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DESCRIPCION
Potenciacion de la produccion a través de transduccidon mecanica
Antecedentes de la invencion

Las células de ovario de hamster chino (CHO) son la linea celular huésped de mamifero de uso mas habitual para
producir proteinas recombinantes en la industria biofarmacéutica. Los procesos de cultivo celular con células de
mamifero, incluidas las células CHO, para producir bioterapéuticas se enfrentan con diversos retos, incluidas las
comprimidas lineas de tiempo para el desarrollo del producto, escaseces y limitaciones de la proliferacion y
productividad de las lineas celulares.

La presente invencion aborda estos aspectos aplicando un modelo de tensegridad a las células de mamifero, tales
como células CHO. Aplicando fuerzas de tensegridad a estas células se puede aumentar el nivel de anticuerpo
recombinante producido por las células.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion esta dirigida a métodos para aumentar la produccion de un anticuerpo de interés de una
célula huésped, que comprende someter dicha célula a una fuerza de tensegridad, donde la fuerza de tensegridad
se aplica a la célula en una cantidad eficaz para aumentar la produccién de dicho anticuerpo por la célula. Los
métodos de la invencién estan dirigidos a aumentar la produccién de un anticuerpo diana de células y/o cultivos
celulares. Las fuerzas de tensegridad puede ser una tension que se aplica a las células y puede incluir uno o mas de
los siguientes: tension mecanica, tension de cizalladura, efectos de estiramiento y tensién inducida por presion, por
ejemplo, presion inducida por ondas de sonido. En determinadas realizaciones, el anticuerpo es una IgG. En
determinadas realizaciones, las células son células de ovario de hamster chino (CHO).

En determinadas realizaciones, las células estan flotando en libertad en un cultivo. En realizaciones alternativas, las
células son células adherentes capaces de adherirse a un sustrato.

En determinadas realizaciones, la presente invencion esta dirigida a métodos de aumentar la produccion de un
anticuerpo recombinante de las células de un cultivo celular aplicando una tension a las células. En determinadas
realizaciones, el anticuerpo es una IgG. En determinadas realizaciones, las células son células de ovario de hamster
chino (CHO).

En determinadas realizaciones de la presente invencion, las células sometidas a tension estan cultivadas en un
biorreactor comercial.

Un método de la presente invencion implica someter a las células que expresan un anticuerpo de interés a una
tension de cizalladura mecanica controlada. En determinadas realizaciones, la tensién por cizalladura (par) se puede
aplicar a la superficie de una célula usando perlas ferromagnéticas unidas a membrana recubiertas con anticuerpos
que se pueden adherir al citoesqueleto de las células. Las perlas se pueden magnetizar en una direccién aplicando
un campo magnético de torsion mas débil.

Métodos alternativas de la presente invencion implican someter a las células que expresan un anticuerpo de interés
a un sistema de cultivo biomecanico capaz de someter a las células adherentes a diversas condiciones de cultivo en
tension biaxial/deformacion. En determinadas realizaciones, el sistema de cultivo biomecanico es microscopia de
traccion. En determinadas realizaciones, el sistema de cultivo biomecanico permite la obtencién de imagenes
microscopicas vivas de las células.

En determinadas realizaciones, se puede medir la viabilidad de las células sometidas a tension. Ejemplos no
limitantes de dichos ensayos de viabilidad celular incluyen, entre otros, ensayos de captacion de pigmentos (p. €j.,
ensayos con calceina AM), ensatos de viabilidad celular XTT y ensayos de exclusidon de pigmentos (p. €j., ensayos
de exclusion de pigmentos con azul tripan, eosina o propidio).

En determinadas realizaciones, se puede analizar la cantidad de anticuerpo secretado por las células sometidas a
tension. En determinadas realizaciones, el anticuerpo es una IgG que e libera al medio que forma el microambiente
de las células.

En determinadas realizaciones, se puede analizar el comportamiento de las células sometidas a tensién. Dicho
comportamiento celular incluye, entre otros, la migracién y la morfologia celular. En determinadas realizaciones se
pueden usar técnicas microscépicas, tales como, entre otras, microscopia electrénica de barrido, microscopia de
contraste de fases y/o microscopia electrénica de transmision, con el fin de evaluar los cambios en el
comportamiento de las células con el tiempo.
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Breve descripcion de las figuras

Figura 1 Diagrama de flujo que describe la secuencia de procedimientos experimentales para estudiar el modelo de
tensegridad en las células CHO.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion esta dirigida a métodos de aumentar la produccién de anticuerpos a través de la aplicacion de
fuerzas de tensegridad en células y cultivos celulares. Las fuerzas de tensegridad puede ser una tension que se
aplica a las células y puede incluir uno o mas de los siguientes: tensidbn mecanica, tension de cizalladura, efectos de
estiramiento y tension inducida por presion, por ejemplo, tensién inducida por ultrasonidos.

Por claridad y no a modo de limitacion, esta descripcion detallada se divide en las siguientes subsecciones:
1. Métodos de aplicacion de fuerzas de tensegridad;
2. Modulacion de la produccion de proteinas diana a través de la aplicacion de fuerzas de tensegridad; y
3. Produccién a gran escala incorporando optimizacion de la fuerza de tensegridad.

1. Métodos de aplicacion de fuerzas de tensegridad

La presente invencion esta dirigida a métodos de aumentar la produccién de anticuerpos a través de la aplicacion de
fuerzas de tensegridad en células y cultivos celulares. En el modelo de tensegridad celular, las fuerzas de tension
son portadas por los microfilamentos del citoesqueleto y los filamentos intermedios y estas fuerzas se equilibran
mediante elementos estructurales interconectados que resisten a la compresion, muy probablemente, adhesiones de
hileras de microtubulos y de la matriz extracelular (MEC). (Véase, por ejemplo, D.E., Tensegrity: the architectural
basis of cellular mechanotransduction. Annu Rev Physiol, 1997. 59: pag. 575-99; Ingber, D.E., Tensegrity Il. How
structural networks influence cellular information processing networks. J Cell Sci, 2003. 116 (Pt 8): pag. 1397-408;
Ingber, D.E., Tensegrity I. Cell structure and hierarchical systems biology. J Cell Sci. 2003 Apr 1; 116 (Pt 7): 1157-73;
y Wang, N., J.D. Tytell, y D. Ingber, Mechanotransduction at a distance: mechanically coupling the extracellular
matrix with nucleus. Molecular cell biology, January 2009. 10: pag. 75-82). Dichas fuerzas de tensegridad pueden
incluir fuerzas de tension, por ejemplo tension mecanica dirigida a las células diana o a los cultivos celulares.

En determinadas realizaciones, las fuerzas de tensegridad se reciben y la sefal se transluce al interior de una célula
mediante un equilibrio de fuerzas complementarias entre microfilamentos tensados, microtubulos comprimidos y
receptores de integrina transmembrana en las células vivas. Cuando la fuerza se aplica a las integrinas, los
parametros termodinamicos y cinéticos pueden cambiar localmente para las moléculas asociadas al citoesqueleto
que experimentan fisicamente la carga mecanica. Cuando se aplica fuerza a receptores de no adhesién que no se
unen al citoesqueleto, la tension se disipa localmente en la superficie celular y se silencia la respuesta bioquimica.
En un ejemplo no limitante, cuando se aplica tension a las integrinas se afiaden nuevos monémeros de tubulina al
extremo de un microtubulo y el microtubulo se descomprime como resultado de un cambio en la concentracion
critica de tubulina. En determinadas realizaciones, las moléculas que estan fisicamente distorsionadas por la tensién
transferida desde las integrinas al citoesqueleto pueden cambiar su cinética, por ejemplo aumentando su constante
de velocidad para la conversién quimica de un sustrato en un producto. De este modo, tanto la estructura del
citoesqueleto (arquitectura) como el preesfuerzo (tensién) en el citoesqueleto pueden modular la respuesta celular a
la tensién mecanica.

En determinadas realizaciones, la aplicacion de la fuerza a través del citoesqueleto se puede transducir a los poros
nucleares de una célula y el estiramiento del poro, abriendo los cestillos y otros componentes del complejo del poro
nuclear interno, altera la cinética de la abertura del poro o modula su composicion molecular de modo que se
aumenta el transporte nuclear. Dicho efecto puede incluir sobre el control postranscripcional de la expresién génica.

En determinadas realizaciones, la fuerza de tensegridad puede ser una tension de cizalladura mecanica controlada.
En determinadas realizaciones, la tensién de cizalladura se puede aplicar directamente a la superficie celular. La
tension de cizalladura (par) se puede aplicar a la superficie usando perlas magnéticas unidas a la membrana, por
ejemplo perlas ferromagnéticas, recubiertas con anticuerpos que se adhieren al citoesqueleto de la célula. Las
perlas se pueden magnetizar en una direccion aplicando un campo magnético de torsion. Se pueden tomar
imagenes de microscopia electronica para mostrar como las perlas ferromagnéticas se unen a la superficie de las
células.

La tension de cizalladura se aplica a las células en una cantidad eficaz para aumentar el nivel de producciéon de
anticuerpos de las células.

En determinadas realizaciones, las perlas ferromagnéticas tienen un diametro de entre 0,25 y 0,5 uym, un diametro
de entre aproximadamente 0,5 y 0,75 pm, un diametro de entre aproximadamente 0,75y 1 ym, un diametro de entre
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aproximadamente 1 y 2 pm, un diametro de entre aproximadamente 2 y 3 upm, un diametro de entre
aproximadamente 3 y 4 pm, un diametro de entre aproximadamente 4 y 5 pm, un diametro de entre
aproximadamente 5 y 6 pm, un diametro de entre aproximadamente 6 y 7 pm, un diametro de entre
aproximadamente 7 y 8 um, un didmetro de entre aproximadamente 8 y 9 um o un diametro de entre
aproximadamente 9 y 10 um. En determinadas realizaciones, las perlas ferromagnéticas tienen un diametro de entre

aproximadamente 1y 6 ym.

En determinadas realizaciones, las células son células CHO vy las perlas ferromagnéticas se recubren con
anticuerpos anti-CHO.

La deformacion celular que se produce en respuesta a la aplicacion de tensién se puede determinar usando
citometria de torsién magnética (MTC), que es una técnica usada para ejercer tensiones mecanicas sobre las
células vivas imantando primero y rotando después las perlas ferromagnéticas que estan unidas a la superficie de
las células. En determinadas realizaciones, el dispositivo para MTC puede consistir en siete componentes
principales: (i) un generador de alto voltaje para proporcionar la corriente para imantar las perlas; (ii) una fuente de
corriente bipolar [para MTC unidimensional (1D)] para la torsién de las perlas; (iii) un ordenador para controlar el
aparato de torsion; (iv) un microscopio invertido para observar la muestra; (v) una camara dispositivo de carga
acoplada (CCD) que usa software capaz de sincronizar la captura de imagenes con funcién de paso o campos
magnéticos de onda oscilatoria; (vi) un dispositivo para mantener la temperatura correcta de las células cultivadas; y
(vii) una insercion en el microscopio que sujeta la muestra y contiene dos pares de bobinas para MTC 1D que
generan los campos eléctricos alternos usados para imantar y torsionar las perlas.

En determinadas realizaciones, la fuerza de tensegridad puede generarse mediante un sistema de cultivo
biomecanico capaz de someter las células a diversas tensiones/fuerzas biaxiales. En un ejemplo no limitante, el
sistema de cultivo biomecanico puede ser microscopia de traccion. Por ejemplo, las células se pueden unir a un
sustrato, por ejemplo, entre otros, silicona, hidrogel, poliacrilamida, laminina o elastina. El sustrato puede estar
recubierto ademas con colageno. Las microperlas, por ejemplo, microperlas fluorescentes, se pueden incluir cerca
de la superficie apical del sustrato para trazar la dinamica de la red del citoesqueleto bajo el microscopio. En
determinadas realizaciones, las microperlas tienen un diametro de al menos 0,001 um, un diametro de al menos
0,005 pm, un diametro de al menos 0,01 um, un didametro de al menos 0,05 ym, un diametro de al menos 0,1 uym, un
diametro de al menos 0,15 um, un diametro de al menos 0,2 ym, un diametro de al menos 0,25 uym, un diametro de
al menos 0,3 ym, un diametro de al menos 0,35 ym, un diametro de al menos 0,4 um, un diametro de al menos 0,45
Mm o un diametro de al menos 0,5 um. En determinadas realizaciones, los microtubulos tienen un diametro de 0,2
Mm.

La rigidez y la elongacién son dos variables que se pueden controlar en el sistema. Por ejemplo, la rigidez se puede
controlar ajustando la concentracion del sustrato, por ejemplo un sustrato de hidrogel, y las fuerzas de elongacion se
pueden controlar con la magnitud de las fuerzas aplicadas al sustrato. El sustrato se puede estirar a lo largo de un
eje. Por ejemplo, el sustrato se puede estirar simétricamente a lo largo de dos ejes ortogonales usando motores a
pasos controlado por ordenador. La elongacion y la rigidez se aplican a las células en una cantidad eficaz para
aumentar el nivel de produccion de anticuerpos de las células.

En determinadas realizaciones, las células se cultivan sobre sustrato en una placa de cultivo celular, por ejemplo
una placa de cultivo celular de mdltiples pocillos.

En determinadas realizaciones, las fuerzas de tensegridad se pueden generar aplicando presion acustica a las
células o al cultivo celular, por ejemplo ondas de ultrasonidos, o cualquier otra onda de sonido de alta o baja
frecuencia, que opcionalmente se pueden proporcionar de un modo ciclico. Dicha presién acustica puede cambiar
las propiedades de las células. Por ejemplo, a frecuencias de sonido bajas, las células CHO sometidas a tension de
sonido ciclica pueden alterar su expresion y/o ruta secretora y aumentar los niveles de produccion de anticuerpos.
En determinadas realizaciones, la presién acustica ciclica se aplica a las células en una cantidad eficaz para
aumentar el nivel de produccién de anticuerpos de las células.

En determinadas realizaciones, se pueden monitorizar la viabilidad y la morfologia de las células sometidas a
fuerzas de tensegridad. La viabilidad celular se puede determinar usando pigmentos que pueden atravesar las
membranas de las células. Por ejemplo, para monitorizar la viabilidad celular se pueden usar marcadores celulares
fluorescentes permeables a la membrana, como calceina AM, un marcador celular fluorescente verde. La calceina
AM es permeable a la membrana y se puede introducir en las células mediante incubacion. Una vez en el interior de
las células, la calceina AM se hidroliza a través de la esterasa enddgena en calceina fluorescente verde muy
cargada negativamente. La calceina fluorescente es retenida por el citoplasma en las células vivas.

También se pueden usar pruebas de exclusion de pigmentos para determinar el nimero de células viables
presentes en una suspension celular o en un cultivo celular. Las células vivas poseen membranas de células
intactas que excluyen determinados pigmentos, por ejemplo, entre otros, azul tripan, eosina y propidio, mientras que
las células muestras no lo hacen. En una prueba de exclusiéon de pigmentos, una suspension o cultivo celular se
pueden mezclar con pigmentos y examinar visualmente para determinar si las células captan o excluyen el
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pigmento. Las células se pueden contar usando, por ejemplo, un hemocitometro montado sobre un microscopio
optico invertido. Las células viables tienen un citoplasma transparente, mientras que una célula no viable tiene un
citoplasma marcado por el pigmento.

En determinadas realizaciones, la viabilidad celular se puede determinar midiendo la actividad de las enzimas en las
células vivas. También se pueden usar métodos de determinar la viabilidad celular para determinar la velocidad de la
proliferacion celular. Por ejemplo, la actividad de las enzimas mitocondriales, que se inactivan poco después de la
muerte celular, se puede medir para determinar la viabilidad celular. En determinadas realizaciones, la actividad de
las enzimas mitocondriales se puede medir con un kit de ensayo de viabilidad celular XTT. XTT es un derivado de
tetrazolio. Las enzimas mitocondriales en las células vivas reducen el XTT en un producto coloreado naranja muy
hidrosoluble. La cantidad de producto hidrosoluble generado a partir de XTT es proporcional al nimero de células
vivas en una muestra y se puede cuantificar midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 475 nm.

La migracion y la morfologia celulares son las consecuencias de los cambios en la organizacion y dinamica
subyacentes del citoesqueleto. La migracion y la morfologia de las células sometidas a las fuerzas de tensegridad se
pueden monitorizar usando técnicas microscopicas para evaluar los cambios en la migracion y la morfologia de las
células en el tiempo. Dichas técnicas microscopicas incluyen, entre otros, microscopia electronica de barrida,
microscopia de contraste de fases y microscopia electrénica de transmision.

En determinadas realizaciones, el nivel de anticuerpos secretados por las células o el cultivo celular sometido a las
fuerzas de tensegridad se puede medir para determinar los incrementos de la produccidon de anticuerpos. En
concreto, se puede medir el nivel de anticuerpos secretados por las células en su microambiente. La cantidad de
anticuerpos secretados se puede determinar, por ejemplo, poniendo en contacto una solucidon que contenia los
anticuerpos frente a una sustancia de unién a anticuerpos unida a la superficie de un sustrato. Se puede cuantificar
la cantidad de anticuerpos unidos. Por ejemplo, los anticuerpos IgG secretados se pueden medir poniendo en
contacto el anticuerpo con un ligando de proteina A unido covalentemente a la superficie de una resina polimérica
macroporosa. Las células se pueden centrifugar y el sobrenadante recogido se puede inyectar en una columna con
proteina A, de modo que se captura la IgG en la muestra. Después, la IgG unida se puede eluir disminuyendo el pH
y detectando el material eluido directamente a 280 nm.

En determinadas realizaciones, una vez obtenida una solucién o mezcla que comprende un anticuerpo, la
separacion del anticuerpo de las otras proteinas producidas por la célula se puede realizar usando una combinacién
de diferentes técnicas de purificacion, incluyendo etapa(s) de separacion por intercambio idnico y etapa(s) de
separacion por interaccion hidrofébica. Las etapas de separacion separan las mezclas de proteinas en base a su
carga, grado de hidrofobicidad o tamafio. En determinadas realizaciones, la separacién se realiza usando
cromatografia, incluyendo interacciones cationicas, anionicas e hidrofébicas. Se dispone de varias resinas de
cromatografia diferentes para cada una de estas técnicas, lo que permite un ajuste preciso del esquema de
purificacién a la proteina concreta implicada. La esencia de cada uno de los métodos de separacién es que las
proteinas se puede deber a atravesar a diferentes velocidades hacia abajo de una columna, lo que consigue una
separacion fisica que se incrementa a medida que pasa por la columna hacia abajo o a adherirse de forma selectiva
al medio de separacion, eluyéndose diferencialmente mediante diferentes disolventes. En algunos casos, el
anticuerpo se separa de las impurezas cuando las impurezas se adhieren especificamente a la columna y el
anticuerpo no lo hace, es decir, el anticuerpo esta presente en el flujo continuo.

En determinadas realizaciones, las etapas de separacion se usan para separar un anticuerpo de una o mas
proteinas de células huésped. En determinadas realizaciones, las estrategias de purificacion excluyen el uso de
cromatografia de afinidad de proteina A, por ejemplo purificacion de anticuerpos IgGs, ya que los anticuerpos IgGs
se unen a la proteina A de forma ineficiente. Otros factores que permiten el ajuste especifico de un esquema de
purificacion incluyen, entre otros: La presencia o ausencia de una region Fc (p. €j., en el contexto del anticuerpo de
longitud completa en comparacién con un fragmento Fab del mismo) porque la proteina A se une a la region Fc; las
secuencias de las lineas germinales concretas usadas en la generacion del anticuerpo de interés; y la composicion
de aminoacidos del anticuerpo (p. €j., la secuencia primaria del anticuerpo, asi como la carga global/hidrofobicidad
de la molécula). Los anticuerpos que comparten una o mas caracteristicas se pueden purificar usando estrategias de
purificaciéon adaptadas para aprovechar dicha caracteristica.

2. Modulacién de la produccién de anticuerpos diana a través de la aplicacion de fuerzas de tensegridad
En los métodos de la invencion, la proteina diana es un anticuerpo. Aplicando fuerzas de tensegridad a las células o
cultivo celular se aumenta la produccion del anticuerpo diana, por ejemplo un anticuerpo expresado

recombinantemente, por las células o el cultivo celular.

El término “anticuerpo” como se usa en esta seccion hace referencia a un anticuerpo intacto o un fragmento de
unién a antigeno del mismo.

En determinadas realizaciones, las células y el cultivo celular expresan y secretan el anticuerpo ABT-874.
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Los anticuerpos monoclonales (AcMo) de la presente divulgacion se pueden generar mediante varias técnicas,
incluida la inmunizacion de un animal con el antigeno de interés, seguido de metodologias de anticuerpo monoclonal
convencional, por ejemplo la técnica estandar de hibridacion de células somaticas de Kohler y Milstein (1975) Nature
256: 495. Aunque se prefieren los procedimientos de hibridacion de células somaticas, en principio, se pueden usar
otras técnicas para producir anticuerpos monoclonales, por ejemplo transformacioén viral u oncogénica de linfocitos
B.

Un sistema de animales preferido para preparar hibridomas es el sistema murino. La produccion de hibridomas es
un procedimiento bien establecido. Los protocolos y técnicas de inmunizacion para aislamiento de esplenocitos
inmunizados para fusion se conocen en la técnica. Las parejas de fusion (p. €j., células de mieloma murino) y los
procedimientos de fusion también se conocen.

Preferentemente, un anticuerpo puede ser un anticuerpo humano, quimérico o humanizado. Los anticuerpos
quiméricos o humanizados de la presente divulgacion se pueden preparar en base a la secuencia de un anticuerpo
monoclonal no humano preparado como se ha descrito anteriormente. El ADN que codifica las cadenas pesadas y
ligeras de las inmunoglobulinas se puede obtener a partir del hibridoma no humano de interés y modificar para que
contenga secuencias de inmunoglobulina no murina (p. ej., humana) usando técnicas de biologia molecular
estandar. Por ejemplo, para crear un anticuerpo quimérico, las regiones variables murinas se pueden unir a regiones
constantes humanas usando métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N°
4.816.567 de Cabilly y col.). Para crear un anticuerpo humanizado, las regiones de CDR murinas se pueden insertar
en una estructura humana usando métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N°
5.225.539 de Winter, y las patentes de EE.UU. N° 5.530.101; 5.58.089; 5.693.762 y 6.180.370 de Queen y col.).

Para expresar un anticuerpo de la presente divulgacion, los ADN que codifican las cadenas ligeras y pesadas de
longitud completa o parcial se insertan en uno o mas vectores de expresion de modo que los genes estén unidos de
forma operativa a las secuencias de control de la transcripcion y de la traduccion. (Véase, por ejemplo, la patente de
EE.UU. N° 6.914.128.).

En este contexto, la expresion “unido de forma operativa” quiere decir que un gen del anticuerpo esta ligado en un
vector tal que las secuencias de control de la transcripcion y la traduccion dentro del vector sirven a la funcién
prevista de regulacion de la transcripcion y la traduccion del gen del anticuerpo. El vector de expresion y las
secuencias de control de la expresion se escogen de modo que sean compatibles con la célula huésped usada para
la expresion, por ejemplo células CHO. El gen de la cadena ligera del anticuerpo y el gen de la cadena pesada del
anticuerpo se pueden insertar en un vector distinto o, mas normalmente, ambos genes se insertan en el mismo
vector de expresion. Los genes del anticuerpo se insertan en un vector de expresion mediante procedimientos
estandar (p. €j., ligando sitios de restriccion complementarios en el fragmento del gen del anticuerpo y en el vector, o
ligando los extremos romos si no hay sitios de restriccion presentes). Antes de la insercidon del anticuerpo o las
secuencias de las cadenas ligera o pesada relacionadas con el anticuerpo, el vector de expresion pude portar ya las
secuencias de la region constante del anticuerpo. Por ejemplo, un abordaje a la conversion de un anticuerpo o
secuencias de VH y VL relacionadas con el anticuerpo en genes de anticuerpo de longitud completa es insertarlas
en vectores de expresion que ya codifican la region constante de la cadena pesada y la regiéon constante de la
cadena ligera, respectivamente, de forma que el segmento VH esté unido operativamente al o los segmentos CH
dentro del vector y el segmento VL esté unido operativamente al segmento CL dentro del vector. Adicionalmente, o
como alternativa, el vector de expresién recombinante también puede codificar un péptido sefial que facilita la
produccion de la cadena del anticuerpo a partir de una célula huésped. El gen de la cadena del anticuerpo puede
clonarse en el vector de modo que el péptido sefial esté unido dentro del marco al extremo amino del gen de la
cadena del anticuerpo. El péptido sefial puede ser un péptido sefial de inmunoglobulina o un péptido sefial
heterdlogo (es decir, un péptido sefial de una proteina no inmunoglobulinica).

Ademas de los genes de la cadena del anticuerpo, un vector de expresion recombinante puede portar una o mas
secuencias reguladoras que controlan la expresion de los genes de la cadena del anticuerpo en una célula huésped.
Con la expresion “secuencia reguladora” se pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de control
de la expresion (p. €j., sefiales de poliadenilacion) que controlan la transcripcion o la traduccion de los genes de la
cadena de anticuerpo. Dichas secuencias reguladoras se describen en, por ejemplo, Goeddel; Gene Expression
Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990): Los expertos en la técnica
apreciaran que el disefio del vector de expresion, incluida la seleccion de las secuencias reguladoras, puede
depender de factores tales como la eleccién de la célula huésped que se va a transformar, el nivel de expresién de
proteina deseada, etc. Ejemplos de secuencias reguladoras adecuadas para la expresion en células huésped de
mamifero incluyen elementos viricos que dirigen niveles elevados de expresion proteica en células de mamifero, tal
como promotores y/o potenciadores derivados de citomegalovirus (CMV) (tal como el potenciador/promotor del
CMV), virus 40 de simios (SV40) (tal como el potenciador/promotor del SV40), adenovirus (p. €j., el promotor tardio
principal del adenovirus (AdMLP)), y polioma. Para una descripcion adicional de los elementos reguladores virales, y
de sus secuencias, véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N° 5.168.062 de Stinski, la patente de EE.UU. N°
4.510.245 de Bell y col. y la patente de EE.UU. N° 4.968.615 de Schaffner y col.
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Ademas de los genes de la cadena del anticuerpo y de las secuencias reguladoras, un vector de expresion
recombinante puede portar una o mas secuencias adicionales, tales como una secuencia que regula la replicacion
del vector en las células huésped (p. ej., origenes de replicaciéon) y/o un gen marcador seleccionable. El gen
marcador seleccionable facilita la seleccion de las células huésped en las que se ha introducido el vector (véase, por
ejemplo, las patentes de EE.UU. N° 4.399.216, 4.634.665 y 5.179.017, todas de Axel y col.).

Por ejemplo, normalmente, el gen marcador seleccionable confiere resistencia a farmacos, tales como G418,
higromicina o metotrexato, a una célula huésped donde el vector se ha introducido. Entre los genes marcadores
seleccionables adecuados se incluyen el gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR) (para usar en células huésped
dhfr- con seleccion con metotrexato/amplificacion) y el gen neo (para la seleccion de G418).

Un anticuerpo, o parte de anticuerpo, de la presente divulgacion se puede preparar mediante expresion
recombinante de los genes de la cadena ligera y la cadena pesada de la inmunoglobulina en una célula huésped,
una célula CHO. Para expresar un anticuerpo de forma recombinante, una célula huésped se transfecta con uno o
mas vectores de expresion recombinante que portan fragmentos de ADN que codifican las cadenas ligera y pesada
de la inmunoglobulina del anticuerpo, de forma que las cadenas ligera y pesada se expresan en la célula huésped y
se secretan al medio donde se cultivan las células huésped, medio del cual se pueden recuperar los anticuerpos.
Las metodologias de ADN recombinante estandar se usan para obtener genes de las cadenas pesadas y ligeras del
anticuerpo, para incorporar estos acidos nucleicos en vectores de expresion recombinantes y para introducir los
vectores en células huésped, tales como las descritas en Sambrook, Fritsch y Maniatis (eds.), Molecular Cloning; A
Laboratory Manual, Segunda Edicién, Cold Spring Harbor, N.Y., (1989), Ausubel, F. M. y col., (eds.) Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates, (1989) y en las patentes de EE.UU. N° 4.816.397 y
6.914.128.

Para la expresion de las cadenas ligera y pesada, el(los) vector(es) de expresion que codifican las cadenas ligera y
pesada se transfecta(n) una célula huésped mediante técnicas estandar. Las diversas formas del término
“transfeccion” estan destinadas a abarcar una amplia variedad de técnicas usadas habitualmente para la
introduccion de ADN exdgeno en una célula huésped procariota o eucariota, por ejemplo electroporacion,
precipitacion con fosfato calcico, transfeccion en DEAE-dextrano y similares. Aunque es tedricamente posible
expresar los anticuerpos en células huésped tanto procariotas como eucariotas, la expresién de anticuerpos en
células eucariotas, tales como células huésped de mamifero, es adecuada porque es mas probable que dichas
células eucariotas, y en particular las células de mamifero, se ensamblen y secreten un anticuerpo
inmunolégicamente activo y adecuadamente plegado. Se ha notificado que la expresion procarittica de los genes de
anticuerpos es ineficaz para la produccion de altos rendimientos de anticuerpo activo (Boss, M. A. y Wood, C. R.
(1985) Immunology Today 6:12-13).

Entre las células huésped adecuadas para clonacién o expresion del ADN en los vectores del presente documento
son células procariotas, de levaduras o eucaridticas superiores. Procariotas adecuados para este fin incluyen
eubacterias, tales como organismos gramnegativos o grampositivos, por ejemplo enterobacterias, tales como
Escherichia, por ejemplo E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, por ejemplo Salmonella
typhimurium, Serratia, por ejemplo Serratia marcescans, y Shigella, asi como bacilos tales como B. subtilis y B.
licheniformis (p. €j., B. licheniformis 41P divulgado en DD 266,710 publicado el 12 de abril de 1989), Pseudomonas
tales como P. aeruginosa, y Streptomyces. Un huésped de clonacion de E. coli adecuado es E. coli 294 (ATCC
31,446), aunque otras cepas tales como E. coli B, E. coli X1776 (ATCC 31,537), y E. coli W3110 (ATCC 27,325) son
adecuadas. Estos ejemplos son ilustrativos y no limitantes.

Ademas de procariotas, microbios eucariéticos, tales como hongos filamentosos o levaduras, son huéspedes de
clonacioén o expresion adecuados para los vectores de codificacion de polipéptidos. Saccharomyces cerevisiae, o la
levadura comun del panadero, es la mas usada de entre los microorganismos huéspedes eucariotas inferiores. No
obstante, habitualmente se dispone de una serie de otros géneros, especies y cepas y son Utiles en el presente
documento, tales como Schizosaccharomyces pombe; huéspedes de Kluyveromyces tales como, por ejemplo, K.
lactis, K. fragilis (ATCC 12,424), K. bulgaricus (ATCC 16,045), K. wickeramii (ATCC 24,178), K. waltii (ATCC
56,500), K. drosophilarum (ATCC 36,906), K. thermotolerans, y K. marxianus; yarrowia (EP 402,226); Pichia pastoris
(EP 183,070); Candida; Trichoderma reesia (EP 244,234); Neurospora crassa; Schwanniomyces tales como
Schwanniomyces occidentalis; y hongos filamentosos tales como, por ejemplo, Neurospora, Penicillium,
Tolypocladium, y huéspedes de Aspergillus tales como A. nidulans y A. niger.

Células huésped adecuadas para la expresion de anticuerpos glicosilados derivan de organismos multicelulares.
Ejemplos de células de invertebrados incluyen células de plantas y de insectos. Se han identificado numerosas
cepas y variantes de baculovirus y las correspondientes células huésped de insectos permisivas, tales como
Spodoptera frugiperda (caterpillar), Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito), Drosophila
melanogaster (mosca de la fruta) y Bombyx mori. Diversas cepas virales para transfeccion estan disponibles
publicamente, por ejemplo la variante L-1 de Autographa californica NPV y la cepa Bm-5 de Bombyx mori NPV, y
dichos virus se pueden usar como el virus del presente documento de acuerdo con la presente invencion, en
particular para la transfeccion de células de Spodoptera frugiperda. También se pueden usar cultivos de células
vegetales de algodon, maiz, patata, soja, petunia, tomate y tabaco como huéspedes.
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Células huésped de mamifero adecuadas para expresar anticuerpos recombinantes incluyen células de ovario de
hamster chino (células CHO) (incluyendo las células CHO dhfr- descritas en Urlaub y Chasin, (1980) PNAS USA
77:4216-4220, usadas con un marcador seleccionable de DHFR, por ejemplo como se describe en Kaufman y Sharp
(1982) Mol. Biol. 159:601-621),

células de mieloma NSO, células COS y células SP2. Cuando los vectores de expresion que codifican genes de
anticuerpo se introducen en células huésped de mamifero, los anticuerpos se producen mediante cultivo de las
células huésped durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la expresiéon del anticuerpo en las células
huésped o, mas preferentemente, la produccién del anticuerpo en el medio de cultivo donde crecen las células
huésped. Otros ejemplos de lineas celulares huésped de mamifero utiles son la linea CV1 de rifion de mono
transformada por COS-7, ATCC CRL 1651); linea de rifidn embrionario humano (células 293 o 293 subclonadas
para crecer en cultivo en suspension, Graham y col., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rifion de hamster
neonato (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hamster chino /-DHFR (CHO, Urlaub y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77:4216 (1980)); células de Sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); células de
rindn de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de rifién de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células
de carcinoma cervical humano (HELA, ATCC CCL 2); células de rifion canino (MDCK, ATCC CCL 34); hepatocitos
de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); hepatocitos humanos
(Hep G2, HB 8065); tumor mamario de ratén (MMT 060562, ATCC CCL51); células TRI (Mather y col., Annals N.Y.
Acad. Sci. 383:44-68 (1982)); células MRC 5; células FS4 y una linea de hepatoma humano (Hep G2).

Las células huésped se transforman con los vectores de expresién o clonacién descritos anteriormente para la
produccién de anticuerpos y se cultivan en medio nutritivo convencional modificado segun lo adecuado para inducir
promotores, seleccionando transformantes o amplificando los genes que codifican las secuencias deseadas.

Las células huésped usadas para producir un anticuerpo se pueden cultivar en diversos medios. Los medios
disponibles comercialmente, tal como medio F1I0™ de Ham (Sigma), medio minimo esencial (Minimal Essential
Medium™ (MEM)), RPMI-1640 (Sigma) y medio Eagle modificado de Dulbecco (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium™, (DMEM)), son adecuados para cultivar las células huésped. Ademas, cualquiera de los medios descritos
en Ham y col., Meth. Enz. 58:44 (1979), Barnes y col., Anal. Biochem. 102:255 (1980), patentes de EE.UU. N°
4.767.704; 4.657.866; 4.927.762; 4.560.655; 0 5.122.469; documento WO 90/03430; documento WO 87/00195; o
patente de EE.UU. N° 30.985 se pueden usar como medios de cultivo para las células huésped.

Cualquiera de estos medios se puede suplementar segin sea necesario con hormonas y/u otros actores de
crecimiento (tales como insulina, transferrina o factor de crecimiento epidérmico), sales (tales como cloruro sédico,
calcico, magnésico y fosfato), tampones (tales como HEPES), nucledtidos (tales como adenosina y timidina),
antibioticos (tales como el farmaco gentamicina), oligoelementos (definidos como compuestos inorganicos
normalmente presentes a concentraciones finales en el intervalo micromolar) y glucosa o una fuente de energia
equivalente. También se puede incluir cualquier otro suplemento necesario a concentraciones adecuadas que
conoceran los expertos en la técnica. Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura, el pH y similares, son
las usadas anteriormente con la célula huésped seleccionada par ala expresion y seran evidentes para el experto
habitual en la técnica.

Las células huésped también se pueden usar para producir porciones de anticuerpos intactos, tales como
fragmentos Fab o moléculas scFv. Se entiende que variaciones sobre el procedimiento anterior entran dentro del
alcance de la presente invencion. Por ejemplo, en determinadas realizaciones puede ser deseable transfectar una
célula huésped con ADN que codifique la cadena ligera o la cadena pesada (pero no ambas) de un anticuerpo de la
presente divulgacion. También se puede usar tecnologia de ADN recombinante para eliminar parte o todo el ADN
que codifica una o las dos cadenas ligera y pesada que no es necesario para la uniéon a un antigeno diana. Las
moléculas expresadas a partir de dichas moléculas de ADN truncado también estan abarcadas por los anticuerpos
de la presente divulgacion. Ademas, se pueden producir anticuerpos bifuncionales en los que una cadena pesada y
una ligera proceden de un primer anticuerpo y la otra cadena pesada y ligera son especificas de un antigeno
diferente, mediante reticulacion de un primer anticuerpo a un segundo anticuerpo mediante métodos de reticulacion
quimica estandar.

En un sistema adecuado para la expresion recombinante de un anticuerpo, o parte de unién a anticuerpo del mismo,
se introduce un vector de expresion recombinante que codifica tanto la cadena pesada del anticuerpo como la
cadena ligera del anticuerpo en las células dhfr-CHO mediante transfeccion mediada por fosfato calcico. Dentro del
vector de expresion recombinante, cada uno de los genes de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo estan
unidos operativamente a los elementos reguladores potenciadores del CMV/promotor de AAMLP para dirigir los
niveles de transcripcion altos de los genes. El vector de expresion recombinante también porta un gen DHFR, que
permite la seleccion de células CHO que se han transfectado con el vector usando seleccién/amplificaciéon con
metotrexato. Las células huésped transformantes seleccionadas se cultivan para la expresién de las cadenas
pesada y ligera del anticuerpo y el anticuerpo intacto se recupera del medio de cultivo. Para preparar el vector de
expresion recombinante, transfectar las células huésped, seleccionar los transformantes, cultivar las células huésped
y recuperar el anticuerpo del medio de cultivo, se usan técnicas de biologia molecular estandar.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 528 246 T3

Al usar las técnicas recombinantes, el anticuerpo se puede producir intracelularmente, en el espacio periplasmico o
secretarse directamente en el medio. En determinadas realizaciones, si el anticuerpo se produce intracelularmente,
como primera etapa, se pueden eliminar las particulas residuales, por ejemplo, las células huésped o las células
lisadas (p. €j., resultantes de la homogeneizacion, por ejemplo, por centrifugacion o ultrafiltracién). Cuando el
anticuerpo se secreta al medio, los sobrenadantes de dichos sistemas de expresién se pueden concentrar primero
usando un filiro de concentracion de proteinas disponible en el comercio, por ejemplo, una unidad de ultrafiltracion
Amicon™ o Millipore Pellicon™.

3. Produccion a gran escala de anticuerpos incorporando optimizacion de la fuerza de tensegridad

En determinadas realizaciones, el modelo de tensegridad puede perfeccionarse de forma que se pueden aplicar las
fuerzas de tensegridad a las células que producen anticuerpos comercialmente relevantes, por ejemplo, células
cultivadas en biorreactores comerciales.

En determinadas realizaciones se puede aplicar tensién por cizalladura mecanica a las células cultivadas en un
biorreactor. Por ejemplo, dicha tensién se puede aplicar a las células mediante agitacion vorticial o mezclando las
células a una velocidad eficaz para inducir tensién mecanica, por ejemplo estirando la membrana de las células. En
determinadas realizaciones, dicha tensidén mecanica es eficaz para aumentar la produccién de anticuerpos a partir
de las células en cultivo.

En determinadas realizaciones, las células cultivadas en un biorreactor se ponen en contacto con una perla
magnética, por ejemplo una microperla ferromagnética como se ha descrito anteriormente, en las que se puede
aplicar tension de cizalladura (par) a la superficie usando perlas magnéticas unidas a la membrana en una cantidad
eficaz para aumentar la produccién de anticuerpos en las células.

En determinadas realizaciones se puede aplicar fuerza de tensegridad a las células cultivadas en un biorreactor
mediante, por ejemplo, un sistema biomecanico capaz de someter las células a diversas tensiones/fuerzas biaxiales.
Por ejemplo, el biorreactor puede comprender un sustrato para que se adhieran las células del cultivo. Dicho
sustrato puede incluir una pluralidad de areas de superficie a la que se adhieren las células. En determinadas
realizaciones, el sustrato puede comprender un sustrato de tipo panal al que las células se adhieren. En
determinadas realizaciones, el biorreactor incluye perlas u otros sustratos a los que las células se pueden adherir.
En determinadas realizaciones, el sustrato se puede estirar o manipular a lo largo de uno o mas ejes en una
cantidad eficaz para cambiar la morfologia o la forma de las células adheridas al sustrato. En determinadas
realizaciones, la morfologia o la forma de las células se alteran en una cantidad eficaz para aumentar la produccion
de anticuerpos de las células.

En determinadas realizaciones, las células cultivadas en un biorreactor se someten a fuerzas de tensegridad
aplicando presién acustica ciclica a las células POr ejemplo, se pueden aplicar ondas de ultrasonidos, o cualquier
otra onda de sonio de alta o baja frecuencia, a las células en una cantidad eficaz para aumentar la produccion de
anticuerpos en las células. En determinadas realizaciones, las células estan flotando en libertad.

En determinadas realizaciones, las fuerzas de tensegridad pueden producir cambios duraderos o permanentes en
las propiedades de las células o cultivo celular, por ejemplo un incremento en la produccién de anticuerpos por las
células. Dichos cambios en las propiedades celulares se pueden deber a una modificacién en la expresion génica.
Por ejemplo, aunque no a modo de limitaciones, el estiramiento ciclico de las células CHO adherentes en cultivos en
placas puede producir un incremento permanente en la expresion y/o secrecion de anticuerpos por las células. Estas
células con un incremento de la expresion y/o secrecion de anticuerpos se pueden escalar en biorreactores en los
que las células se cultivan en suspension.

Ejemplos

1. Cultivo celular

Se usan células CHO productoras de anticuerpos glicosilados recombinantes (p. ej., ABT-874). Las células CHO en
flotaciéon productoras de ABT-874 estan adaptadas para el crecimiento en suero. Las células se cultivan en placas
de cultivo tisular en condiciones de crecimiento nominal usadas en el reactor de alimentacion discontinua.

2. Creacion de fuerzas de tensegridad en las células

Las células se introducen en el modelo de tensegridad usando dos técnicas diferentes descritas mas adelante en las

secciones 2.1 y 2.2. Los cambios de transduccién mecanica inducidos por estas fuerzas se optimizan y evaltan
usando ensayos basados en células.
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2.1 Citometria por torsion magnética optica

A varios puntos de tiempo las células se someten a una tensién por cizalladura mecanica controlada aplicada
directamente a la superficie celular. La tensiéon de cizalladura (par) se aplica la superficie usando perlas
ferromagnéticas unidas a la membrana, (diametro de 1-6 um) recubiertas con anticuerpos anti-CHO que se adhieren
al citoesqueleto de la célula. Las perlas se imantan en una direccion aplicando un campo magnético de torsion mas
débil. Se toman imagenes de microscopia electronica para mostrar la union de las perlas ferromagnéticas a la
superficie de las células CHO.

La deformacion celular resultado de la aplicacion de la tension se determina usando citometria de torsién magnética
(MTC). La MTC es una técnica usada para ejercer fuerzas mecanicas sobre las células vivas imantando primero y
después rotando las perlas ferromagnéticas que estan unidas a la superficie de las células. El procedimiento
experimental y los parametros para aplicar el campo magnético son como se describe en el protocolo de Na. S 'y
Wang. N (2008) Science Signaling 1(34): pll. En pocas palabras, el dispositivo para MTC consiste en siete
componentes principales: (i) un generador de alto voltaje para proporcionar la corriente para imantar las perlas; (ii)
una fuente de corriente bipolar [para MTC unidimensional (1D)] para la torsién de las perlas; (iii) un ordenador para
controlar el aparato de torsion; (iv) un microscopio invertido para observar la muestra; (v) una camara dispositivo de
carga acoplada (CCD) que usa software capaz de sincronizar la captura de imagenes con funcion de paso o campos
magnéticos de onda oscilatoria; (vi) un dispositivo para mantener la temperatura correcta de las células cultivadas; y
(vii) una insercion en el microscopio que sujeta la muestra y contiene dos pares de bobinas para MTC 1D que
generan los campos eléctricos alternos usados para imantar y torsionar las perlas (disponible comercialmente en
Eberhard EOL Inc., Suiza). Na. S y Wang. N (2008) Science Signaling 1(34):p11.

2.2 Microscopia por traccion

La microscopia por traccién es un sistema de cultivo biomecanico capaz de someter células adherentes a diversas
condiciones de cultivo en tensién/fuerza biaxial y analizar al tiempo que se permite la obtencion de imagenes
microscopicas in vivo. Las células se unen a un sustrato de hidrogel como poliacrilamida, que ademas esta
recubierto con colageno. Perlas microperlas fluorescentes de 0,2 ym de diametro se incluyen cerca de la superficie
apical del gel para rastrear la dinamica de la red del citoesqueleto bajo el microscopio. An, S.S., y col., (2006) Am J
Respir Cell Mol Biol 35(1): pag. 55-64. La rigidez y el estiramiento son las dos variables controladas en el sistema.
La rigidez se controla ajustando la concentracion del sustrato hidrogel y las fuerzas de estiramiento estan
controladas por la magnitud de las fuerzas aplicadas. El hidrogel se estira simétricamente a lo largo de dos ejes
ortogonales usando motores por pasos controlados por ordenador. Esta disposicion permite controlar multiples
parametros, incluida la magnitud de la tension y la tasa de la tension. Artmann, G.M. y S. Chien, (2008),
Bioengineering in cell and tissue research. Springer.

El sustrato de hidrogel se estira a un intervalo de aproximadamente 20 segundos durante aproximadamente 30
minutos. Los cambios en la morfologia se capturan mediante obtencién de imagenes con fluorescencia. Las células
se incuban después y los cambios debidos a la transducciéon mecanica se miden a varios puntos de tiempo mediante
ensayos basados en células.

3. Analisis cuantitativo de la viabilidad celular

La calceina AM es un marcador celular fluorescente verde de uso extenso. La calceina AM es permeable a la
membrana y se puede introducir en las células mediante incubacion. Una vez en el interior de las células, la calceina
AM (una molécula ni fluorescente) se hidroliza a través de la esterasa enddgena en calceina fluorescente verde muy
cargada negativamente. La calceina fluorescente es retenida por el citoplasma en las células vivas. La calceina AM
sirve como herramienta excelente para lose estudios de la integridad de la membrana celular y para el trazado a
largo plazo debido a su falta de toxicidad celular. Las células se cuantifican adicionalmente obteniendo imagenes de
microscopia por fluorescencia usando un microscopio de contraste de fases.

4. Analisis cualitativa de la viabilidad celular
4.1 Ensayo XTT

El kit de ensayo de viabilidad celular XTT proporciona un sencillo método para la determinacién del numero de
células vivas usando lectores estandar de absorbancia en microplacas. A menudo se usa ka determinacion del
numero de células vivas para evaluar la velocidad de proliferacién celular y seleccionar agentes citotoxicos. XTT es
un derivado de tetrazolio. Mide la viabilidad celular en base a la actividad de las enzimas mitocondriales en células
vivas que reducen el XTT y se inactivan poco después de la muerte celular. Durante la incubacion se reduce
facilmente a un porducto de color naranja muy hidrosoluble. La cantidad de producto hidrosoluble generado a partir
de XTT es proporcional al nimero de células vivas en la muestra y se cuantifica midiendo la absorbancia a una
longitud de onda de 475 nm.
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4.2 Prueba de la viabilidad celular mediante exclusion de azul tripan

La prueba de exclusién de pigmento se usa para determinar el numero de células viables presentes en una
suspension celular. Se basa en el principio de que las células vivas poseen membranas celulares intactas que
excluyen determinados pigmentos, tal como azul tripan, eosina o propidio, mientras que las células muertas no lo
hacen. En esta prueba, una suspension celular se mezcla con pigmento y después se examina visualmente para
determinar su las células captan o excluyen el pigmento. Las células se recuentan usando un hemocitometro
montado sobre un microscopio Optico invertido. Las células viables se distinguen debido a su citoplasma
transparente, mientras que las células no viables tienen un citoplasma de color azul.

5. Produccion de IgG

Las células usadas en el presente estudio secretan IgG. La IgG se libera directamente al medio que forma el
microambiente de la célula. Applied Biosystems ImmunoDetection Sensor Cartridge es un dispositivo de ensayo
para la medicion de la mayoria de las subclases de IgG (inmunoglobulina G) de varias especies animales. Contiene
un ligando de proteina A unido convalentemente a la superficie de una resina polimérica macroporosa. Las células
se centrifugan y el sobrenadante recogido se inyecta en la columna de proteina A. La IgG en la muestra es
capturada y concentrada en el cartucho sensor. La IgG unida se eluye del cartucho sensor disminuyendo el pH de la
fase movil y detectando el material eluido directamente a 280 nm. Este procedimiento se puede aplicar a la
determinacion de la concentracion de IgG de interés en el cultivo de células de mamifero en base a las muestras de
fermentacion.

6. Morfologia celular

Las variaciones en la migracion y la morfologia celulares son las consecuencias de los cambios en la organizacion y
dinamica subyacentes del citoesqueleto. Es util entender los cambios en las estructuras celulares debido a la
aplicacion de fuerzas externas. El progreso de una célula por su ciclo de vida se basa en un continuo de
acontecimientos celulares relacionados causalmente. Para evaluar los cambios en el comportamiento celular con el
tiempo se usan técnicas microscopicas de Ultima generacién, como microscopia electrénica de barrido, microscopia
de contraste de fases, microscopia electrénica de transmision.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para aumentar la producciéon de un anticuerpo de interés de una célula huésped, que comprende
someter dicha célula a una fuerza de tensegridad, donde la fuerza de tensegridad se aplica a la célula en una
cantidad eficaz para aumentar la produccion de dicho anticuerpo por la célula.

2. El método de la reivindicacion 1, donde la fuerza de tensegridad es una tension de cizalladura mecanica.

3. El método de la reivindicacién 1, donde la célula se adhiere a un sustrato y la fuerza de tensegridad es una
tension biaxial.

4. El método de la reivindicacion 1, donde la célula es una célula de ovario de hamster chino (CHO).
5. El método de la reivindicacion 1, donde el anticuerpo es ABT-874.

6. El método de la reivindicacion 1, donde la célula se subcultiva en un biorreactor.

7. El método de la reivindicacion 7, donde la célula se adhiere a un sustrato.

8. El método de la reivindicacion 1, donde la fuerza de tensegridad es una presion acustica ciclica.
9. El método de la reivindicacion 8, donde la presion acustica ciclica es ultrasonido.

10. El método de la reivindicacion 2, donde la célula se pone en contacto con una microperla ferromagnética y donde
se aplica una fuerza magnética a la microperla ferromagnética.
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Figura 1.
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