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DESCRIPCIÓN

Nueva línea de células humanas permanente

La presente invención se refiere a un método para la producción de una línea de células humanas permanente, que 
comprende transfectar células amniocíticas humanas primarias con moléculas de ácido nucleico que comprenden 
una secuencia de ácidos nucleicos que codifica los productos génicos adenovirales E1A y E1B y transfectar 5
subsiguientemente con una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia de ácidos nucleicos que 
codifica el antígeno T grande de SV40 o el antígeno nuclear 1 del virus de Epstein-Barr (EBV) (EBNA-1).

Además de bacterias, levaduras, y células vegetales, se usan células animales en particular para la producción de 
polipéptidos y proteínas recombinantes. En la actualidad, aproximadamente del 60 al 70% de todas las proteínas 
terapéuticas son producidas en células de mamíferos (Wurm, Nat. Biotechnology 22, 1393 - 1398, 2004). La 10
producción de polipéptidos o proteínas recombinantes en cultivo celular, es decir in vitro, con fines terapéuticos, de 
diagnóstico o técnicos, puede efectuarse generalmente de dos diferentes maneras. En líneas de células 
establecidas estables, duraderas o permanentes, el ácido nucleico que codifica el polipéptido o la proteína deseada 
se integra en el ADN cromosómico de la célula con al menos una copia y se pasa junto con el juego de cromosomas 
celulares a las células hijas en la división de la célula (la llamada expresión estable en líneas de células de 15
producción). Para la producción de estas líneas de células de producción estables es necesario que al menos uno 
de los ácidos nucleicos introducido en la célula mediante transfección lleve una función génica que proporcione una 
ventaja en términos de selección en cultivo de células durante el crecimiento. El ácido nucleico que tiene tal función 
génica no está necesariamente en la misma molécula que la casete de expresión para el polipéptido o proteína 
deseados. Dicha función génica es o bien un gen de resistencia a antibiótico o un gen de resistencia frente a 20
agentes quimioterapéuticos en el medio (por ejemplo, usado frecuentemente para células de mamífero; Wurm, Nat. 
Biotechnology 22, 1393 - 1398, 2004), un gen que tiene un producto génico que complementa una ruta metabólica 
deficiente (por ejemplo, usado en células de levadura), o una función génica de transformación (que se muestra para 
células amniocíticas humanas; Schiedner et al., BMC Biotechnology 8, 13, 2008). De esta forma se asegura que 
tales células que tienen una integración estable del ácido nucleico transfectado en el ADN cromosómico de la célula 25
y que producen dicho producto génico sobrecrecen otras células sin tal integración y pueden ser seleccionadas. En 
la preparación de células de producción por transfección en la llamada línea de células hospedadoras por una parte 
el ácido nucleico que codifica el polipéptido recombinante (el denominado transgén) se transfiere junto con los 
elementos de regulación transcripcional necesarios, y por otra parte se transfiere una segunda casete de expresión 
que tiene un gen que codifica un marcador de selección cuyo producto génico proporciona una cierta ventaja en 30
términos de selección. Unos pocos días después de la transferencia de genes durante los cuales se cultivan las 
células, por ejemplo en un medio de cultivo sin reactivo de selección, se añade al medio un reactivo de selección 
adecuado. En presencia de dicho reactivo de selección solamente sobreviven y crecen aquellas células que tienen 
integrados los ácidos nucleicos usados para la transfección y expresión del marcador de selección. Son marcadores 
de selección usados comúnmente el gen de resistencia a la neomicina, el gen de resistencia a la higromicina y la 35
dihidrofolato reductasa (DHFR) (Wurm, Nat. Biotechnology 22, 1393 - 1398, 2004; Wurm y Jordan, 309 - 333 en: 
Makrides (Hrsg), Gene Transfer and Expression in Mammalian Cells, Elsevier, Amsterdam, 2003). En consecuencia, 
la selección se lleva a cabo en medio de cultivo con reactivos de selección tales como los antibióticos neomicina o 
higromicina y el glucocorticoide sintético metotrexato, respectivamente. Generalmente, las células que tienen el 
marcador de selección y el transgén, que sobreviven al proceso de selección y proliferación (los llamados 40
transformantes) son subsiguientemente singularizados (clonados) para asegurar que todas las células en el cultivo 
son genéticamente idénticas y separar las líneas de células de producción deseadas que tienen la mejor tasa de 
producción, de las líneas de células con menos capacidad productora.

En cambio, para la llamada expresión transitoria el ácido nucleico introducido en la célula por transfección y que 
codifica el polipéptido o proteína deseados no está integrado en el ADN cromosómico de la célula y no se selecciona 45
para este resultado, respectivamente. Así pues, el ácido nucleico introducido se diluye generalmente y se pierde en 
el curso de la división celular durante el crecimiento en cultivo. Esto presupone la naturaleza temporal transitoria de 
este método de expresión. La selección de las líneas de células de producción estables con una buena eficiencia de 
expresión lleva varios meses y produce unos costes considerables. En cambio, la cantidad de miligramos de 
polipéptido o proteína deseados se puede producir en unos pocos días por expresión transitoria. Velocidad y costes 50
son factores esenciales para el desarrollo industrial de los productos biofarmacéuticos y de diagnóstico. La 
expresión transitoria de proteínas en pequeñas cantidades o de diferentes variantes de proteínas se lleva a cabo por 
tanto junto a la investigación fundamental para el desarrollo temprano explorativo y preclínico, por ejemplo para la 
identificación de dianas, el desarrollo del ensayo, la caracterización bioquímica de los productos génicos, para la 
toxicología y para la farmacocinética, así como para investigaciones farmacodinámicas (Baldi et al., Biotechnol. Lett. 55
29, 677 - 684, 2007; Pham et al., Molecular Biotechnology 34, 225 - 237, 2006). En cambio, la producción industrial 
de proteínas en escala de gramos hasta kilogramos para la realización de estudios clínicos más grandes y el 
suministro al mercado, se realiza mediante líneas de células de producción estables.

Por ejemplo, en el documento EP 1948789 se describe un método para la producción de una línea de células 
amniocíticas humanas permanente por transfección de un factor de transformación de la célula sin usar un marcador 60
de selección.
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Hasta ahora se pudieron producir proteínas secretadas, unidas a la membrana e intracelulares por expresión génica 
transitoria. Actualmente, las células de mamíferos son los sistemas de expresión más comúnmente usados para 
muchas proteínas complejas, en particular si dichas proteínas deben usarse con fines terapéuticos, ya que los 
sistemas de células procariotas y eucariotas simples (por ejemplo, las levaduras) están en clara desventaja en lo 
que se refiere a modificaciones postraduccionales. Hasta ahora se han utilizado básicamente cuatro líneas de 5
células de mamíferos para la expresión transitoria de proteínas: células COS-1 y COS-7, respectivamente, que 
derivan de la línea celular CV-1 derivada de células de riñón del mono verde africano; células BHK derivadas de 
células de riñón de la cría del hámster; células CHO derivadas del ovario del hámster chino; y células HEK293, una 
línea de células de riñón embrionario humano que tiene características neuronales (Pham et al, Molecular 
Biotechnology 34, 225 - 237, 2006; Wurm y Bernard, Current Opinion in Biotechnology 10, 156 - 159, 1999). La 10
expresión transitoria en líneas de células de mamífero se basa generalmente en la transfección de un vector de 
plásmido que incorpora la casete de expresión con la secuencia que codifica el producto génico deseado. También 
se pueden utilizar vectores de expresión virales, tales como virus Semliki Forest o adenovirus pero son poco 
comunes ya que son eficientes pero precisan tiempo y están relacionados con altos requisitos de seguridad. Se ha 
desarrollado una diversidad de métodos físicos y químicos para la transferencia de ADN en células de mamífero 15
cultivadas. Los métodos físicos para la transferencia de genes comprenden electroporación, nucleofección y 
microinyección. Para el uso de métodos de transfección químicas se utilizan sustancias inorgánicas (por ejemplo co-
precipitación de fosfato cálcico/ADN), polímeros catiónicos (p. ej. polietilenimina, el método de DEAE-dextrano) o 
lípidos catiónicos (la llamada lipofección). El fosfato de calcio y la polietilenimina son los reactivos más comúnmente 
usados para la transfección para la transferencia de ácidos nucleicos en escalas mayores (de hasta varios litros) 20
(Baldi et al., Biotechnol. Lett. 29, 677-684, 2007).

Los métodos descritos para la expresión transitoria de polipéptidos y proteínas basados en líneas de células que se 
conocen desde hace mucho tiempo tienen inconvenientes por varias razones. Las bajas eficiencias de expresión son 
un problema en relación con los métodos transitorios. Para mejorar los rendimientos de la expresión celular se han 
utilizado diferentes sistemas genéticos para aumentar el número de copias de genes por célula mediante la 25
replicación episomal del ácido nucleico introducido. Las células COS expresan el antígeno T grande del virus de 
simio 40 (SV40), un factor de replicación que realiza una replicación episomal de un número elevado de copias de 
plásmidos que llevan un origen de replicación de SV40 (SV40 ori). El evento inicial de dicha replicación es la unión 
del antígeno T con el origen de replicación SV40 (SV40 ori) con lo cual son reclutados factores de replicación celular 
para el complejo ADN/antígeno  T y es inducida una replicación por la ADN polimerasa celular. Se han descrito dos 30
variantes genéticas de la línea celular HEK293 que se genera por transformación de células renales embrionarias 
humanas con ADN tipo 5 de adenovirus cortado hace aproximadamente 30 años y que es bien transfectable. Dichas 
variantes expresan también dicho antígeno T grande de SV40 (HEK293T) y dicho antígeno nuclear 1 del virus de 
Epstein-Barr (EBV) (EBNA-1) (HEK293E o 293EBNA-1), respectivamente. Dichas líneas de células deben 
proporcionar una replicación episomal o amplificación de plásmidos que tienen un SV40-ori y un EBV-oriP, 35
respectivamente. El factor de replicación EBNA-1 interactúa en el último caso con el origen de replicación oriP de 
EBV. Al menos para las células HEK293E, se ha detectado un aumento de los rendimientos de la expresión usando 
plásmidos de expresión que contienen oriP. Al contrario que con el uso de EBNA-1 en combinación con el origen de 
replicación oriP, algunos estudios indican que no tiene lugar una fuerte replicación de plásmidos que tienen SV40-ori 
en las células HEK293T (Durocher et al., Nucleic Acid Research 30, e9, 2002). Se ha generado una variante estable 40
de células CHO, que expresa el antígeno T grande (LT: Large T-antigen) de poliomavirus (Epi-CHO) y que puede 
ser utilizado en combinación con un plásmido que lleva el origen de replicación del poliomavirus (PyOri) (Kunaparaju 
et al., Biotechnology and Bioengineering 91, 670 - 677, 2005). Rendimientos promediados de aproximadamente 10 -
20 mg/litro son producidos por dicha expresión transitoria de proteínas recombinantes por el uso de tales sistemas 
de células de mamíferos (Baldi et al., Biotechnol. Lett. 29, 677 - 684, 2007). En cambio, rendimientos en el intervalo 45
de varios gramos por litro son normales usando líneas de células de producción estables permanentes, como se 
mencionó anteriormente, sin embargo con unas necesidades de tiempo y dinero considerablemente mayores.

Otra desventaja más de los sistemas de células utilizados para la expresión de la proteína recombinante hasta ahora 
es que algunas líneas de células son realmente adecuadas para la expresión transitoria debido a su capacidad para 
ser transfectadas fácilmente y para permitir la amplificación del plásmido episomal (por ejemplo células HEK293T o 50
HEK293E), pero otras líneas de células se usan preferiblemente para la producción de líneas de células estables 
debido a sus propiedades en el cultivo y sus rendimientos (por ejemplo, las células CHO). Sin embargo, dado que 
los sistemas celulares difieren entre ellos en varios aspectos de la modificación postraduccional, los datos de la 
estructura y función de dichos productos génicos obtenidos para un sistema de células específico después de la 
expresión transitoria (en su mayor parte en una fase temprana del desarrollo de productos proteínicos terapéuticos) 55
sólo pueden ser transferidos de una forma muy limitada a la estructura y función de dichos productos génicos 
después de la expresión en líneas de células estables de un sistema de células distinto (en su mayor parte en la 
fase tardía de desarrollo, para estudios clínicos y suministro comercial). Las modificaciones postraduccionales, como 
la glicosilación, fosforilación, carboxilación, palmitoilación o segmentaciones específicas, son de gran importancia 
para las diferentes propiedades de los productos de expresión para muchos candidatos de productos terapéuticos. 60
Pueden tener una influencia sobre la actividad, la solubilidad, la vida mitad, la estabilidad o la inmunogenicidad. Así 
pues, los sistemas de células humanas desempeñan un papel cada vez mayor para la producción de proteínas 
terapéuticas; sólo las células humanas como instalaciones de producción proporcionan una modificación humana 
auténtica de los productos de expresión y reducen por tanto el riesgo de que se vea afectada la calidad del producto 
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o de efectos secundarios no deseados. Por ejemplo, se sabe para la eritropoyetina recombinante que se aplica 
terapéuticamente en los seres humanos, que la proteína producida en células CHO (Epoetina alfa) muestra en sus 
cadenas laterales de carbohidrato restos de ácido N-glicolilneuramínico, mientras que la proteína producida en 
células humanas (epoetina delta) - al igual que la eritropoyetina humana natural - no contiene tales restos de azúcar. 
Dado el hecho de que el ser humano forma de una manera demostrable anticuerpos contra dichas estructuras de 5
azúcar "extrañas", parece ser favorable el uso de un sistema de expresión humana (Varki, Am. J. Phys. Anthropol. 
33, 54 - 69, 2001). Actualmente, no hay ningún sistema de células humanas disponible que sea comparativamente 
bien adecuado para la expresión transitoria y la producción de líneas de células de producción estables y que 
proporcione así un perfil de producto reproducible sobre todo el desarrollo de una terapia basada en proteína. Las 
células humanas son particularmente bien adecuadas para la producción de productos bioterapéuticos humanos ya 10
que expresan polipéptidos complejos - al contrario que otras células de mamíferos o células animales - con patrón 
de modificación postraduccional auténtico. El patrón de glicosilación de proteínas recombinantes complejas, y así la 
estructura y la disposición de restos de azúcar en la molécula, reproducirán el patrón del polipéptido humano 
auténtico sustancialmente mejor en la producción en células humanas que en la producción en los sistemas de 
producción no humanos. Dicho patrón de glicosilación es con frecuencia de una importancia crucial para 15
propiedades importantes del polipéptido, tales como la actividad biológica, la estabilidad, la solubilidad y la 
inmunogenicidad.

Así pues, el objeto de la invención es proporcionar un método para la producción de una línea de células 
amniocíticas humanas permanente que es comparativamente bien adecuada para la expresión transitoria de 
polipéptidos y la producción de líneas de células de producción estables.20

Dicho objeto se resuelve por la materia que se define en las reivindicaciones. Las figuras que siguen ilustran la 
invención.

La Fig. 1 muestra esquemáticamente el ensamblaje de plásmidos para la expresión permanente de antígeno T. En 
pGS158 (Fig. 1a) el antígeno T se expresa bajo el control del promotor CAG humano (un promotor híbrido del 
potenciador inmediato-precoz del citomegalovirus humano y un promotor de β-actina de pollo modificado con el 25
primer intrón) (Niwa et al, Gene 108: 193 - 199, 1991), en pGS159 (Fig. 1b) bajo el control del promotor de RSV 
(virus del sarcoma de Rous) (Makrides, 9 - 26 en: Makrides (Hrsg), Gene Transfer and Expression in Mammalian 
Cells, Elsevier, Amsterdam, 2003) y en pGS161 (Fig. 1c) bajo el control del promotor de CMV (citomegalovirus) 
(Makrides, 9 - 26 en: Makrides (Hrsg), Gene Transfer and Expression in Mammalian Cells, Elsevier, Amsterdam, 
2003).30

La Fig. 2 muestra esquemáticamente el ensamblaje de plásmidos para la expresión transitoria de la alfa 1-
antitripsina humana (hAAT) y la eritropoyetina humana (Epo), respectivamente, cada uno bajo el control del promotor 
de CMV humano. El plásmido pGS116 (Fig. 2a) y pGS151 (Fig. 2b) contiene casetes de expresión idénticas para 
hAAT, pGS151 contiene adicionalmente el origen de la replicación de ADN del virus de simio 40 (SV40 ori). El 
pGS177 contiene también el ori SV40 además de la casete de expresión de Epo.35

La Fig. 3 muestra esquemáticamente la cantidad de hAAT en el sobrenadante del cultivo expresado transitoriamente 
en diferentes líneas de células amniocíticas que expresan el antígeno T (CAP-T Z582, Z583 y Z597) en comparación 
con la de células amniocíticas parentales (CAP) sin expresión de antígeno T. En Z582 el antígeno T se expresa bajo 
el control del promotor CAG (Niwa et al, Gene 108: 193 - 199, 1991), en Z583 bajo el control del promotor de RSV 
(virus del sarcoma de Rous) (Makrides, 9-26 en: Makrides (Hrsg.), Gene Transfer and Expression in Mammalian 40
Cells, Elsevier, Amsterdam, 2003) y en Z597 bajo el control del promotor de CMV (citomegalo) (Makrides, 9 - 26 en: 
Makrides (Hrsg), Gene Transfer and Expression in Mammalian Cells, Elsevier, Amsterdam, 2003).

La Fig. 4 muestra esquemáticamente la cantidad de hAAT (barras) expresada transitoriamente en el sobrenadante 
de cultivo y el número de células vivas (líneas) en diferentes momentos después de la transfección de un plásmido 
sin ori SV40 (hAAT/número de células - ori, plásmido pGS116) y con ori SV40 (hAAT/número de células + ori,45
pGS151), respectivamente.

La Fig. 5 muestra esquemáticamente la cantidad de hAAT (barras) expresada transitoriamente en el sobrenadante 
de cultivo y el número de células vivas (líneas) en diferentes momentos después de la transfección de pGS151 (con 
ori SV40) en células CAP-T y HEK293T.

La Fig. 6 muestra esquemáticamente el número de copias intracelulares de plásmidos pGS116 (sin SV40 ori) y 50
pGS151 (con SV40 ori), respectivamente, en diferentes momentos después de la transfección en células HEK293-T-
T y CAP.

La Fig. 7 muestra esquemáticamente la cantidad de hAAT expresada transitoriamente (barras) en el sobrenadante 
de cultivo y el número de células vivas (líneas) en diferentes momentos después de la transfección de pGS151 (con 
SV40 ori) en CAP-T con polietilenimina (PEI) como reactivo de transfección.55

El término "amniocitos", como se usa en el presente texto, se refiere en el más amplio sentido a todas las células 
que están presentes en el líquido amniótico y pueden obtenerse por amniocentesis. Se originan ya sea del amnios o 
bien del tejido fetal que está en contacto con el líquido amniótico. Se han descrito tres clases principales de 
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amniocitos que pueden distinguirse basándose en criterios morfológicos: células como los fibroblastos (células F), 
células epitelioides (células E) y células del líquido amniótico (células del líquido amniótico, células AF) (Hohn et al, 
Pediat . Res. 8: 746 - 754, 1974). Las células AF son el tipo de células predominante.

El término "casete de expresión" se refiere en particular a una molécula de ácido nucleico y una región de una 
molécula de ácido nucleico, respectivamente, que contiene un elemento regulador o promotor que está situado en 5
frente de la región de codificación, una región de codificación y un marco de lectura abierto, respectivamente, así 
como un elemento de terminación transcripcional que está detrás de la región de codificación. El elemento regulador 
y el promotor, respectivamente, que residen en frente de la región de codificación, pueden ser un promotor 
constitutivo, es decir, un promotor que activa la transcripción permanentemente (por ejemplo, promotor CMV), o un 
promotor regulable, es decir, un promotor que puede ser conectado y/o desconectado (por ejemplo, un promotor 10
regulable de tetraciclina). La región de codificación de la casete de expresión puede ser un marco de lectura abierto 
continuo como en el caso de un ADNc que tiene un codón de inicio en el extremo 5' y un codón de parada en el 
extremo 3'. La región de codificación puede consistir en una disposición genómica o una disposición recién 
combinada de exones de codificación e intrones no codificadores intercalados. Sin embargo, la región de 
codificación de la casete de expresión puede consistir en varios marcos de lectura abiertos, separadas por los 15
llamados IRES (Internal Ribosome Entry Sites: sitios internos de entrada al ribosoma).

El término "líneas de células permanentes", como se usa en el presente texto, se refiere a células que se modifican 
genéticamente de una manera tal que pueden seguir creciendo permanentemente en un cultivo de células bajo 
condiciones de cultivo adecuadas. Tales células son también llamadas células inmortalizadas.

El término "polipéptido" o "polipéptido recombinante", como se usa en el presente texto, se refiere a péptidos que 20
consisten en al menos 2 aminoácidos. El polipéptido puede ser modificado co- y/o post-traduccionalmente, por 
ejemplo por la unión de restos de azúcar o por modificación de residuos de aminoácidos. El polipéptido puede ser 
lineal, circular o ramificado. Además, el polipéptido puede consistir en más de una cadena de aminoácidos, en 
donde las cadenas pueden adoptar estructuras tridimensionales más o menos complejas mediante enlaces intra y/o 
intermoleculares (por ejemplo, estructura secundaria, terciaria, cuaternaria). Si el polipéptido consiste en una cadena 25
de aminoácidos, puede adoptar estructuras tridimensionales más o menos complejas también mediante enlaces 
intramoleculares. Los polipéptidos pueden ser polipéptidos farmacológica o inmunológicamente activos o 
polipéptidos usados con fines de diagnóstico.

La expresión "células primarias", como se usa en el presente texto, se refiere a células que fueron obtenidas 
mediante la extracción directa de un organismo o un tejido y puestas en cultivo. Las células primarias muestran 30
solamente una vida útil muy limitada.

El término "líneas de células de producción", como se usa en el presente texto, se refiere a líneas de células
permanentes que fueron modificadas genéticamente de forma estable mediante la introducción de un transgén que 
codifica el polipéptido deseado que se quiere producir.

El término "CAP", como se usa en el presente texto, se refiere a una línea de células amniocíticas humanas 35
permanente generada por inmortalización de amniocitos humanos primarios con las funciones génicas adenovirales 
E1A y E1B.

El término "CAP-T", como se usa en el presente texto, se refiere a células CAP que son además transfectadas 
establemente con una molécula de ácido nucleico que contiene la secuencia del antígeno T grande de SV40.

El término "transfección", como se usa en el presente texto, se refiere a cualquier método adecuado para la 40
introducción en las células del ácido o los ácidos nucleicos mencionados. Como ejemplos cabe mencionar el método  
del fosfato de calcio, electroporación, sistemas liposómicos de cualquier tipo y combinaciones de estos métodos.

La expresión "expresión transitoria" como se usa en el presente texto, se refiere a cualquier método en el que el 
ácido o los ácidos nucleicos se introducen en la célula por transfección sin la selección de líneas de células estables 
por un método de selección adecuado, dichas líneas de células estables pueden ser cultivadas más adelante en 45
cultivo de células permanentemente.

La expresión "expresión estable", como se usa en el presente texto, se refiere a la expresión de un transgén en 
líneas de células de producción.

El término "transgén", como se usa en el presente texto, se refiere a la secuencia de ácidos nucleicos que codifica 
un polipéptido recombinante.50

Un objeto de la presente invención se refiere a un método para producir una línea de células amniocíticas humanas 
permanente que comprende las etapas siguientes:

a) transfectar células amniocíticas humanas primarias con una molécula de ácido nucleico que comprende una 
secuencia de ácidos nucleicos que codifica las funciones génicas adenovirales E1A y E1B, llamada transfección 1, y
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b) subsiguientemente transfectar la línea permanente de células amniocíticas humanas con una molécula de 
ácido nucleico que comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica el antígeno T grande de SV40, 
llamada transfección 2.

Preferiblemente, dicha molécula de ácido nucleico de la etapa b) del método para la producción de una línea de 
células amniocíticas humanas permanente de acuerdo con la presente invención comprende una secuencia de 5
ácidos nucleicos que codifica una forma no secretada del antígeno T grande de SV40.

Durante la transfección en la etapa b) del método de acuerdo con la presente invención, la línea de células humanas
permanente  se transfecta alternativamente con una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia de 
ácidos nucleicos que codifica el antígeno nuclear 1 del virus de Epstein-Barr (EBV) (EBNA-1), llamada transfección 
2. Preferiblemente, dicha molécula de ácido nucleico comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica 10
una forma no secretada del antígeno nuclear 1 del virus de Epstein-Barr (EBV) (EBNA-1).

Por las transfecciones realizadas en el método de acuerdo con la presente invención, dichas células amniocíticas 
humanas primarias son preferiblemente transfectadas establemente, es decir, el ADN transfectado se integra en el 
genoma de la célula.

Las células se inmortalizan mediante la transfección de dichas células amniocíticas humanas primarias con la 15
molécula de ácido nucleico que comprende las secuencias de ácidos nucleicos que codifican E1A y E1B. La 
molécula de ácido nucleico usado para la inmortalización de dichas células amniocíticas humanas primarias 
comprende secuencias de ácido nucleico de E1A y E1B preferiblemente que derivan de adenovirus humanos, en 
particular de adenovirus humano de serotipo 5. En una realización preferida, la molécula de ácido nucleico usado 
para la inmortalización comprende la secuencia de ácidos nucleicos que codifica la función génica adenoviral pIX, 20
además de las secuencias de ácidos nucleicos que codifican E1A y E1B. El polipéptido pIX, una proteína estructural 
viral, actúa como un activador transcripcional en diferentes promotores virales y celulares, tales como la timidina 
quinasa y el promotor de beta-globina.

Una secuencia ejemplar puede encontrarse en GenBank nº de entrada X02996. En particular, las moléculas de 
ácido nucleico que comprenden los nucleótidos 1 a 4344 (SEC ID Nº: 1 comprende secuencias de ácidos nucleicos 25
que codifican E1A, E1B y pIX), de 505 a 3522 (SEC ID Nº: 2 comprende secuencias de ácidos nucleicos que 
codifican E1A y E1B) o los nucleótidos 505 a 4079 (SEC ID Nº: 3 comprende secuencias de ácidos nucleicos que 
codifican E1A, E1B y pIX) del adenovirus humano serotipo 5.

En particular, las células amniocíticas humanas se transfectan con las secuencias de ácidos nucleicos que codifican 
la función génica deseada, que se ha de expresar, en forma de una casete de expresión. Dicha casete de expresión 30
comprende una molécula de ácido nucleico que contiene un elemento regulador o promotor que está situado en 
frente de la región de codificación, una región de codificación y un marco de lectura abierto, respectivamente, así 
como un elemento de terminación de la transcripción que está detrás de la región de codificación.

En particular, en una realización la casete de expresión o la molécula de ácido nucleico contiene una secuencia de 
ácidos nucleicos para el antígeno T grande de SV40 (SEC ID Nº: 4), la secuencia de ácidos nucleicos para un 35
promotor seleccionado entre los grupos de promotor CMV (SEC ID Nº: 5), el promotor CAG (Niwa et al, Gene 108: 
193 - 199, 1991) y el promotor RSV (GenBank nº de entrada DQ075935), la secuencia de SV40 SD/SA (intrón) (SEC 
ID Nº: 6) y la secuencia de ácidos nucleicos para poliA de SV40 (SEC ID Nº: 7).

En una realización más, la casete de expresión o la molécula de ácido nucleico contiene, en particular, una 
secuencia de ácidos nucleicos para el antígeno nuclear 1 del virus de Epstein-Barr (EBV) (EBNA-1) (SEC ID Nº: 8), 40
la secuencia de ácidos nucleicos para un promotor seleccionado entre el grupo de promotor de CMV (SEC ID Nº: 5), 
el promotor CAG (Niwa et al, Gene 108: 193 - 199, 1991), y promotor RSV (GenBank nº de entrada DQ075935), la 
secuencia de ácidos nucleicos para SV40 SD/SA (intrón) (SEC ID Nº: 6) y la secuencia de ácidos nucleicos para 
poliA de SV40 (SEC ID Nº: 7).

Las células amniocíticas humanas primarias se obtienen por extracción directa a partir del organismo o un tejido 45
extraído del organismo, y se ponen en cultivo.

El método de la presente invención se puede realizar también con líneas de células amniocíticas humanas 
inmortalizadas ya existentes en lugar de la etapa a) que tienen las secuencias de ácido nucleico para las funciones 
génicas adenovirales E1A y E1B en su genoma. Preferiblemente, las líneas de células amniocíticas humanas 
inmortalizadas comprenden las secuencias de ácidos nucleicos para las funciones génicas adenovirales E1A, E1B y 50
pIX en su genoma. Las líneas de células amniocíticas humanas inmortalizadas existentes se transfectan a demanda 
con la molécula de ácido nucleico mencionado anteriormente que contiene una casete de expresión que codifica el 
antígeno T grande de SV40 o el antígeno nuclear 1 del virus de Epstein-Barr (EBV) (EBNA-1). Un profesional 
experto en la técnica reconoce que la transfección 2 es en lo que se refiere a su tiempo sólo dependiente de la 
transfección 1 de la célula humana primaria en que tiene que realizarse después de la transfección 1. No es 55
necesario que la transfección 2 tenga lugar inmediatamente después de la transfección 1. Así pues, también las 
líneas de células amniocíticas humanas inmortalizadas que son inmortalizados con E1A y/o E1B y que están
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establecidas desde hace varios años, se pueden transfectar a demanda con la molécula de ácido nucleico 
anteriormente mencionado en una transfección 2.

La presente invención describe una línea de células amniocíticas humanas permanente producida por el método de 
la presente invención, que comprende una secuencia de ácidos nucleicos para las funciones génicas adenovirales 
E1A y E1B y una secuencia de ácidos nucleicos para el antígeno T grande de SV40 o el antígeno nuclear 1 del virus 5
de Epstein-Barr ( EBV) (EBNA-1). Se describe además una línea de células amniocíticas humanas permanente que 
comprende la secuencia de ácidos nucleicos para las funciones génicas adenovirales E1A, E1B y pIX y la secuencia 
de ácidos nucleicos para antígeno T grande de SV40 o antígeno nuclear 1 del virus de Epstein-Barr (EBV) (EBNA 1).

La presente invención describe un método para la expresión transitoria de polipéptidos o proteínas recombinantes 
mediante el uso de la línea de células amniocíticas humanas permanente producida por el método de la presente 10
invención, que comprende las etapas siguientes:

a) transfectar dicha línea de células amniocíticas humanas permanente con una molécula de ácido nucleico 
que comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica el polipéptido o proteína recombinante deseados y 
un sitio de reconocimiento o de unión para el antígeno T grande de SV40 o el antígeno nuclear 1 del virus de 
Epstein-Barr (EBV) (EBNA-1),15

b) cultivar la línea de células amniocíticas humanas permanente transfectada obtenida en la etapa a) en 
condiciones que permiten la expresión de dicho polipéptido o proteína recombinante deseada, y, subsiguientemente,

c) aislar dicho polipéptido o proteína recombinante deseados de las células o del sobrenadante del cultivo.

Si la línea de células amniocíticas humanas permanente producida de acuerdo con la presente invención contiene 
una molécula de ácido nucleico que comprende la secuencia de ácidos nucleicos que codifica el antígeno T grande 20
de SV40, la línea de células es, p. ej., transfectada con un plásmido de expresión que contiene una casete de 
expresión o una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica el 
transgén que se ha de expresar y el origen de replicación de SV40 (SV40 ori). El antígeno T grande de SV40 que se 
expresa de forma estable intracelularmente en la línea de células se une al origen de replicación de SV40 del 
plásmido de expresión que se ha de introducir por transfección en la línea de células y causa una replicación 25
episomal del plásmido de expresión y con ello una amplificación del número de copias del transgén que se ha de 
expresar. El producto génico deseado codificado por el transgén puede obtenerse a partir de las células o del 
sobrenadante de cultivo después de que las células han sido cultivadas durante unos pocos días. Así pues, dicho 
transgén se expresa de forma transitoria.

Si la línea de células humanas permanente producida de acuerdo con la presente invención contiene una molécula 30
de ácido nucleico que comprende la secuencia de ácidos nucleicos que codifica el antígeno nuclear 1 del virus de 
Epstein-Barr (EBV) (EBNA-1), la línea de células es p. ej. transfectada con un plásmido de expresión que 
comprende una casete de expresión o una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia de ácidos 
nucleicos que codifica el transgén que se ha de expresar y el origen de replicación de EBV (EBV oriP) (Durocher et 
al., Nucleic Acids Research Vol. 30 Nº 2 e9, 2002; Tuvesson et al. Cytotechnology 56: 123 - 136, 2008). El EBNA-1 35
de EBV que se expresa de forma estable intracelularmente en la línea de células se une al origen de replicación oriP 
del plásmido de expresión que se ha de introducir por transfección en la línea de células y causa una replicación 
episomal del plásmido de expresión y con ello una amplificación del número de copias del transgén que se ha de 
expresar. El producto génico deseado codificado por el transgén puede obtenerse a partir de las células o del 
sobrenadante de cultivo después de que las células han sido cultivadas durante unos pocos días. Así pues, dicho 40
transgén se expresa de forma transitoria.

Las células producidas de acuerdo con la presente invención pueden ser cultivadas bajo condiciones usuales para el 
cultivo de células eucariotas a aproximadamente 37 °C, 95% de humedad y 8% de CO2. Las células producidas de 
acuerdo con la presente invención pueden ser cultivadas en medio que contiene suero o medio libre de suero, en 
cultivo adherente o en cultivo en suspensión. El cultivo en suspensión puede tener lugar en diversos fermentadores, 45
por ejemplo, en reactores de tanque agitado, reactores de onda, en vasos de sacudidora o vasos centrifugadores o 
en las llamadas botellas rodantes. Por tanto, las células son adecuadas para escalar un proceso a la escala 
industrial. La transfección de las células para la expresión transitoria puede tener lugar con los diversos métodos de 
transfección como se mencionaron anteriormente. La transfección y la expresión transitoria pueden también llevarse 
a cabo en el formato de alta producción y cribado, respectivamente, p. ej. en un formato de 96 o 384 pocillos.50

El antígeno T del virus de simio 40 (SV40) es una fosfoproteína multifuncional que controla tanto la replicación viral 
como las funciones celulares después de la infección. El antígeno T es un agente de transformación e interfiere en el 
ciclo celular a través de la interacción con la proteína supresora de tumores p53. Durante la replicación del genoma 
viral el antígeno T está necesariamente como ADN helicasa para arrancar el genoma de doble cadena. El antígeno 
T es la única proteína viral que es necesaria para la replicación. Las otras funciones son cumplimentadas por las 55
proteínas celulares. En la primera etapa de la replicación del ADN, 12 moléculas de antígeno T se unen al origen de
la replicación del ADN (ori) en el genoma de SV40 en forma de hexámeros dobles. Subsiguientemente, las proteínas 
celulares necesarias, tales como ADN polimerasa se unen a dicho complejo de helicasa y arrancan y replican el 
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ADN. El llamado "ori mínimo" consiste en una secuencia núcleo que es de 63 pb de longitud. No tiene lugar ninguna 
integración en el genoma del huésped en una transfección transitoria de plásmidos circulares en la célula diana. 
Esto tiene como resultado que la concentración del plásmido disminuye constantemente después de la división 
celular y la expresión de un gen que está en el plásmido de codificación es sólo temporal. La introducción del 
fragmento ori de SV40 en el plásmido de expresión y la expresión del antígeno T de SV40 en la línea de células de 5
producción tiene como resultado un aumento del número de copias del plásmido y por tanto un aumento de la 
eficacia de la expresión.

El método para la expresión transitoria de polipéptidos y proteínas de acuerdo con la presente invención tiene la 
ventaja de que es más eficaz desde el punto de vista de la cantidad y la calidad del producto génico recombinante y 
por tanto es también más rentable en la totalidad del proceso de desarrollo industrial de terapias basadas en 10
proteínas que los métodos utilizados hasta ahora. En particular, es ventajoso que se proporciona un sistema de 
expresión transitoria altamente eficaz sobre la base de una línea celular humana, que en primer lugar modifica las 
proteínas humanas auténticamente postraduccional en contraste con las células de mamíferos no humanos y células 
no de mamíferos, y que en segundo lugar sea comparativamente bien adecuado para el establecimiento de líneas 
de células de producción estables en el proceso de producción industrial. En esto puede asegurarse que en el curso 15
del desarrollo de productos de diagnóstico y terapéuticos las características cualitativas del producto génico después 
de la expresión transitoria en la etapa temprana de desarrollo y después de la expresión estable en líneas de células 
de producción permanentes en la fase tardía y la producción industrial tienen la identidad mayor posible, en 
particular con respecto a diferencias en las características, que pueden ser causadas por la naturaleza de los 
sistemas de células.20

Otra ventaja de la presente invención es que las líneas de células humanas permanentes producidas de acuerdo 
con la presente invención muestran un alto rendimiento de expresión por la expresión transitoria. Por tanto, se han 
encontrado rendimientos de producción sorprendentemente altos de hasta 60 mg/litro en el sobrenadante de cultivo 
en la expresión transitoria en líneas de células amniocíticas que producen antígeno T de SV40 después de la 
transfección con un vector de plásmido que tiene además de la secuencia que codifica el producto génico deseado 25
un origen de replicación de SV40 (SV40 ori). Dichos rendimientos de producción han sido por encima de 70 veces 
más altos que en la expresión transitoria en una línea de células amniocíticas que no expresan antígeno T.

Una ventaja más de dicha línea de células humanas permanente producida de acuerdo con la presente invención es 
que se proporciona un sistema de células humanas basado en amniocitos humanos inmortalizados, que es 
adecuado tanto para la expresión transitoria de proteínas como para la expresión estable de proteínas en líneas de 30
células de producción permanentes (Schiedner et al., BMC Biotechnology 8, 13, 2008). En comparación con el uso 
de diferentes sistemas de células para la expresión transitoria (por ejemplo, las variantes HEK293 o HEK293) y la 
expresión estable (por ejemplo, CHO), se reduce al mínimo el riesgo de que las propiedades estructurales y 
funcionales de los productos de expresión de la producción transitoria y estable difieran entre sí, si dichas 
propiedades estructurales y funcionales se basan en la naturaleza del sistema de expresión. Con ello se mejora la 35
planificación del proceso de desarrollo y el proceso de desarrollo exige menos tiempo y es más económico.

Las secuencias de ácidos nucleicos para la expresión de al menos un polipéptido recombinante están contenidas en 
al menos una casete de expresión. Dichas casetes de expresión contienen promotores y secuencias de terminación 
transcripcional. El promotor CMV (citomegalovirus) (Makrides, 9 - 26 en: Makrides (Hrsg), Gene Transfer and 
Expression in Mammalian Cells Elsevier, Amsterdam, 2003), el promotor EF-1α (Kim et al, Gene 91: 217 - 223, 40
1990), el promotor CAG (un promotor híbrido del potenciador inmediato-temprano del citomegalovirus humano y un 
promotor de β-actina de pollo modificado con primer intrón) (Niwa et al, Gene 108: 193 - 199, 1991), el promotor de 
pgk (fosfoglicerato quinasa) humano o murino (Adra et al., Gene 60: 65 - 74, 1987), el promotor RSV (virus del 
sarcoma de Rous) (Makrides, 9 - 26 en: Makrides (Hrsg.), Gene Transfer and Expression in Mammalian Cells, 
Elsevier, Amsterdam, 2003) o el promotor SV40 (virus de simio 40) (Makrides, 9 - 26 en: Makrides (Hrsg.), Gene 45
Transfer and Expression in Mammalian Cells, Elsevier, Amsterdam, 2003) pueden servir, por ejemplo, como 
promotores. Las secuencias de poliadenilación del antígeno T grande de SV40 (GenBank nº de entrada J02400) o el 
gen del G-CSF (factor estimulador de colonias de granulocitos) humano (Mizushima und Nagata, Nucl. Acids Res. 
18: 5322, 1990) pueden servir por ejemplo como sitios de poliadenilación.

La presente invención describe el polipéptido o proteína obtenidos mediante el uso del método de acuerdo con la 50
presente invención.

El polipéptido recombinante del método de acuerdo con la presente invención puede ser una proteína terapéutica, tal 
como alfa 1-antitripsina o factores de crecimiento humano tales como eritropoyetina o interleucina-2. La antitripsina 
alfa 1 humana (hAAT) es un inhibidor de proteinasa que inhibe la elastasa y otras proteinasas y que es 
terapéuticamente activo en el caso de la deficiencia de hAAT heredada que conduce a graves daños de pulmón y de 55
hígado. La eritropoyetina es un factor importante para el crecimiento para los eritrocitos (glóbulos rojos) que tiene 
una actividad de formación de sangre en el caso de anemia, así como en el caso de pacientes de un trasplante. La 
interleucina-2 (Il-2) es un mensajero celular del sistema inmunitario y es de importancia significativa en la activación 
de la respuesta inmunitaria celular, por ejemplo en el caso de enfermedades tumorales. Los factores de coagulación 
sanguínea, como el factor VIII y IX usados en el caso de pacientes con hemofilia que tienen trastornos de 60
coagulación de la sangre, también pertenecen a los polipéptidos terapéuticamente activos. El polipéptido 
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recombinante del método de acuerdo con la presente invención puede ser una hormona. Se utilizan hormonas 
modificadas mediante biotecnología en la terapia de sustitución en pacientes que tienen trastornos hormonales. Son 
ejemplos la hormona insulina que reduce el azúcar en la sangre, sobre la que son dependientes muchos pacientes 
que tienen diabetes mellitus, somatotropina (hormona del crecimiento) para el tratamiento del enanismo, y factores 
gonadotropos tales como la hormona estimuladora del folículo (FSH) o la hormona luteinizante (LH) para el 5
tratamiento de trastornos de la fertilidad. Además, el polipéptido recombinante puede ser una enzima modificadora 
después de la traducción de otros polipéptidos recombinantes que se expresa intracelularmente o en el 
sobrenadante de cultivo simultáneamente, por ejemplo una enzima implicada en la glicosilación. Los productos 
génicos E1A, E1B y pIX expresados en la línea de células humanas permanente de acuerdo con la presente 
invención, así como el antígeno T grande de SV40 y el antígeno nuclear 1 del virus Epstein-Barr (EBV) (EBNA-1), no 10
pertenecen al polipéptido deseado que se ha de producir.

El polipéptido recombinante del método de acuerdo con la presente invención puede ser un anticuerpo recombinante 
que puede ser usado con fines terapéuticos o de diagnóstico. Los anticuerpos contra el factor de necrosis tumoral 
alfa (TNF-α) se usan en el caso de pacientes con artritis reumatoide, los anticuerpos contra el receptor celular del 
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) se usan en el caso de pacientes de cáncer. Los anticuerpos usados con 15
fines de diagnóstico pueden ser por ejemplo componentes de kits comerciales de diagnóstico basados en métodos 
tales como el ensayo de inmunoabsorbente ligado a una enzima (ELISA) o el ensayo de radioinmunoabsorbente 
(RIA). En estos ensayos de prueba, los anticuerpos sirven para la detección de los antígenos de agentes infecciosos 
tales como el virus de la hepatitis B humana.

Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) consisten en una cadena pesada y una ligera consistente cada una de ellas 20
en regiones o dominios variables y constantes. Las secuencias de ácidos nucleicos de las moléculas de ácido 
nucleico transfectadas para la expresión de un anticuerpo pueden contener dos casetes de expresión distintas, una 
de las cuales codifica la cadena ligera y la otra la cadena pesada de la molécula de inmunoglobulina. Al tener lugar 
la expresión de ambas cadenas en la célula de acuerdo con la presente invención, estas cadenas se ensamblan 
para formar la molécula de anticuerpo activa. Las casetes de expresión de las dos cadenas pueden estar presentes 25
en distintas moléculas de ácido nucleico o en las mismas. Las secuencias de codificación para la cadena ligera y 
pesada pueden, sin embargo, estar presentes dentro de la misma casete de expresión y estar separados por una 
secuencia IRES (sitio interno de entrada al ribosoma) que proporciona una expresión tanto de la cadena pesada 
como de la cadena ligera. Las secuencias de codificación para la cadena ligera y la pesada pueden también en 
principio estar presentes dentro de la misma casete de expresión y estar separadas por una secuencia que codifica 30
un sitio de segmentación enzimática para una proteinasa (por ejemplo, trombina) que se expresa simultáneamente 
dentro de la célula y que segmenta el polipéptido precursor que consiste en la secuencia de la cadena ligera y 
pesada en la cadena ligera y pesada activa.

Los anticuerpos recombinantes codificados por la secuencia de ácidos nucleicos de la célula producida de acuerdo 
con la presente invención también pueden consistir en fragmentos de un anticuerpo en vez de la cadena ligera y 35
pesada completa. Los denominados anticuerpos de cadena simple (scFv, fragmentos variables de cadena simple) 
consisten en los dominios variables de una cadena pesada y una ligera unidas por una secuencia de aminoácidos 
(lo que se denomina un enlazador) que proporcionan una libre movilidad de ambos dominios. Una estructura de 
unión con el  antígeno se forma por el ensamblaje intramolecular de ambos dominios, cuya estructura corresponde a 
la región variable de una molécula de inmunoglobulina. Los anticuerpos de cadena simple biespecíficos (bis-scFv) 40
constan de dos de tales conjuntos de cadena simple constituidos por los dominios variables de una cadena pesada y 
una ligera que a su vez están enlazados por una secuencia de conexión y son móviles uno frente al otro; tales 
moléculas pueden unirse simultáneamente a dos sitios de unión con el antígeno (epítopos) conectando así dos 
estructuras moleculares de una manera no covalente. Los diacuerpos biespecíficos consisten en dos cadenas 
individuales que se expresan por separado y cada una de las cuales consisten cada una en dominios variables de 45
una cadena ligera y una pesada, separados sólo por un enlazador muy corto o son sin ningún enlazador en 
absoluto. El enlazador corto o ausente inhibe el ensamblaje intramolecular; por ensamblaje intramolecular de un 
dominio pesado y ligero variable se forma una vez más una molécula activa que tiene dos valencias de enlace.

El polipéptido recombinante codificado por la molécula de ácido nucleico transfectado en el presente método puede 
ser una proteína viral, bacteriana o parasitaria que se ha de producir para su uso como vacunas profilácticas o 50
terapéuticas. De este modo, esta proteína puede ser tanto un polipéptido estructural como un polipéptido regulador o 
enzimáticamente activo de virus, bacterias o parásitos. Una proteína viral puede ser, por ejemplo, el antígeno de 
superficie del virus de la hepatitis B (antígeno de superficie de HBV) o la proteína estructural L1 de los virus del 
papiloma humano. Una proteína bacteriana que se considera para la producción de vacunas después de la 
expresión en líneas de células de producción es, por ejemplo, subunidades de enterotoxina de Escherichia coli55
enterotoxinógeno (ETEC) o proteínas de unión con transferrina (Tbp A y B) de Neisseria gonorrhoeae. Un 
polipéptido procedente de parásitos, que puede ser codificado por las moléculas de ácido nucleico transfectadas en 
el presente método es, por ejemplo, la proteína de superficie de merozoito (MSP) del agente causante de la malaria 
Plasmodium falciparum o glutatión S transferasa (GST) de Schistosoma japonicum.

El polipéptido recombinante codificado por la molécula de ácido nucleico transfectada en el presente método puede 60
también ser una proteína viral que permite una producción de vectores de transferencia génica virales 
recombinantes dentro de las líneas de células. Esta proteína viral, también llamada factor de complementación, se 
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expresa dentro de la línea celular y es el componente enzimático o estructural necesario para la producción de los 
vectores de transferencia génica, el cual componente no está codificado en la molécula de ácido nucleico del vector 
de transferencia de genes. En tales vectores de transferencia génica ciertas funciones génicas virales son 
usualmente borradas por razones de seguridad. Vectores de transferencia de genes, cuyos factores de 
complementación pueden ser codificados por el transgén introducido por el método descrito, son, por ejemplo, los 5
vectores que están basados en adenovirus, virus asociado en adenovirus (AAV), retrovirus o lentivirus o virus 
herpes. El factor de complementación expresado dentro de la línea celular también puede complementar virus 
borrados o recombinantes durante su producción, los cuales virus no contienen un gen a transferir y de este modo 
no actúan como vector de transferencia génica, sino que se usan, por ejemplo, como vacuna.

El polipéptido que es expresado transitoriamente por el presente método también puede ser un polipéptido receptor 10
que está localizado en particular en la superficie de la célula y que es responsable de la infección de la célula por un 
virus y la transducción de la célula por un vector de transferencia génica viral, respectivamente. Como receptor viral 
para la etapa inicial de la infección de las células con el adenovirus serotipo 2 o 5, del que se derivan la mayor parte 
de los vectores adenovirales convencionales, fue identificado el llamado receptor de Coxsackie y adenovirus, CAR 
(Bergelson et al., Science 275 : 1320 - 1323, 1997). La expresión suficiente de CAR en la superficie es un requisito 15
previo de que una célula es adecuada para ser una célula de producción de vectores de transferencia génica 
adenovirales. En una realización preferida el polipéptido recombinante es el receptor de Coxsackie y adenovirus 
(CAR). La sobreexpresión del polipéptido receptor puede mejorar significativamente la infecciosidad y, por tanto la 
eficiencia de producción de estas células en relación con los vectores adenovirales. Además, la molécula de ácido 
nucleico puede codificar, además de CAR, los receptores secundarios o receptores de internalización tales como 20
ciertas integrinas que median en la absorción del virus y del vector de transferencia de genes, respectivamente, en 
la célula y cuya expresión adicional es ventajosa en la producción de células de producción para los vectores 
adenovirales.

El método descrito puede usarse, entre otros fines, para la producción de polipéptidos terapéuticos, factores de 
coagulación de la sangre y de crecimiento, hormonas y anticuerpos, así como polipéptidos virales, bacterianos o 25
parasitarios para su uso como vacuna. Además, las células producidas de acuerdo con la presente invención 
pueden ser usadas para la producción de proteínas de interés para diagnóstico, tales como antígenos virales, 
bacterianos o parasitarios o los correspondientes anticuerpos específicos. Además, las células producidas de 
acuerdo con la presente invención pueden ser usadas para la producción de proteínas de interés técnico o industrial, 
tales como enzimas para la catálisis de procesos técnicos de síntesis o para la degradación de sustancias nocivas. 30
Las células producidas de acuerdo con la presente invención pueden expresar uno o también más polipéptidos 
recombinantes diferentes. El número de polipéptidos expresables depende de cómo muchas secuencias diferentes 
de ácidos nucleicos que codifican los polipéptidos recombinantes son transfectadas transitoriamente en las células 
con el método de acuerdo con la presente invención.

Además, la presente invención se refiere al uso de líneas de células amniocíticas humanas permanentes producidas 35
de acuerdo con el método de la presente invención para la producción de un polipéptido o proteína.

Los ejemplos que siguen ilustran la invención y no han de ser considerados limitantes. A menos que se indique otra
cosa, se utilizaron métodos moleculares estándar tal como se describe, por ejemplo, en Sambrook et al., 1989, 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª Edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
Nueva York.40

1. Procedimientos de clonación.

a. Plásmidos para la transformación de amniocitos primarios: pSTK146, pGS119, pGS122.

El plásmido pSTK146 fue descrito en detalle en el documento EP 1230354 B1 y comprende el promotor de la 
fosfoglicerato cinasa (PGK) murina, secuencias de nucleótidos (nt.) de serotipo 5 de adenovirus (Ad5) 505 a 3522 y 
la señal de corte y empalme y poliadenilación de SV40. Las secuencias adenovirales en pSTK146 comprenden la 45
región que codifica E1A y E1B, en donde la expresión de E1A está regulada por el promotor de pgk.

El plásmido pGS119 fue descrito con detalle en el documento WO 2007/056994 y contiene el promotor de pgk 
murina, secuencias Ad5 de nt. 505 - 3522 (que comprenden la región E1A y E1B), la señal de corte y empalme y de 
poliadenilación de SV40, seguido por la región pIX de Ad5 nt. 3485 - 4079.

El plásmido pGS122 fue descrito en detalle en el documento WO 2007/056994 y contiene las secuencias 50
adenovirales nt. 1 - 4344 que comprenden las regiones E1A, E1B y pIX incluyendo los correspondientes promotor 
regulador y secuencias de poliadenilación. Las secuencias adenovirales en pGS122 están flanqueadas por sitios de 
restricción PmeI.

b. Plásmidos de expresión para el antígeno T: pGS158, pGS159, pGS161.

Los plásmidos pGS158, pGS159 y pGS161 contienen todos ellos la casete de expresión para el antígeno T de SV40 55
(SEC ID Nº: 4) flanqueada por un intrón de SV40 (SEC ID Nº: 6) y un sitio de poliadenilación (SEC ID Nº: 7). 
Adicionalmente, el pGS158 contiene el promotor CAG (promotor híbrido que consiste en un potenciador de CMV y el 
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el promotor de β-actina de pollo) (Niwa et al, Gene 108: 193 - 199, 1991), pGS159 contiene el promotor de RSV 
(promotor del virus del sarcoma de Rous) (GenBank nº de entrada DQ075935) y pGS161 el promotor CMV 
(promotor temprano del citomegalovirus humano) (SEC ID Nº: 5). Para la generación de líneas de células estables 
los plásmidos pGS158, pGS159 y pGS161 contienen un casete de expresión de blasticidina con el promotor de 
ubiquitina (pUB/Bsd, Invitrogen nº V512-20).5

En una primera etapa un fragmento de 2,6 kb que contiene la secuencia que codifica el antígeno T fue introducido 
en el plásmido pGS140. El plásmido pGS140 contiene el promotor CMV humano (SEC ID Nº: 5), una región de 
intrón de SV40 con sitio donador de corte y empalme/aceptor de corte y empalme (SEC ID Nº: 6), un sitio de 
restricción NotI singular y una secuencia de poliA de SV40 (SEC ID Nº: 7). Para introducir el fragmento de antígeno 
T el pGS140 fue linealizado con NotI, el saliente 5' se rellenó y se ligó con el fragmento aislado. El plásmido 10
producido por este procedimiento fue llamado pGS149.

Para el plásmido pGS158 el pGS149 fue digerido con XbaI y se aisló un fragmento de aproximadamente 3 kb que 
contiene la secuencia de intrón, el antígeno T y la secuencia de poliA. Este fragmento fue introducido en el sitio de 
restricción NotI (saliente 5' rellenado) de pGS152. El pGS152 fue producido por inserción de un fragmento del 
promotor de CAG que tiene un tamaño de 1,1 kb (Niwa et al, Gene 108: 193 - 199, 1991) en el sitio de restricción 15
EcoRV de pUB/Bsd.

Para el plásmido pGS159, un fragmento XbaI que tiene un tamaño de 3 kb y contiene el antígeno T de pGS149 fue 
introducido en el sitio de restricción NotI rellenado, de pGS153. El pGS153 contiene un fragmento de promotor de 
RSV que tiene un tamaño de aproximadamente 0,6 kb introducido en el sitio de restricción EcoRV de pUB/Bsd.

Para el plásmido pGS161, el pGS149 fue digerido con SphI, los salientes 3' fueron rellenados y el fragmento de 3,6 20
kb que contiene el promotor CMV, el intrón SV40, la secuencia de antígeno T y el poliA se aislaron y se introdujeron 
en el sitio de restricción EcoRV de pUB/BSD.

c. Plásmidos de expresión para hAAT: pGS116, pGS151.

El plásmido pGS116 fue descrito con detalle en el documento EP1948789 y contiene el promotor de CMV humano 
seguido de un sitio donante de corte y empalme/aceptor de corte y empalme de SV40, el hAAT-cDNA (SEC ID Nº: 25
12) y el sitio de poliadenilación de SV40.

El plásmido pGS151 (Fig. 2b) contiene dicho casete de expresión de hAAT y el origen de replicación del ADN (ori) 
de SV40. Por medio del DNA de SV40 y el cebador ori 1  (CCGGAATTCTTTGCAAAAGCCTAGGCCTC) (SEC ID Nº: 
9) y ori 2 (CCGGAATTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCT) (SEC ID Nº: 10) las secuencias de SV40 fueron 
amplificadas mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), digeridas con EcoRI (cada sitio de restricción 30
EcoRI se encuentra en los cebadores) e introducidas en el sitio de restricción EcoRI de pGS116.

d. Plásmidos de expresión para Epo: pGS177.

El plásmido pGS127 se describe con detalle en el documento EP 1948789 y contiene el promotor de CMV humano 
seguido por un sitio donante de corte y empalme/aceptor de corte y empalme de SV40, el ADNc para la 
eritropoyetina humana (Epo) y el sitio de poliadenilación de SV40.35

Para el plásmido pGS177 el fragmento ori de SV40 fue amplificado como se describió anteriormente con los 
cebadores ori 1 y ori 2 e introducido en pGS127.

2. Comprobación de las construcciones.

a. Análisis de secuencia.

La integridad de todos los plásmidos descritos anteriormente fue ensayada mediante digestión de restricción. 40
Además, la secuencia y orientación correctas de los fragmentos SV40 ori en pGS151 y pGS177 se confirmaron por 
análisis de secuencia. Las secuencias adenovirales en pSTK146, pGS119 y pGS122 fueron determinadas por 
análisis de secuencia y coincidieron completamente con la secuencia de tipo silvestre de Ad5.

b. Pruebas para la expresión transitoria.

Los plásmidos pSTK146, pGS119 y pGS122 fueron transfectados en células HeLa y la expresión de las proteínas 45
E1A y E1B se analizó mediante transferencia Western usando anticuerpos monoclonales (Merck Bioscience). Los 
plásmidos pGS158, pGS159, pGS161 fueron transfectados en células HEK293 y la expresión del antígeno T se 
detectó utilizando transferencia Western y un anticuerpo monoclonal (Abcam, Cambridge, Reino Unido). Los 
plásmidos pGS116 y pGS151 fueron transfectados en células CAP y se detectó la expresión y secreción de alfa 1-
antitripsina humana (hAAT) en el sobrenadante de cultivo usando ELISA (véase 6.).50

De la misma forma los plásmidos pGS127 y pGS177 fueron transfectados en células CAP y la expresión de Epo 
humana se detectó mediante ELISA (véase 6.).
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3. Cultivo de células.

a) Líneas de células.

Se cultivaron células amniocíticas transformadas (CAP y CAP-T) en medio 293SFMII (Invitrogen nº 11686-029), 
0,5% de antimicótico/antibiótico (Invitrogen nº 15240-062), L-glutamina 4 mM (Invitrogen nº 25030-024) a 37 °C, 95% 
de humedad, 8% de CO2. El medio de cultivo de células CAP-T contenía adicionalmente 5 µg/ml de blasticidina 5
(Invitrogen nº R210-01). Las células se inocularon normalmente con una densidad de comienzo de 2 - 4 x 105

células/ml en un volumen de 12 ml en un matraz de agitación y se cultivaron en incubador sacudidor a 100 rpm 
durante 3 - 4 días. A una densidad de 1 - 2 x 106 células/ml las células se recolectaron por centrifugación y se 
siguieron cultivando con la densidad de partida mencionada anteriormente en medio fresco. Las células HEK293, 
HEK293-T (ATCC nº CRL-11268) y HeLa se cultivaron adherentemente en medio de Eagle modificado por Dulbecco 10
(Advanced D-MEM, Invitrogen nº 12491-015) con 10% de suero de ternera fetal en placas de cultivo celular. Las 
células HEK293-T fueron adaptadas por etapas al crecimiento en suspensión libre de suero en medio 293-SFMII y 
se cultivaron en matraces de agitación a 100 rpm, 37 °C, 95% de humedad y 8% de CO2.

b. Amniocitos primarios.

Se obtuvieron amniocitos primarios, siguiendo los correspondientes métodos de rutina, durante una amniocentesis. 1 15
- 2 ml de esta punción se cultivaron con 5 ml de medio F10 de Ham (Invitrogen nº 31550-023), 10% de suero de 
ternera fetal, 2% Ultroser G (Cytogen GmbH), 1x de antibiótico/antimicótico (Invitrogen nº 15240-062) a 37 °C, 95% 
de humedad y 5% de CO2 en placas de cultivo de células Primaria de 6 cm (Falcon). Al cabo de 4 - 6 días los 
amniocitos empezaron a hacerse adherentes y se añadieron 3 ml de medio fresco más aditivos (véase el conjunto 
precedente). Tan pronto como las células fueron completamente adherentes, el medio se retiró y se reemplazó por 5 20
ml de medio fresco más aditivos. Para los posteriores pasajes las células confluentes se lavaron con PBS, se 
despegaron con tripsina (TrypleSelect, Invitrogen nº 12563011) y se transfirieron a 10 y 25 ml, respectivamente, de 
medio fresco más aditivos en placas de 10 cm y 15 cm, respectivamente.

4. Transformación de amniocitos primarios.

a. Transfección.25

Los amniocitos primarios cultivados (véase 3b) fueron transformados cada uno de ellos mediante la transfección con 
plásmidos pSTK146, pGS119 o pGS122. De antemano, los plásmidos respectivos se linealizaron mediante digestión 
con enzimas de restricción adecuadas (pSTK146, pGS119: ScaI; pGS122: PmeI). Antes de la transfección los 
amniocitos fueron adaptados por etapas al medio Opti-Pro (Invitrogen nº 12309-019) con 2% de Ultroser. Para este 
propósito se añadió a las células medio F10 de Ham fresco (con aditivos véase 3b), más medio Opti-Pro (con 2% de 30
Ultroser) en una relación de 75:25%, 50:50%, 25:75% y 0:100% cada 2 a 3 días. Para la transfección, las células de 
una placa de 15 cm de aproximadamente 80% de confluencia se distribuyeron en placas de 6 cm que corresponden 
a un número de células de 5 a 7 x 105 células por placa. Al día siguiente, las células en 5 placas fueron 
transfectadas cada una con 2 µg de pSTK146, pGS119 o pGS122 linealizados usando el reactivo de transfección 
Effectene (Qiagen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Un disco no fue transfectado y se siguió cultivando. Al 35
día siguiente, las células se lavaron con PBS, se despegaron con TrypleSelect y se transfectaron a una placa de 15 
cm. Las células se cultivaron durante 10 a 15 días más, en los que el medio se reemplazó por medio fresco cada 3 a 
4 días. Durante este tiempo se redujo la adición de Ultroser al 1%. Al cabo de aproximadamente 10 a 15 días las 
células eran confluentes y se transfirieron a placas de 15 cm, como se describió anteriormente.

b. Aislamiento de los clones de células transformadas.40

Algunas semanas después de la transfección, se observaron en todas las transfecciones islas de células clonales 
que son significativamente distintas de los amniocitos no transformados en lo que se refiere a su morfología. Estas 
islas de células fueron recogidas y transferidas sobre placas de 24 pocillos (correspondientes al paso 1). Además, 
las células se propagaron y se transfirieron primeramente a placas de 6 cm y más tarde a placas de 15 cm. La 
expresión de las proteínas E1 en cada una de las líneas de células clonales se detectó en el análisis de 45
transferencia de Western usando anticuerpos monoclonales (véase 2b).

La producción de líneas de células que expresan el antígeno T basadas en líneas de células amniocíticas 
transformadas se describe a continuación a modo de ejemplo para una línea celular obtenida por transfección con 
pGS119 (dicha línea celular se denomina línea celular de CAP en lo que sigue). Después del aislamiento y la 
expansión de las islas de células clonales se produjeron líneas de células uniformes genéticas a partir de los clones 50
de células por clonación de células individuales a través del "método de dilución limitada". En resumen una célula del 
clon que se ha de clonar se sembró en una placa de 96 pocillos y la expansión real de solamente una célula se 
controló mediante microscopía en el curso de los siguientes días. Las líneas obtenidas a partir de células 
individuales fueron expandidas por etapas a placas de15 cm. Por dilución en etapas del medio de cultivo Opti-
Pro/1% Ultroser con medio 293SFMII, se adaptaron las células al crecimiento en suspensión en medio libre de 55
suero. Se analizaron las líneas de células individuales en relación con la expresión de proteína estable y transitoria y 
de alta densidad de crecimiento, se seleccionó un clon con las mejores propiedades y se continuó utilizando en lo 
que sigue.
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5. Producción de grupos de células que expresan el antígeno T.

Cada 1 x 107 células CAP (obtenidas por transfección de amniocitos primarios con plásmido pGS119, adaptadas a 
crecimiento en suspensión en medio libre de suero) fueron transfectadas con cada 5 µg de ADN de plásmido 
pGS158-, pGS159- y pGS161 linealizado, y se cultivaron en el matraz de agitación bajo condiciones como las 
descritas anteriomente. Para la selección de células transfectadas estables se añadieron 5 µg/ml de blasticidina 48 h 5
después de la transfección y las células se siguieron cultivando hasta que se obtuvieron grupos de células en 
crecimiento estable al cabo de aproximadamente 3 a 4 semanas. Dichos grupos de células se denominaron Z582 
(transfección con pGS158, antígeno T expresado por el promotor CAG), Z583 (transfección con pGS159, antígeno T 
expresado por el promotor RSV) y Z597 (transfección con pGS161, antígeno T expresado por el promotor CMV). 
Dado que se desconoce si un aumento de la concentración de antígeno T es potencialmente tóxico para las células 10
CAP, se intentó expresar el antígeno T por medio de promotores que tienen una fuerza diferente. Fue posible 
demostrar que la expresión de una proteína de referencia en las células CAP era la más alta por el uso del promotor 
CMV, un poco más baja con el promotor CAG y claramente más baja con el promotor RSV. Fue posible generar 
grupos de células de crecimiento estable con los tres promotores y los tres grupos de células expresaron el antígeno 
T intracelular.15

6. Expresión transitoria de proteínas en células CAP y CAP-T.

El fragmento ori de 359 pb tal como se utiliza en la presente invención contiene en comparación con el ori mínimo 
que es de 63 pb de longitud, además de dicha secuencia nuclear, también las secuencias repetidas de 21 pb y 72 pb 
(SEC ID Nº: 11). Estas dos secuencias repetidas son en realidad importantes principalmente para la función del 
promotor que superpone el ori pero hay indicios de que también aumentan la replicación del DNA de SV40 20
(Chandrasekharappa y Subramanian, J. Virol. 61, 2973 - 2980, 1987).

Para ensayar si la concentración de antígeno T en la célula tiene influencia en la expresión de una proteína de 
referencia, los tres grupos de células Z582, Z583 y Z597 que expresan el antígeno T bajo promotores de fuerzas 
diferentes han sido ensayados y comparados con la expresión transitoria en las células CAP que no expresan el 
antígeno T. Por tanto, 1 x 107 células de cada fueron transfectadas con medios de la tecnología nucleofector 25
(Amaxa/Lonza, programa X-001, Puffer V) con el plásmido circular pGS151 y se cultivaron en un volumen inicial de 
12 ml. El medio fue reemplazado tres y seis días después de la transfección, en donde en el día 6 también se 
aumentó el volumen a 15 ml. Cada alícuota fue tomada comenzando el tercer día hasta e incluyendo el séptimo día 
después de la transfección y en el noveno día después de la transfección, se determinó el número de células y la 
expresión de hAAT se determinó mediante el método ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a una enzima) 30
utilizando anticuerpos policlonales anti-hAAT (desacoplados y acoplados a HRP; ICN Biomedicals). Se utilizó como 
control hAAT purificada a partir de plasma humano (ICN Biomedicals).

El resultado de este experimento se muestra gráficamente en la Fig. 3. En todos los grupos celulares de CAP-T se 
obtuvo una expresión transitoria más alta en comparación con las células CAP. La expresión transitoria en Z582 es 8 
veces, en Z583 es 25 veces y en Z597 es 70 veces más alta que en las células CAP. También un segundo grupo de 35
células CAP-T que expresan el antígeno T por el promotor CMV tiene como resultado una alta expresión comparable 
a la expresión obtenida con Z597.

Dichos datos demuestran que tanto la expresión permanente de antígeno T en células CAP como el nivel de 
expresión de antígeno T tienen influencia sobre el nivel de expresión transitoria.

En otro experimento se determinó el nivel de la expresión transitoria de hAAT en el grupo de células Z597 después 40
de la transfección transitoria del plásmido pGS116 y pGS151, respectivamente. Ambos plásmidos difieren entre sí 
sólo por la presencia del fragmento de SV40-ori en pGS151. La transfección y el análisis cuantitativo de hAAT se 
realizaron como se describió anteriormente, en donde tanto el nivel de expresión de hAAT como el desarrollo del 
número de células vivas se determinaron a lo largo de un intervalo de tiempo de 9 días. El resultado de dicho ensayo 
se muestra gráficamente en la Fig. 4. La presencia del fragmento SV40-ori en el plásmido de expresión conduce a 45
un aumento de la expresión transitoria que es 30 veces más alta. En total pudieron expresarse 2,5 mg de hAAT por 
transfección de 1 x 107 células CAP-T en un volumen de 40 ml dentro de los 9 días. Esto está en correspondencia 
con una eficiencia de expresión de alrededor de 60 mg/L y de hasta 40 pg/célula /día. El crecimiento celular se inicia 
aproximadamente 3 días después de la transfección, la vitalidad de las células sigue permaneciendo a lo largo de 
todo el margen de tiempo de la prueba por encima del 80%.50

Para demostrar que dicha eficiencia de expresión transitoria no es específica para hAAT, otra proteína glicosilada 
eritropoyetina (Epo) fue expresada transitoriamente en células CAP-T. Como se describió para hAAT, 1 x 107 células 
CAP-T del grupo de células Z597 fueron transfectadas con plásmidos pGS177 (que contienen el casete de 
expresión para Epo y el fragmento SV40-ori) y Epo se cuantificó en el sobrenadante de las células por medio de 
ELISA (R & D Systems, Quantikine IVD, Human Epo Immunoassay, DEP00). Pudieron expresarse 0,73 mg de Epo 55
con una eficacia de expresión de 32 mg/L en un intervalo de tiempo de ensayo de 7 días.
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7. Comparación con la expresión transitoria en otros sistemas celulares.

Una línea de células humanas ya descrita con anterioridad, la llamada línea celular HEK293-T, expresa el antígeno 
T de SV40 de forma estable y está basada en la línea celular HEK293 humana transformada con adenovirus 
(DuBridge et al., Mol. Cell. Biol. 7, 379 - 387, 1987). De forma comparable con Z597, 1 x 107 células HEK293-T 
(medio libre de suero, cultivo en suspensión) fueron transfectadas con 5 µg de plásmido circular pGS151 por medio 5
de la tecnología nucleofector Amaxa según el protocolo del fabricante (programa X-001, Puffer V) y se cultivaron. El 
resultado de dicho experimento se muestra gráficamente en la Fig. 5. Aunque el número de células de 293-T fue 
claramente mayor que el de CAP-T en el día 9 la expresión transitoria en CAP-T es, en comparación con la de 293-
T, aproximadamente 40 veces mayor.

8. Ensayo de replicación.10

Debe demostrarse en un ensayo de replicación, si la expresión de antígeno T en células CAP-T produce un mayor 
número de copias del plásmido de expresión que contiene ori – lo que por tanto explicaría que la expresión 
transitoria de la proteína sea claramente superior. Por consiguiente, las células Z597- y HEK293-T, respectivamente, 
fueron transfectadas con los plásmidos pGS116 y pGS151, respectivamente, y cultivadas como se describió 
anteriormente. Después de 6, 12, 24, 48, 72 y 96 horas se tomaron 1 x 105 células, se centrifugaron, se recogieron 15
en PBS y se lisaron mediante la adición del mismo volumen de NaOH 0,8 N. Los lisados celulares fueron 
transferidos en un aparato SlotBlot en una membrana de nilón cargada positivamente (GE Healthcare, Hybond-N+). 
Se añadieron cantidades crecientes de plásmidos pGS116 y pGS151 a 1 x 105 células Z597 como testigo, se lisaron 
y se transfirieron como se describió anteriormente. Dicho patrón corresponde a 1000, 2500, 5000, 10000 y 15000 
copias por célula. El ADN se fijó mediante la incubación de la membrana a 120 °C durante 30 minutos y se visualizó 20
por medio de una sonda de PCR no radioactiva compuesta por hAAT-cDNA de acuerdo con el protocolo del 
fabricante (AlkPhos Direct Labeling and Detection System, GE Healthcare, RPN 3680 y 3682). El número de copias 
en las células transfectadas con pGS116 y pGS151 se cuantificó por medio de la concentración conocida del 
plásmido patrón. El resultado de dicho ensayo de replicación se muestra gráficamente en la Fig. 6. Como era de 
esperar, solamente pGS151 pero no pGS116 se replica en CAP-T Z597. El número de copias de pGS151 aumenta 25
de aproximadamente 1500 copias/célula 6h después de la transfección a casi 7000 copias/célula 72 h después de la 
transfección, por lo cual el número de células se mantiene igual. En cambio, el número de copias de pGS151 
permanece constante en HEK293-T durante más de 96 horas. Dado que el número de células 293-T se ha duplicado 
en dicho intervalo de tiempo, se puede suponer una baja replicación de pGS151 en dichas células, sin embargo, 
está claramente por debajo de la tasa de replicación de Z597.30

La detección de la expresión del antígeno T en líneas de células amniocíticas y células HEK293-T se realizó 
mediante el análisis de transferencia Western. A partir de los tres grupos de células CAP-T y células HEK293-T se 
recogieron 1 x 106 células de cada uno en 50 µl de Tris/HCl 50 mM pH 8, NaCl 140 mM, 0,5% de NP40, EDTA 4 
mM, EGTA 2 mM, PMSF 0,5 mM , 5% de glicerol, y se incubaron durante 30 min en hielo. La mezcla de proteínas se 
centrifugó durante 10 min a 13000 rpm y la concentración de proteína se determinó en el sobrenadante mediante un 35
kit de detección de proteínas (Coomassie, Bradford, Thermo Life Science nº 23200). En un gel de poliacrilamida 
SDS 12% se separaron 10 µg de proteína, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Hybond ECL, 
Amersham Pharmacia Biotech) y se visualizaron por medio de un anticuerpo específico del antígeno T (Abcam, 
antígeno T Anti- SV40 ab16879) . Se pudo demostrar por este experimento que se expresa más antígeno T en Z597 
que en los otros dos grupos y en las células HEK-293-T.40

9. Transfección con polietilenimina.

Dado que el método de transfección descrito anteriormente es escalable solamente de una manera limitada, se ha 
ensayado otro reactivo de transfección, polietilenimina (PEI, Polysciences, nº 23966) que se describe en particular 
para transfecciones en gran escala. Se disolvió PEI linear (PM = 25.000) de acuerdo con el protocolo del fabricante 
con una concentración de 1 mg/ml y se usó en una relación de ADN: PEI = 1:3. Para la transfección se mezclaron 10 45
µg de pGS151 con 30 µg de PEI, se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente y se añadieron a 1 x 107

células CAP-T Z597 en 6 ml de medio FreeStyle (Invitrogen nº 12338-018). Se añadieron 6 ml de medio 293-SFMII 
al cabo de 5h y las células se incubaron durante 7 días. Tres días después de la transfección el medio fue 
reemplazado con 293-SFMII y en vista del fuerte crecimiento celular se aumentó el volumen hasta 30 ml. El 
resultado de dicho experimento se muestra en la Fig. 7. Por la transfección con PEI se logró una alta expresión 50
transitoria de proteínas en CAP-T. Sin embargo, el rendimiento máximo de proteína fue de unas 2 veces por debajo 
de la expresión lograda con nucleofección. Es digno de señalar que las células crecen con una rapidez claramente 
mayor y con más fuerza después de la transfección con PEI y que logran un número de células que es 
aproximadamente 10 veces mayor en comparación con la nucleofección al cabo de 7 días.
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Listado de secuencias

<110> CEVEC Pharmaceuticals GmbH

<120> Nueva línea de células humanas permanente

<130> CEV-014 PCT

<150> DE 10 2009 003 439.05
<151> 2009-02-05

<160> 12

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1
<211> 434410
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> 1-4344 Ad5

<400> 115
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<210> 2
<211> 3018
<212> DNA
<213> Artificial5

<220>
<223> 505-3522 Ad5
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<400> 2
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<210> 3
<211> 3575
<212> DNA5
<213> Artificial

<220>
<223> 505-4079 Ad5

<400> 3

10
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<210> 4
<211> 2499
<212> DNA
<213> Artificial5

<220>
<223> Antígeno T de SV40
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<400> 4
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<210> 5
<211> 523
<212> DNA5
<213> Artificial

<220>
<223>Promotor de CMV

<400> 5

10

<210> 6
<211> 97
<212> DNA
<213> Artificial

<220>15
<223> SD/SA (intrón) de SV40 

<400> 6

<210> 7
<211> 14720
<212> DNA
<213> Artificial
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<220>
<223> poliA (Antígeno T) de SV40 

<400> 7

<210> 85
<211> 1926
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> EBNA-110

<400> 8
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<210> 9
<211> 29
<212> DNA5
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 9
ccggaattct ttgcaaaagc ctaggcctc 2910

<210> 10
<211> 29
<212> DNA
<213> Artificial

<220>15
<223> Cebador

<400> 10
ccggaattct gaggcggaaa gaaccagct 29

<210> 11
<211> 35920
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> SV40 ori
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<400> 11

<210> 12
<211> 1378
<212> DNA5
<213> Artificial

<220>
<223> hAAT

<400> 12

10
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la producción de una línea de células amniocíticas humanas permanente que comprende:

a) transfectar células amniocíticas humanas primarias con una molécula de ácido nucleico que comprende una 
secuencia de ácidos nucleicos que codifica los productos génicos adenovirales E1A y E1B y

b) subsiguientemente transfectar la línea de células amniocíticas humanas permanente obtenida en la etapa a) 5
con una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica el antígeno T 
grande de SV40 o el antígeno nuclear 1 del virus de Epstein-Barr (EBV) (EBNA-1).

2. El método según la reivindicación 1ª, en el que la secuencia de ácidos nucleicos que codifica las funciones 
génicas adenovirales E1A y E1B se deriva de un adenovirus humano, en particular el adenovirus humano de 
serotipo 5.10

3. El método según la reivindicación 2ª, en el que la secuencia de ácidos nucleicos que codifica los productos 
génicos adenovirales E1A y E1B comprende los nucleótidos 1 a 4344, 505 a 3522, o los nucleótidos 505 a 4079 del 
adenovirus humano de serotipo 5.

4. El método según la reivindicación 1ª, en el que la secuencia de ácidos nucleicos que codifica el antígeno T 
grande de SV40 comprende además la secuencia de ácidos nucleicos para un promotor seleccionado entre el grupo 15
de promotor de CMV, promotor de CAG y promotor de RSV, la secuencia de ácidos nucleicos para SD/SA de SV40 
(intrón) y la secuencia de ácidos nucleicos para poliA de SV40, y la secuencia de ácidos nucleicos para el antígeno 
nuclear 1 del virus de Epstein-Barr (EBV) (EBNA-1) comprende además la secuencia de ácidos nucleicos para un 
promotor seleccionado entre el grupo del promotor de CMV, promotor de CAG y promotor de RSV, la secuencia de 
ácidos nucleicos para SD/SA de SV40 (intrón) y la secuencia de ácidos nucleicos para poliA de SV40.20

5. El método según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que en vez de la etapa a) se 
usan las líneas de células amniocíticas humanas ya inmortalizadas con una molécula de ácido nucleico, que 
comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica los productos génicos adenovirales E1A y E1B.

25
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Fig. 1a
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Fig 1b
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Fig. 1c
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Fig. 2a
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Fig. 2b
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Fig. 2c
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Fig.3
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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