del
alcance de la invencion.

Construccién de la linea celular huésped

La célula huésped de la presente invencién proporciona un acido nucleico codificante de la proteina EBNA-1.

La construccién de un plasmido que contiene un casete de expresion con el gen estructural codificante de la
proteina EBNA-1 se describe en el Ejemplo 2a). En la figura 1 se muestra un mapa anotado del plasmido.

Se ftransfectaron con este plasmido células de roedor. Tras la seleccion de las células transfectadas bajo
condiciones de cultivo selectivas con G418 como agente selectivo, se recolectaron los transformantes, se
expandieron y se sometieron a ensayo para la produccién de proteina EBNA-1.

El plasmido construido para la formacién de la linea celular de roedor basica no contendra una copia funcional de la
secuencia oriP del VEB. Ello incluye ambos elementos del oriP, el elemento bivalente simétrico y la familia de
repeticiones.

Construccion de plasmidos de expresién

Para la expresion de un péptido, polipéptido o proteina heterélogo, deben construirse plasmidos de expresion que
contienen casetes de expresion para los genes estructurales correspondientes.
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A titulo de ejemplo de proteina, se seleccioné el anticuerpo humano monoclonal anti-IGF-1R (ver el documento n°
US 2005/0008642). Para la produccion del mAb_hu anti-IGF-1R, utilizando la linea celular de roedor basica de la
invencion, se construyeron plasmidos de expresion (ver el Ejemplo 3 y las figuras 3 a 5). Los plasmidos construidos
para la expresion del polipéptido heterélogo no deben contener una copia funcional del gen estructural de EBNA-1.

En general, los genes estructurales codificantes de la regién variable de cadena ligera (V) del mAb_hu anti-IGF-1R
y la regién constante de cadena ligera kK humana (C_) se unieron al igual que los genes estructurales para la region
variable de cadena pesada (Vi) del mAb_hu anti-IGF-1R y la region constante de cadena pesada y1 humana (Cn1-
bisagra-Cn2-Cx3) mediante subclonacion y PCR solapante. Estos constructos posteriormente se insertaron en
vectores de expresion de células de mamifero que no presentaban o que portaban oriP del VEB.

Expresion de los polipéptidos en la linea celular de roedor basica

La linea celular de roedor basica segun la invencién se transfectd con uno o mas de los plasmidos de expresion
construidos. El cultivo de las células transfectadas se llevé a cabo bajo condiciones adecuadas para la expresién del
polipéptido o polipéptidos heterdlogos, por ejemplo bajo transfeccion transitoria.

En general, el cultivo bajo transfeccién transitoria permite que el plasmido o plasmidos de expresion transfectados
no se integren en el cromosoma de la célula huésped debido a la ausencia de una presién selectiva ejercida por un
agente de seleccion. Debido a estas condiciones de crecimiento no selectivas, los plasmidos de expresiéon no se
replican en todas las células del cultivo a una frecuencia de 100%. Ello provoca un lento declive de la tasa global de
expresion de proteinas. El cultivo se lleva a cabo generalmente hasta que la concentracion de la proteina expresada
en el cultivo alcanza un valor maximo. Preferentemente, el cultivo se lleva a cabo durante un maximo de veinte dias,
preferentemente durante un maximo de diez dias, mas preferentemente durante cinco a diez dias.

Tras este periodo de tiempo, se separo el sobrenadante y la inmunoglobulina secretada que se produjo se aislo y se
purificd segun técnicas estandares conocidas por el experto en la materia.

Aparte del cultivo por lotes tal como se ha indicado anteriormente, puede utilizarse un procedimiento de lotes
partidos para el cultivo de las células. En el procedimiento de cultivo de lotes partidos, el medio nutritivo se
intercambia tras transcurrir la mitad del periodo de cultivo.

De esta manera, un objetivo de la presente invencion es proporcionar un método para la expresion de un polipéptido
heterdlogo que permite producir en un tiempo corte dicho polipéptido heterélogo con un patron de glucosilacion
similar al de las células de mamifero, preferentemente de las células humanas. Ahora inesperadamente se ha
encontrado que un método segun la presente invencion satisface esta necesidad.

La linea celular en la que se basa dicho método es una célula de roedor, preferentemente una células CHO, que
cumple las regulaciones dictadas para las lineas celulares destinadas a la produccién de polipéptidos y proteinas
terapéuticos, es decir, no contiene pro-oncogenes tales como el antigeno T grande del virus del polioma.

Inesperadamente se ha encontrado que en una célula establemente transfectada con un gen estructural codificante
de la proteina EBNA-1, preferentemente ligada operablemente con un promotor, en la expresion de polipéptidos
heterdélogos resultan funcionales elementos extracromosémicos, por ejemplo plasmidos de expresion, que presentan
un origen de replicacion de virus de Epstein-Barr (VEB) y sin, es decir que no contienen, un gen estructural
codificante de la proteina EBNA-1. Generalmente, en un método segun la invencion resultan de utilidad dos
elementos derivados del virus de Epstein-Barr: el origen de replicacion (oriP) y el gen estructural codificante de la
proteina EBNA-1.

Un aspecto de la presente invencién es un método para la expresion de un polipéptido heterdlogo en una célula
CHO, caracterizado porque dicho método comprende:

a) proporcionar una célula CHO establemente transfectada con el gen estructural codificante de la proteina
EBNA-1 y que no contiene el antigeno T grande del virus del polioma, en el que el gen estructural codificante de
la proteina EBNA-1 se encuentra operablemente ligado a un promotor fuerte y la célula no contiene una copia
funcional de la secuencia oriP del VEB,
b) transfectar dicha célula CHO con un plasmido de expresion que comprende:

(i) un origen de replicacion (oriP) del virus de Epstein-Barr (VEB) como unico elemento derivado del VEB,

(ii) ningun gen estructural codificante de la proteina EBNA-1,

(iii) un origen de replicacién procariotico,

(iv) un marcador de seleccion,

(v) un casete de expresion adecuado para la expresion de un polipéptido heterélogo en dicha célula CHO, en

el que dicho casete de expresion comprende una secuencia de promotor, una regiéon 5' no traducida, una
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secuencia de acidos nucleicos codificante de dicha proteina heterdloga y una regiéon 3' no traducida que
comprende una sefal de poliadenilacion,
c) cultivar dicha célula transfectada bajo condiciones adecuadas para la expresién de dicho polipéptido
heterdlogo,
d) recuperar dicho polipéptido heterdlogo a partir del cultivo.

En una realizacion, dicho polipéptido heterélogo es una inmunoglobulina o un fragmento de inmunoglobulina,
preferentemente dicha inmunoglobulina es una inmunoglobulina G o una inmunoglobulina E.

En una realizacion, dicho polipéptido heterélogo es un polipéptido heterdlogo secretado y dicho polipéptido
heterdélogo se recupera del medio de cultivo.

En una realizacion, dicho gen estructural codificante de la proteina EBNA-1 se encuentra operablemente ligado a un
promotor, preferentemente un promotor fuerte, especialmente preferentemente al promotor derivado del CMV.

En una realizacion, dicho plasmido de expresiéon comprende como unico elemento derivado del VEB, un origen de
replicacioén (oriP) del virus de Epstein-Barr (VEB).

En una realizacién, dicho plasmido de expresion no comprende ningun gen estructural codificante de la proteina
EBNA-1.

En una realizacién, en el caso de que el polipéptido heterdlogo sea un polipéptido heterélogo secretado, dicho
casete de expresion comprende ademas una secuencia de sefial ligada operablemente al gen estructural codificante
de dicho polipéptido heterdlogo.

En una realizacién, el método para la expresion de un polipéptido heterélogo se lleva a cabo como procedimiento
por lotes, como procedimiento en lotes partidos 0 como procedimiento continuo. En una realizacién preferente, dicho
método se lleva a cabo como procedimiento por lotes o en lotes partidos.

En una realizacion, el método para la expresion de un polipéptido heterélogo contiene ademas una etapa e) de
purificacion de dicho polipéptido heterdlogo.

Los métodos cromatograficos generales y su utilizacion son conocidos por el experto en la materia. Ver, por ejemplo,
Chromatography, 5a edicion, parte A: Fundamentals and Techniques, Heftmann, E. (ed.), Elsevier Science
Publishing Company, New York, 1992; Advanced Chromatographic and Electromigration Methods in Biosciences,
Deyl, Z. (ed.), Elsevier Science BV, Amsterdam, The Netherlands, 1998; Chromatography Today, Poole, C. F., and
Poole, S. K., Elsevier Science Publishing Company, New York, 1991, Scopes, Protein Purification: Principles and
Practice, 1982; Sambrook J. et al. (ed.), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989, o Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel F. M. et
al. (editores), John Wiley & Sons, Inc., New York.

El procedimiento de purificacién de inmunoglobulinas en general comprende una parte cromatografica multietapa.
En la primera etapa, se separan polipéptidos y proteinas no inmunoglobulinas de la fracciéon de inmunoglobulinas
mediante una cromatografia de afinidad, por ejemplo con proteina A. A continuacion puede llevarse a cabo una
cromatografia de intercambio i6nico para separar las clases individuales de inmunoglobulina y para eliminar las
trazas de proteina A, que ha sido coeluida de la primera columna. Finalmente resulta necesaria una tercera etapa
cromatografica para separar los monémeros de inmunoglobulina de los multimeros y los fragmentos de la misma
clase. En ocasiones la cantidad de agregados es elevada (5% o mas) y no resulta posible separarlos eficientemente
en la tercera etapa de purificacién, requiriendo etapas de purificacion adicionales.

Con la produccion recombinante de inmunoglobulinas especificas, puede omitirse la etapa de separacién para la
separacion de las diferentes clases de inmunoglobulina. De esta manera, el procedimiento global de purificacion de
inmunoglobulinas producidas recombinantemente puede reducirse a dos etapas cromatograficas.

El eluido de proteina A en general se procesa cromatograficamente en un material de intercambio catiénico a
valores de pH inferiores al punto isoeléctrico de la proteina inmunoglobulina respectiva.

En una realizacion, el método para la expresion de un polipéptido heterdlogo se lleva a cabo mediante transfeccion
transitoria.

En una realizacion de dicho método para la expresidon de un polipéptido heterdlogo, dicho gen estructural codificante
de la proteina EBNA-1 es un gen estructural de longitud completa (SEC ID n° 4) codificante de la proteina EBNA-1 y
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dicho plasmido de expresion no comprende ningun gen estructural de longitud completa (SEC ID n° 4) codificante de
la proteina EBNA-1.

Los ejemplos, listado de secuencias y figuras siguientes se proporcionan para ayudar a comprender la presente
invencion, el alcance real de la cual se proporciona en las reivindicaciones adjuntas.

Descripcion de las figuras

Figura 1 Mapa del plasmido pcDNA3_EBNA-1; plasmido que contiene el casete de expresion para la proteina
EBNA-1.
Figura 2 Andlisis de transferencia western de la expresion de EBNA-1. Leyenda de la figura 2a): carril 1:

EBNA de 293, 65 mg de proteina; carril 2: CHO-DG44, 100 mg de proteina; carril 3: DG-700-1IH7,
100 mg de proteina; carril 4: DG-700-11ID9, 100 mg de proteina; carril 5: DG-700-IlIE3, 100 mg de
proteina; carril 6: DG-700-IIIEB, 100 mg de proteina; carril 7: DG-700-lIF1, 100 mg de proteina;
carril 8: DG-700-111G10, 100 mg de proteina; carril 9: DG-700-IIIHB, 100 mg de proteina. Leyenda de
la figura 2a): carril 1: Estandar de proteina; carril 2: EBNA de 293, 100 mg de proteina; carril 3: DG-
700-111IE3sub1, 4° pase, dia 6, 100 mg de proteina; carril 4: DG-700-IlIE3sub1, 15° pase, dia 37, 100
mg de proteina; carril 5: DG-700-11lE3sub1, 18° pase, dia 48, 100 mg de proteina; carril 6: DG-700-
IIIE3sub1, 20° pase, dia 54, 100 mg de proteina.

Figura 3a Mapa del plasmido p4816-pUC-L-IR18-kappa Bsml

Figura 3b Mapa del plasmido p4817-pUC-H-IR18-gamma1 Bsml

Figura 4a Mapa del plasmido p4818-pUC-Hyg-OriP-pesada-IR18-Bsml

Figura 4b Mapa del plasmido p4819-pUC-Hyg-OriP-ligera-IR18-Bsml

Figura 5 Mapa del plasmido p4821-pUC-Hyg-OriP-IR18-pesada-ligera-Bsml

Figura 6 Comparacion entre la expresion del anticuerpo en diferentes lineas celulares y con diferentes
plasmidos de expresion

Descripcién de las secuencias

SEC ID n° 01 Secuencia de acidos nucleicos del oriP del VEB; V01555 (GenBank); Yates J.L. et al., Proc Natl
Acad Sci USA 81:3806-3806, 1984.

SEC ID n° 02 Secuencia de acidos nucleicos del elemento bivalente simétrico del VEB; V01555 (GenBank);
Reisman D. et al., Mol. Cell Biol. 5:1822-1832, 1985.

SECIDn® 03  Secuencia de acidos nucleicos de la familia de repeticiones del VEB; V01555 (GenBank); Reisman
et al., 1985.

SECIDnNn®° 04  Secuencia de acidos nucleicos codificante de la proteina EBNA-1; V01555 (GenBank).

SECIDn® 05 Secuencia de aminoacidos de la proteina EBNA-1; P03211 (SwissProt).

SECIDn® 06  Oligonucledtido cebador 1.

SEC ID n® 07  Oligonucledtido cebador 2.

SECIDn® 08  Oligonucledtido cebador 3.

SECIDn® 09  Oligonucledtido cebador 4.

Descripcion de los Ejemplos

Ejemplo 1 Técnicas generales.

Ejemplo 2 Construccioén de las lineas celulares de CHO que expresan la proteina EBNA-1.

Ejemplo 3 Construcciéon de plasmidos que portan oriP del VEB y casetes de expresion para las cadenas ligera y
pesada del anticuerpo monoclonal humano anti-IGF-1R.

Ejemplo 4 Produccion de anticuerpos por células DG-700-I1lE3sub1 positivas para EBNA-1 a partir de plasmidos
portadores de oriP.

Ejemplo 1

Técnicas generales

a) Técnicas de ADN recombinante

Se utilizaron métodos estandares para manipular el ADN, tal como se describe en Sambrook J., Fritsch E.F. y
Maniatis T., Molecular cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New
York, 1989. Los reactivos biolégicos moleculares se utilizaron siguiendo las instrucciones del fabricante.

b) Determinacién de la secuencia de ADN
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Se determinaron las secuencias de ADN mediante secuenciacion de doble cadena realizada en MediGenomix
GmbH (Martinsried, Alemania).

¢) Analisis de secuencias de ADN y de proteinas y gestiéon de los datos de secuencias

Se utilizé el paquete informético version 10.2 del GCG (Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin) y Vector NTI
Advance suite version 8.0 de Infomax para la creacion, mapeado, andlisis, anotacion e ilustracion de las secuencias.

d) Técnicas de cultivo celular

Se utilizaron técnicas estandares de cultivo celular tales como las descritas en Current Protocols in Cell Biology,
Bonifacino J.S., Dasso M., Harford J.B., Lippincott-Schwartz J. y Yamada K.M. (editores), John Wiley & Sons, Inc.,
2000.

e) Andlisis de transferencia western de la expresion de EBNA-1

Se recolectaron las células mediante centrifugacion a 200xg, se lavaron con PBS (solucion salina tamponada con
fosfato) y se incubaron en tampodn de lisis (Tris*HCI 50 mM (hidrocloruro de tris(hidroximetil)amino-metano), pH 8,0,
NaCl 120 mM, Nonidet® P40 al 0,5% (gv/v glicerol al 10% (v/v), DTT (ditiotreitol) 5 mM, EGTA (acido etilén-
bis(oxietilenonitrilo)tetraacético), Trasylol™ al 1% (v/v), PMSF (fluoruro de fenilmetanosulfonilo) 2 mM, leupeptina 50
mg/ml) durante 30 minutos sobre hielo. Tras la centrifugacién a 13.000xg, se recolecto el sobrenadante soluble y se
sometid a ensayo para la concentracion de proteinas utilizando un ensayo de proteinas de Bio-Rad (n° de cat. 5000-
0001) siguiendo el protocolo del fabricante.

Se llevaron a cabo la electroforesis en gel de SDS/pollacnIamlda (dodecilsulfato sodico, SDS-PAGE) vy la
electrotransferencia de proteinas utilizando el sistema de gel NuPAGE® (Invitrogen) siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Brevemente, se agrup6 el lisado de proteinas (100 mg de proteinas) con el volumen de 4 veces de
tampon para muestras LDS reductor (dodecilsulfato de litio), incubado a 70°C durante 10 minutos y se cargd en
geles Bis/Tris NUPAGE® Novex al 10% (Invitrogen, n° de cat. NP0301). La separacion de las proteinas se realizé en
tampon de migracion reductor MES SDS NuPAGE® (acido 4-morfolinoetanosulfonico/dodecilsulfato sddico). Para la
electrotransferencia de proteinas a partir de los geles de SDS/poliacrilamida, se utilizaron membranas de nilon
estandares. Tras la electrotransferencia, las membranas se lavaron en Tris*HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM (TBS,
solucion salina tamponada con Tris) y los sitios de unidn no especifica se bloquearon durante la noche a 4°C en
TBS, reactivo de bloqueo western al 1% (p/v) (Roche, n°® de cat. 11921673001). Se utilizé anticuerpo monoclonal de
ratéon E8.26 (Oncogene, n° de cat. DP15L) dirigido contra EBNA1 como anticuerpo primario a una dilucién de 1:1.000
en TBS, solucion de bloqueo western al 1% (p/v). Tras dos lavados en TBS y dos lavados en TBS suplementado con
Tween-20 (TBST) al 0,05% (v/v), se utilizé un anticuerpo IgG anti-ratén/anti-conejo acoplado con peroxidasa (Roche,
n° de cat. 1520709) como anticuerpo secundario a una diluciéon de 1:10.000 en TBS con solucién de bloqueo
western al 1% (p/v). Tras dos lavados con TBST y tres lavados con TBS, se detectaron los conjugados con
peroxidasa unida mediante quimioluminiscencia utilizando solucion de sustrato LumiLightPlus (Roche, n° de cat.
12015196001) y analizador Lumi-Imager F1 (Roche Molecular Biochemicals).

f) Cuantificacion de anticuerpos recombinantes en sobrenadantes de cultivo celular

Se cuantificaron los anticuerpos en los sobrenadantes de cultivo celular mediante un inmunoensayo competitivo
utlllzando el kit de deteccion de Fc humano (Cis Bio, n° de cat. 62HFCPEB). El ensayo se basa en la tecnologia
HTRF® (fluorescencia homogénea resuelta en el tiempo). Brevemente, se diluyeron muestras 1:10 a 1:100 en
tampon diluyente. Se agruparon 50 ml de muestra diluida con 25 ml de anti-lgG humano Fc-criptato y 25 ml de IgG
humano-XL665 en placas OptiPlates de 96 pocillos (Perkin Elmer, n° de cat. 6005279). Se incubaron mezclas de
ensayo durante la noche a temperatura ambiente. Tras la excitacion a 320 nm, se midi6 la emision fluorescente a
620 nm y a 665 nm utilizando un analizador Victor 1420 (Perkin-Elmer). Se dedujeron las concentraciones de
anticuerpos a partir de la proporciéon 665 nm/620 nm mediante la comparacién con una curva de calibracion.

Ejemplo 2

Construccion de las lineas celulares de CHO que expresan la proteina EBNA-1

a) Construccioén del plasmido pcDNA3_EBNA-1 para la expresion de la proteina EBNA-1 en células CHO

Se cortd el plasmido pcDNA3.1 (Invitrogen, n® de cat. V79020) con las nucleasas de restriccion Sacl y Dralll y el

fragmento resultante de 4.715 pb se ligd con un conector de ADN obtenido mediante la hibridacion del
oligonucledtido 1 (SEC ID n® 06) y el oligonucleétido 2 (SEC ID n° 07). El plasmido resultante se corté con Hindlll y
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Dralll. El fragmento vector de 4.748 pb se ligd con un fragmento de ADNc Hindlll/Dralll codificante de EBNA-1
obtenido mediante reaccidon en cadena de la polimerasa utilizando pCEP4 (Invitrogen, n° de cat. V044-50) como
molde y los oligonucleétidos 3 (SEC ID n° 08) y 4 (SEC ID n°® 09) como cebadores. El plasmido de expresion
eucariotico para EBNA-1 se denominé pcDNA3_EBNA-1 (figura 1).

b) Transfeccién de células CHO con pcDNA3_EBNA-1 y seleccion de transfectantes estables

Se mantuvieron en matraces de agitacion en medio DHI células CHO-DG44 preadaptados al cultivo en suspension
sin suero (Schlaeger E.J., J. Immunol. Methods 194:191-199, 1996) en un incubador humidificado a 37°C con pCO-
de 5%.

Previamente a la transfeccion se sembraron las células en placas de 24 pocillos a una densidad de 1x10° células/ml.
La transfeccion se llevd a cabo utilizando lipofectamina 2000 (Invitrogen, n® de cat. 11668-027) siguiendo el
protocolo del fabricante. Brevemente, se diluyé ADN vy lipofectamina 2000 en medio OptiMEM-1 (Invitrogen, n° de
cat. 31985-047) y se combinaron en una proporcion de mg de ADN a ml de lipofectamina 2000 de 1:3 a 1:6. Tras 20
minutos de incubacién a temperatura ambiente, se afiadié la mezcla a las células. Tras 24 horas, las células se
diluyeron en medio DHI y se sembraron en placas de 96 pocillos a razén de 300 células/pocillo. Tras 24 horas
adicionales, se afadié G418 al medio a una concentracion de 700 mg/ml. Diez dias después de la transfeccion, se
expandieron las colonias resistentes a G418 y se analizaron para la expresion de la proteina EBNA-1 mediante
hibridacion de inmunotransferencia western (figura 2a). Como referencias se utilizaron células HEK293 que
expresaban establemente la proteina EBNA-1 (HEK 293 EBNA o HEK 293 E) y células CHO-DG44 no transfectadas.
El clon DB-700-IlIE3 era fuertemente positiva para EBNA-1 y se subcloné mediante dilucién limitante. El subclén DG-
700-IlIE3sub1 positivo para EBNA-1 se cultivd continuamente y se comprobé para la expresion de EBNA-1 mediante
hibridacion de inmunotransferencia western (figura 2b). Tal como se muestra en la figura 2b, el nivel de proteina
EBNA-1 no cambi6 durante los 54 dias de cultivo.

Ejemplo 3

Construccion de plasmidos que portan oriP del VEB y casetes de expresiéon para las cadenas ligeray pesada
del anticuerpo monoclonal humano anti-IGF-1R

En general, los segmentos génicos codificantes de la regién variable de cadena ligera (V.) del anticuerpo anti-IGF-
1R y la regién constante (C.) de cadena ligera kK humana se unieron al igual que los genes estructurales para la
region variable de cadena pesada (Vu) del anticuerpo anti-IGF-1R y la region constante de cadena pesada y1
humana (Cny1-Cn2-CH3) mediante subclonacion y PCR solapante. Las secuencias de ADN codificantes de los genes
estructurales del anticuerpo anti-IGF-1R (cadena ligera Kk y cadena pesada y1) se confirmaron mediante
secuenciacion del ADN y posteriormente se insertaron en vectores de expresion de células de mamifero que no
presentaban o que portaban oriP del VEB. El vector de expresion p4816-pUC-L-IR-18-kappa-Bsml (p4816) de la
cadena ligera k del mAb_hu anti-IR18 esta compuesto de los elementos siguientes:

- origen de replicacién del vector pUC18 que permite la replicacion de este plasmido en E. coli (ori de pUC),

- un gen R-lactamasa que confiere resistencia a la ampicilina en E. coli (Amp),

- una unidad transcripcional para la expresion de la cadena ligera k del anticuerpo anti-IGF-1R compuesto de los

elementos siguientes:

- el promotor inmediato-temprano mayor e intensificador del citomegalovirus humano (CMV_h IE1),

- un 5'-UTR sintético que incluye una secuencia de Kozak, - una secuencia de sefal de cadena pesada de
inmunoglobulina murina que incluye el intron de secuencia de sefial (L1_Intron_L2),

- el ADNc de cadena ligera variable del anticuerpo anti-IGF-1R clonado dispuesto con un sitio de restriccion
Bsml unico en el extremo 5' y un sitio donador de empalme y un sitio de restriccion Notl Gnico en el extremo
3" (V1)

- la regién constante del gen de cadena ligera kappa humana gendmico, incluyendo el intensificador de Ig-
kappa de ratén intrénico [Notl_lg-kappa de ratén-intensificador-intrén-2_intrén-2 humano_C-kappal,

- el 3' UTR de inmunoglobulina kappa humana, incluyendo la secuencia de sefial de poliadenilaciéon (3' UTR
C-kappa),

- los sitios de restriccion Unicos Sse83711 y Fsel en los extremo 5' y 3', respectivamente, para permitir la
transferencia del casete de expresion a plasmidos de expresién alternativos.

El mapa plasmidico de p4816-pUC-L-IR-18-kappa-Bsml se muestra en la figura 3a.

El vector de expresion p4817-pUC-H-IR-18-gamma1-Bsml (p4811) de la cadena pesada gamma-1 del anticuerpo
anti-IGF-1R esta compuesto de los elementos siguientes:
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- un origen de replicacion procedente del vector pUC18 que permite la replicacion de este plasmido en E. coli (ori
de pUC),

- un gen beta-lactamasa que confiere resistencia a la ampicilina en E. coli (Amp),

- una unidad transcripcional para la expresion de la cadena pesada gamma-1 del anticuerpo anti-IGF-1R
compuesta de los elementos siguientes:

- el promotor inmediato-temprano mayor e intensificador del citomegalovirus humano (CMV_h IE1),

- un 5'-UTR sintético, incluyendo una secuencia de Kozak,

- una secuencia de sefal de cadena pesada de inmunoglobulina murina que incluye el intrén de secuencia de
sefial (L1_Intron_L2),

- el ADNc de la cadena pesada variable del anticuerpo anti-IGF-1R clonado, dispuesto con un sitio de restriccion
Bsml unico en el extremo 5'

y un sitio donador de empalme y un sitio de restriccion Notl unico en el extremo 3',

- la regiéon constante del gen cadena pesada y1 humana gendmico, incluyendo Ig mu(m) de ratén-
intensificador [Notl_Ig-m de ratén-intensificador_intrén-2 humano_CH1-CH2-CH3 con intrones intermedios],

- el 3' UTR de inmunoglobulina y1 humana, incluyendo la secuencia de sefial de poliadenilacion,

- los sitios de restriccion unicos SgrAl y Ascl en los extremos 5' y 3', respectivamente, para permitir la
transferencia del casete de expresion a plasmidos de expresién alternativos.

El mapa plasmidico de p4817-pUC-L-IR-18-gamma-1-Bsml se muestra en la figura 3b.

Los plasmidos p4818-pUC-Hyg-OriP-Heavy-IR18-Bsml (p4818) y p4819-pUC-Hyg-OriP-Light-IR18-Bsml (p4819),
mostrados en la figura 4, se derivaron de los plasmidos p4817-pUC-H-IR18-gamma1-Bsml y p4816-pUC-L-IR18-
kappa-Bsml, respectivamente, mediante la introduccion de dos elementos:

- un gen de resistencia a la higromicina adecuado como marcador seleccionable en células eucaridticas,

- el origen de replicacion, oriP, del virus de Epstein-Barr.
Los mapas plasmidicos de p4818-pUC-Hyg-OriP-Heavy-IR18-Bsml y p4819-pUC-Hyg-OriP-Light-IR18-Bsml se
muestran en las figuras 4a) y 4b).

El plasmido p4821-pUC-Hyg-OriP-IR18-heavy-light-Bsml se construyé mediante la introduccion del fragmento
SgrAl/Ascl de p4818 que comprendia la unidad transcripcional de la cadena pesada gamma-1 en los sitios de
restriccion SgrAl y Ascl de p4819. El plasmido resultante contenia los mismos elementos que p4818, incluyendo oriP
de VEB y la unidad transcripcional de la cadena ligera kappa, mas la unidad transcripcional de la cadena pesada
gamma-1.

El mapa plasmidico de p4821-pUC-Hyg-OriP-IR18-cadena pesada-ligera-Bsml se muestra en la figura 5.
Ejemplo 4

Produccién de anticuerpos por células DG-700-1lIE3subl positivas para EBNA-1 a partir de plasmidos
portadores de oriP

Se mantuvieron células DG-700-IlIE3sub1 y de tipo CHO-DG44 no modificadas en ProCHO4-CDM (Cambrex, n° de
cat. BE12-029Q), glutamina 2 mM, suplemento HT 50x al 2% (v/v) (Invitrogen, n°® de cat. 41065-012) y G418 300
mg/ml en cultivo estacionario a 37°C con 5% de CO,. Una hora antes de la transfeccion se recolectaron células
mediante centrifugacion y se resuspendieron en medio DHI (Schlaeger E.J., J. Immnol. Methods 194:191-199, 1996)
a una densidad de 0,5x106 células/ml.

La transfeccion se llevé a cabo utilizando lipofectamina 2000 (Invitrogen, n°® de cat. 11668-027). Para la transfeccion
se 1 ml de volumen de cultivo se agruparon los componentes siguientes: 200 ml de OptiMEM | (Invitrogen, n°® de cat.
31985-047), 2 mg de ADN y 6 ml de lipofectamina. Tras 5 a 30 minutos de incubacion a temperatura ambiente se
afnadio la mezcla a las células. Cinco a diez dias después de la transfeccion se recogio el sobrenadante del cultivo
celular y se sometié a ensayo para la concentracion de anticuerpo, tal como se describe en el Ejemplo 1f).

Se transfectaron tres conjuntos diferentes de plasmidos en la linea celular CHO-DG44 o en la linea celular DG-700-
IIE3sub1 derivada de CHO-DG44 expresante de EBNA-1. El plasmido p4816 para la expresion de cadena ligera de
anticuerpo se cotransfecté con p4817 para la expresién de cadena pesada de anticuerpo. Ninguno de los plasmidos
portaba oriP de VEB. El plasmido p4819 para la expresion de cadena ligera de anticuerpo se cotransfecté con p4818
para la expresion de cadena pesada de anticuerpo. Ninguno de los plasmidos portaba oriP de VEB. Finalmente, el
plasmido p4821 para la expresion de tanto cadena ligera como pesada de anticuerpo se transfecto solo. El plasmido
p4821 portaba oriP de VEB.

Tal como se muestra en la figura 6, la transfeccion de los plasmidos portadores de oriP p4818 y p4819 en células
DG-700-1l1IE3sub1 positivas para EBNA-1 resultd en una expresion incrementada dos a tres veces de anticuerpo en
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comparacion con la transfeccion de p4816 y p4817 sin oriP en la misma linea celular o en células CHO-DG44
negativas para EBNA-1. La expresion del anticuerpo en células DG-700-11I[E3sub1 era incluso mas fuerte al agrupar
los casetes de expresion para las cadenas ligera y pesada de anticuerpo en un Unico plasmido portador de oriP tal
como p4821. En contraste, los plasmidos portadores de oriP p4817/p4818 y p4821 no rindieron niveles
incrementados de expresion de anticuerpo en las células CHO-DG44 negativas para EBNA-1. En consecuencia, la
expresion maxima de la inmunoglobulina se consigui6 al transfectar los plasmidos portadores de oriP en células
CHO positivas para EBNA-1.
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ggatacagat taggatagca tatacéacec agatatagat taggatagca tatgctaccc 540
agatatagat taggatagcc tatgctaccc agatataaat taggatagca tatactaccc 600
agatatagat taggatagca tatgctagcc agatatagat taggatagcc tatgctaccc 660
agatatagat taggatagca tatgctatcc agatatttgg gtagtatatg ctacccatgg 720
caacattagc ccaccgtgct ctcagcgacc tcgtgéatat gaggaccaac aaccctgtgc 780
ttggcgctca ggcgcaagtg .tgtgtaattt gtccfccaga tcgcagcaat cgcgccccta 840
tcttggccecg cccacctact tatgcaggta ttccccgggg tgccattagt ggttttgtgg 900
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ctttccectt
ggacacatct
taaattcgtg
ttgttaaaga
tgagggttat
tctgggggeg
actcagcagt
agaéttcact
accctcgtgg
atcgctgttce
gtaacatatg
tatgctaccc
gagggtccgce
tagtcttcct

aagagttaca

gttacaaata
taataacccc
tgagatggac
tattcaéaat
attggtgtca
tcacctgaaa
tattctatta
gcecgetect
aatcctgacc
cttaggacce
ctattgaatt
gtttagggtt
ttatcggtag

gggcccctgg

cataaagg’

<210> 2

<211> 146

<212> ADN

<213> Virus de Epstein-Barr

<400> 2
gatatcgctg ttccttagga
tgggtaacat atgctattga
gcatatgcta cccgtttagg

<210> 3

<211> 622

<212> ADN

<213> Virus de Epstein-Barr

<400> 3
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gagtgtaaca
agtatcatat
atccagtctt
gtttcattce
tagcacaatg
ccttgtttte
gctaaacgaa
tgatcttcag
ccatgtaaét
ttttactaac
agggttagtce
aacaaggggg
ctacacaggc

gaggtacatg

acatggttca
tgcactagga
tacggcttgt
tacactagta
ccaccactga
gagcacctca
ggagaatgaa
ccactgccct
aaaaccgtga
cctaattcga
tggatagtat
ccttataaac
ccctcetgatt

tccecccagea

cctgtecttgg
ttatgtgttg
ccccaccceca
tttattgcce
accceeegte
catécacctt
gaagcaggcg
tgtgactaaa
cagctcatgg
tagcatatgc
atactactac
actattgcta
gacgttggtg

ttggtgtaag

tecctgeetg
cccatagcca
tggatttcta
aaggggtttg
caaattttat

actgttcaca

aagattcagg

atggttcact
ggtgggagat
ttccegttgg
ccgggaagcea
atgccctctt
tagcctcccg

agcttcagcc

cccttttact aaccctaatt cgatagcata tgcttcccgt

attagggtta gtctggatag tatatactac tacccgggaa

gttaac

gggtatcata
ggatagcata
ggatagccta
ggatagcata

ggatagcata

tgctgactgt
tactacccag
tgctacccag
tgctacccag

tgctacccag

atatgcatga ggatagcata
atatagatta gqatagcaéa
atataaatta ggatagcata
atatagatta ggatagccta

atatagatta ggatagcata

19

tgctacccgg
tgctacccag
tactacccag
tgctacccag

tgctatccag

atacagatta
atatagatta
atatagatta
atatagatta

atatttgggt

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

1998

60
120

146

60
120
180
240

300
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agtatatgct
agcatatgct
agcatatgct

agcatatact

agcctatget

tatgctacce

<210> 4
<211> 1926
<212> ADN

acccagatat
acccggatac
acccaga;at
acccagatat
acccagatat

atggcaacat

<213> Virus de Epstein-Barr

<400> 4
atgtctgacg
tctggaccag
cgaggacggg
gga tcagggc
ggctgcaaag
ggaggggcag
gcaggagggg
ggggcaggag
ggaggggcag
gcaggagggg
ggggcaggag
ggaggagggg
ggagcaggag
gcaggagcag
gg9aggaggyg
ggaggggcag
ggggcaggag
ggtagtggag
gccagggggg

cccaggagtce

aggggccagg
aéggctccgg
gaagaggacg
caagacatag
ggacccacgg
gagcaggagg
caggagcagg
caggaggagg
gaggggcagg
caggagcagg
caggaggggc
caggaggggc
gggcaggagce
gaggggcagg
<caggaggyagce
gagcaggagg
caggaggtgg
gccggggtceg
gaesgtcgtga

ccagtagtca

ES 2461591 T3

aaattaggat
agattaggat
agattaggat
agattaggat
agattaggat

ta

tacaggacct
cggcagtgga’
aggacgagga
agatggtgtc
tggaacagga
aggggcagga
aggaggggcea
ggcaggagca
aggggcagga
aggaggggca
aggaggggca
aggaggggca
aggaggggca
aggggcagga
aggagcagga
ggcaggaggg
aggccggggt
aggaggtagt
aagagccagg

gtcatcatca

agcatatact
agcatatact
agcctatget
agcatatgct

agcatatgct

ggaaatggcce
cctcaaagaa
ggcggaagac
cggagaccce
gcaggagcag
gcaggaggag
ggagcaggag
gg9aggagggg
gcaggaggag
ggaggggcag
ggaggggcag
ggagcaggag
ggaggggcag
gcaggaggag
ggggcaggag
gcaggagcag
cgaggaggca
ggaggccgec
gggagaggtce

tcecgggtcte

20

accctaatct
acccagatat
acccagatat
acccagatat

atccagatat

taggagagaa
gagggggtga
caggagcccc

aaaaacgtcc

gagcgggagyg

gggcaggagg

gaggggcagg
caggaggggc
gggcaggage
gaggggcagg
gagcaggagg
gggcaggage
gagcaggagg
gggcaggagg
gggcaggage
gaggaggggc
gtggaggccg
g9ggtagagg
gtggacgtgg

caccgcgcag

ctattaggat
agattaggét
aaattaggat
agattaggat

ttgggtagta

gggagacaca
taaccatgga
gggcggctca
aagttgcatt
ggcaggagca
ggcaggaggg
aggggcagga
aggagcagga
agqaéqagqg
agcaggagga
ggcaggagca
aggaggégca
ggcaggaggg
ggcaggagca
aggaggggcea
aggagcagga
gggtcgagga
acgtgaaaga
agaaaagagg

gccccctcecca

360
420
486
540
600

622

60
120
18H
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140

1200
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ggtagaaggc
ggtggcccag
gacccaggag
aaaggagqgt
attgcagaag
ggaacttggg
aggcgaggaa
tttggaatgg
tattgcatgq
gaccttgtta
gacgatggag
ggtgatgacg

gagtga

catttttéca
atggtgagce
aaggcdcaaq
ggtttggaaa
gtttaagagc
tcgeceggtgt
ctgceccttge
cccctggace
tctttttaca
tgacaaagcc
tagatttgcc

gagatgacgg
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ccctgtaggg
tgacgtgecc
cactggaccc
gcatcgtggt
tctectgget
gttcgtatat
tattcéacaa
cggcccacaa
aactcatata
cgctectace
tccectggttt

agatgaagga

gaagccgatt
ccgggagcga
cggggtcagg
caaggaggtt
aggagtcacg
ggaggtagta
tgtcgtctté
cctggecege
tttgctgagg
técaatatca
ccacctatgg:

ggtgatggag

<210>5
<211> 641
<212> PRT

<213> Virus de Epstein-Barr

<400> 5

Met

Lys

Arg

Arg

Arg

Gly

Ser

Gly

Arg

-Gly

50

His

Cys

Asp

Asp

Gly

35

Gly

Arg

Lys

Glu

Thr

20

Gly

Gly

Asp

Gly

Gly

Ser

Asp

Arg

Gly

Thr
85

Pro

Gly

Asn

Pro

Val

70

His

Gly

Pro

His

Gly

55

Axrg

Gly

Thr Gly

Glu

Gly

Gly
40

Arg
Ala Pro
Pro

Arg

Gly Thr

21

‘Pro

10

Ser

Gly

Gly

Gln

Gly
90

attttgaata
tagagcaggg
gtgatggagg
ccaacccgaa

tagaaaggac

agacctccect

caccattgag
taagggagtc
ttttgaagga
gggtgactgt
tggaaggggc

atgagggtga

Gly Asn

Gly Gly

Arg Gly

45

Gly Ser

60

Lys
75

Arg

Ala Gly

ccaccaagaa
ccccgeagat
caggcgcaaa
atttgagaac
taccgacgaa
ttacaaccta
tcgtctcccé
cattgtetgt
tgcgattaag
gtgcagcettt
tgccgcggaé

ggaagggcag

Gly

Ser

Arg

Gly

Pro

Ala

Leu Gly

15

dly Pro

Gly Arg
Ser Gly
Cys

Ser

Ala
95

Gly

Glu

Gln

Gly

Pro

Ile

80

Gly

1260
1320
1380
id4o
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1926



Gly
Gly
Gly
Gly
145
Gly
Ala
Ala
Gly
Gly
225
Gly
Gly
Gly
Ala
Ala

305

Gly

Ala

Gly

Ala
130

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

210

Gly

Ala

Ala

Gly

Gly

290

Gly

Ala

Gly
Ala
115
Gly
Gly
Ala
Gly
Gly
195
Gly
Ala
Gly
Gly
Ala
275
Gly

Gly

Gly

Ala

100

Gly

Ala

Ala

Gly

Gly

180

Ala

Gly

Gl}(

Gly

Gly

260

Gly

Ala

Ala

Ala

Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
165
Ala
Gly
Ala
Gly
Ala
245
Ala
Gly
Gly

Gly

Gly
325
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Gly
Ala
Gly
Ala
150
Ala
Gly
Ala
Gly
Ala
230
Gly
Gly
Ala
Gly
Gly

310

Gly

Ala

Gly

Gly

135

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

215

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala

295

Ala

Gly

Gly

Ala

105

Gly
120
Ala
Gly
Gly
Ala
Gly
200
Gly
Ala
Gly
Gly
Ala
280
Gly

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

Gly
185

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

265

Cly

Ala

Ala

Arg

22

Gly

Gly

Gly

Ala

Gly

170

Ala

Ala

Ala

Gly

ala

250

Ala

Gly

Gly

Gly

Gly
330

Gly

Gly

Ala

Gly
155

Ala

Gly

Gly

Gly

Ala

235

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

315

Arg

Gly

Ala

Gly

140

Gly

Gly

Gly

Ala.

Ala

220

Gly

Gly

Gly

Ala

Ala

300

Gly

Gly

Ala

Gly

125

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

205

Gly

Ala

Ala

Ala

Gly

285

Gly

Ala

Gly

Gly
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REIVINDICACIONES
1. Célula CHO, caracterizada porque dicha célula CHO:

a) expresa el antigeno nuclear 1 del virus de Epstein-Barr (EBNA-1), en el que el gen estructural codificante de la
proteina EBNA1 se encuentra operablemente ligada a un promotor fuerte y se integra en el ADN cromosomico y
la célula no contiene una copia funcional de la secuencia oriP del VEB integrada en el ADN cromosomico;

b) contiene un episoma, en el que dicho episoma comprende:

(i) un origen de replicacion procariético,
(i) un marcador de seleccion,
(iii) un origen de replicacion (oriP) del virus de Epstein-Barr (VEB) como elemento Unico derivado del VEB y
no contiene una copia funcional del gen estructural de EBNA-1,
(iv) un casete de expresién adecuado para la expresion de un polipéptido heterélogo en dicha célula CHO, en
el que dicho casete de expresion comprende una secuencia de promotor, una regiéon 5' no traducida, una
secuencia de acidos nucleicos codificante de dicho polipéptido heterélogo y una regién 3' no traducida que
comprende una sefal de poliadenilacion,

c) no contiene el antigeno T grande del virus del polioma.

Célula CHO segun la reivindicaciéon 1, caracterizada porque el gen estructural codificante de la proteina

EBNA-1 se encuentra operablemente ligado a un promotor heterélogo.

3.

5.

Método para obtener una célula CHO, caracterizado porque dicho método comprende las etapas de:
a) proporcionar una célula CHO que no contiene el antigeno T grande del virus del polioma; b) proporcionar un
plasmido que comprende:

(i) un origen de replicacion procariético;
(i) un marcador de seleccion;
(iii) un casete de expresion funcional para el antigeno nuclear 1 del virus de Epstein-Barr (EBNA-1), en el
que dicho casete de expresion comprende una secuencia de promotor, una regién 5' no traducida, una
secuencia de acidos nucleicos codificante de EBNA-1 y una regién 3' no traducida que comprende una
sefial de poliadenilacion,
en el que el plasmido no contiene una copia funcional de la secuencia oriP del VEB,
c) introducir dicho plasmido b) en la célula CHO a) y seleccionar una célula CHO establemente transformada,
d) proporcionar entre uno y cuatro plasmidos adicionales, que comprenden:
(i) un origen de replicacion procariético;
(i) un marcador de seleccion;
(i) un origen de replicacién (oriP) del virus de Epstein-Barr (VEB) como unico elemento derivado del VEB,
(iv) un casete de expresion adecuado para la expresion de un polipéptido heterélogo en dicha célula CHO
transformada, en el que dicho casete de expresion comprende una secuencia de promotor, una regiéon 5' no
traducida, una secuencia de acidos nucleicos codificante de un polipéptido heterdlogo y una region 3' no
traducida con una sefal de poliadenilacion,
(v) ninguin gen estructural codificante de la proteina EBNA-1,
e) introducir dichos plasmidos adicionales d) en dicha célula CHO establemente transformada.

Método para la produccion de un polipéptido heterdlogo, caracterizado porque dicho método comprende:
a) proporcionar una célula CHO segun la reivindicacién 1; b) cultivar dicha célula CHO bajo condiciones
adecuadas para la expresion de dicho polipéptido heterélogo;c) recuperar dicho polipéptido a partir del cultivo.

Kit para la produccion de una célula CHO segun la reivindicacion 1, caracterizado porque dicho kit

comprende:

a) una célula CHO que no contiene el antigeno T grande del virus del polioma; b) un primer plasmido que
comprende:

(i) un origen de replicacion procariético;

(ii) un marcador de seleccion;

(iii) un casete de expresion funcional para el antigeno nuclear 1 del virus de Epstein-Barr (EBNA-1), en el que
dicho

casete de expresion comprende una secuencia de promotor, una regiéon 5' no traducida, una secuencia de
acidos nucleicos codificante de EBNA-1 y una region 3' no traducida que comprende una sefial de
poliadenilacion;
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en el que el plasmido no contiene una copia funcional de la secuencia oriP del VEB,c) un segundo plasmido
que comprende:

(i) un origen de replicacioén procariético;

(i) un marcador de seleccion;

(i) un origen de replicacién (oriP) del virus de Epstein-Barr (VEB) como unico elemento derivado del VEB,
(iv) un casete de expresién adecuado para la expresiéon de un polipéptido heterdlogo en dicha célula de
roedor, en el que dicho casete de expresion comprende una secuencia de promotor, una regiéon 5' no
traducida, un sitio de clonacion para la introduccion de una secuencia de acidos nucleicos y una region 3'
no traducida que comprende una sefial de poliadenilacion,

(v) ninguin gen estructural codificante de la proteina EBNA-1.

6. Método segun cualquiera de las reivindicacinoes 3 a 4, caracterizado porque dicho polipéptido heterélogo
se selecciona de entre el grupo que comprende profarmacos, enzimas, fragmentos de enzima, inhibidores
enzimaticos, activadores enzimaticos, polipéptidos biolégicamente activos, proteinas hedgehog, proteinas
morfogenéticas dseas, factores de crecimiento, eritropoyetina, trombopoyetina, G-CSF, interleuquinas, interferones,
inmunoglobulinas o fragmentos de inmunoglobulina.

7. Método segun la reivindicacion 6, caracterizado porque dicho polipéptido heterélogo es una
inmunoglobulina o un fragmento de inmunoglobulina.

8. Método para la expresion de un polipéptido heterdlogo en una célula CHO, caracterizado porque dicho
método comprende:

a) proporcionar una célula CHO establemente transfectada con el gen estructural codificante de la proteina
EBNA-1 y que no contiene el antigeno T grande del virus del polioma, en el que el gen estructural codificante de
la proteina EBNA-1 se encuentra operablemente ligado a un promotor fuerte y la célula no contiene una copia
funcional de la secuencia oriP del VEB, b) transfectar dicha célula CHO con un plasmido de expresion que
comprende:

(i) un origen de replicacion (oriP) del virus de Epstein-Barr (VEB) como unico elemento derivado del VEB,
(ii) ningun gen estructural codificante de la proteina EBNA-1,
(iii) un origen de replicacién procariotico,
(iv) un marcador de seleccion,
(v) un casete de expresion adecuado para la expresion de un polipéptido heterélogo en dicha célula CHO, en
el que dicho casete de expresion comprende una secuencia de promotor, una regiéon 5' no traducida, una
secuencia de acidos nucleicos codificante de dicha proteina heterdloga y una regién 3' no traducida que
comprende una sefial de poliadenilacion;
c) cultivar dicha célula transfectada bajo condiciones adecuadas para la expresién de dicho polipéptido
heterdlogo, d) recuperar dicho polipéptido heterélogo a partir del cultivo.

9. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4 y 6 a 8, caracterizado porque dicho polipéptido
heterdélogo es un polipéptido heterélogo secretado.

10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4 y 6 a 9, caracterizado porque dicho cultivo se lleva a
cabo bajo transfeccion transitoria.

11. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4 y 6 a 10, caracterizado porque dicha célula CHO se
selecciona de entre el grupo que comprende células CHO-DBX11, células CHO-K1, células CHO-DG44 y células
CHO que expresan EBNA-1.

12. Método para la produccién de una inmunoglobulina heteréloga, caracterizado porque dicho método
comprende las etapas siguientes:

a) proporcionar una célula CHO que:

(i) expresa el antigeno nuclear 1 del virus de Epstein-Barr (EBNA-1);
(i) contiene un episoma, en el que dicho episoma comprende:

(i) un origen de replicacion procariético;

(ii) un marcador de seleccion;
(iii) un origen de replicacion (oriP) del virus de Epstein-Barr (VEB) como unico elemento derivado del VEB,
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(iv) un casete de expresion adecuado para la expresion de una inmunoglobulina heteréloga en dicha
célula CHO, en el que dicho casete de expresién comprende una secuencia de promotor, una regién 5' no
traducida, una secuencia de acidos nucleicos codificante de dicha inmunoglobulina heteréloga y una
regién 3' no traducida que comprende una sefial de poliadenilacién,
5 (iii) no contiene el antigeno T grande del virus del polioma,

(iv) en el que el gen estructural codificante de la proteina EBNA-1 se encuentra operablemente ligado a un

promotor fuerte y

se integra en el ADN cromosdmico y la célula no contiene una copia funcional de la secuencia de oriP del

VEB integrada en el ADN cromosomico;

10 b) cultivar dicha célula CHO bajo condiciones adecuadas para la expresion de dicha inmunoglobulina heterdloga,
c) recuperar dicho inmunoglobulina heteréloga a partir del cultivo.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 6
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