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DESCRIPCION

Vector de expresion para produccion a gran escala de proteina derivada de genes foraneos usando células animales, y
uso del mismo

Campo técnico

La presente invencidn se refiere a vectores de expresion de células de mamifero que le confieren a las células huésped
de mamifero la capacidad de producir altos niveles de proteinas derivadas de genes foraneos. Los vectores de
expresion de la presente invencion son particularmente adecuados para la produccion de proteinas de mamifero que
requieren glicosilacion y plegamiento Unico para los mamiferos y que dificilmente tienen actividad suficiente cuando se
producen por recombinacién genética utilizando E. coli o levadura como huésped.

Antecedentes de la técnica

Un gran ndmero de vectores para la produccion de proteinas recombinantes ha sido desarrollado, y los niveles de
expresion de proteinas son altos en sistemas de expresion que utilizan bacterias tales como E. coli, microorganismos
eucariotas tales como levaduras y células de insecto como huéspedes. Sin embargo, cuando se expresan proteinas
Unicas para mamiferos, no pueden formar una estructura tridimensional normal y la mayor parte del tiempo existe un
problema con las modificaciones post-traduccion tales como la glicosilacién. Por lo tanto, es necesario establecer
sistemas de expresion que utilicen células de mamifero como huéspedes, pero en general, el nivel de expresion es bajo
en la mayoria de los casos. Ademas, los sistemas de expresion que utilizan vectores de virus recombinantes también se
utilizan en células animales, que son superiores que las células de insectos, pero la remocion de los vectores de virus
recombinantes de las proteinas expresadas es un proceso muy engorroso y el riesgo de los vectores virales mismos no
se puede negar.

Los casos de produccién de proteina recombinante utilizando una célula de mamifero como huésped incluyen activador
plasmindgeno tisular (documento 1 de patente), eritropoyetina (documento 2 de patente y documentos 1-3 que no son
de patente), IFN-y (documento 4 que no es de patente), e IFN-B (documento 3 de patente y documento 5 que no es de
patente). Por otra parte, existen muchos reportes sobre la produccién recombinante de anticuerpos monoclonales
(documentos 4 a 6 de patente, y documentos 6 a 8 que no son de patente). Ademas, un ejemplo de un vector de
expresion alta para células de mamifero es pPNOW/CMV-AA (documento 7 de patente). El nivel de produccion de
conglutinina utilizando este vector fue hasta de 11,8 ug/mL después de cuatro dias de cultivo. Sin embargo, el nivel de
produccion de proteina recombinante es poco probable que sea suficiente en estos casos.

Los documentos del estado del arte que se relacionan con la invencién de esta solicitud se muestran a continuacion.
[Documentos del estado del arte]

[Documento de Patente]

[Documento 1 de patente] Solicitud de patente japonesa de Kokai, Publicacién No. (JP-A) S59-183693 (solicitud de
patente japonesa publicada, no examinada)

[Documento 2 de patente] JP-A (Kokai) 2002-45191
[Documento 3 de patente] JP-A (Kokai) HO7-265084
[Documento 4 de patente] JP-A (Kokai) HO7-67648
[Documento 5 de patente] JP-A (Kokai) HO6-30788
[Documento 6 de patente] JP-A (Kokai) HO6-217786
[Documento 7 de patente] JP-A (Kokai) H10-179169
[Documento 8 de patente] WO 2006/048459 A2
[Documento 9 de patente] WO 01/32901 Al
[Documento 10 de patente] WO 2004/024915 Al

[Documentos que no son de patente]
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[Documento 1 que no es de patente] Fermentation Bioengineering, (1989) 4: p. 257
[Documento 2 que no es de patente] Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., (1986) 83: p. 6465
[Documento 3 que no es de patente] Biotechnology, (1988) 6: p. 67

[Documento 4 que no es de patente] Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., (1983) 80: p. 4564
[Documento 5 que no es de patente] Cytotechnology, (1990) 4: p. 173

[Documento 6 que no es de patente] Biotechnology, (1992) 10: p. 169

[Documento 7 que no es de patente] J. Immunol. Methods, (1989) 125: p. 191
[Documento 8 que no es de patente] Biotechnology, (1992) 10: p. 1455

Divulgacién de la invencion

[Problemas a ser resueltos por la invencion]

El uso de células de mamifero, particularmente de células de ovario de hamster chino (en lo sucesivo, células CHO) en
la produccion de agentes farmacéuticos, ha sido confirmado como seguro y se ha convertido en una técnica comun hoy
en dia. En la produccion de proteinas recombinantes utilizando células de mamifero, el aumento de la productividad es
muy importante desde los aspectos de la reduccidon de costes, el mantenimiento de los costes de atencién médica, y
similares. Por lo tanto, es necesario el desarrollo de vectores de expresion para la produccion de transformantes con
una capacidad de produccién de alto nivel a través de la transferencia eficiente de genes.

La transferencia eficiente de genes es necesaria para facilitar la produccién de altos niveles de proteina recombinante
en células de mamifero. La transferencia eficiente de genes significa que la probabilidad de obtener clones con alto nivel
de productividad es alta, independientemente de si la seleccién clon es facil o no. Especificamente, esto significa que el
ndmero de clones de células viables después de la seleccion de medicamentos para todas las células transformadas es
relativamente pequefio, y por lo tanto la seleccion de clones con alto nivel de productividad es facil. También significa
que la probabilidad de ocurrencia de clones con alto nivel de productividad de alto nivel es alto, incluso si el nimero de
células productoras de la proteina de interés es pequefia. A medida que el nimero de células disponibles se hace
mayor, se requieren mas tiempo y esfuerzo para la seleccion, y conduce a ineficiencia y a una alta probabilidad de pasar
por alto los clones que tienen potencialmente una capacidad de produccién de alto nivel.

La capacidad de produccion de alto nivel se refiere al alto nivel de expresion de proteina recombinante en los clones de
células transformadas obtenidas por transferencia de genes, y esto se considera que es debido principalmente a las
caracteristicas y el rendimiento de los vectores de expresion. Se ha encontrado que el nivel de la expresiéon génica es
notablemente diferente dependiendo de la posicion cromosoémica (Annu. Rev. Cell Biol., 6, pagina 679, 1990), y la
introduccion de un gen de interés a una regién con una alta actividad transcripcional en el cromosoma (en adelante,
lugar activo transcripcional) es probable que aumente el nivel de produccion de proteinas recombinantes.

La presente invencién se logré en vista de las circunstancias anteriores. Un objetivo de la presente invencion es
proporcionar vectores de expresion para células de mamifero que les confiere a las células huésped de mamifero la
capacidad de producir proteinas derivadas de genes foraneos en niveles altos. Otro objetivo de la presente invencion es
proporcionar métodos para producir transformantes que utilizan los vectores y métodos anteriormente mencionados
para la produccion de proteinas derivadas de genes foraneos que utilizan los vectores mencionados anteriormente.

[Medio para resolver los problemas]

Tras una investigacion dedicada a resolver los problemas mencionados anteriormente, los presentes inventores
desarrollaron exitosamente vectores de expresion que tienen el mecanismo para incorporar un ADN plasmido en el
lugar activo de la transcripcion en el cromosoma de una célula huésped deficiente en el gen de la dihidrofolato
reductasa, y seleccionar cepas que crecen en medio libre de hipoxantina-timidina (en adelante denominadas como HT).
Ya que la dihidrofolato reductasa (DHFR) es necesaria para la biosintesis de nucleobases, es una enzima esencial para
todos los organismos que utilizan ADN como el material para la informacion genética. Por lo tanto, las células huésped
deficientes en el gen de la dihidrofolato reductasa no pueden crecer en un medio que no contiene HT que es un
componente de los acidos nucleicos. Las células que expresan una proteina de interés se pueden seleccionar mediante
la introduccion de un constructo que incorpora el gen de una proteina de interés y el gen DHFR en células huésped
deficientes en el gen de la dihidrofolato reductasa y luego cultivar las células bajo condiciones libres de HT. En
comparacion con el método de introduccién de un constructo que incorpora el gen de una proteina de interés y el gen de
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la neomicina fosfotransferasa y luego realizar la seleccidon con G418, este método permite la amplificacién del gen por
MTX, que es un inhibidor de DHFR y por lo tanto es mas adecuado para la obtencion de cepas productoras de la
proteina de interés en niveles altos. Como resultado, un vector de expresion que permite la produccion estable de
proteina de alto nivel, se construy6 la produccion de proteinas de alto nivel, y se completé la presente invencion.

La presente invencion se refiere al contenido como se define en las reivindicaciones anexas. Mas especificamente, la
presente invencion o descripcion, respectivamente, proporciona lo siguiente:

[1] un vector de expresion para permitir la produccién de alto nivel de una proteina derivada del gen fordneo en una
célula huésped de mamifero, que comprende:

(a) un casete de un gen de la dihidrofolato reductasa con traduccion alterada (casete del gen DHFR con traduccion
alterada), cuya expresion se atenlla mediante la alteracion de los codones con los codones menos frecuentemente
utilizados en un mamifero, particularmente como se define adicionalmente en las reivindicaciones; y

(b) un casete de un gen que comprende un sitio de clonacién para la integraciéon de un gen foraneo entre un promotor
transcripcionalmente muy activo y una sefial de poliadenilacion muy estable;

[2] el vector de expresién de [1], en donde los codones del casete del gen DHFR con traduccion alterada de [1] (a) han
sido alterados con los codones menos frecuentemente utilizados en los seres humanos;

[3] el vector de expresion de [1], en donde los codones del casete del gen DHFR con traduccion alterada de [1] (a) han
sido alterados a GCA para alanina, CGA para arginina, AAU para asparagina, GAU para acido aspartico, UGU para
cisteina, CAA para glutamina, GAA para acido glutamico, GGU para glicina, CAU para histidina, UUA para leucina, AAA
para lisina, CCA para prolina, UUU para fenilalanina, UCA para serina, ACU para treonina, UAU para tirosina, y/o GUA
para valina;

[4] el vector de expresion de [1], en donde el casete del gen DHFR de traduccion alterada de [1] (a) utiliza un promotor
con baja actividad inductora de expresion como el promotor;

[5] el vector de expresion de [4], en donde el promotor de baja actividad utilizado es un promotor derivado de un gen que
dificilmente se expresa en una célula de mamifero o un promotor cuya porcion reforzadora ha sido removida;

[6] el vector de expresion de [1], en donde una region alterada del codén en el casete del gen DHFR de traduccion
alterada de [1] (a) es 30% o mas de la longitud completa del casete del gen;

[7] un método para producir un transformante que tiene capacidad para producir un alto nivel de una proteina derivada
del gen foraneo, que comprende las etapas de insertar un gen foraneo en el vector de expresioén de uno cualquiera de
[1] a [6], y la transformacion de una célula huésped deficiente en el gen de la dihidrofolato reductasa con el vector de
expresion;

[8] un método para producir una proteina derivada del gen foraneo, que comprende las etapas de

(a) insertar un gen foraneo en el vector de expresion de uno cualquiera de [1] a [6];

(b) transformar una célula huésped deficiente en el gen de la dihidrofolato reductasa con el vector de expresion;
(c) cultivar el transformante en un medio libre de hipoxantina-timidina; y

(d) recolectar la proteina derivada del gen foraneo a partir del transformante cultivado;

[9] el método de [8], en donde se usa un medio quimicamente definido (medio CD) o un medio CD complementado con
un aditivo de base no animal para el cultivo en la etapa (c) de [8]; y

[10] un método de deteccion para un transformante que tiene la capacidad para producir un alto nivel de una proteina
derivada del gen foraneo, que comprende las etapas de:

(a) insertar un gen foraneo en el vector de expresion de uno cualquiera de [1] a [6];
(b) transformar una célula huésped deficiente en el gen de la dihidrofolato reductasa con el vector de expresion; y

(c) cultivar el transformante en un medio libre de hipoxantina-timidina.
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Breve descripcién de los dibujos

La Fig. 1 muestra el constructo pDC1 con las respectivas abreviaturas que se muestran a continuacion. PCMV:
promotor de citomegalovirus; INRBG: intron de la hormona de crecimiento de conejo; PABGH: sefial de adicion de poliA
del gen de la hormona de crecimiento bovina; PdSV: promotor del virus de simio 40 suprimido del reforzador; DHFR:
ADNCc de la dihidrofolato reductasa; PASV: sefial de adicion de poliA del virus de simio 40; y Amp" marcador de
seleccion (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La Fig. 2 muestra el constructo pDC2 con las respectivas abreviaturas que se muestran a continuacion. PCMV:
promotor de citomegalovirus; INRBG: intrén de la hormona de crecimiento de conejo; PABGH: sefial de adicion de poliA
del gen de la hormona de crecimiento bovina; PdSV: promotor del virus de simio 40 suprimido del reforzador; cdDHFR:
gen DHFR de traduccion alterada producido por la alteracion de los codones de la secuencia completa de nucleétidos
de DHFR con los codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicion de poliA del virus de
simio 40; y Amp": marcador de seleccion (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La Fig. 3 muestra el constructo pDC5 con las respectivas abreviaturas que se muestran a continuaciéon. PCMV:
promotor de citomegalovirus; INRBG: intron de la hormona de crecimiento de conejo; PABGH: sefial de adicion de poliA
del gen de la hormona de crecimiento bovina; PdSV: promotor del virus de simio 40 suprimido del reforzador;
cd90DHFR: gen NPT de traduccién alterada producido mediante la alteraciéon de los codones en el intervalo de 90
bases desde el extremo 5' de la secuencia de nucle6tidos de DHFR con los codones menos frecuentemente utilizados
en mamiferos; PASV: sefial de adicidon de poliA del virus de simio 40; y Amp": marcador de seleccion (resistencia a
ampicilina) en E. coli.

La Fig. 4 muestra el constructo pDC6 con las respectivas abreviaturas que se muestran a continuaciéon. PCMV:
promotor de citomegalovirus; INRBG: intron de la hormona de crecimiento de conejo; PABGH: sefial de adicion de poliA
del gen de la hormona de crecimiento bovina; PdSV: promotor del virus de simio 40 suprimido del reforzador;
cd180DHFR: gen DHFR de traduccion alterada producido mediante la alteracion de los codones en el intervalo de 180
bases desde el extremo 5' de la secuencia de nucle6tidos de DHFR con los codones menos frecuentemente utilizados
en mamiferos; PASV: sefial de adicidon de poliA del virus de simio 40; y Amp": marcador de seleccion (resistencia a
ampicilina) en E. coli.

La Fig. 5 muestra el constructo pDC7 con las respectivas abreviaturas que se muestran a continuacion. PCMV:
promotor de citomegalovirus; INRBG: intron de la hormona de crecimiento de conejo; PABGH: sefial de adicion de poliA
del gen de la hormona de crecimiento bovina; PdSV: promotor del virus de simio 40 suprimido del reforzador;
cd270DHFR: gen DHFR de traduccion alterada producido mediante la alteracion de los codones en el intervalo de 270
bases desde el extremo 5' de la secuencia de nucleétidos de DHFR con los codones menos frecuentemente utilizados
en mamiferos; PASV: sefial de adicidon de poliA del virus de simio 40; y Amp": marcador de seleccion (resistencia a
ampicilina) en E. coli.

La Fig. 6 muestra el constructo pDC1/hMBL con las respectivas abreviaturas que se muestran a continuacion. PCMV:
promotor de citomegalovirus; INRBG: intron de la hormona de crecimiento de conejo; hMBL: ADNc de la lectina de
enlazamiento a manosa humana; PABGH: sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de crecimiento bovina;
PdSV: promotor del virus de simio 40 suprimido del reforzador; DHFR: ADNc de dihidrofolato reductasa; PASV: sefial de
adicion de poliA del virus de simio 40; y Amp": marcador de seleccién (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La Fig. 7 muestra el constructo pDC2/hMBL con las respectivas abreviaturas que se muestran a continuacién. PCMV:
promotor de citomegalovirus; INRBG: intron de la hormona de crecimiento de conejo; hMBL: ADNc de la lectina de
enlazamiento a manosa humana; PABGH: sefial de adicién de poliA del gen de la hormona de crecimiento bovina;
PdSV: promotor del virus de simio 40 suprimido del reforzador; cdDHFR: gen DHFR de traduccion alterada producido
por la alteracion de los codones de la secuencia completa de nucleétidos de DHFR con los codones menos
frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicién de poliA del virus de simio 40; y Amp": marcador de
seleccion (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La Fig. 8 muestra el constructo pDC5/hMBL con las respectivas abreviaturas que se muestran a continuacién. PCMV:
promotor de citomegalovirus; INRBG: intrén de la hormona de crecimiento de conejo; hMBL: ADNc de la lectina de
enlazamiento a manosa humana; PABGH: sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de crecimiento bovina;
PdSV: promotor del virus de simio 40 suprimido del reforzador; cd90DHFR: gen DHFR de traduccién alterada producido
mediante la alteracion de los codones en el intervalo de 90 bases desde el extremo 5' de la secuencia de nucleétidos de
DHFR con los codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicién de poliA del virus de
simio 40; y Amp": marcador de seleccién (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La Fig. 9 muestra el constructo pDC6/hMBL con las respectivas abreviaturas que se muestran a continuacion. PCMV:
promotor de citomegalovirus; INRBG: intron de la hormona de crecimiento de conejo; PABGH: sefial de adicion de poliA
del gen de la hormona de crecimiento bovina; PdSV: promotor del virus de simio 40 suprimido del reforzador;
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cd180DHFR: gen DHFR de traduccion alterada producido mediante la alteracion de los codones en el intervalo de 180
bases desde el extremo 5' de la secuencia de nucleétidos de DHFR con los codones menos frecuentemente utilizados
en mamiferos; PASV: sefial de adicion de poliA del virus de simio 40; y Amp": marcador de seleccion (resistencia a
ampicilina) en E. coli.

La Fig. 10 muestra el constructo pDC7/hMBL con las respectivas abreviaturas que se muestran a continuaciéon. PCMV:
promotor de citomegalovirus; INRBG: intrén de la hormona de crecimiento de conejo; hMBL: ADNc de la lectina de
enlazamiento a manosa humana; PABGH: sefial de adicién de poliA del gen de la hormona de crecimiento bovina;
PdSV: promotor del virus de simio 40 suprimido del reforzador; cd270DHFR: gen DHFR de traduccion alterada
producido mediante la alteracién de los codones en el intervalo de 270 bases desde el extremo 5' de la secuencia de
nucleétidos de DHFR con los codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicién de poliA
del virus de simio 40; y Amp": marcador de seleccién (resistencia a ampicilina) en E. coli.

, YFig. 11 muestra el constructo pDC6/EPO con las respectivas abreviaturas que se muestran a continuacion. PCMV:
promotor de citomegalovirus; INRBG: intrén de la hormona de crecimiento de conejo; hEPO: ADNc de eritropoyetina
humana; PABGH: sefial de adicién de poliA del gen de la hormona de crecimiento bovina; PdSV: promotor del virus de
simio 40 suprimido del reforzador; cd180DHFR: gen DHFR de traduccién alterada producido mediante la alteracion de
los codones en el intervalo de 180 bases desde el extremo 5' de la secuencia de nucle6tidos de DHFR con los codones
menos frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicion de poliA del virus de simio 40; y Amp"
marcador de seleccidn (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La Fig. 12 muestra en un grafico y una fotografia ejemplos de deteccion de hEPO expresada por células CHO
transfectadas con el vector de expresion pDC6/hEPO de la presente invencion por el método de transferencia de
manchas.

La Fig. 13 muestra en una fotografia ejemplos de deteccion de hEPO expresada por las células CHO transfectadas con
el vector de expresion pDC6/hEPO de la presente invencién por transferencia tipo Western. Carril 1: marcador de peso
molecular; carril 2: preparacion estandar de EPO (sistemas R&D, 100 ng); carril 3: sobrenadante del cultivo de tres dias
de la linea celular No. 27; carril 4: sobrenadante del cultivo de tres dias de la linea celular No. 36; carril 5: sobrenadante
del cultivo de tres dias de la linea celular No. 50; carril 6: sobrenadante del cultivo de tres dias de la linea celular No. 60;
carril 7: sobrenadante del cultivo de tres dias de la linea celular No. 62; carril 8: sobrenadante del cultivo de tres dias de
la linea celular No. 67; carril 9: sobrenadante del cultivo de tres dias de la linea celular No. 72; carril de 10:
sobrenadante del cultivo de tres dias de la linea celular No. 77; carril 11: sobrenadante del cultivo de tres dias de la
linea celular No. 78; y carril 12: sobrenadante del cultivo de tres dias de la linea celular No. 82.

La Fig. 14 muestra el constructo pDC6/D-EPO con las respectivas abreviaturas que se muestran a continuacion. PCMV:
promotor de citomegalovirus; INRBG: intron de la hormona de crecimiento de conejo; D-EPO: ADNc de Darbepoetina
alfa; PABGH: sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de crecimiento bovina; PdSV: promotor del virus de simio
40 suprimido del reforzador; cd180DHFR: gen DHFR de traduccion alterada producido mediante la alteracion de los
codones en el intervalo de 180 bases desde el extremo 5' de la secuencia de nucleétidos de DHFR con los codones
menos frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicion de poliA del virus de simio 40; y Amp":
marcador de seleccion (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La Fig. 15 muestra en un grafico y una fotografia, ejemplos de deteccién de D-EPO expresada por células CHO
transfectadas con el vector de expresion pDC6/D-EPO de la presente invencion por el método de transferencia de
manchas.

La Fig. 16 muestra en una fotografia, ejemplos de deteccion de D-EPO expresada por células CHO transfectadas con el
vector de expresion pDC6/D-EPO de la presente invencion por transferencia tipo Western. Carril 1: marcador de peso
molecular; carril 2: Darbepoetina alfa (inyeccion Nesp 120 pg/jeringa plastica de 0,6 mL, Kyowa Hakko Kirin Co. Ltd.,
100 ng); carril 3: sobrenadante del cultivo de tres dias de la linea celular No. 12; carril 4: sobrenadante del cultivo de
siete dias de la linea celular No. 12; carril 5: sobrenadante del cultivo de 14 dias de la linea celular No. 12; carril 6:
sobrenadante del cultivo de tres dias de la linea celular No. 23; carril 7: sobrenadante del cultivo de tres dias de la linea
celular No. 23; carril 8: sobrenadante del cultivo de 14 dias de la linea celular No. 23; carril 9: sobrenadante del cultivo
de tres dias de la linea celular No. 24; carril 10: sobrenadante del cultivo de 7 dias de la linea celular No. 24; carril 11:
sobrenadante del cultivo de 14 dias de la linea celular No. 24; carril 12: sobrenadante del cultivo de tres dias de la linea
celular No. 30; carril 13: sobrenadante del cultivo de 7 dias de la linea celular No. 30; carril de 14: sobrenadante del
cultivo de 14 dias de la linea celular No. 33; carril 15: sobrenadante del cultivo de tres dias de la linea celular No. 36;
carril 16: sobrenadante del cultivo de 7 dias de la linea celular No. 36; y carril 17: sobrenadante del cultivo de 14 dias de
la linea celular No. 36.

La Fig. 17 muestra el constructo pDC6/hG-CSF con las respectivas indicaciones que se muestran a continuacion.
PCMV: promotor de citomegalovirus; INRBG: intron de la hormona de crecimiento de conejo; hG-CSF: ADNc del factor
estimulador de colonias de granulocitos humanos (G-CSF); PABGH: sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de
crecimiento bovina; PdSV: promotor del virus de simio 40 suprimido del reforzador; cd180DHFR: gen DHFR de
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traduccion alterada producido mediante la alteracién de los codones en el intervalo de 180 bases desde el extremo 5' de
la secuencia de nucledtidos de DHFR con los codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefial de
adicion de poliA del virus de simio 40; y Amp": marcador de seleccién (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La Fig. 18 muestra un diagrama y una fotografia que indica ejemplos de deteccién de hG-CSF expresado por las células
CHO transfectadas con el vector de expresion pDC6/hG-CSF de la presente invencién por el método de transferencia
de manchas.

La Fig. 19 muestra en una fotografia ejemplos de deteccién de hG-CSF expresado por las células CHO transfectadas
con el vector de expresién pDC6/hG-CSF de la presente invencion por transferencia tipo Western. Carril 1: marcador de
peso molecular; carril 2: preparacion estandar de G-CSF humano (Humanzyme, 50 pg/carril); carril 3: sobrenadante del
cultivo de 3 dias de la linea celular No. 6; carril 4. sobrenadante del cultivo de 7 dias de la linea celular No. 6; carril 5:
sobrenadante del cultivo de 14 dias de la linea celular No. 6; carril 6: sobrenadante del cultivo de 3 dias de la linea
celular No. 13; carril 7: sobrenadante del cultivo de 7 dias de la linea celular No. 13; carril 8: sobrenadante del cultivo de
14 dias de la linea celular No. 13; carril 9: sobrenadante del cultivo de 3 dias de la linea celular No. 14; carril 10:
sobrenadante del cultivo de 7 dias de la linea celular No. 14; carril de 11: sobrenadante del cultivo de 14 dias de la linea
celular No. 14; carril 12: sobrenadante del cultivo de 3 dias de la linea celular No. 16; carril 13: sobrenadante del cultivo
de 7 dias de la linea celular No. 16; carril de 14: sobrenadante del cultivo de 14 dias de la linea celular No. 16; carril 15:
sobrenadante del cultivo de 3 dias de la linea celular No. 17; carril 16: sobrenadante del cultivo de 7 dias de la linea
celular No. 17; y carril 17: sobrenadante del cultivo de 14 dias de la linea celular No. 17.

La Fig. 20 muestra el constructo pDC6/hGM-CSF con las respectivas abreviaturas que se muestran a continuacion.
PCMV: promotor de citomegalovirus; INRBG: intr6n de la hormona de crecimiento de conejo; hGM-CSF: ADNc del factor
estimulador de colonias de granulocitos humanos (GM-CSF); PABGH: sefial de adicion de poliA del gen de la hormona
de crecimiento bovina; PdSV: promotor del virus de simio 40 suprimido del reforzador; cd180DHFR: gen DHFR de
traduccion alterada producido mediante la alteracion de los codones en el intervalo de 180 bases desde el extremo 5' de
la secuencia de nucleétidos de DHFR con los codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefial de
adicion de poliA del virus de simio 40; y Amp": marcador de seleccidn (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La Fig. 21 muestra en un grafico y una fotografia, ejemplos de deteccion de hGM-CSF expresado por las células CHO
transfectadas con el vector de expresion pDC6/hGM-CSF de la presente invencién por el método de transferencia de
manchas.

La Fig. 22 muestra en una fotografia, ejemplos de deteccion de hGM-CSF expresado por las células CHO transfectadas
con el vector de expresién pDC6/hGM-CSF de la presente invencién por transferencia tipo Western. Carril 1: marcador
de peso molecular; carril 2: preparacion estandar de GM-CSF humano (Humanzyme, 5 pg/carril); carril 3: sobrenadante
del cultivo de 14 dias de células CHO DG44; carril 4: regulador de la muestra; carril 5: sobrenadante del cultivo de 3
dias de la linea celular No. 3; carril 6: sobrenadante del cultivo de 7 dias de la linea celular No. 3; carril 7: sobrenadante
del cultivo de 14 dias de la linea celular No. 3; carril 8: sobrenadante del cultivo de 3 dias de la linea celular No. 6; carril
9: sobrenadante del cultivo de 7 dias de la linea celular No. 6; carril de 10: sobrenadante del cultivo de 14 dias de la
linea celular No. 6; carril 11: sobrenadante del cultivo de 3 dias de la linea celular No. 11; carril 12: sobrenadante del
cultivo de 7 dias de la linea celular No. 11; carril de 13: sobrenadante del cultivo de 14 dias de la linea celular No. 11;
carril 14: sobrenadante del cultivo de 3 dias de la linea celular No. 17; carril 15: sobrenadante del cultivo de 7 dias de la
linea celular No. 17; carril de 16: sobrenadante del cultivo de 14 dias de la linea celular No. 17; carril 17: sobrenadante
del cultivo de 3 dias de la linea celular No. 36; carril 18: sobrenadante del cultivo de 7 dias de la linea celular No. 36;
carril de 19: sobrenadante del cultivo de 14 dias de la linea celular No. 36; carril 20: sobrenadante del cultivo de 3 dias
de la linea celular No. 48; carril 21: sobrenadante del cultivo de 7 dias de la linea celular No. 48; y carril 22:
sobrenadante del cultivo de 14 dias de la linea celular No. 48.

La Fig. 23 muestra el constructo pDC6/hIFNa con las respectivas abreviaturas que se muestran a continuacion. PCMV:
promotor de citomegalovirus; INRBG: intron de la hormona de crecimiento de conejo; hIFNa: ADNc de interferon a2b
humano; PABGH: sefial de adicién de poliA del gen de la hormona de crecimiento bovina; PdSV: promotor del virus de
simio 40 suprimido del reforzador; cd180DHFR: gen DHFR de traduccién alterada producido mediante la alteracion de
los codones en el intervalo de 180 bases desde el extremo 5' de la secuencia de nucle6tidos de DHFR con los codones
menos frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefal de adicion de poliA del virus de simio 40; y Amp"
marcador de seleccidn (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La Fig. 24 muestra en un grafico y una fotografia, ejemplos de deteccion de hIFNa expresado por las células CHO
transfectadas con el vector de expresion pDC6/hIFNa de la presente invencion por el método de transferencia e
manchas.

La Fig. 25 muestra en una fotografia, ejemplos de deteccion de hIFNa expresado por las células CHO transfectadas con
el vector de expresion pDC6/hIFNa de la presente invencion por transferencia tipo Western. Se indican cada uno de los
siguientes: carril 1: marcador de peso molecular; carril 2: preparacion estandar de IFNa humano (Expresion IFNa2B en
células humanas, Cat. HZ-1072, HumanZyme, IFN-a2b); carril 3: preparacion estandar de IFNa humano (solucion
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patrén de IFN alfabeta iLiteMR (200 UI/ml), biomonitor); carril 4: sobrenadante del cultivo de 14 dias de células CHO
DG44; carril 5: sobrenadante del cultivo de 3 dias de la linea celular No. 3 al 8; carril 6: sobrenadante del cultivo de 7
dias de la linea celular No. 3 al 8; carril 7: sobrenadante del cultivo de 14 dias de la linea celular No. 3 al 8; carril 8:
sobrenadante del cultivo de 3 dias de la linea celular No. 3 al 14; carril 9: sobrenadante del cultivo de 7 dias de la linea
celular No. 3 al 14; carril de 10: sobrenadante del cultivo de 14 dias de la linea celular No. 3 al 14; carril 11:
sobrenadante del cultivo de 3 dias de la linea celular No. 2 al 12; carril 12: sobrenadante del cultivo de 7 dias de la linea
celular No. 2 al 12; y carril 13: sobrenadante del cultivo de 14 dias de la linea celular No. 2 a 12.

La Fig. 26 muestra el constructo pDC6/hOPN con las respectivas abreviaturas que se muestran a continuacién. PCMV:
promotor de citomegalovirus; INRBG: intron de la hormona de crecimiento de conejo; hOPN: ADNc de osteopontina
humana; PABGH: sefial de adicion de poliA del gen de la hormona de crecimiento bovina; PdSV: promotor del virus de
simio 40 suprimido del reforzador; cd180DHFR: gen DHFR de traduccién alterada producido mediante la alteracion de
los codones en el intervalo de 180 bases desde el extremo 5' de la secuencia de nucle6tidos de DHFR con los codones
menos frecuentemente utilizados en mamiferos; PASV: sefial de adicion de poliA del virus de simio 40; y Amp":
marcador de seleccion (resistencia a ampicilina) en E. coli.

La Fig. 27 muestra en una fotografia, ejemplos de deteccion de hOPN expresados por las células CHO transfectadas
con el vector de expresion pDC6/hOPN de la presente invencién por transferencia tipo Western. Carril 1: marcador de
peso molecular; carril 2: sobrenadante del cultivo de 14 dias de células CHO DG44; carril 3: sobrenadante del cultivo de
3 dias de la linea celular No. 32; carril 4: sobrenadante del cultivo de 7 dias de la linea celular No. 32; y carril 5:
sobrenadante del cultivo de 14 dias de la linea celular No. 32.

Modo de llevar a cabo la invencién

Mediante la alteracion de los codones del gen de DHFR con los codones menos frecuentemente utilizados en los
mamiferos para atenuar completamente la expresion de DHFR, los presentes inventores hicieron dificil la supervivencia
bajo seleccion en medio que no contiene HT incluso para los transformantes a menos que el gen del plasmido
incorporado esté integrado en una posicién con propiedades de expresién muy altas en el cromosoma de células
huésped deficientes en genes de dihidrofolato reductasa.

Mas especificamente, la presente invencion proporciona vectores de expresion para inducir la produccion de alto nivel
de proteinas recombinantes en células huésped de mamifero.

Un vector de expresion de la presente invencién se construye por ejemplo mediante la inclusion de lo siguiente en la
estructura del vector:

(a) un casete del gen de la dihidrofolato reductasa de traduccion alterada (casete del gen de DHFR de traduccién
alterada), cuya expresion esta debilitada por la alteracion de los codones con los codones menos frecuentemente
utilizados en un mamifero, como se define adicionalmente en las reivindicaciones; y

(b) un casete de un gen que comprende un sitio de clonacién para la integracién de un gen foraneo entre un promotor
muy transcripcionalmente activo y una sefial de poliadenilacion muy estable.

La presente invencion altera notablemente el mecanismo de expresion de DHFR en la célula huésped transformada a
través de la transferencia de genes mediante la alteracion de los codones del gen de DHFR con los codones menos
frecuentemente utilizados en los mamiferos, y el uso de promotores con una disminucién de la propiedad inductora de la
expresion de DHFR para el constructo del casete del gen DHFR (cistron). En la presente invencion, "casete del gen" se
refiere a una unidad con la composicién basica de promotor, gen estructural, y sefial de poliadenilacion (poliA) que
expresa la proteina a través de la transcripcién/traduccion, y también puede incluir como secuencias de ADN,
secuencias de insercidn asociadas con cualquier de estas secuencias o cualquier secuencia opcional de ADN. Los
casetes del gen DHFR de la presente invencion se definen como "casete del gen DHFR de traduccion alterada” porque
difieren de aquellos con un promotor atenuado en forma simple, y especificamente permiten la adquisicion de las cepas
que crecen en el medio libre de HT y tienen el gen plasmido integrado en un lugar activo de la transcripcion.

En la presente invencion, "los codones menos frecuentemente utilizados en los mamiferos” se refiere a preferiblemente,
por ejemplo, a los codones menos frecuentemente utlizados en los seres humanos. Los codones menos
frecuentemente utilizados en los seres humanos incluyen los codones divulgados en el documento por Kim y
colaboradores (Gene, 199, p. 293, 1997). Los ejemplos especificos de los codones son GCA para alanina, CGA para
arginina, AAU para asparagina, GAU para acido aspartico, UGU para cisteina, CAA para glutamina, GAA para acido
glutamico, GGU para glicina, CAU para histidina, UUA para leucina, AAA para lisina, CCA para prolina, UUU para
fenilalanina, UCA para serina, ACU para treonina, UAU para tirosina, y/o GUA para valina, pero no se limitan a los
mismos.
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En la presente invencion, "para atenuar la expresion” indica la reduccion de la expresion génica en los niveles de
transcripcion y/o traduccion, y, especificamente, esto puede lograrse mediante la alteracion de los codones con los
"codones utilizados con menor frecuencia en los mamiferos" antes mencionados.

En el "casete del gen DHFR de traduccion alterada" antes mencionado, las regiones en las que se alteran los codones
no estan particularmente limitadas, pero preferiblemente, los codones en una regién correspondiente a 30% o mas (por
ejemplo, 40% o mas, 50% o mas, 60% o mas, 70% o mas, 80% o mas, 90% o mas, 95% o mas, o 100%) de la longitud
total del casete del gen se altera. La gama de las regiones de coddn alterado se puede determinar arbitrariamente
teniendo en cuenta otras condiciones del vector.

Como el promotor para el "casete del gen DHFR de traduccién alterada" antes mencionado, se pueden usar los
promotores derivados del promotor de un gen de una proteina que normalmente es dificil de expresar en una célula de
mamifero, o promotores producido por la supresion del reforzador de un promotor normal. Mas especificamente, se
utilizan un promotor producido por la supresion de la region reforzadora del promotor antigénico del virus SV40 (Mol.
Cell Biol., 6, p. 2593, 1986), o promotores con una propiedad equivalentemente muy baja de expresion.

La in del ADN del plasmido en un lugar activo de transcripcion en el cromosoma de la célula huésped deficiente en el
gen de la dihidrofolato reductasa puede llevarse a cabo como resultado de la seleccién con un medio que no contiene
HT de acuerdo con las propiedades del casete del gen DHFR, pero la expresion de la proteina misma derivada del gene
foraneo en el lugar activo de la transcripciéon del cromosoma debe ser fuertemente inducida. Por lo tanto, los promotores
y la sefial de poliadenilaciéon (en lo sucesivo, denominada poliA) en el sitio de clonacién mudltiple (en adelante,
denominado como MCS) donde se insertan los genes de la proteina seran seleccionados de entre los que tienen la
propiedad mas fuerte de induccion de la expresiéon. Los ejemplos de promotores incluyen al promotor inmediato
temprano de citomegalovirus humano (hCMV MIE: Cell, 41, p. 521, 1985), el promotor de CMV5 que es un promotor de
fusién del promotor de citomegalovirus humano y el promotor de adenovirus (Nucleic Acid Research, 30, p. 2, 2002), y el
promotor B-actina (Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 84, p. 4831, 1987); y ejemplos de poliA incluyen la secuencia de poliA
derivada de la hormona de crecimiento de bovino (DNA, 5, p. 115, 1986). En este documento, un fragmento de ADN que
porta un sitio de clonaciéon mdltiple para insertar el gen de una proteina de interés se llama un "casete de expresion
génica".

Los vectores de expresion de la presente invencién pueden ser ejemplificados por los vectores de expresion descritos
especificamente en los Ejemplos, pero no se limitan a los mismos.

Ademas, la presente invencion proporciona un método para producir transformantes con la capacidad para producir
proteinas derivadas de genes foraneos en niveles altos y una capacidad de crecer en un medio que no contiene HT, que
comprende las etapas de insertar un gen foraneo en los vectores de expresién antes mencionados y la transformacién
de las células huésped deficientes en el gen de la dihidrofolato reductasa utilizando los vectores de expresion.

Los ejemplos especificos incluyen un método de obtencion de transformantes con alta capacidad de produccion de
proteinas, lo que implica la insercién de un gen foraneo que codifica una proteina que se expresa en el sitio de
clonacion multiple (en adelante, denominado como MCS) de un vector de expresion de la presente invencion, luego
transformar las células huésped deficientes en el gen de la dihidrofolato reductasa con el vector de expresién mediante
el uso de un método de transfeccion (ejemplos del método de transfeccion mencionado en el presente documento
incluyen métodos bien conocidos para aquellos calificados en la técnica, tales como el método de la lipofectina, el
método de electroporacion, el método de fosfato de calcio, y el método de microinyeccién) y, a continuacion, seleccionar
por resistencia en un medio que no contiene HT.

En la presente invencion, las células huésped no estan particularmente limitadas, siempre y cuando sean células
adecuadas para la expresion de proteinas derivadas de genes foraneos, pero preferiblemente incluyen, por ejemplo, las
células de mamifero deficientes en el gen de la dihidrofolato reductasa, y mas preferiblemente células de ovario de
hamster chino (células CHO) deficientes en el gen de la dihidrofolato reductasa.

Muchas de las células transformadas que sobrevivieron a la seleccion en un medio libre de HT ya han alcanzado un
nivel de expresion relativamente alto de proteina, pero para seleccionar a partir de estas células las células
transformadas que tienen un nivel ain mayor de capacidad de produccién, se puede determinar el nivel de expresion de
la proteina.

Ademas, la presente invencién proporciona métodos para producir una proteina derivada del gen foraneo, que
comprende las etapas de:

(a) insertar un gen foraneo en un vector de expresion de la presente invencion;

(b) transformar una célula huésped deficiente en el gen de la dihidrofolato reductasa con el vector de expresion;
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(c) cultivar el transformante en un medio libre de HT; y
(d) recolectar la proteina derivada del gen foraneo a partir del transformante cultivado.

En la presente invencién, en la etapa (c) mencionada anteriormente, los transformantes (colonias) que muestran
expresion de proteina de alta eficiencia pueden ser seleccionados mediante cultivo en un medio libre de HT. Los
transformantes seleccionados pueden ser continuamente cultivados en el mismo medio, o pueden ser cultivados
después de transferencia a otro medio tal como un medio para expresién a gran escala.

En la presente invencion, los medios para cultivo o naturalizacién de transformantes no estan particularmente limitados,
pero son, por ejemplo, preferiblemente un medio libre de suero, y mas preferiblemente un medio CD o un medio de CD
complementado con aditivos no basados en animales.

En la presente invencién, cuando se recolectan proteinas de genes derivados de un gen foraneo de transformantes
cultivados, las proteinas pueden ser purificadas por métodos conocidos por aquellos capacitados en la técnica
(filtracién, centrifugacion, purificacion en columna, y similares). Las proteinas de derivadas del gen foraneo pueden ser
expresadas como proteinas de fusién con otras proteinas para facilitar la purificacion y similares.

Ademas, la presente invencion proporciona un procedimiento de deteccion para transformantes con alta capacidad para
producir una proteina derivada de un gen foraneo, que comprende las etapas de:

(a) insertar un gen foraneo en un vector de expresion de la presente invencion;

(b) transformar una célula huésped deficiente en el gen de la dihidrofolato reductasa con el vector de expresion; y
(c) cultivar el transformante en un medio libre de HT.

Ejemplos

[Ejemplo 1] Construccién de pDC1, pDC2, pDC5, pDC6, y pDC7

Usando métodos bien conocidos por aquellos capacitados en el arte, se construyeron los vectores de la presente
invencion, pDC1, pDC2, pDC5, pDC6, y pDC7. La secuencia completa de nucleétidos del estructura del vector pDC1 se
muestra en la SEQ ID NO: 1. pDC1 porta el ADNc de tipo DHFR de tipo silvestre entre los nucleétidos No. 1784 y No.
2347 (Fig. 1). pDC2 se construye sustituyendo los nucledtidos No. 1784 a No. 2347 en la secuencia de pDCL1 con la
secuencia de la SEQ ID NO: 2. La regién sustituida de pDC2 se introduce con un gen DHFR de traduccion alterada en
el que los codones de la secuencia completa de nucleédtidos de DHFR han sido alterados con los codones menos
frecuentemente utilizados en mamiferos (Fig. 2).

pDC5 se construye sustituyendo los nucleétidos No. 1784 a No. 2347 en la secuencia de pDC1 con la secuencia de la
SEQ ID NO: 3. La region sustituida de pDC5 se introduce con un gen DHFR de traduccion alterada en el que los
codones en el rango de 90 bases del extremo 5' de la secuencia de nucleétidos DHFR ha sido alterada con los codones
menos frecuentemente utilizados en mamiferos (Fig. 3).

pDC6 se construye sustituyendo los nucle6tidos No. 1784 a No. 2347 en la secuencia de pDC1 con la secuencia de la
SEQ ID NO: 4. La region sustituida de pDC6 se introduce con un gen DHFR de traduccion alterada en el que los
codones en el rango de 180 bases desde el extremo 5' de la secuencia de nucle6tidos DHFR ha sido alterada con los
codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos (Fig. 4).

pDC7 se construye sustituyendo los nucleétidos No. 1784 a No. 2347 en la secuencia de pDC1 con la secuencia de la
SEQ ID NO: 5. La region sustituida de pDC7 se introduce con un gen DHFR de traduccion alterada en el que los
codones en el rango de 270 bases desde el extremo 5' de la secuencia de nucleétidos DHFR ha sido alterada para los
codones menos frecuentemente utilizados en mamiferos (Fig. 5).

[Ejemplo 2] Construccion de pDC1 / hMBL, pDC2 / hMBL, pDC5 / hMBL, pDC6/hMBL y pDC7 / hMBL

Utilizando métodos bien conocidos por aquellos capacitados en el arte, se sustituyeron los nucleétidos No. 1267 a No.
1275 No. en los vectores de la presente invencién, pDC1, pDC2, pDC5, pDC6, y pDC7, con un ADNc que codifica la
lectina que se enlaza a manano-humana (MBL) de la SEQ ID NO: 6 (de ahora en adelante denominad como hMBL),
para construir pDC1 / hMBL (Fig. 6), pDC2 / hMBL (Fig. 7), pDC5 / hMBL (Fig. 8), pDC6/hMBL (Fig. 9), y pDC7 / hMBL
(Fig. 10).
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[Ejemplo 3] Transfeccién de pDC1 / hMBL, pDC2 / hMBL, pDC5 / hMBL, pDC6/hMBL, y pDC7 / hMBL en células CHO,
y seleccién en un medio libre de HT usando un medio de CD o un medio CD complementado con aditivos de base no
animal

Se transfectaron 10 pg de pDC1 / hMBL, PDC2 / hMBL, pDC5 / hMBL, pDC6/hMBL, y pDC7 / hMBL en 500.000 células
CHO (células CHO DG44) en frascos de cultivo de 25 cm? usando el método de la Lipofectina (usando LipofectamineMR
LTX; Invitrogen). Se realiz6 la transfeccion de genes de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 48 horas después
de la transfeccion de los genes, se hizo recuento del nimero de células, y luego se diluyeron las células en un IS CHO-
CD con medio Hidrolizado (IS Jap6n) complementado con Gluta MAXMR -| 4 mM (Invitrogen). Se sembraron en placa las
células en cinco placas de microtitulacion de 96 pozos cada una con concentraciones de 1.000 células / pozo y 100
células / pozo, un total de 10 placas (960 pozos), y después cultivar en presencia de gas didxido de carbono 5% a 37°C
durante aproximadamente tres semanas, se observaron las células viables (lineas celulares que crecen en medio libre
de HT). Se seleccionaron arbitrariamente 50 lineas de lineas celulares que crecen en medio libre de HT a partir de las
células viables, transfectadas a placas de 24 pozos junto con el IS CHO-CD con medio Hidrolizado (IS Japon)
complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen), y se cultivd hasta que las células ocuparon 1/3 o mas de cada
pozo. Se colocaron 0,4 mL de cada linea en un tubo estéril y se centrifugé a 200 x g durante dos minutos. Se descarté
el sobrenadante, y se suspendieron las células en 0,1 mL de medio fresco (IS CHO-CD con medio Hidrolizado (IS
Japén) complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen)). Después del recuento del nimero de células, se
diluyeron las células con el medio a 5 x 10° células / mL, luego, 0,2 mL de ellas fueron transferidas a nuevas placas de
24 pozos, y se cultivaron las células en presencia de gas dioxido de carbono al 5% a 37°C durante 72 horas. Luego, se
centrifugaron las células a 9300 x g durante dos minutos y se recolecto el sobrenadante. A continuacion, se determiné el
nivel de produccion de MBL en los sobrenadantes de cultivo.

[Ejemplo 4] Determinacion de los niveles de producciéon de MBL por las lineas celulares transfectadas con pDC1 /
hMBL, pDC5 / hMBL, pDC6/hMBL y pDC7 / hMBL

Se evalud el nivel de produccion por ELISA. Se recubrieron placas de 96 pozos (F96 MAXI SORP Nunc-Immunoplate,
Cat. No. 442404, Nunc) con 1 pug / mL de un anticuerpo MBL anti-humano (obsequio de Dr. Ohtani de la Asahikawa
Medical Universisty, Japon) diluido con un regulador de recubrimiento (Na2CO3z 15 mM, NaHCOz 35 mM, NaNs al 0,05%
NaNs, pH 9,6) a 4°C durante 16 horas. Después de bloquear con 4% Block Ace (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.),
el sobrenadante de cultivo de 72 horas (dilucion 1 / 1000 a 1 / 100.000), se aplicé una serie de dos diluciones (20 a
0,3125 ng / mL) de MBL humano purificado (obsequio del doctor Ohtani de la Asahikawa Medical Universisty, Japon) en
IS CHO-CD con medio hidrolizado (IS Japon), que es un medio libre de suero para células CHO, o un medio IS CHO
con hidrolizado (IS Japén) a las placas a razén de 100 pL / pozo, y se incubaron las placas a 37°C durante una hora.
Esto se incubé adicionalmente con 0,1 mg / mL de anticuerpo monoclonal MBL humano biotinilado (obsequio de Dr.
Ohtani de la Asahikawa Medical Universisty, Japon) a 37°C durante una hora. Se aplicé el kit estandar VECTASTAION
Elite ABC (2 gotas de Reactivo A, 2 gotas de Reactivo B / 5 mL, Vector), que habia sido incubado a 37°C durante 30
minutos, razon de 100 L / pozo, y se permitid que reaccionara a 37°C durante 45 minutos. Se aplico adicionalmente el
Kit TMB del sustrato de peroxidasa (2 gotas de regulador, 3 gotas de TMB, 2 gotas de peréxido de hidrogeno / 5 mL,
Vector), que habia sido incubado a temperatura ambiente durante 30 minutos, a razén de 100 pL / pozo, y después de
esto reaccion6 a temperatura ambiente durante 15 minutos, se afiadié acido fosforico 1 M a razén de 100 pL / pozo para
detener la reaccién. Se determind la concentracion de proteina usando un lector de microplacas (modelo 680, fabricado
por BioRad). Los resultados obtenidos por el método de ELISA, y las tres primeras muestras que muestran altos niveles
de produccion de MBL humana se muestran en la Tabla 1. La linea de células con el mas alto nivel de produccion
mostré una productividad significativamente alta comparado con el vector con los codones no alterados.

[Tabla 1]
Nivel de produccion de hMBL de lineas de células que crecen en el medio libre de HT
Nombre de la linea celular Nivel de produccién (g/mL)
pDC 1-2 20.5
pDC 1-24 20.5
pDC 1-50 20.0
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Nivel de produccién de hMBL de lineas de células que crecen en el medio libre de HT
Nombre de la linea celular Nivel de produccién (g/mL)
pDC 5-2 10.6
pDC 5-29 11.8
pDC 5-82 11.3
pDC 6-1 51.6
pDC 6-25 29.6
pDC 6-49 30.0
pDC 7-1 33.2
pDC 7-37 21.9
pDC 7-43 25.8

[Ejemplo 5] niveles de produccion de hMBL por las lineas de células transfectadas pDC1 / hMBL, pDC5 / hMBL,
pDC6/hMBL y pDC7 / hMBL transfectadas lineas celulares

La distribuciéon de hMBL expresada por los vectores de expresion pDC1, pDC5, pDC6 y pDC7 de la presente invencion
en cada linea celular se muestra en la Tabla 2.

Para pDC1, entre las cincuenta lineas celulares que crecen en medio libre de HT libre, 28,0% produjeron hMBL a razén
0 ug / mL o mas hasta menos de 5 pg / mL. 36 de las cincuenta lineas (72,0%) mostraron niveles de produccion de 5 ug
/ mL o més. 19 de las cincuenta lineas (38,0%) mostraron niveles de producciéon de 10 pug / mL o més. 12 de las
cincuenta lineas (24,0%) mostraron niveles de produccién de 15 pg / mL o mas. Dos de las cincuenta lineas (4,0%)
mostraron niveles de produccion de 20 pug / mL o més. La linea que muestra el nivel de produccién mas alto produjo
20,5 pg / mL en 3 dias.

Para pDCS5, entre las cincuenta lineas celulares cultivadas en medio libre de HT, 70,0% produjo hMBL a razén de 0 ug /
mL o mas hasta menos de 5 ug / mL. Quince de las cincuenta lineas (30,0%) mostraron niveles de produccion de 5 ug /
mL o mas. Tres de las cincuenta lineas (6,0%) mostraron niveles de produccion de 10 ug / mL o mas. La linea que
mostré el nivel de produccion mas alto produjo 11,8 pg / mL en 3 dias.

Para PDCS6, entre las cincuenta lineas celulares que crecen en medio libre de HT, 34,0% produjo hMBL a O ug / mL o
mas hasta menos de 5 pg / mL. 33 de las cincuenta lineas (66,0%) mostraron niveles de produccion de 5 pg / mL o mas.
22 de los cincuenta lineas (44,0%) mostraron niveles de produccion de 10 pg / mL o mas. 15 de las cincuenta lineas
(30,0%) mostraron niveles de produccion de 15 pg / mL o mas. Siete de las cincuenta lineas (14,0%) mostraron niveles
de produccion de 20 pg / mL o més. Cinco de los cincuenta lineas (10,0%) mostraron niveles de produccién de 25 ug /
mL o mas. Sorprendentemente, una de las cincuenta lineas (2,0%) mostré un nivel de produccion de 50 pg / mL o mas.
La linea que muestra el nivel de produccion mas alto produjo 51,6 pg / mL en 3 dias.

Para pDC7, entre las cincuenta lineas celulares que crecen en medio libre de HT, 56,0% produjo hMBL a razén de 0 ug
/ mL o méas hasta menos de 5 pg / mL. Veintidds de las cincuenta lineas (44,0%) mostraron niveles de produccién de 5
pug / mL o mas. 16 de las cincuenta lineas (32,0%) mostraron niveles de produccion de 10 pg / mL o mas. 13 de las
cincuenta lineas (26,0%) mostraron niveles de produccion de 15 pg / mL o mas. 8 de las cincuenta lineas (16,0%)
mostraron niveles de producciéon de 20 pg / mL o mas. 6 de las cincuenta lineas (12,0%) mostraron niveles de
produccién de 25 ug / mL o mas. 3 de las cincuenta lineas (6,0%) mostraron niveles de produccién de 30 pug / mL o0 mas.
2 de las cincuenta lineas (4,0%) mostraron niveles de produccién de 35 pg / mL 0 mas. Sorprendentemente, una de las
cincuenta lineas (2,0%) mostré un nivel de produccion de 45 ug / mL o mas. La linea que muestra el nivel de produccion
mas alto produjo 33,2 ug / mL en 3 dias.
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Esto fue del més alto nivel cuando se comparé con los datos de los clones tempranos antes de la amplificaciéon génica
por vectores de expresion representativos reportados en la literatura (DNA, 7, p. 651, 1988; Biotechnology, 10, p. 1455,
1992; Biotechnology, 8, p. 662, 1990; Gen 76, p. 19, 1989; y Biotechnology, 9, p. 64, 1991).

La deteccion de células recombinantes por amplificacion génica generalmente requiere de seis meses a un afio. Ya que
existen grandes variaciones debido a las condiciones de cultivo y a las concentraciones del agente estimulador de la
amplificacion, se considera apropiado comparar la eficiencia primaria de los vectores de expresiéon usando el nivel de
expresion de amplificacién previa de los clones iniciales. Esto revel6 que la eficiencia de los vectores de expresion de la
presente invencidon es muy alta. Los resultados confirmaron que aunque los vectores de la presente invencion
produjeron muy pocas lineas que crecen en medio libre de HT, permiten el establecimiento de lineas celulares que son
capaces de producir altos niveles de proteinas de interés con muy alta eficiencia. Esto prob6 que los vectores de
expresion de la presente invencion permiten niveles muy altos de expresion de proteina.

Tabla 2
Nivel de produccién de hMBL de lineas celulares que crecen en medio libre de HT
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CONCENTRACION DE MBL (ug/mL)
[Ejemplo 6] Construccién de pDC6/hEPO

Utilizando métodos bhien conocidos por aquellos capacitados en el arte, los nucle6tidos No. 1267 a No. 1275 en el vector
de la presente invencion, pDCB6, fueron sustituidos con un ADNc que codifica la eritropoyetina humana (EPO) de la SEQ
ID NO: 7 (de ahora en adelante denominada como hEPO), para construir pDC6/hEPO (Fig. 11).

[Ejemplo 7] La transfeccion de pDC6/hEPO en células CHO, y seleccién en un medio libre de HT usando un medio CD
o un medio CD complementado con aditivos de base no animal

Se transfectaron 2,5 ug de pDC6/hEPO en 4.000.000 células CHO (células CHO DG44) en frascos de cultivo de 25 cm?
usando el método de la Lipofectina (usando LipofectamineMR LTX; Invitrogen). Se realizo la transfeccion de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. 48 horas después de la transfeccion génica, se contd el nimero de células, y luego se
diluyeron las células en un IS CHO-CD con medio Hidrolizado (IS Japén) complementado con Gluta MAXRM-| 4 mM
(Invitrogen). Se sembraron las células en cinco placas de microtitulacién de 96 pozos a una concentracion de 4.000
células / pozo (480 pozos), y después de cultivaron en presencia de gas dioxido de carbono al 5% a 37°C durante
aproximadamente tres semanas, se observaron las células viables (lineas de células que crecen en medio libre de HT).

A partir de las células viables, se seleccionaron arbitrariamente 82 lineas celulares que crecen en medio libre de HT, y
se confirmo la expresion por transferencia de manchas. Se aplicaron 1 pL de una seria de dilucion doble (10 a 0.16 ng /
mL) de una preparacién estandar de EPO humana recombinante (Recombinant Human EPO, Cat. 287-TC, sistemas R
& D) y los sobrenadantes de cultivo de las 82 lineas arbitrariamente seleccionadas a una membrana (Nytran N, item No.
10416196, Schleicher & Schuell). Después de incubacién a temperatura ambiente durante 30 minutos, se bloque6 con
Block Ace al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) a temperatura ambiente durante 30 minutos. Ademas, se
afiadieron 0,2 pug / mL de un anticuerpo policlonal anti-EPO de conejo (EPO (H-162), 1gG policlonal de conejo, Cat. sc-
7956, Santa Cruz Biotechnology) diluido con PBST (D-PBS, Tween 20 al 0,05%) y se agitd a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Se diluyeron 0,2 pg / mL de un anticuerpo lIgG anti-conejo marcado con peroxidasa (IgG anti-conejo
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purificada por afinidad conjugada con peroxidasa F8C, Cat. 611 - 1303, Rock Land) diluido con PBST (D-PBS, Tween
20 al 0,05%) y se agité durante 30 minutos. Se hizo reaccionar sustrato HRP quimioluminiscente Immobilon™R Western
(2 mL del reactivo Luminol, 2 ml de solucion de peréxido, Millipore, Cat. WBKLS0050, Millipore) a temperatura ambiente
durante cinco minutos y se afiadio. Esto se incubd a temperatura ambiente durante cinco minutos, y se capturd la
quimioluminiscencia utilizando un detector (ATTO de captura de luz, AE-6981FC, ATTO). La imagen obtenida por
transferencia de manchas se muestra en la Fig. 12.

Se transfirieron las diez lineas principales que tienen alta intensidad de luminiscencia en transferencias de manchas a
placas de 24 pozos junto con IS CHO-CD con medio hidrolizado (IS Japén) complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM
(Invitrogen) y se cultivd hasta que las células ocuparon 1/3 0 mas de cada pozo. Se colocaron 0,4 mL de cada linea en
un tubo estéril y se centrifugé a 200 x g durante dos minutos. Se descartd el sobrenadante, y se suspendieron las
células en 0,1 ml de medio fresco (IS CHO-CD con medio Hidrolizado (IS Japén) complementado con Gluta MAXMR-| 4
mM (Invitrogen)). Después el recuento del nimero de células, se diluyeron las células con el medio hasta 5 x 10° células
/ mL, luego, se transfirieron 0,2 mL a nuevas placas de 24 pozos, y se cultivaron las células en presencia de gas diéxido
de carbono 5% a 37°C durante 72 horas. Luego, se centrifugaron las células a 9300 x g durante dos minutos y se
recolecto el sobrenadante. A continuacion, se determind el nivel de produccion.

[Ejemplo 8] Medicién del nivel de hEPO producido en las lineas celulares transfectadas pDC6/hEPO

El nivel de produccién se determiné mediante ELISA. Se recubrieron placas de 96 pozos (placa F96 MAXI SORP Nunc-
Inmuno, Cat. no. 442404, Nunc) a 4°C durante 16 horas con 1 pg / mL de un anticuerpo EPO anti-humano (thEPO MAb
R6K, Fuso Pharmaceutical Industries) diluido con una soluciéon de anticuerpo en fase sélida (D-PBS (regulador de
fosfato de Dulbecco, Sigma-Aldrich)). Después de bloquear con una solucién de bloqueo (Block Ace al 4% (Dainippon
Sumitomo Pharma Co., Ltd.) mezclado en una proporcion 1:3 con D-PBS (regulador de fosfato de Dulbecco, Sigma
Aldrich)), se aplicaron 100 pL cada uno de sobrenadantes de cultivo de 72 horas (dilucion 1/1000 hasta 1 / 100.000),
serie de diluciéon dos veces (500 a 15,6 mlU / mL) de EPO humana purificada (Fuso Pharmaceutical Industries) en
diluyente de antigeno anticuerpo (Block Ace al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) mezclados en una
proporcion 1:9 con D-PBS (regulador de fosfato de Dulbecco, Sigma Aldrich)), y diluyente antigeno anticuerpo (Block
Ace al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) mezclados en una proporcién 1:9 con D-PBS (regulador de fosfato
de Dulbecco, Sigma Aldrich)) y se llevd a cabo la incubacién a 25°C durante dos horas. Esto se incub6 adicionalmente
con 0,1 pug / mL de un anticuerpo monoclonal EPO humano marcado con peroxidasa (POD-rhEPO MAb R2C, Fuso
Pharmaceutical Industries) a 25°C durante dos horas. Se aplicé sustrato de peroxidasa Sure Blue TMB Microwell (KPL)
a razon de 100 pl / pozo, y después de esto reaccion6 a 25°C durante 30 minutos, se afiadié acido fosforico 1 M a
razén de 100 pl / pozo para detener la reaccion. Se determind la concentracion de proteina utilizando un lector de
microplacas (modelo 680, fabricado por BioRad) y sobre el lector de microplacas, se midié la absorbancia a una longitud
de onda de 450 nm con la longitud de onda de 655 nm como control. La Tabla 3 muestra las diez primeras muestras con
un nivel de produccion alto de EPO humano de acuerdo con los resultados obtenidos por ELISA. La linea celular que
muestra el nivel de produccion mas alto produjo 3,727 + 109 IU / mL en 3 dias. Este valor que proviene de una linea
celular en etapa temprana no clonada, es decir, en un estado que no ha experimentado amplificacion génica, indicé un
nivel muy alto comparado con niveles de produccion representativos de eritropoyetina reportados en la literatura (JP-A
(Kokai) 2002 - 45191; J. Microbiol. Biotechnol. 2008 Jul; 18 (7): 1342 hasta 1351; Biotechnol. Appl. Biochem. 2000 dic.;
32 (Pt 3): 167-172; Proc. Natl. Acad. Sci. EEUU. 1986 septiembre; 83 (17): desde 6465 hasta 6,469). Esto prob6 que los
vectores de expresion de la presente invencidén permiten niveles muy altos de expresion de proteina. A continuacion, se
llevé a cabo una transferencia tipo Western de hEPO en sobrenadantes de cultivo para confirmar la expresion de
proteina.

[Tabla 3]
Valor Convertido
Linea Celular pDC6/hEPO No.
IU/mL
27 547 +41
36 1.965 +44
50 3.682 + 155
60 1.989 £ 80
62 2.351+78
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Linea Celular pDC6/hEPO No. | Valor Convertido
IU/mL
67 1.095+£42
72 1.558 £ 88
7 3.727 £109
78 1.872 £150
82 3.727 £78

[Ejemplo 9] Transferencia tipo Western de sobrenadantes de cultivo de células transfectadas con pDC6/hEPO

Se analizaron sobrenadantes de cultivo de tres dias de diez muestras con el nivel de produccién mas alto de EPO
humana obtenida en el Ejemplo 8 descrito anteriormente mediante una transferencia tipo Western. Se mezclaron 10 L
cada vez de los sobrenadantes de cultivo con 10 pL de regulador de Laemmli (BIO-RAD) que contenia 2-
mercaptoetanol al 5% (Wako) para reduccién por calentamiento a 98°C durante cinco minutos (termociclador de PCR
TaKaRa PERSONAL, TaKaRa Biomedicals). Ademas, se mezcl6 una preparacion estandar de 100 pg / 10 yL de rhEPO
(Recombinant Human EPO, Cat. 287-TC, de R & D) con 10 pL de regulador de muestras de Laemmli (BIO-RAD) que
contenia de 2-mercaptoetanol al 5% (Wako) para reduccion de por calentamiento a 98°C durante cinco minutos
(termociclador de PCR TaKaRa PERSONAL, TaKaRa Biomedicals). Se colocaron un regulador de electroforesis (Tris /
glicina / SDS, BIO-RAD) y Super SEPMR 10% a 20% pozo 17 (Wako) en una camara de electroforesis (DPE-1020,
DAIICHI Pure Chemicals CO., LTD), y se aplicaron 20 uL de las soluciones de las muestra tratadas con calor y una
preparacion estandar al SuperM? 10% a 20% 17 pozos (Wako), y se llevé a cabo la electroforesis a 40 mA durante 55
minutos (se us6 una fuente de poder: My Run, COSMO BIO CO., LTD). Luego, se removi6 el gel de las placas de vidrio,
y se remojé en un regulados de transferencia (regulador de Tris / Glicina (BIO-RAD) que contiene metanol al 30%
(Wako)) durante 5 minutos mientras se agitaba (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries). Se activé una membrana
de transferencia Immobilon-P (Millipore) mediante remojo secuencial en 8 mL de metanol (Wako) durante 15 segundos,
8 mL de agua MilliQ (Millipore) durante dos minutos, y 8 mL de regulador de transferencia (regulador Tris / Glicina (BIO -
RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)) durante cinco minutos mientras se agitaba (ROTO-SHAKE GENIE,
Scientific Industries). En un aparato de transferencia (TRANS-BLO, SD SEMI-DRY TRANSFER CELL, BIO-RAD),
papeles de filtro (papel de transferencia tamafio extra grueso CriterionMR, BIO-RAD) remojada con regulador de
transferencia (regulador Tris / Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)), la membrana de transferencia
activada Immobilon-P (Millipore), el gel después de electroforesis remojado después de el regulador de transferencia
(regulador Tris / Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)), y se colocaron papeles de filtro (papel de
transferencia tamafio extra grueso Criterion™R, BIO-RAD) remojado con regulador de transferencia (regulador Tris /
Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)) en orden desde el lado del catodo, se colocd una cubierta, y
se llevo a cabo la electroforesis a 80 mA (PowerPacM? HC, BIO-RAD) durante una y media horas para transferir las
proteinas separadas sobre la membrana de transferencia Immobilon-P (Millipore). Después de la transferencia, se
remojé la membrana de transferencia Immobilon-P (Millipore) en 8 mL de ImmunoBlock (marca registrada, divisién de
Productos de Laboratorio de Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) y se bloque6 a 4°C durante 18 horas; y se hicieron
reaccionar 10 mL de IgG policlonal de conejo Epo (H-162) (Santa Cruz Biotechnology) diluido 1000 veces con D-PBS
(Wako) que contenia Tween 20 al 0,05% (sorbitan monolaurato polioxietileno (20), Wako) con las proteinas sobre la
membrana durante una hora a temperatura ambiente mientras se agitaba (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries).

Después de remover los anticuerpos no enlazados, se afiadieron 10 mL IgG F(c) anti-conejo purificada por afinidad
conjugada con peroxidasa [cabra] (Rock Land) diluido 5000 veces con D-PBS (Wako) que contenia Tween 20 al 0,05%
(sorbitan monolaurato de polioxietileno (20), Wako), y esto reaccioné durante una hora a temperatura ambiente mientras
se agitaba (ROTO-SHAKE GENIE, la Scientific Industries). Luego de remover los anticuerpos no enlazados, se
afiadieron 2 mL de sustrato HRP quimioluminiscente ImmobilonMR Western (Millipore) para quimioluminiscencia, y se
tomaron fotografias de 30 segundos utilizando un sistema de camara CCD enfriado de captura de luz ATTO (ATTO) con
su configuraciéon normal. La imagen obtenida por transferencias tipo Western se muestra en la Fig. 13. Se detectaron
bandas similares a aquellas de la preparacion estandar.

[Ejemplo 10] medicién de los niveles de producciéon hEPO en cultivos de 7 dias y cultivos de 14 dias

Las lineas celulares que muestran altos niveles de produccion de EPO, asi como de crecimiento rapido (Nos. 27, 36, 50,
78, y 82) fueron seleccionadas y se cultivadas adicionalmente durante 7 y 14 dias, y se midieron las concentraciones
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hEPO en los sobrenadantes de cultivo. EI método de cultivo involucré inicialmente la medicion del nimero de células, la
dilucion de las células con un medio para obtener 0,5 x 10° células / mL, luego, se transfirieron 7,5 mL de esta a un
frasco nuevo T75, cultivando en presencia de diéxido de carbono al 5% a 37°C durante 7 y 14 dias, y recolectando el
sobrenadante después de centrifugacion a 9300 g durante dos minutos. Los niveles de produccion se determinaron
mediante ELISA. Se recubrieron placas de 96 pozos (placa F96 MAXI SORP Nunc-Inmuno, Cat. no. 442404, Nunc) a
4°C durante 16 horas con 1 pg / mL de un anticuerpo EPO anti-humano (rhEPO MAb R6K, Fuso Pharmaceutical
Industries) diluido con una solucién de anticuerpo en fase sélida (D-PBS (regulador de fosfato de Dulbecco, Sigma-
Aldrich)). Después de bloquear con una solucion de bloqueo (Block Ace al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.)
mezclada en una proporcion 1:3 con D-PBS (regulador de fosfato de Dulbecco, Sigma Aldrich)), se aplicaron100 pL
cada vez de los sobrenadantes de cultivo de 7 dias y 14 dias (dilucion 1 / 1.000 a 1 / 100.000), serie de diluciéon dos
veces (500 a 15,6 mIU / mL) de EPO humana purificada (Fuso Pharmaceutical Industries) en diluyente de antigeno
anticuerpo (Block Ace al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) mezclado en una proporciéon 1: 9 con D-PBS
(regulador de fosfato de Dulbecco, Sigma Aldrich)), y el diluyente de antigeno anticuerpo (Block Ace al 4% (Dainippon
Sumitomo Pharma Co., Ltd.) mezclados en una proporcion 1: 9 con D-PBS (regulador de fosfato de Dulbecco, Sigma
Aldrich)), y se llevé a cabo la incubacién 25°C durante dos horas. Esto fue incubado adicionalmente con 0,1 pg / mL de
un anticuerpo monoclonal EPO humana marcada con peroxidasa (POD-rhEPO MAb R2C, Fuso Pharmaceutical
Industries) a 25°C durante dos horas. Se aplico sustrato de peroxidasa Sure Blue TMB de Microwell (KPL) a 100 pL /
pozo, y después de esto reaccioné a 25°C durante 30 minutos, se afiadi6é acido fosférico 1 M a razén de 100 uL / pozo
para detener la reaccion. Se determiné la concentracion de proteina utilizando un lector de microplacas (modelo 680,
manufacturado por BioRad) y sobre el lector de microplacas, se midid la absorbancia a una longitud de onda de 450 nm
con la longitud de onda de 655 nm como control. La Tabla 4 muestra los niveles de produccion de los cultivos de 7 dias
y de 14 dias en una tabla segun los resultados obtenidos por ELISA. La linea celular que muestra el nivel de produccion
mas alto produjo 31,590 + 444 |U / mL en 14 dias.

Este valor que proviene de una linea celular no clonada de etapa temprana, es decir, también, es decir, también en un
estado que no ha sufrido amplificacién génica, indicé un nivel muy alto comparado con los niveles de produccion de
eritropoyetina representativos reportados en la literatura (JP-A (Kokai) 2002-45191; J. Microbiol. Biotechnol. 2008 Jul; 18
(7): 1342 - 1351; Biotechnol. Appl. Biochem. 2000 dic; 32 (Pt 3): 167 - 172; Proc. Natl. Acad. Sci. EEUU. 1986
septiembre; 83 (17): desde 6465 - 6469). Usualmente, la amplificacién génica por MTX se lleva a cabo después de la
clonacion para tratar incrementar el nivel de produccién; sin embargo, el nivel de produccion de clones amplificados
génicamente es algunas veces no estable. Ademas, la deteccién de células recombinantes a partir de amplificacion
génica requiere de seis meses a un afio. En este sentido, las células obtenidas transfeccién del vector anterior
mostraron un alto nivel de produccion hasta el grado en el que la amplificacién génica no es necesaria, y las células con
altos niveles de produccion fueron facilmente obtenidas con éxito y en un corto periodo de tiempo. Por lo tanto, se
revel6 que el vector de la presente invencién tiene un desempefio muy alto.

[Tabla 4]
Nivel de producciéon de EPO | Produccién de EPO
Linea celular pDC6/hEPO No.

IU/mL/7 dias IU/mL/14 dias
27 3,738 +54 2,601 +61
36 9,310 +151 18,897 + 139
50 7,600 + 489 12,167 + 252
78 12,210 £ 294 31,590 £ 444
82 16,133 + 396 24,949 + 428

[Ejemplo 11] Generacién de lineas celulares que producen hEPO con alto rendimiento

Para generar células que tienen una capacidad de produccion incluso mayor, se incrementd el nimero de células en la
deteccién en un intento por generar lineas celulares que producen hEPO con alto rendimiento.

Se transfectaron 2,5 ug de pDC6/hEPO en 16.000.000 de células CHO (células CHO DG44) en frascos de cultivo de 25
cm? utilizando el método Lipofectina (utilizando LipofectamineMR LTX; Invitrogen). La transfeccion se realiz6 de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. 48 horas después de la transfeccion génica, se contd el nimero de células, y luego
se diluyeron las células en un medio CD Opti CHO AGT (Invitrogen) complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM
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(Invitrogen). Se sembraron en placas las células en 45 placas de microtitulacion de 96 pozos a una concentracién de
16.000 células / pozo (4320 pozos), y después de cultivar en presencia gas didéxido de carbono al 5% a 37°C durante
aproximadamente tres semanas, se observaron células viables (lineas de células que crecen en medio libre de HT).

Se utilizé transferencia de manchas para confirmar la expresion de todas las lineas de las placas sobre las cuales se
sembraron las células. Se aplicaron 2 pL de cada uno de los sobrenadantes de cultivo de todas las lineas a una
membrana (Nytran N, item No0.10416196, Schleicher & Schuell), y después de incubacién a temperatura ambiente
durante 30 minutos, se bloqued con Block Ace al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Después se afiadieron 0,2 pug / mL de un anticuerpo anti-EPO policlonal de conejo (EPO (H-162),
IgG policlonal de conejo, Cat.sc-7956, Santa Cruz Biotechnology) diluido con PBST (D-PBS, Tween 20 al 0,05%) y se
agité a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se afadieron 0,2 pg / mL de un anticuerpo 1gG anti-conejo marcado
con peroxidasa (IgG anti-conejo purificado por afinidad conjugado con peroxidasa F8C, Cat. 611 - 1303, Rock Land)
diluido con PBST (D-PBS, Tween 20 al 0,05%) y se agitd6 durante 30 minutos. Se hizo reaccionar sustrato HRP
quimioluminiscente Immobilon™R Western (2 mL del reactivo Luminol, 2 mL de solucién de perdxido, Millipore, Cat.
WBKLS0050, Millipore) a temperatura ambiente durante cinco minutos y se afadid. Esto se incubd a temperatura
ambiente durante cinco minutos, y se capturd la quimioluminiscencia utilizando un detector (ATTO de captura de luz,
AE-6981FC, ATTO). Las imagenes capturadas fueron analizadas utilizando Image J (NIH) y se compararon las
intensidades de luminiscencia. Las 450 lineas que tienen la intensidad de luminiscencia mas alta fueron transferidas a
placas de 24 pozos junto con medio CD Opti CHO AGT (Invitrogen) complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM
(Invitrogen), y se cultivaron como cultivos estacionarios en presencia de gas diéxido de carbono al 5% a 37°C hasta que
las células ocuparon 1/3 0 mas en cada pozo.

Se confirm6 la expresién mediante transferencia de manchas para las 450 lineas principales. Se aplicaron 2 pL cada
vez de los sobrenadantes de cultivo de todas las lineas a una membrana (Nytran N, item N0.10416196, Schleicher &
Schuell), y después de la incubacién a temperatura ambiente durante 30 minutos, se bloqued con Block Ace al 4%
(Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) a temperatura ambiente durante 30 minutos. Ademas, 0,2 mg / ml de un
anticuerpo anti-EPO policlonal de conejo (EPO (H-162), IgG policlonal de conejo, Cat. sc-7956, Santa Cruz
Biotechnology) diluido con PBST (D-PBS, Tween 20 al 0,05%) y se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Se afiadieron 0,2 pug / mL de un anticuerpo IgG anti-conejo marcado con peroxidasa (IgG anti-conejo purificado con
afinidad conjugada con peroxidasa F8C, Cat. 611-1303, Rock Land) diluido con PBST (D-PBS, Tween 20 al 0,05%) y se
agitd durante 30 minutos. Se hizo reaccionar el sustrato HRP quimioluminiscente ImmobilonMR Western (2 mL de
reactivo Luminol, 2 mL de soluciéon de peroxidasa, Millipore, Cat. WBKLS0050, Millipore) a temperatura ambiente
durante cinco minutos y se afiadi6. Se incubé a temperatura ambiente durante cinco minutos, y se capturé la
quimioluminiscencia utilizando un detector (ATTO de captura de luz, AE-6981FC, ATTO). Las imagenes capturadas
fueron analizadas usando Image J (NIH) y se compararon las intensidades de luminiscencia. Las 200 lineas que tenian
la intensidad mas alta de luminiscencia fueron transferidas a placas de 6 pozos junto con un medio CD Opti CHO AGT
(Invitrogen) complementado con Gluta MAXMR-I 4 mM (Invitrogen) y se cultivé con agitacion a 90 min <- 1> en
presencia de gas dioxido de carbono al 5% a 37 ° C hasta que las células ocupada 1/3 o0 mas de cada pozo.

Se confirmd la expresion fue confirmada por transferencias de manchas de las 200 mejores lineas. Se aplicaron 2 pL de
cada uno de los sobrenadantes de cultivo de todas las lineas a una membrana (Nytran N, NO.10416196 ITEM,
Schleicher & Schuell), y después de la incubacion a temperatura ambiente durante 30 minutos, se bloque6 con Block
Ace al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) a temperatura ambiente durante 30 minutos. Ademas, se afiadieron
0,2 ug / mL de un anticuerpo anti-EpO policlonal de conejo (EPO (H-162), IgG policlonal de conejo, Cat. sc-7956, Santa
Cruz Biotechnology) diluido con PBST (D-PBS, Tween 20 al 0,05%) fue afiadié y se agitd a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Se afiadieron 0,2 ug / mL de un anticuerpo IgG anti-conejo marcado con peroxidasa (IgG anti-
conejo purificado por afinidad conjugada con peroxidasa F8C, Cat. 611-1303, Rock Land) diluido con PBST (D-PBS,
Tween 20 al 0,05%) y se agité durante 30 minutos. Sustrato HRP quimioluminiscente ImmobilonMR Western (2 mL del
reactivo Luminol, 2 mL de solucién de peroxido, Millipore, Cat. WBKLS0050, Millipore) a temperatura ambiente durante
cinco minutos y se afiade. Esto se incubd a temperatura ambiente durante cinco minutos, y la quimioluminiscencia fue
capturada utilizando un detector (ATTO de captura de luz, AE-6981FC, ATTO). Se analizaron las imagenes capturadas
usando Image J (NIH) y se compararon las intensidades de luminiscencia. Las 80 lineas que tienen la intensidad mas
alta de la luminiscencia se transfirieron a placas de 6 pozos junto con un medio CD Opti CHO AGT (Invitrogen)
complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen) y se cultivd con agitacién a 90 min't en presencia de CO2 5% a
37°C, hasta que las células ocuparon 1/3 o0 mas de cada pozo. Ademas, las 80 lineas que tienen la intensidad de la
luminiscencia mas alta fueron transferidas a placas de 6 pozos junto con un medio CD Opti CHO AGT (Invitrogen)
complementado con Gluta MAXVR-| 4 mM (Invitrogen) y se cultivd mientras se agitaba a 90 min'! en presencia de gas
diéxido de carbono al 5% a 37°C, hasta que las células ocuparon 1/3 o mas de cada pozo. Ademas, las 80 lineas que
tenian la intensidad de la luminiscencia mas alta fueron transferidas a placas de 6 pozos junto con un medio CD Opti
CHO AGT (Invitrogen) complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen) y se cultivd mientras se agitaba a 90 min
en presencia de gas diéxido de carbono al 5% a 37°C, hasta que las células ocuparon 1/3 o mas de cada pozo.

Se confirmé la expresién mediante transferencia de manchas para las 80 lineas principales. Se aplicaron 2 uL cada vez
de los sobrenadantes de cultivo de todas las lineas a una membrana (Nytran N, item N0.10416196, Schleicher &
Schuell), y después de incubaciéon a temperatura ambiente durante 30 minutos, se bloqued con Block Ace al 4%
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(Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) a temperatura ambiente durante 30 minutos. Ademas, se afadieron 0,2 pug / mL
de un anticuerpo anti-EPO policlonal de conejo (EPO (H-162), IgG policlonal de conejo, Cat. sc-7956, Santa Cruz
Biotechnology) diluido con PBST (D-PBS, Tween 20 al 0,05%) y se agit6 a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Se afiadieron 0,2 pg / mL de un anticuerpo IgG anti-conejo marcado con peroxidasa (IgG anti-conejo purificado por
afinidad conjugado con peroxidasa F8C, Cat. 611-1303, Rock Land) diluido con PBST (D-PBS, Tween 20 al 0,05%) y se
agitdé durante 30 minutos. Sustrato HRP quimioluminiscente ImmobilonMR Western (2 mL de reactivo Luminol, 2 mL de
solucién de peroxidasa, Millipore, Cat. WBKLS0050, Millipore) a temperatura ambiente durante cinco minutos y se
afiadio. Se incubd a temperatura ambiente durante cinco minutos, y se capturd la quimioluminiscencia utilizando un
detector (ATTO de captura de luz, AE-6981FC, ATTO). Se analizaron las imagenes capturadas usando Image J (NIH) y
se compararon las intensidades de luminiscencia. Para las 40 lineas que tenian la intensidad mas alta de luminiscencia,
se colocaron 0,4 mL de cada linea en un tubo estéril y se centrifugé a 200 x g durante dos minutos. Se descart6 el
sobrenadante, y se suspendieron las células en 0,1 mL de medio fresco (IS CHO-CD con medio Hidrolizado (IS Japén)
complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen)). Después de contar el nimero de células, se diluyeron las
células con el medio hasta 5 x 10° células / mL, luego, se transfirieron 0,2 mL de las mismas a nuevas placas de 24
pozos, y se cultivaron las células en presencia de gas diéxido de carbono al 5% de a 37°C durante 72 horas. Luego, se
centrifugaron las células a 9300 x g durante dos minutos y se recolect6 el sobrenadante. Se determinaron los niveles de
produccion.

[Ejemplo 12] Medicién del nivel de hEPO producido por lineas celulares que producen EPO con alto rendimiento

Se determind el nivel de produccion mediante ELISA. Se recubrieron placas de 96 pozos (placa F96 MAXI SORP Nunc-
Inmuno, Cat. no. 442404, Nunc) a 4°C durante 16 horas con 1 pg / mL de un anticuerpo EPO anti-humano (thEPO MAb
R6K, Fuso Pharmaceutical Industries) diluido con una solucién de anticuerpo en fase sélida (D-PBS (regulador de
fosfato de Dulbecco, Sigma-Aldrich)). Después de bloquear con una solucién de bloqueo (Block Ace al 4% (Dainippon
Sumitomo Pharma Co., Ltd.) se mezclé en una proporcion 1:3 con D-PBS (regulador de fosfato de Dulbecco, Sigma
Aldrich)), se aplicaron 100 uL de cada vez de sobrenadantes de cultivo de 72 horas (1 / 40.000 hasta 1 / 160.000),
series de dilucién dos veces (500 a 15.6 mlU / mL) de EPO humana purificada (Fuso Pharmaceutical Industries) en
diluyente de antigeno anticuerpo (Block Ace al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) mezclados en una
proporcion 1: 9 con D-PBS (regulador de fosfato de Dulbecco, Sigma Aldrich)), y diluyente anticuerpos antigeno (Block
Ace al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) mezclados en una relaciéon 1: 9 con D-PBS (regulador de fosfato de
Dulbecco, Sigma Aldrich)), y se llevé a cabo la incubacion a 25°C durante dos horas. Se incub6 adicionalmente con 0,1
Mg / mL de un anticuerpo monoclonal EPO humano marcado con peroxidasa (POD-rhEPO MAb R2C, Fuso
Pharmaceutical Industries) a 25°C durante dos horas. Se aplicé sustrato de peroxidasa Sure Blue TMB Microwell (KPL)
a razén de 100 pL / pozo, y después de esto reaccioné a 25°C durante 30 minutos, se afiadié acido fosférico 1 M a
razén de 100 pL / pozo para detener la reaccion. Se determind la concentracion de proteina utilizando un lector de
microplacas (modelo 680, fabricado por BioRad) y sobre el lector de microplacas, se midi6 la absorbancia con la
longitud de onda de 450 nm con la longitud de onda de 655 nm como control. La Tabla 5 muestra las 40 muestras
principales con un nivel de produccién alto de EPO humana de acuerdo con los resultados obtenidos por ELISA.

[Tabla 5]
Nivel de produccion de Nivel de produccién de
Linea celular pDC6/hEPO EPO Linea celular pDC6/hEPO EPO
No. No.
IU/mL IU/mL

1 2,960 +27.8 21 4,204 +159.1

2 2,476 £27.8 22 3,307 £144.2

3 6,356 £ 83.9 23 3,733 +70.6

4 7,311 £192.5 24 -

5 3,142 £ 46.8 25 4,489 + 35.3

6 6,889 +77.0 26 12,390 +123.1

7 4,684 +66.7 27 2,422 +23.1

8 2,631 +61.1 28 2,662 +35.3
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9 3,387 +55.5 29 1,331+6.7
10 1,416 +13.3 30 1,836 +26.7
11 3,347 +88.8 31 804 +£11.5
12 10.622 £ 277.6 32 13,744 +123.1
13 4,413 +68.4 33 4,356 +123.9
14 6,556 +126.2 34 4,084 +38.5
15 1,424 +13.9 35 2,013 +53.3
16 4,702 £116.5 36 3,596 +68.4
17 8,067 +66.7 37 7,241 +162.8
18 2,742 +65.8 38 7,056 +61.5
19 2,551 +101.8 39 4,231 +30.8
20 3,702 £126.0 40 7,262 +248.7

De las 40 lineas que crecen en medio libre de HT generadas por la repeticién de la deteccidn anterior, 15% produjeron
hEPO a razén de 0 IU / mL / 3 dias 0 mas hasta menos de 2.000 IU / mL / 3 dias. De las 40 lineas, 34 lineas (85%)
produjeron 2.000 IU / mL / 3 dias 0 mas. De las 40 lineas, 19 lineas (47,5%) produjeron 4.000 IU / mL / 3 dias o mas. De
las 40 lineas, 11 lineas (27,5%) produjeron 6.000 IU / mL / 3 dias o mas. De las 40 lineas, cuatro lineas (10%)
produjeron 8.000 IU / mL / 3 dias 0 mas. De las 40 lineas, tres lineas (7,5%) produjeron 10.000 IU / mL / 3 dias o0 mas.
Sorprendentemente, de las 40 lineas, dos lineas (5,0%) produjeron 12.000 IU / mL / 3 dias 0 mas. La linea que muestra
el nivel de produccién mas alto produjo 13.744 + 123 IU / mL en 3 dias. Este valor que proviene de una linea de células
etapa temprana no clonado, es decir, también en un estado que no experimenté amplificacién génica, indicoé un nivel
muy alto comparado con los niveles representativos de produccion de eritropoyetina reportados en la literatura (JP-A
(Kokai) 2002-45191; J. Microbiol. Biotechnol. 2008 Jul; 18 (7): 1342 hasta 1351; Biotechnol. Appl. Biochem. 2000 dic; 32
(Pt 3): 167-172; Proc. Natl. Acad. Sci. EEUU. 1986 septiembre; 83 (17): desde 6465 - 6469). Esto demostré que los
vectores de expresién de la presente invencion permiten niveles muy altos de expresién de proteina.

[Ejemplo 13] Construccién de pDC6 / D-EPO

Usando métodos por aquellos bien capacitados en el arte, se sustituyeron los nucleétidos No. 1267 a No. 1275 No. en el
vector de la presente invencién, pDC6, fueron sustituido con un ADNc que codifica la Darbepoetina alfa (D-EPO) de la
SEQ ID NO: 8 (de ahora en adelante denominada D-EPO) para construir pDC6 / D-EPO (Fig. 14).

[Ejemplo 14] Transfeccion de pDC6 / D-EPO en células CHO, y seleccion en un medio libre de HT utilizando un medio
de CD o un medio de CD complementado con aditivos de base no animal

Se transfectaron 2,5 ug de pDC6 / D-EPO en 4.000.000 de células CHO (células CHO DG44) en frascos de cultivo de
25 cm? utilizando el método de la Lipofectina (utilizando LipofectamineMR LTX; Invitrogen). Se realizo la transfeccion de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. 48 horas después de la transfeccion génica, se conté el nUmero de células,
y luego se diluyeron las células en IS CHO-CD con medio Hidrolizado (IS Japén) complementado con Gluta MAXRM-|
4mN (Invitrogen). Se sembraron las células en placa en cinco placas de microtitulacion de 96 pozos a una concentracion
de 4.000 células / pozo (480 pozos), y después de cultivar en presencia de gas diéxido de carbono al 5% a 37°C
durante aproximadamente tres semanas, se observaron células viables (lineas celulares que crecen en medio libre de
HT).

A partir de las células viables, se seleccionaron arbitrariamente 84 lineas de células que crecieron en medio libre de HT,
y se confirmé la expresion mediante trasferencia de manchas. Se aplico 1 pL de cada una de una serie de diluciones
dos veces (10 a 0.16 ng / mL) de una preparacién estandar de EPO humana recombinante (Recombinant Human EPO,
Cat. Sistemas 287-TC, de R & D) y los sobrenadantes del cultivo de las 84 lineas seleccionadas arbitrariamente a una
membrana (Nytran N, item No0.10416196, Schleicher & Schuell), y después de la incubacion a temperatura ambiente
durante 30 minutos, de bloque6 con Block Ace al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) a temperatura ambiente
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durante 30 minutos. Ademas se afiadieron 0,2 ug / mL de un anticuerpo anti-EPO policlonal de conejo (EPO (H-162),
IgG policlonal de conejo, Cat. sc-7956, Santa Cruz Biotechnology) diluido con PBST (D-PBS, Tween 20 al 0,05%) y se
agitdé a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se afadieron 0,2 pg / mL de un anticuerpo 1gG anti-conejo marcado
con peroxidasa (IgG anti-conejo purificado por afinidad conjugado con peroxidasa F8C, Cat. 611-1303, Rock Land)
diluido con PBST (D-PBS, 0,05% Tween 20) y se agitd durante 30 minutos. Se hizo reaccionar el sustrato HRP
quimioluminiscente ImmobilonMR Western (2 mL de reactivo Luminol, 2 mL de solucién de perdxido, Millipore, Cat.
WBKLS0050, Millipore) se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante cinco minutos y se afiadid. Se incub6 a
temperatura ambiente durante cinco minutos, y se capturd la quimioluminiscencia utilizando un detector (ATTO de
captura de luz, AE-6981FC, ATTO). La imagen obtenida por transferencia manchas se muestra en la Fig. 15.

Las lineas para la que se observé luminiscencia en transferencias de manchas se transfirieron a placas de 24 pozos
junto con IS CHO-CD con medio hidrolizado (IS Japdén) complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen), y se
cultivaron hasta que las células ocuparon 1/3 o mas de cada pozo. Las lineas para la que se observé un mayor
crecimiento fueron transferidas a placas de 6 pozos junto con IS CHO-CD con medio hidrolizado (IS Japon)
complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen), y se cultivaron hasta que las células ocuparon 1/3 o méas de cada
pozo. Las lineas para la que se observé un mayor crecimiento fueron transferidos a matraces T75 (BD), junto con IS
CHO-CD con medio hidrolizado (IS Jap6n) complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen), y se cultivaron hasta
gue las células alcanzaron 1,0 x 108 células/mL o mas en cada pozo.

Se colocaron 15 ml de cada linea en un tubo de 15 ml y se centrifugaron a 1100 rpm durante siete minutos. Se desechd
el sobrenadante, y se suspendieron las células en 15 ml de medio fresco (IS CHO-CD con medio Hidrolizado (IS Japén)
complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen)). Después de contar el nimero de células, se diluyeron las
células con el medio a razon de 5 x 10° células/mL, a continuacion se transfirieron 7,5 ml de ellas a matraces T75
nuevos, y se cultivaron las células en presencia de gas dioxido de carbono al 5% a 37°C durante 14 dias. El dia 3, el dia
7 y el dia 14 del cultivo, se recolectaron 1 mL de cada solucién de cultivo, se centrifugé a 9300 x g durante dos minutos,
y se recogid el sobrenadante. A continuacion, se determiné el nivel de produccién.

[Ejemplo 15] Medicién del nivel de D-EPO producido por las lineas celulares transfectadas con pDC6/D-EPO

Se determiné el nivel de produccion por ELISA. Se recubrieron placas de 96 pozos (placa F96 MAXI SORP Nunc-
Inmuno, Cat. no. 442404, Nunc) a 4°C durante 16 horas con 1 pg/ml de un anticuerpo EPO anti-humano (rEPO MAb
R6K, Fuso Pharmaceutical Industries) diluido con una solucién de anticuerpo en fase sélida (D-PBS (regulador de
fosfato de Dulbecco, Sigma-Aldrich)). Después de bloquear con una solucién de bloqueo (Block Ace al 4% (Dainippon
Sumitomo Pharma Co., Ltd.) mezclado en una proporcién de 1:3 con D-PBS (regulador de fosfato de Dulbecco, Sigma
Aldrich)), se mezclaron 100 pL de cada uno de sobrenadante de cultivo de 3 dias, 7 dias, o 14 dias (diluciéon 1/1000 a
1/100.000), serie de dilucion dos veces (10 a 0.156 ng/mL) de Darbepoetina alfa (inyeccion Nesp de 120 ug/ jeringa de
plastico de 0,6 mL, Kyowa Hakko Kirin Co. Ltd.) en diluyente de antigeno anticuerpo (Block Ace al 4% (Dainippon
Sumitomo Pharma Co., Ltd.) mezclados en una relaciéon 1:9 con D-PBS (regulador de fosfato de Dulbecco, Sigma
Aldrich)), y se aplicaron el diluyente antigeno anticuerpo (Block Ace al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.)
mezclados en una proporcién 1:9 con D-PBS (regulador de fosfato de Dulbecco, Sigma Aldrich)), y se llevd a cabo la
incubacion a 25°C durante dos horas. Se incubd adicionalmente con 0,1 pg/ml de un anticuerpo monoclonal EPO
humana marcada con peroxidasa (POD-rEPO MAb R2C, Fuso Pharmaceutical Industries) a 25°C durante dos horas.
Se aplicé sustrato de peroxidasa Sure Blue TMB Microwell (KPL) a razén de 100 pl/pozo, y después de esto reacciond a
25°C durante 30 minutos, se afadié acido fosférico 1 M a razén de 100 pl/pozo para detener la reaccién. Se determiné
la concentracion de proteina utilizando un lector de microplacas (Modelo 680, fabricado por BioRad) y, en el lector de
microplacas, se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 450 nm con la longitud de onda de 655 nm como
control. La Tabla 6 muestra las cinco primeras muestras con alto nivel de produccion de D-EPO de acuerdo con los
resultados obtenidos por ELISA. La linea que muestra el nivel mas alto de produccién produjo 22 + 0,3 pg/ml en 3 dias,
135 + 3,3 pg/ml en 7 dias, y 170 £ 3,7 ug/ml en 14 dias. A continuacion, se llevé a cabo una transferencia tipo Western
de D-EPO en los sobrenadantes del cultivo para confirmar la expresion de la proteina.

[Tabla 6]

Nivel de produccion de D-EPO
Linea celular pDC6/D-EPO No.

pg/mL/3dias | pmg/mL/7dias | pg/mL/14dias

12 14+0.0 95+4.8 134+14
23 14+0.1 97 £3.5 173+2.6
24 12+0.2 87+1.5 170+1.4
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Nivel de produccion de D-EPO
Linea celular pDC6/D-EPO No.

pg/mL/3dias | pumg/mL/7dias | pg/mL/1l4dias

30 22+0.3 135+3.3 170 +£3.7

36 20+0.3 122 +9.6 130+£35

[Ejemplo 16] Transferencia tipo Western de sobrenadantes de cultivo de células transfectadas con pDC6/D-EPO

Los sobrenadantes de cultivo de 3 dias, 7 dias y 14 dias de cinco muestras con el nivel de produccion mas alto de D-
EPO obtenido en el Ejemplo 15 descrito anteriormente se analizaron por transferencia tipo Western. Se mezclaron 10 pl
de cada uno de los sobrenadantes de cultivo con 10 pl de regulador de muestras de Laemmli (BIO-RAD) que contiene
2-mercaptoethnanol al 5% (Wako) para reduccion por calentamiento a 98°C durante cinco minutos (termociclador de
PCR TaKaRa PERSONAL, TaKaRa Biomedicals). Ademas, se mezclaron 100 ng/10 pL de preparaciéon estandar de
Darbepoetina alfa (inyeccién Nesp de 120 pg/jeringa de plastico de 0,6 ml, Kyowa Hakko Kirin Co. Ltd.) con 10 uL de
regulador de muestra de Laemmli (BIO-RAD) que contiene 2-mercaptoetanol al 5% (Wako) para la reduccién por
calentamiento a 98°C durante cinco minutos (Termociclador de PCR TaKaRa PERSONAL, TaKaRa Biomedicals). Se
colocaron un regulador de electroforesis (Tris/Glicina/SDS, BIO-RAD) y Super SEPMR 10% a 20% 17 pozos (Wako) en
un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI Pure Chemicals CO., LTD), y 20 pul de las soluciones de muestra
tratadas con calor y se aplico la preparacion estandar a la SuperMR 10% a 20% 17 pozos (Wako), y se llevo a cabo la
electroforesis a 40 mA durante 55 minutos (aparato de fuente de alimentacién: se utiliz6 My Run, COSMO BIO CO.,
LTD). A continuacion, se removio6 el gel de las placas de vidrio, y se enjuagé en un regulador de transferencia (regulador
Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)) mientras se agitaba (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific
Industries) durante cinco minutos.

Se activé una membrana de transferencia Immobilon-P (Millipore) por remojo secuencial en 8 mL de metanol (Wako)
durante 15 segundos, 8 mL de agua MilliQ (Millipore) durante dos minutos, y 8 mL de regulador de transferencia
(regulador Tris/Glicina (BIO -RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)) durante cinco minutos mientras se agitaba
(ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries). En un aparato de transferencia (TRANS-BLO, SD SEMI-DRY TRANSFER
CELL, BIO-RAD), se colocaron papeles filtro (Papel de transferencia tamafo extra grueso Criterion™R, BIO-RAD)
remojados con regulador de transferencia (regulador Tris/Glicina (BIO- RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)), la
membrana de transferencia activada Immobilon-P (Millipore), el gel después de la electroforesis remojado en regulador
de transferencia (regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)), y se colocaron papeles filtro
(papel de transferencia tamafio extra grueso Criterion™R, BIO-RAD) remojados con regulador de transferencia (regulador
Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)) en orden desde el lado del catodo, se colocé una
cubierta, y se realiz6 la electroforesis a 80 mA (PowerPac HCMR, BIO-RAD) durante una hora y media para transferir las
proteinas separadas sobre la membrana de transferencia Immobilon-P (Millipore). Después de la transferencia, se
remojoé la membrana de transferencia Immobilon-P (Millipore) en 8 mL de ImmunoBlock (marca registrada, Divisién de
Productos de Laboratorio de Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) y se bloque6 a 4°C durante 18 horas, y se hicieron
reaccionar 10 mL de 1gG policlonal de conejo Epo (H-162) (Santa Cruz Biotechnology) diluido 1000 veces con D-PBS
(Wako) que contenia Tween 20 al 0,05% (sorbitan monolaurato de polioxietileno (20), Wako) con las proteinas en la
membrana durante una hora a temperatura ambiente mientras se agita (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries).
Después de remover los anticuerpos no enlazados, se afiadieron 10 mL de IgG F(c) anticonejo purificado por afinidad
conjugado con peroxidasa (Cabra) (Rock Land) diluido 5000 veces con D-PBS (Wako) que contenia Tween 20 al 0,05%
(sorbitdn monolaurato de polioxietileno (20), Wako) y reaccion6 durante una hora a temperatura ambiente con agitacion
(ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries). Después de remover los anticuerpos no enlazados, se afiadieron 2 ml de
sustrato HRP quimioluminiscente Immobilon™R Western (Millipore) para quimioluminiscencia, y se tomaron fotografias
de 5 segundos usando un sistema de camara CCD enfriado ATTO de captura de luz con sus ajustes normales. La
imagen obtenida por transferencias tipo Western se muestra en la Fig. 16. Se detectaron bandas similares a las de la
preparacion estandar.

[Ejemplo 17] Construccion de pDC6/hG-CSF

Usando métodos bien conocidos por las personas calificadas en la técnica, se sustituyeron los nucleétidos No. 1267 a
1275 No. en el vector de la presente invencion, pDC6, con un ADNc que codifica el factor estimulante de colonias de
granulocitos humanos (G-CSF) de la SEQ ID NO: 9 (en lo sucesivo denominado como hG-CSF) para construir
pDC6/hG-CSF (Fig. 17).

[Ejemplo 18] La transfeccion de pDC6/hG-CSF en células CHO, y la seleccidon en un medio libre de HT usando un
medio CD o un medio CD complementado con aditivos de base no animal
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Se transfectaron 2,5 ug de pDC6/hG-CSF en 4.000.000 de células CHO (células CHO DG44) en frascos de cultivo de
25 cm? utilizando el método de Lipofectina (utilizando LipofectamineMR LTX; Invitrogen). La transfeccion se realizd de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. 48 horas después de la transfeccién del gen, se contd el niumero de
células, y luego se diluyeron las células en un medio CD Opti CHO AGT (Invitrogen) complementado con Gluta MAXMR-|
4 mM (Invitrogen). Las células se sembraron en cinco placas de microtitulaciéon de 96 pozos a una concentraciéon de
4.000 células/pozo (480 pozos), y después de cultivar en presencia de gas didxido de carbono al 5% a 37°C durante
aproximadamente tres semanas, se observaron células viables (lineas de células que crecen en medio libre de HT).

A partir de las células viables, se seleccionaron arbitrariamente 50 lineas de células que crecen en medio libre de HT, y
la expresion fue confirmada por transferencias de manchas. Se aplicaron 2 pL cada una de una serie de diluciones
dobles (10 a 0,0390625 pg/ml) de una preparacién estandar de G-CSF humana recombinante (G-CSF humana
recombinante, cat. 1001C, Apolo) y se aplicaron los sobrenadantes de cultivo de las 50 lineas seleccionadas
arbitrariamente a una membrana (Nytran N, item N0.10416196, Schleicher & Schuell), y después de la incubacién a
temperatura ambiente durante 30 minutos, se bloque6 con Block Ace al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Ademas, se afiadieron 0,5 mg/mL de un anticuerpo monoclonal de ratén G-
CSF anti-humano (anticuerpo anti-G-CSF humano, Cat. MAB214, R & D) diluido con PBST (D-PBS, Tween 20 al 0,05%)
y se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se afiadieron 0,2 pg/ml de un anticuerpo IgG antirraton marcado
con peroxidasa (IgG antirratén de cabra (H + L), Cat. 115-036-062, Jackson) diluido con PBST (D-PBS, Tween 20 al
0,05%) y se agitd durante 30 minutos. Se hizo reaccionar sustrato HRP quimioluminiscente ImmobilonMR Western (2 mL
del reactivo Luminol, 2 ml de solucién de perdxido, Millipore, Cat. WBKLS0050, Millipore) a temperatura ambiente
durante cinco minutos y se afadidé. Se incubd a temperatura ambiente durante cinco minutos, y la quimioluminiscencia
fue capturada utilizando un detector (ATTO de captura de luz, AE-6981FC, ATTO). La imagen obtenida por
transferencia de manchas se muestra en la Fig. 18.

Las lineas para la que se observé luminiscencia en transferencias de manchas se transfirieron a placas de 24 pozos
junto con medio CD Opti CHO AGT (Invitrogen) complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen), y se cultivaron
hasta que las células ocuparon 1/3 0 mas de cada pozo. Las lineas para la que se observé un mayor crecimiento fueron
transferidas a placas de 6 pozos junto con medio CD Opti CHO AGT (Invitrogen) complementado con Gluta MAXMR-| 4
mM (Invitrogen), y se cultivaron hasta que las células ocuparon 1/3 0 mas de cada pozo. Las lineas para la que se
observd un mayor crecimiento fueron transferidas a matraces T75 (BD), junto con medio CD Opti CHO AGT (Invitrogen)
complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen), y se cultivaron hasta que las células alcanzaron 1,0 x 108
células/ml 0 més en cada pozo.

Se colocaron 15 ml de cada linea en un tubo de 15 mL y se centrifugaron a 1100 rpm durante siete minutos. Se desech6
el sobrenadante, y se suspendieron las células en 15 mL de medio fresco (medio CD Opti CHO AGT (Invitrogen)
complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen)). Después de contar el nimero de células, se diluyeron las
células con el medio hasta 5 x 10° células/mL, a continuacion, se transfirieron 7,5 ml de ellas a matraces T75 nuevos, y
se cultivaron las células en presencia de gas diéxido de carbono al 5% a 37°C durante 14 dias. El dia 3, el dia 7 y el dia
14 del cultivo, se recolecté 1 ml de cada solucion de cultivo, se centrifugé a 9300 x g durante dos minutos, y se recogio
el sobrenadante. Se determind el nivel de produccion.

[Ejemplo 19] Medicién del nivel de hG-CSF producido por las lineas celulares transfectadas con pDC6/hG-CSF

Se determin6 el nivel de produccion por ELISA. Se recubrieron placas de 96 pozos (placa F96 MAXI SORP Nunc-
Inmuno, Cat. no. 442404, Nunc) a 4°C durante 16 horas con 0,5 pg/ml de un anticuerpo G-CSF anti-humano (anticuerpo
monoclonal G-CSF anti-humano, Cat No. MAB214, sistema R&D) diluido con un regulador de recubrimiento (Na2COs 15
mM, NaHCOs 35 mM, NaNs al 0,05%, pH 9.6). Después de bloquear con una solucién de bloqueo (Block Ace al 4%
(Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) mezclados en una proporcién de 1:3 con D-PBS (regulador de fosfato de
Dulbecco, Sigma Aldrich)), se aplicaron 100 pl de cada uno de sobrenadantes de cultivo de 3 dias, 7 dias, y 14 dias
(dilucion 1/10.000 a 1/200.000), serie de dilucién de dos veces (5 a ,078125 ng/mL) de una preparacion estandar de G-
CSF humana recombinante (Recombinant Human G-CSF, Cat 1001C, Apolo) en diluyente de antigeno anticuerpo
(Block Ace al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) mezclados en una relacién 1:9 con D-PBS (regulador de
fosfato de Dulbecco, Sigma Aldrich)), y diluyente antigeno anticuerpo (Block Ace al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma
Co., Ltd.) mezclados en una proporcion 1:9 con D-PBS (regulador de fosfato de Dulbecco, Sigma Aldrich)), y la
incubacion se realiz6 a 25°C durante una hora. Se incubé adicionalmente con 0,25 pg/ml de un anticuerpo G-CSF
humano biotinilado (anticuerpo G-CSF anti-humano biotinilado, Cat. No. BAF214, sistema R&D) a 25°C durante una
hora. Se aplico el kit de tincién ABC ultrasensible estandar (reactivo A 2 gotas, reactivo B 2 gotas/10 mL, Pro # 32050,
Pierce) incubado a 25°C durante 30 minutos a razén de 100 pL/pozo, y se llevé a cabo la reaccion a 25°C durante 30
minutos. Se aplico sustrato de peroxidasa Sure Blue TMB Microwell (KPL) a razon de 100 ul/pozo, y después de esto se
hizo reaccionar a 25°C durante 30 minutos, se afiadié acido fosférico 1 M a razén de 100 mL/pozo para detener la
reaccion. Se determiné la concentracion de proteina utilizando un lector de microplacas (Modelo 680, fabricado por
BioRad) y en el lector de microplacas, se midi6 la absorbancia a la longitud de onda de 450 nm con la longitud de onda
de 655 nm como control. La Tabla 7 muestra las diez primeras muestras con alto nivel de producciéon de G-CSF humano
de acuerdo con los resultados obtenidos por ELISA. La linea que muestra el nivel mas alto de produccion produjo 34,7 +
1,1 pg/mL en 3 dias, 193,6 £ 0,6 mg/mL en 7 dias, y 235,5 + 14,8 ug/mL en 14 dias. Este valor que proviene de una
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linea de células en etapa temprana no clonada, es decir, también en un estado que no ha experimentado amplificacion
de genes, indica un nivel muy alto en comparacién con los niveles de produccion de G-CSF representativos reportados
en la literatura (J Biosci Bioeng. 2000, 89 (6): 534-538; Gen 1.996, Nov. 21, 180 (1-2): 145-150; Mol Biotechnol. 1997
junio, 7(3): 231-240; la publicacion de la solicitud de patente japonesa de Kohyo No. (JP-A) H01-500483 (publicacion en
fase nacional japonesa no examinada que corresponde a una publicacién internacional no japonesa)).

Esto demostré que los vectores de expresion de la presente invencién permiten niveles muy altos de expresion de
proteina. A continuacion, la transferencia tipo Western de hG-CSF en los sobrenadantes del cultivo se llevé a cabo para

confirmar la expresién de proteinas.

[Tabla 7]
Nivel de produccién de G-CSF
Linea celular pDC6/hIG-CSF No.
pg/mL/3 dias | pg/mL/7 dias | pg/mL/14 dias
3 0.6 +0.6 519+13 68.5+1.7
6 357+15 149.7 £0.5 180.7 £1.6
7 105+0.2 33.2+0.2 27.2+0.3
13 426 £0.5 105.6 £0.5 96.9+1.4
14 31.2+0.1 150.2+£0.5 188.4+£3.1
15 11.5+£0.1 49.4+0.3 49.7 0.6
16 347+1.1 193.66 0.6 2355+14.8
17 32.7+1.4 177.0+0.6 231.3+4.4
19 58x0.1 42.1+1.4 70.7£0.5
20 3.1£0.1 40.0+0.3 65.6 £ 0.7

[Ejemplo 20] Transferencia tipo Western de sobrenadantes de cultivo de células transfectadas con pDC6/hG-CSF

Se analizaron sobrenadantes de cultivo de 3 dias, 7 dias y 14 dias de cinco muestras con el mas alto nivel de
produccién de G-CSF humano obtenido en el Ejemplo 19 anteriormente descrito por transferencias tipo Western. Se
mezclaron 10 pl de cada uno de los sobrenadantes de cultivo con 10 pL de regulador de muestras de Laemmli (BIO-
RAD) que contenia 2-mercaptoethnanol al 5% (Wako) para la reduccion por calentamiento a 98°C durante cinco minutos
(Termociclador de PCR TaKaRa PERSONAL, TaKaRa Biomedicals). Ademas, se mezcldé una preparacion estandar de
10 pg/10 pL de G-CSF humana recombinante (Recombinant Human G-CSF, Cat 1001 C, Apolo) con 10 pL de regulador
de muestras de Laemmli (BIO-RAD) que contenia 2-mercaptoetanol al 5% (Wako) para reduccién por calentamiento a
98°C durante cinco minutos (Termociclador de PCR TaKaRa PERSONAL, TaKaRa Biomedicals). Se colocaron un
regulador de electroforesis (Tris/Glicina/SDS, BIO-RAD) y Super SEPMR 10% a 20% 17 pozos (Wako) en un recipiente
de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI Pure Chemicals CO., LTD), y se aplicaron 20 pL de las soluciones de muestra
tratadas térmicamente y una preparacion estandar a la SuperM? 10% a 20% 17 pozos (Wako), y se llevé a cabo la
electroforesis a 40 mA durante 55 minutos (se utilizé una fuente de alimentacion: My Run, COSMO BIO CO., LTD). A
continuacion, se removié el gel de las placas de vidrio, y se remojé en un regulador de transferencia (regulador
Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)) mientras se agitaba (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific
Industries) durante cinco minutos. Se activd una membrana de transferencia Immobilon-P (Millipore) por remojo
secuencial en 8 mL de metanol (Wako) durante 15 segundos, 8 mL de agua MilliQ (Millipore) durante dos minutos, y 8
mL de regulador de transferencia (regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)) durante
cinco minutos mientras se agitaba (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries). En un aparato de transferencia
(TRANS-BLO, SD SEMI-DRY TRANSFER CELL, BIO-RAD), se colocaron papeles de filtro (papel de transferencia
tamafio extra grueso CriterionVR, BIO-RAD) remojados con regulador de transferencia (regulador Tris/Glicina (BIO-
RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)), se colocaron la membrana de transferencia activada Immobilon-P
(Millipore), se remojo el gel después de la electroforesis en regulador de transferencia (regulador Tris/Glicina (BIO-RAD)
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gue contenia 30% de metanol (Wako)), y papeles de filtro (papel de transferencia tamario extra grueso Criterion“R, BIO-
RAD) remojados con regulador de transferencia (regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol
(Wako)) en orden desde el lado negativo, se coloc6 una cubierta, y se llevd a cabo la electroforesis a 80 mA (PowerPac
HCMR, BIO-RAD) durante una hora y media para transferir las proteinas separadas sobre la membrana de transferencia
Immobilon-P (Millipore). Después de la transferencia, se remojé la membrana de transferencia Immobilon-P (Millipore)
en 8 mL de ImmunoBlock (marca registrada, la division de Productos de Laboratorio de Dainippon Sumitomo Pharma
Co., Ltd.) y se bloque6 a 4°C durante 18 horas, y se hicieron reaccionar 10 mL de un anticuerpo monoclonal de ratén G-
CSF anti-humano (anticuerpo monoclonal G-CSF anti-humano, Cat. MAB214, R & D) diluido 2000 veces con D-PBS
(Wako) que contenia Tween 20 al 0,005% (sorbitdn monolaurato de polioxietileno (20), Wako) con las proteinas en la
membrana durante una hora a temperatura ambiente con agitacién (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries).
Después de remover los anticuerpos no enlazados, se afiadieron 10 mL de un anticuerpo IgG antirratén marcado con
peroxidasa (IgG de cabra antirratén (H + L), Cat 115-036-062, Jackson) diluido 5000 veces con D-PBS (Wako) que
contenia Tween 20 al 0,05% (sorbitan monolaurato de polioxietileno (20), Wako) y esto reaccion6 durante una hora a
temperatura ambiente mientras se agitaba (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries). Después de remover los
anticuerpos no enlazados, se afiadieron 2 ml de sustrato HRP quimioluminiscente Immobilon™R Western (Millipore) para
quimioluminiscencia, y se tomaron fotografias de 30 segundos usando un sistema de camara CCD enfriado ATTO de
captura de luz (ATTO) en su configuracion normal. La imagen obtenida por las transferencias tipo Western se muestra
en la Fig. 19. Se detectaron bandas similares a aquellas de la preparacion estandar.

[Ejemplo 21] Construccién de pDC6/hGM-CSF

Usando métodos bien conocidos por aquellos capacitados en la técnica, se sustituyeron los nucleétidos No. 1267 a No.
1275 en el vector de la presente invencion, pDC6, con un ADNc que codifica el factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos humanos (GM-CSF) de la SEQ ID NO: 10 (denominado en lo sucesivo hGM-CSF) para
construir ppDC6/hGM-CSF (Fig. 20).

[Ejemplo 22] Transfeccion de pDC6/hGM-CSF en células CHO, y seleccion en un medio libre de HT usando un medio
CD o un medio CD complementado con aditivos de base no animal

Se transfectaron 2,5 pg de pDC6/hGM-CSF en 4.000.000 de células CHO (células CHO DG44) en frascos de cultivo de
25 cm? utilizando el método de Lipofectina (utilizando LipofectamineMR LTX; Invitrogen). La transfeccion se realizd de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. 48 horas después de la transfeccién del gen, se contd el niumero de
células, y luego se diluyeron las células en un IS CD-CHO con medio hidrolizado (IS Jap6n) complementado con Gluta
MAXMR-| 4 mM (Invitrogen). Las células se sembraron en cinco placas de microtitulacién de 96 pozos hasta una
concentracion de 4.000 células/pozo (480 pozos), y después de cultivar en presencia de gas diéxido de carbono al 5% a
37°C durante aproximadamente tres semanas, se observaron células viables (lineas de células que crecen en medio
libre de HT).

A partir de las células viables, se seleccionaron arbitrariamente 48 lineas de células que crecen en medio libre de HT, y
la expresion fue confirmada por transferencia de manchas. Se aplicaron 2 pl cada una de una serie de diluciones de dos
veces (100 a 0,16 ng/mL) de una preparacion estandar de GM-CSF recombinante humano (Recombinant Human GM-
CSF, Cat No. 071-04111, Wako) y se aplicaron los sobrenadantes de cultivo de las 48 lineas seleccionadas
arbitrariamente a una membrana (Nytran N, item No. 10416196, Schleicher & Schuell), y después de la incubacion a
temperatura ambiente durante 30 minutos, se bloqued con Block Ace al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd. ) a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Ademas, se afadié 1 pug/ml de un anticuerpo policlonal de cabra GM-CSF
anti-humano (anticuerpo neutralizante GMCSF anti-humano, Cat. AB-215-NA, sistemas R & D) diluido con PBST (D-
PBS, Tween 20 al 0,05%) y se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se afiadieron 0,2 ug/ml de un
anticuerpo IgG anti-cabra marcado con peroxidasa (IgG [Conejo] anti-cabra purificada por afinidad conjugada con
peroxidasa) diluido con PBST (D-PBS, Tween 20 al 0,05%) y se agité durante 30 minutos. Se hizo reaccionar sustrato
HRP quimioluminiscente ImmobilonMR Western) a temperatura ambiente durante cinco minutos y se afiadié. Se incubé a
temperatura ambiente durante cinco minutos, y se capturé la quimioluminiscencia utilizando un detector (ATTO de
captura de luz, AE-6981FC, ATTO). La imagen obtenida por transferencia de manchas se muestra en la Fig. 21.

Las lineas para la que se observé luminiscencia en transferencias de manchas se transfirieron a placas de 24 pozos
junto con IS CHO-CD con medio hidrolizado (IS Japén) complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen), y se
cultivaron hasta que las células ocuparon 1/3 o mas de cada pozo. Las lineas para la que se observé un mayor
crecimiento fueron transferidas a placas de 6 pozos junto con IS CHO-CD con medio hidrolizado (IS Japén)
complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen), y se cultivaron hasta que las células ocuparon 1/3 o mas de cada
pozo. Las lineas para las que se observé un mayor crecimiento fueron transferidos a matraces T75 (BD), junto con IS
CHO-CD con medio hidrolizado (IS Japén) complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen), y se cultivaron hasta
que las células alcanzaron 1,0 x 10° células/mL o mas en cada pozo.

Se colocaron 15 mL de cada linea en un tubo de 15 mL y se centrifugaron a 1100 rpm durante siete minutos. Se
desecho el sobrenadante, y se suspendieron las células en 15 mL de medio fresco (IS CHO-CD con medio hidrolizado
(IS Japén) complementado con Gluta MAXVR-1 4 mM (Invitrogen)). Después de contar el nimero de células, se diluyeron
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las células con el medio hasta 5 x 10° células/mL, a continuacion, se transfirieron 7,5 ml a matraces T75 nuevos, y se
cultivaron las células en presencia de gas dioxido de carbono al 5% a 37°C durante 14 dias. El dia 3, el dia 7 y el dia 14
del cultivo, se recolect6 1 mL de cada solucién de cultivo, se centrifugd a 9300 x g durante dos minutos, y se recogio el
sobrenadante. Se determind el nivel de produccion.

[Ejemplo 23] Medicion del nivel de hGM-CSF producido por las lineas celulares transfectadas pDC6/hGM-CSF

Se determin6 el nivel de produccion por ELISA. Se recubrieron placas de 96 pozos (placa F96 MAXI SORP Nunc-
Inmuno, Cat. no. 442404, Nunc) a 4°C durante 16 horas con 0,5 pg/ml de un anticuerpo GM-CSF anti-humano (MAb de
captura de anti-hGM-CSF de raton, Cat No. 404CE14G12, Invitrogen) diluido con un regulador de recubrimiento (15
mM, Na2COs, NaHCO3 35 mM, NaNs al 0,05%, pH 9.6). Después de bloguear con una solucion de bloqueo (Block Ace
al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) se mezclaron en una relaciéon 1:3 con D-PBS (regulador de fosfato de
Dulbecco, Sigma Aldrich)), se aplicaron 100 pL de cada uno de los sobrenadantes de cultivo de 72 horas (dilucion 1/
1000 a 1/25000), serie de dilucién dos veces (10 a 0,15625 ng/mL) de GM-CSF humana recombinante (Recombinant
Human GM-CSF expresado en células humanas, Cat No. HZ-1001, HumanZyme Inc.) en diluyente de antigeno
anticuerpo (Block Ace al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) mezclados en una relacion 1:9 con D-PBS
(regulador de fosfato de Dulbecco, Sigma Aldrich)), y se aplicaron el diluyente de antigeno anticuerpo (Block Ace al 4%
(Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) mezclados en una relacion 1:9 con D-PBS (regulador de fosfato de Dulbecco,
Sigma Aldrich)), y se realizé la incubacién a 25°C durante una hora. Se incubd adicionalmente con 0,25 pg/mL de un
anticuerpo GM-CSF humano biotinilado (conjugado de biotina anti-hGM-CSF de ratén, Cat No. 404CE10A8, Invitrogen)
a 25°C durante una hora. Se aplicé un kit de coloracion ABC ultrasensible estandar (2 gotas de reactivo A, 2 gotas de
reactivo B / 10 mL, Pro # 32050, Pierce) incubado a 25°C durante 30 minutos a 100 pL/pozo, y se llevé a cabo la
reaccion a 25°C durante 30 minutos. Se aplico sustrato de peroxidasa Sure Blue TMB Microwell (KPL) a razén de 100
pL/pozo, y después de esto se hizo reaccionar a 25°C durante 30 minutos, se afiadié acido fosforico 1 M a razén de 100
pL/pozo para detener la reaccion. Se determind la concentracion de proteina utilizando un lector de microplacas
(Modelo 680, fabricado por BioRad) y en el lector de microplacas, se midié la absorbancia a la longitud de onda de 450
nm con la longitud de onda de 655 nm como control. La Tabla 8 muestra las seis primeras muestras con alto nivel de
produccién de GM-CSF humano de acuerdo con los resultados obtenidos por ELISA. La linea que muestra el nivel méas
alto de produccioén produjo 33,1 £ 0,8 ug/ml en 3 dias, 171,7 + 3,0 ug/ml en 7 dias, y 321,7 + 2,1 ug/ml en 14 dias. Este
valor, que viene de una linea de células no clonada en etapa temprana, es decir, también en un estado que no ha
sufrido amplificacién génica, indica un nivel muy alto en comparacién con los niveles de produccién representativos de
GM-CSF reportados en la literatura (Journal of Biotechnology 109 (2004) 179-191; Biotechnol. Prog. 2005, 21, 17-21;
EUR. J. Biochem. 271, 907-919 (2004); J Biosci Bioeng. 2002, 94 (3): 271 a 274).

Esto probd que los vectores de expresion de la presente invencién permiten niveles muy altos de expresion de la
proteina. A continuacion, se llevo a cabo la transferencia tipo Western de hGM-CSF en los sobrenadantes del cultivo
para confirmar la expresién de proteinas.

[Tabla 8]
Nivel de produccion de GM-CSF
Linea celular pDC6/hIGM-CSF No.

pg/mL/3 dias | pg/mL/7 dias | pg/mL/14 dias
3 241+0.6 97.2+14 248.0+4.6
6 9.0+0.2 27.0+1.2 94.3+0.8
11 15.7+£0.2 80.2+1.6 151.9+55
17 7.8x0.1 48.6 +1.7 103.5+x2.1
36 33.1+£0.8 171.7+£3.0 321.7+2.1
48 145+0.9 828+1.1 178.8+3.5

[Ejemplo 24] Transferencia tipo Western de sobrenadantes de cultivo de células transfectadas pDC6/hGM-CSF

Se analizaron sobrenadantes de cultivo de 3 dias, 7 dias y 14 dias de seis muestras con el mas alto nivel de produccién
de GM-CSF humano obtenido en el Ejemplo 23 descrito anteriormente mediante transferencias tipo Western. Se
mezclaron 10 pL de cada uno de los sobrenadantes de cultivo con 10 pL de regulador de muestras de Laemmli (BIO-
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RAD) que contenia 2-mercaptoethnanol al 5% (Wako) para reduccién por calentamiento a 98°C durante cinco minutos
(Termociclador de PCR TaKaRa PERSONAL, TaKaRa Biomedicals). Por otra parte, se mezclé una preparacion
estandar de 10 pg/10 pL de GM-CSF humano (Recombinant Human GM-CSF, expresado en células humanas, Cat No.
HZ-1001, HumanZyme Inc.) con 10 pL de regulador de muestras de Laemmli (BIO-RAD) que contenia 2-mercaptoetanol
al 5% (Wako) para reduccién por calentamiento a 98°C durante cinco minutos (Termociclador de PCR TaKaRa
PERSONAL, TaKaRa Biomedicals). Se colocaron un regulador de electroforesis (Tris/glicina/SDS, BIO-RAD) y se
aplicaron Super SEPMR 10% a 20% 17 pozos (Wako) en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI Pure
Chemicals CO., LTD), y se aplicaron 20 uL de las soluciones de muestra tratadas térmicamente y la preparacion
estandar a la SuperMR 10% a 20% 17 pozos (Wako), y se llevé a cabo la electroforesis a 40 mA durante 55 minutos (se
utilizé una fuente de alimentacién: My Run, COSMO BIO CO., LTD). A continuacion, se removio el gel de las placas de
vidrio, y se remojo en un regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol
(Wako)) mientras se agitaba (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries) durante cinco minutos. Se activd la membrana
de transferencia Immobilon-P (Millipore) por remojo secuencial en 8 mL de metanol (Wako) durante 15 segundos, 8 mL
de agua MilliQ (Millipore) durante dos minutos, y 8 mL de regulador de transferencia (regulador Tris/Glicina (BIO-RAD)
que contenia 30% de metanol (Wako)) durante cinco minutos mientras se agitaba (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific
Industries). En un aparato de transferencia (TRANS-BLO, SD SEMI-DRY TRANSFER CELL, BIO-RAD), se clocaron
papeles de filtro (papel de transferencia tamafio extra grueso CriterionMR, BIO-RAD) remojados con regulador de
transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)), la membrana de transferencia
activada Immobilon-P (Millipore), el gel después de electroforesis remojado en regulador de transferencia (Regulador
Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)), y papeles de filtro (papel de transferencia tamafio extra
grueso Criterion™R, BIO-RAD) remojado con regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia
30% de metanol (Wako)) en orden desde el lado negativo, se coloco una cubierta, y se llevé a cabo la electroforesis a
80 mA (PowerPac HCMR BIO-RAD) durante una hora y media para transferir las proteinas separadas sobre la
membrana de transferencia Immobilon-P (Millipore). Después de la transferencia, se remojé la membrana de
transferencia Immobilon-P (Millipore) se empapé en 8 mL de ImmunoBlock (marca registrada, divisién de Productos de
Laboratorio de Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) y se bloque6 a 4°C durante 18 horas, y reaccionaron10 mL de un
anticuerpo GM-CSF anti-humano (anticuerpo neutralizante GM-CSF anti-humano, Cat No. AB-215-NA, sistemas R&D)
diluidos 2000 veces con D-PBS (Wako) que contenia Tween 20 al 0,05% (sorbitan monolaurato de polioxietileno (20),
Wako) con las proteinas sobre la membrana durante una hora a temperatura ambiente mientras se agitaba (ROTO-
SHAKE GENIE, Scientific Industries). Después de retirar los anticuerpos no enlazados, se afiadieron 10 ml de un
anticuerpo IgG anticabra de conejo marcado con peroxidasa (IgG anti-cabra purificada por afinidad conjugado con
peroxidasa, Cat No. 605- 4302, Rock Land) diluido 5000 veces con D-PBS (Wako) que contenia Tween 20 al 0,05%
(sorbitan monolaurato de polioxietileno (20), Wako) y reacciond durante una hora a temperatura ambiente mientras se
agitaba (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries). Después de remover los anticuerpos no enlazados, se afadieron
2 ml de sustrato HRP quimioluminiscente ImmobilonMR Western (Millipore) para quimioluminiscencia, y se tomaron
fotografias de 5 segundos utilizando un sistema de camara CCD enfriado ATTO de captura de luz (ATTO) con su
configuracién normal. La imagen obtenida por transferencias tipo Western se muestran en la Fig. 22. Se observaron
bandas similares a aquellas de la preparaciéon estandar, y se sugiri6 que las intensidades de las bandas eran mas
oscuras en proporcion al nimero de dias del cultivo.

[Ejemplo 25] Construccién de pDC6/hIFNa

Utilizando métodos bien conocidos por aquellos capacitados en el arte, se sustituyeron los nucleétidos No. 1267 a 1275
en el vector de la presente invencién, pDC6, con un ADNc que codifica el interferon a2b humano (hIFNa) de la SEQ ID
NO: 11 (de aqui en adelante denominado como hIFNa) para construir pDC6/hIFNa (Fig. 23).

[Ejemplo 26] Transfeccion de pDC6/hIFNa en células CHO, y selecciéon en un medio libre de HT usando un medio CD o
un medio CD complementado con aditivos de base no animal

Se transfectaron 2,5 ug de pDC6/hIFNa en 4.000.000 de células CHO (células CHO DG44) en frascos de cultivo de 25
cm? utilizando el método de Lipofectina (utilizando LipofectamineMR LTX; Invitrogen). La transfeccion se realizé de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. 48 horas después de la transfeccién del gen, se contd el numero de
células, y luego se diluyeron las células en IS CHO-CD con medio hidrolizado (IS Jap6n) complementado con Gluta
MAXMR-| 4 mM (Invitrogen). Las células se sembraron en cinco placas de microtitulacion de 96 pozos a una
concentracion de 4.000 células/pozo (480 pozos), y después de cultivar en presencia de gas didxido de carbono al 5% a
37°C durante aproximadamente tres semanas, se observaron células viables (lineas de células que crecieron en medio
libre de HT).

A partir de las células viables, se seleccionaron arbitrariamente 66 lineas celulares que crecieron en medio libre HT, y se
confirmd la expresién por transferencia de manchas. Se aplicaron 2L de cada una de una de las series de dilucion dos
veces (10 a 0.16 ng/mL) de una preparacion estandar de IFNa2b recombinante humano (IFNa2b (hBA-165), Cat. Sc-
4624, Santa Cruz Biotechnology) y expresiéon de IFNa2B en células humanas, Cat HZ-1072, Human Zyme, y IFN-a2b,
Cat 5002C, Apolo) y se aplicaron los sobrenadantes de cultivo de las 66 lineas seleccionadas arbitrariamente a una
membrana (Nytran N, item NO.10416196, Schleicher & Schuell), y después de incubacién a temperatura ambiente
durante 30 minutos, se bloqued con Block Ace al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) a temperatura ambiente
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durante 30 minutos. Ademas, se afiadié 1 pg/mL de un anticuerpo policlonal de conejo IFNa antihumano ((anticuerpo
policlonal de conejo contra interferén alfa humano (PBL, Cat 31130 a 1) diluido con PBST (D-PBS, Tween 20 al 0,05%)
y se agitd a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se afiadieron 0,2 pg/mL de un anticuerpo IgG anti conejo
marcado con peroxidasa (IgG anti-conejo purificado por afinidad conjugado con peroxidasa F8C, Cat. 611-1303, Rock
Land) diluido con PBST (D-PBS, Tween 20 al 0,05%) y se agit6 durante 30 minutos. El sustrato HRP
quimioluminiscente Immobilon™? Western (2 mL de reactivo Luminol, 2 mL de solucién de perdxido, Millipore,
Cat.WBKLSO0050, Millipore) reaccioné a temperatura ambiente durante cinco minutos y se afiadié. Se incubd a
temperatura ambiente durante cinco minutos, y se capturd la quimioluminiscencia utilizando un detector (ATTO de
captura de luz, AE-6981FC, ATTO). La imagen obtenida por transferencia de manchas se muestra en la Fig. 24.

Se transfirieron las lineas para las que se observd luminiscencia en transferencia de manchas a placas de 24 pozos
junto con IS CHO-CD con medio hidrolizado (IS Japén) complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen), y se
cultivd hasta que las células ocuparon 1/3 0 mas de cada pozo. Se transfirieron las lineas para la cuales se observé un
crecimiento adicional a placas de 6 pozos junto con IS CHO-CD con medio hidrolizado (IS Jap6n) complementado con
Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen), y se cultivé hasta que las células ocuparon 1/ o mas de cada pozo. Se transfirieron
las lineas para la que se observé crecimiento adicional a matraces T75 (BD), junto con IS CHO-CD con medio
hidrolizado (IS Japén) complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen), y se cultivd hasta que las células
alcanzaron 1,0 x 108 células/mL o mas en cada pozo.

Se colocaron 15 ml de cada linea en un tubo de 15 mL y se centrifugé a 1100 rpm durante siete minutos. Se desechd el
sobrenadante, y las células se suspendieron en 15 mL de medio fresco (IS CHO-CD con medio hidrolizado (IS Japdn)
complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen)). Después de contar el nimero de células, las células se
diluyeron con el medio hasta 5x10° células/mL, a continuacion, se transfirieron 7,5 ml a matraces T75 nuevos, y se
cultivaron células en presencia de gas diéxido de carbono al 5% a 37°C durante 14 dias. El dia 3, dia 7, y dia 14 del
cultivo, se recolectdé 1 ml de cada soluciéon de cultivo, se centrifugé a 9300 x g durante dos minutos, y se recogio el
sobrenadante. Se determind el nivel de produccion.

[Ejemplo 27] Medicién del nivel de hIFNa producido por las lineas celulares transfectadas con pDC6/hIFNa

Se determiné el nivel de produccion por ELISA. Se recubrieron placas de 96 pozos (placa F96 MAXI SORP Nunc-
Inmuno, Cat. no. 442404, Nunc) a 4°C durante 16 horas con 0,5 ug/mL de un anticuerpo IFNa anti humano (anticuerpo
monoclonal para interferén-a humano, Pro. 3423-3, MABTECH) diluido con un regulador de recubrimiento (15 mM,
Na2COs, NaHCOs 35 mM, NaNs al 0,05%, pH 9,6). Después de bloquear con una solucién de bloqueo (Block Ace al 4%
(Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) mezclada en una relacién 1:3 con D-PBS (regulador de fosfato de Dulbecco,
Sigma Aldrich)), se aplicaron 100 pL de cada uno de los sobrenadantes de cultivo de 72 horas (dilucién 1/40.000 a 1/
640.000), serie de diluciéon de dos veces (80 a 1,25 IU/mL) de interferén a-2b recombinante (Intrébn A para inyeccion
1000, Schering Plough) en un diluyente de antigeno anticuerpo (Block Ace al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma Co.,
Ltd.) mezclado en una relacion 1:9 con D-PBS (regulador de fosfato de Dulbecco, Sigma Aldrich)), y diluyente de
antigeno anticuerpo (Block Ace al 4% (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) mezclado en una proporcion de 1:9 con
D-PBS (regulador de fosfato de Dulbecco, Sigma Aldrich)), y se llevd a cabo la incubacién a 25°C durante una hora.
Esto se incub6 adicionalmente con 0,5 pg/mL de anticuerpo monoclonal IFNa humano biotinilado (anticuerpo
monoclonal para conjugado biotina interferén-a humano, Pro. 3423-6, MABTECH) a 25°C durante una hora. Se aplicé
un Kit de coloracion ABC Ultra-Sensible estandar (reactivo A 2 gotas, Reactivo B 2 gotas /10 mL, Pro # 32050, Pierce)
incubado a 25 °C durante 30 minutos a razén de 100 uL/pozo, y se llevo a cabo la reaccién a 25°C durante 30 minutos.
Se aplicé sustrato peroxidasa Sure Blue TMB Microwell (KPL) a razén de 100 uL/pozo, y después reaccioné a 25°C
durante 30 minutos, se afiadié acido fosforico 1 M a razén de 100 pL/pozo para detener la reaccion. Se determiné la
concentracion de proteina utilizando un lector de microplacas (modelo 680, fabricado por BioRad) y sobre el lector de
microplacas, se midi6 la absorbancia a la longitud de onda de 450 nm con la longitud de onda de 655 nm como control.
La Tabla 9 muestra las tres primeras muestras con alto nivel de produccién de IFNa humano de acuerdo con los
resultados obtenidos por ELISA. La linea que muestra el nivel mas alto de produccion produjo (56,3 = 5,0) x 10* IU/mL
en 3 dias, (219,3 £11,1) x 10* IU/mL en 7 dias, y (436,5 + 17,1) x 10* IU/mL en 14 dias. Este valor que proviene de una
linea celular de etapa temprana no clonada, es decir, también en un estado que no ha sufrido amplificacién génica,
indicd un nivel muy alto comparado con los niveles de produccion representativos de IFNa reportados en la literatura (J
Gen Virol. 1985 Abr; 66 (Pt 4): 685-691; Nucleic Acids Res.1983 febrero 11; 11 (3): 555-573; Phil. Trans. R. Soc. Lond.
B299, 7-28 (1982); JP-A (Kohyo) 1003-530070).

Esto probo que los vectores de expresion de la presente invencion permiten niveles muy altos de expresion de proteina.
A continuacion, se llevo a cabo una transferencia tipo Western de hiIFNa en sobrenadantes de cultivo para confirmar la
expresion de proteinas.
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[Tabla 9]
Nivel de produccion de Nivel de produccion de Nivel de produccion de
Linea celular pDC6/hIFN a IFNo2b IFNa2b IFNa2b
2b No.
x107M1U/mL/3dias x107MIU/mL/7dias x107M1U/mL/14dias
3rd-8 314+1.2 127.9+8.2 371.4£10.3
3rd-14 16.7+1.2 94.6 £0.9 252.8+5.1
2nd-12 56.3£5.0 219.3+11.1 436.5+17.1

[Ejemplo 28] Transferencia tipo Western de sobrenadantes de cultivo de las células transfectadas con pDC6/ hIFNa

Se analizaron sobrenadantes de cultivo de 3 dias, 7 dias y 14 dias de diez muestras con el mas alto nivel de produccién
de hIFNa humano obtenido en el Ejemplo 27 descrito anteriormente por transferencia tipo Western. Se mezclaron 10 pL
cada uno de los sobrenadantes de cultivo con 10 L de regulador de muestras de Laemmli (BIO-RAD) que contenia 2-
mercaptoethnanol al 5% (Wako) para reduccion por calentamiento a 98°C durante cinco minutos (Termociclador de PCR
TaKaRa PERSONAL, TaKaRa Biomedicals). Ademas, se mezclaron una preparacion estandar de 10 ug/10 pyL IFNa
humano (expresion de IFNa2B en células humanas, Cat HZ-1072, human Zyme, IFN-a2b) y una preparacion estandar
de 200 IU/mL/10uL de IFNa humano (solucion patron de IFN alfabeta iLiteMR (200 1U/mL), biomonitor) con 10 pL de
regulador de muestras de Laemmli (BIO-RAD) que contenia 2-mercaptoetanol al 5% (Wako) para reduccion por
calentamiento a 98°C durante cinco minutos (Termociclador de PCR TaKaRa PERSONAL, TaKaRa Biomedicals). Un
regulador de electroforesis (Tris/glicina/SDS, BIO-RAD) y Super SEPMR 10% a 20% 17 pozos (Wako) se colocaron en
un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI Pure Chemicals CO., LTD), y se aplicaron 20 pl de las soluciones de
muestra tratada térmicamente y de preparacion del estandar con el SuperM? 10% a 20% 17 pozos (Wako), y se llevo a
cabo una electroforesis a 40 mA durante 55 minutos (se utilizé una fuente de poder: My Run, COSMO BIO CO., LTD). A
continuacioén, se removi6 el gel de las placas de vidrio, y se remojé en un regulador de transferencia (Regulador
Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)) mientras se agitaba (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific
Industries) durante cinco minutos. Se activé la membrana de transferencia Immobilon-P (Millipore) mediante remojo
secuencial en 8 mL de metanol (Wako) durante 15 segundos, 8 mL de agua MilliQ (Millipore) durante dos minutos, y 8
mL de regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO -RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)) durante
cinco minutos mientras se agitaba (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries). Se colocaron en un aparato de
transferencia (TRANS-BLO, SD SEMI-DRY TRANSFER CELL, BIO-RAD), papeles de filtro (papel de transferencia
tamario extra grueso CriterionMR, BIO-RAD) remojado con regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO- RAD)
gue contenia 30% de metanol (Wako)), membrana de transferencia activada de Immobilon-P (Millipore), el gel después
de electroforesis remojado en regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de
metanol (Wako)), y papeles de filtro (papel de transferencia de tamario extra grueso CriterionMR, BIO-RAD) remojados
con regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)) en orden
desde el lado negativo, se colocé una cubierta, y se llevé a cabo una electroforesis a 80 mA (PowerPac HCMR, BIO-
RAD) durante una y media horas para transferir las proteinas separadas sobre la membrana de transferencia
Immobilon-P (Millipore). Después de la transferencia, se remojé la membrana de transferencia Immobilon-P (Millipore)
en 8 mL de ImmunoBlock (marca registrada, division de Productos de Laboratorio de Dainippon Sumitomo Pharma Co.,
Ltd.) y se bloqued a 4°C durante 18 horas, y se hicieron reaccionar 10 mL de un anticuerpo policlonal de conejo contra
interferon alfa humano (Cat No. 31130-1, PBL) diluido 2000 veces con D-PBS (Wako) que contenia Tween 20 al 0,05%
(sorbitdn monolaurato de polioxietileno (20), Wako) con las proteinas sobre la membrana durante una hora a
temperatura ambiente con agitacion (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries). Después de remover los anticuerpos
no enlazados, se afiadieron 10 mL de IgG anticonejo purificado por afinidad conjugado con peroxidasa F(c) (Cabra)
(Rock Land) diluido 5000 veces con D-PBS (Wako) que contenia Tween 20 al 0,05% (sorbitdn monolaurato de
polioxietileno (20), Wako) y esto se hizo reaccionar durante una hora a temperatura ambiente con agitacién (ROTO-
SHAKE GENIE, Scientific Industries). Después de remover los anticuerpos no enlazados, se afiadieron 2 mL de sustrato
HRP quimioluminiscente ImmobilonMR Western (Millipore) para quimioluminiscencia, y se tomaron fotografias de 3
segundos usando un sistema de camara CCD enfriado ATTO de captura de luz (ATTO) con su configuracién normal. La
imagen obtenida por transferencias tipo Western se muestra en la Fig. 25. Se detectaron bandas similares a aquellas de
la preparacion estandar.
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[Ejemplo 29] Construccién de pDC6/hOPN

Utilizando métodos bien conocidos por aquellos capacitados en arte, se sustituyeron los nucleétidos No. 1267 hasta No.
1275 en el vector de la presente invencién, pDC6, con un ADNc que codifica la osteopontina humana (OPN) de la SEQ
ID NO: 12 (en lo sucesivo denominado como hOPN) para construir pDC6/hOPN (Fig. 26).

[Ejemplo 30] Transfeccién de pDC6/hOPN en células CHO, y seleccidon en un medio libre de HT utilizando un medio de
CD o un medio CD complementado con aditivos de base no animal

Se transfectaron 2,5 ug de pDC6/hOPN en 4.000.000 de células CHO (células CHO DG44) en frascos de cultivo de 25
cm? utilizando el método Lipofectina (utilizando LipofectamineMR LTX; Invitrogen). Se realizo la transfeccién de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. 48 horas después de la transfeccion del gen, se cont6 el nUmero de células, y luego
se diluyeron las células en un IS CHO-CD con medio hidrolizado (IS Japén) complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM
(Invitrogen). Las células se sembraron en cinco placas de microtitulacion de 96 pozos a una concentracion de 4.000
células/pozo (480 pozos), y después de cultivar en presencia de gas dioxido de carbono al 5% a 37°C durante
aproximadamente tres semanas, se observaron células viables (lineas de células que crecen en medio libre de HT).

Se verificd la expresibn mediante transferencia tipo Western para todas las células para las cuales se observo
crecimiento. Se transfirieron las lineas para las cuales se observo luminiscencia en transferencias tipo Western para
placas de 24 pozos junto con IS CHO-CD con medio hidrolizado (IS Jap6n) complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM
(Invitrogen), y se cultivaron hasta que las células ocuparon 1/ o mas de cada pozo. Las lineas para las cuales se
observé crecimiento adicional fueron transferidas a placas de 6 pozos junto con IS CHO CD con medio hidrolizado (IS
Japén) complementado con Gluta MAXVR-1 4 mM (Invitrogen), y se cultivaron hasta que las células ocuparon 1/3 0 mas
de cada pozo. Las lineas para las cuales se observé crecimiento adicional fueron transferidas a matraces T75 (BD),
junto con IS CHO CD con medio hidrolizado (IS Jap6n) complementado con Gluta MAXMR-| 4 mM (Invitrogen), y se
cultivaron hasta gue las células alcanzaron 1.0 x 106 células/mL o mas en cada pozo.

Se colocaron 15 mL de cada linea se colocaron en un tubo de 15 mL y se centrifugé a 1100 rpm durante siete minutos.
Se desecho el sobrenadante, y las células se suspendieron en 15 mL de medio fresco (es CHO CD con medio
hidrolizado (IS Japén) complementado con Gluta MAXVR-] 4 mM (Invitrogen)). Después de contar el nimero de células,
las células se diluyeron con el medio hasta 5x10° células/mL, a continuacion, se transfirieron 7,5 mL de ellas a matraces
T75 nuevos, y se cultivaron las células en presencia de dioxido de carbono al 5% gas a 37°C durante 14 dias. El dia 3,
el dia 7, y el dia 14 del cultivo, se recolectdé 1 ml de cada solucion de cultivo, se centrifugd a 9300 x g durante dos
minutos, y se recogio el sobrenadante. Se determind el nivel de produccion.

[Ejemplo 31] Medicion del nivel de hOPN producido por las lineas celulares transfectadas con pDC6/hOPN

La determinacion del nivel de produccion se llevé a cabo usando un kit de ELISA (Kit de ensayo de osteopontina
humana, Cédigo 27158, IBL). Para las placas de anticuerpo (IgG de conejo de OPN antihumana (O-17) AP fase solida),
se aplicaron 100 pul de cada uno de los sobrenadantes de cultivo de 3 dias, 7 dias y 14 dias (dilucion 1/10 a 1/8000) y
una serie de diluciones dos veces (5 a 320 ng/mL) de una preparacion estandar de OPN humana recombinante en un
regulador de dilucion (PBS que contenia BSA al 1% y Tween-20 al 0,05%), y se llevé a cabo la incubacion a 37°C
durante una hora. Esto se incub6 adicionalmente con un anticuerpo marcado (IgG de raton MoAb Fab AP de OPN
antihumana marcada con HRP(10A16)) a 4°C durante una hora. Se aplic6é una solucion de sustrato TMB a razon de 100
pL/pozo, y después de esto reacciond a 25°C durante 30 minutos, se afiadié una solucion de detencion (H2SO4 1N) a
razén de 100 pL/pozo para detener la reaccién. Se determind la concentracion de proteina utilizando un lector de
microplacas (modelo 680, fabricado por BioRad) y sobre el lector de microplacas, se midié la absorbancia a la longitud
de onda de 450 nm con la longitud de onda de 655 nm como control. El carril 32 produjo 1,12 + 0,07 pg/mL en 3 dias,
7,40 £ 0,24 ug/mL en 7 dias, y 13,75 + 0,03 pg/mL en 14 dias. A continuacion, se llevd a cabo una transferencia tipo
Western para hOPN en el sobrenadante del cultivo para confirmar la expresion de la proteina.

[Ejemplo 32] Transferencia tipo Western de sobrenadantes de cultivo de células transfectadas con pDC6/hOPN

Se analizaron los sobrenadantes de cultivo de 3 dias, 7 dias y 14 dias del carril 32 obtenidos en el Ejemplo 31 descritos
anteriormente mediante transferencias tipo Western. Se mezclaron 10 yL de cada uno de los sobrenadantes de cultivo
con 10 pL de regulador de muestras de Laemmli (BIO-RAD) que contenia 2-mercaptoethnanol al 5% (Wako) para la
reducciéon mediante calentamiento a 98°C durante cinco minutos (Termociclador de PCR TaKaRa PERSONAL, TaKaRa
Biomedicals ). Se colocaron un regulador de electroforesis (Tris/glicina / SDS, BIO-RAD) y Super SEPVR 10% a 20% 17
pozos (Wako) en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI Pure Chemicals CO., LTD), y se aplicaron 20 pL
de las soluciones de muestra tratada térmicamente y preparacion estandar a la SuperM? 10% a 20% 17 pozos (Wako), y
se llevé a cabo una electroforesis a cabo a 40 mA durante 55 minutos (se utilizé una fuente de poder: My Run, COSMO
BIO CO., LTD). Después de eso, se removi6 el gel de las placas de vidrio, y se remoj6 en un regulador de transferencia
(Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)) mientras se agitaba (ROTO-SHAKE GENIE,
Scientific Industries) durante cinco minutos. Se activd la membrana de transferencia Immobilon-P (Millipore) por remojo
secuencial en 8 mL de metanol (Wako) durante 15 segundos, 8 mL de agua MilliQ (Millipore) durante dos minutos, y 8
mL de regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)) durante
cinco minutos mientras se agitaba (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries). En un aparato de transferencia
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(TRANS-BLO, SD SEMY-DRY TRANSFER CELL, BIO-RAD), se colocaron papeles de filtro (papel de transferencia
tamafio extra grueso CriterionVR, BIO-RAD) remojados con regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-
RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)), la membrana de transferencia activada Immobilon-P (Millipore), el gel
después de la electroforesis remojado en regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contiene
30% de metanol (Wako)), y papeles de filtro (papel de transferencia de tamafio extra grueso Criterion™R, BIO-RAD)
remojados con regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)) en
orden desde el lado negativo, se colocd una cubierta, y se llevé a cabo la electroforesis a 80 mA (PowerPac HCMR, BIO-
RAD) durante una hora y media para transferir las proteinas separadas sobre la membrana de transferencia Immobilon-
P (Millipore). Después de la transferencia, se remojé la membrana de transferencia Immobilon-P (Millipore) en 8 mL de
ImmunoBlock (marca registrada, division de Productos de Laboratorio de Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) y se
bloqued a 4° C durante 18 horas, y se hicieron reaccionar 10 mL del anticuerpo monoclonal de raton OPN anti-humana
(IgG de raton MoAb de osteopontina anti-humana (10A16), Cat 10011, IBL) diluido 2000 veces con D-PBS (Wako) que
contenia Tween 20 al 0,05% (sorbitdn monolaurato de polioxietileno (20), Wako) con las proteinas sobre la membrana
durante una hora a temperatura ambiente con agitacion (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries). Después de
remover los anticuerpos no enlazados, se afiadieron 10 mL de una anticuerpo IgG anti-ratén marcado con peroxidasa
(IgG de cabra antirratén (H+L), Cat 115-036-062, Jackson) diluido 5000 veces con D-PBS (Wako) que contenia Tween
20 al 0,05% (sorbitan monolaurato de polioxietileno (20), Wako) y reaccioné durante una hora a temperatura ambiente
mientras se agitaba (ROTO SHAKE GENIE-, Scientific Industries). Después de eliminar los anticuerpos no enlazados,
se afiadieron 2 mL de sustrato de HRP quimioluminiscente ImmobilonMR Western (Millipore) para quimioluminiscencia, y
se tomaron fotografias de 30 segundos utilizando un sistema de camara CCD enfriada ATTO de captura de luz (ATTO)
con sus ajustes normales. La imagen obtenida por transferencia tipo Western se muestra en la Fig. 27.

Aplicabilidad Industrial

La presente invencion puede proporcionar vectores de expresion que permiten la produccion de alto nivel de proteinas
derivadas de genes foraneos utilizando células de mamiferos deficientes en genes de dihidrofolato reductasa como
huéspedes. Ademas, pueden producir proteinas que tienen modificaciones post-traduccion inherentes a los mamiferos y
alta actividad biolégica. Por lo tanto, el coste de produccién de sustancias proteicas Utiles, tales como productos
biofarmacéuticos puede ser significativamente reducidos.

Ademas, ya que los métodos para produccion de proteinas de acuerdo con la presente invencion no utilizan virus o
microorganismos, es posible una produccion de proteinas altamente segura.
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ctgagatacc
gacaggtatc
ggaaacgcct
tttttgtgat
ﬁtacggttcc
gattctgtgg
acgaccgagc
cctcteceeeg
aaagcgggca
gctttacact

cacacaggaa

gaaatagaca
aagtttactc
aggtgaagat
actgagcgtc
gcgtaatctg
atcaagagct
atactgtcct
ctacatacct
gtcttaccgg
cggggggttc
tacagecgtga
cggtaagcgg
ggtatcttta
gctcgtcagg
tggccttttg
ataaccgtat
gcagcgagtc
cgcgttggece
gtgagcgcaa
ttatgcttcc

acagctatga

4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820

5848
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<400> 2

atggtacgac

ggtgatttac

acttcatcag

attccagaaa

aaagaaccac

attgaacaac

gtatatcaag

caagaatttg

ccagaatatc

gaagtatatg
<210>3

<211> 564
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

cattaaattg
catggccacc
taqaaggtaé
aaaatcgacc
cacgaggtge
cagaattatc
aagcaatgaa
aatcagatac
caggtgtatt

aaaaaaaaga

ES 2552325713

tattgtagca

attacgaaat

acaaaattta

attaaaagat

acatttttta

atcaaaagta

tcaaccaggt

tttttttcca

atcagaagta

ttaa

gtatcacaaa

gaatttaaat

gtaattatgg

cgaattaata

gcaaaatcat

gatatggtat

catttacgat

gaaattgatt

caagaagaaa

<223> Una secuencia de nucleétidos sintetizada artificialmente

<400> 3

atggtacgac

ggtgatttac

acctcttcag

attcctgaga

aaagaaccac

attgaacaac

gtttaccagg

caggaatttg

ccagaatacc

gaagtctacyg

cattaaattg

catggecacce

tggaaggtaa

agaatcgacc

cacgaggagc

cggaattggce

aagccatgaa

aaagtgacac

caggcgtcet

agaagaaaga

tattgtagca

attacgaaat

acagaatctg

tttaaaggac

tcattttctt

aagtaaagta

tcaaccaggce

gtttttceca

ctctgaggtc

ctaa

gtatcacaaa

gagttcaagt

gtgattatgg

agaattaata

gccaaaagtt

gacatggttt

cacctcagac

gaaattgatt

caggaggaaa

35

atatgggtat

attttcaacg

gtcgaaaaac

ttgtattatc

tagatgatgc

ggattgtagg

tatttgtaac

taggtaaata

aaggtattaa

atatgggtat

acttccaaag

gtaggaaaac

tagttctcag

tggatgatgc

ggatagtcgg

tctttgtgac

tggggaaata

aaggcatcaa

tggtaaaaat
aatgactact

ttggttttca

acgagaatta
attacgatta
tggttcatca
tcgaattatg
taaattatta

atataaattt

tggtaaaaat
aatgaccaca
ctggttctcc
tagagaactc
cttaagactt
aggcagttcect

aaggatcatg

taaacttcte

gtataagttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

564

60

120

180

240

300

360

420

480

540

564
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15

<210>4

<211> 564

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

ES 2552325713

<223> Una secuencia de nucleétidos sintetizada artificialmente

<400> 4

atggtacgac
ggtgatttac

acttcatcag

attcctgaga
aaagaaccac
attgaacaac
gtttaccagg
caggaatttg
ccagaatacc

gaagtctacqg
<210>5

<211> 564
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

cattaaattg

catggcecacce

tagaaggtaa

agaatcgacc

cacgaggagc

cggaattggce

aagccatgaa

aaagtgacac

caggcgtcct

agaagaaaga

tattgtagca
attacgaaat

acaaaattta

tttaaaggac
tcattttett
aagtaaagta
tcaaccaggc
gtttttccea
ctctgaggtce

ctaa

gtatcacaaa
gaatttaaat

gtaattatgg

agaattaata
gccaaaagtt
gacatggttt
cacctcagac
gaaattgatt

caggaggaaa

<223> Una secuencia de nucleétidos sintetizada artificialmente

<400> 5

36

atatgggtat

attttcaacg

gtcgaaaaac

tagttctcag

tggatgatgc

ggatagtcgg

tctttgtgac

tggggaaata

aaggcatcaa

tggtaaaaat

aatgactact

ttggttttca

tagagaactc

cttaagactt

aggcagttct

aaggatcatg

taaacttctc

gtataagttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

564



atggtacgac

ggtgatttac

acttcatcag

attccagaaa

aaagaaccac

attgaacaac

gtttaccagg

caggaatttg

ccagaatacc

gaagtctacg
<210>6
<211> 759

<212> ADN

cattaaattg

catggccacc

tagaaggtaa

aaaatcgacc

cacgaggtgce

cggaattggc

aagccatgaa

aaagtgacac

caggcgtcect

agaagaaaga

<213> Homo sapiens

<400> 6

ggccgccace

cagctacage

ctgcagcagce

cgagaagggc

ccececcecgge

cggcaagagc

cgagatggec

gttcttcctg

gttecaggec

gatcaaggag

cctgaccgge

cagcgacgag

caccagccac

atgagcctgt

gagaccgtga

cccggeatca

gagccecggec

aaccccggcce

cccgacggeg

cgcatcaaga

accaacggcg

agcgtggcca

gaggccttcce

aaccgcctga

gactgcgtge

ctggcecgtgt

ES 2552325713

tattgtagca

attacgaaat

acaaaattta

attaaaagat

acatttttta

aagtaaagta

tcaaccaggce

gtttttccca

ctctgaggte

ctaa

tccecagect

cctgegagga

acggcttcce

agggcctgeg

ccagcggcag

acagcagcect

agtggctgac

agataatgac

cceccececcgcecaa

tgggcatcac

cctacaccaa

tgctgetgaa

gcgagttecce

gtatcacaaa
gaatttaaat
gtaattatgg
cgaattaata
gccaaaagtt
gacatggttt
cacctéagac
gaaattgatt

caggaggaaa

gccecctgetg
cgcccagaag
cggcaaggac
cggcectgeag
ccccggecce
ggccgcecagce
cttcagcctg
cttcgagaag
cgccgccgag
cgacgagaag
ctggaacgag
gaacggccag

catctgaat

37

atatgggtat

attttcaacg

agtcgaaaaac

ttgtattatc

tggatgatge

ggatagtcgg

tctttgtgac

tggggaaata

aaggcatcaa

ctgctgagca

acctgececeeyg

ggccgcgacyg

ggcececeeccy

aagggccaga

gagcgcaagg

ggcaagcagg

gtgaaggcecc

aacggcgcca

accgagggcece

ggcgagccca

tggaacgacyg

tggtaaaaat
aatgactact
ttggttttca
acgagaatta
cttaagactt
aggcagttct
aaggatcétg
taaacttctc

gtataagttt

tggtggccgce
ccgtgattgce
gcaccaaggg
gcaagctggg

agggcgaccc

ccectgcagac
tgggcaacaa
tgtgcgtgaa
ttcagaacct
agttcgtgga
acaacgccgg

tgeceectgeag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

564

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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720

759
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<210>7

<211> 594

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7

ggcecgecace
atctttacca
cgtgctggag
cgagcactgc
ctggaagcyge
gagcgaggec
cctgcagetyg
cgcectggge
gcgcaccatce
cggcaagctg
<210> 8

<211> 594

<212> ADN

atgggtgttc

ttaggtttac

cgctacctge

agcctgaacg

atggaggtgg

gtgctgcgceg

cacgtggaca

gcccagaagg

accgecgaca

aagctgtaca

<213> Homo sapiens

<400> 8

ggccgecacce

atctttacca

cgtgctggag

cgagacctgce

ctggaagcgc

atgggtgttc

ttaggtttac

cgctacctge

agcctgaacyg

atggaggtgg

ES 2552325713

atgaatgtcc

cagttttagg

tggaggccaa

agaacatcac

gcecageagge

gccaggecect

aggcegtgag

aggccatcag

ccttecgeaa

ccggcgaggce

atgaatgtcc

cagttttagg

tggaggccaa

agaacatcac

gccagcagge

agcttggtta
tgcccceccce
ggaggcecgag
cgtgcccgac
cgtggaggtg
gctggtgaac
cggectgege
ccceccecgac
gctgttécgc

ctgcegcacce

agcttggtta
tgccceccee
ggaggccgag
cgtgcecgac

cgtggaggtyg

38

tggttattat
cgcctgatct
aacatcacca
accaaggtga
tggcagggcece
agcagccagce
agcctgacca
gccgecageg
gtgtacagca

ggcgaccgct

tggttattat
cgecctgatcet
aacatcacca
accaaggtga

tggcagggcc

tatctttatt

gcgacagccyg

ccggetgege

acttctacgc

tggcecctget

cctgggagcece

ccetgetgeg

ccgecceecect

acttcctgcg

gaat

tatctttatt

gcgacagecg

ccggctgcaa

acttctacgc

tggccctgcet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

594

60

120

180

240

300
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gagcgaggcec
cctgcagetg
cgccctgggce
gcgecaccatc
cggcaagctg

<210>9

<211> 626

<212> ADN

gtgctgcgeg

cacgtggaca

gcccagaagg

accgccgaca

aagctgtaca

<213> Homo sapiens

<400>9

ggccgccacce
attattatgg
cagcctgecce
cggegecgec
ggtgctgctyg
ggcectgeag
cctgctgcag
gctggacgtyg
cceegeectg
cgceggeggce
gctgcgecac
<210> 10

<211> 446

<212> ADN

atggctggtce

cattctgctt

cagagcttcc

ctgcaggaga

ggccacagce

ctggccggcet

gcecetcgagyg

gcecgactteg

cagcccaccc

gtgctggtgg

ctggcceagce

<213> Homo sapiens

<400> 10

ES 2552325713

gccaggccect

aggccgtgag

aggccatcag

ccttecgeaa

ccggcgagge

cagctactca

tatggactgt

tgctgaagtg

agctgtgcege

tgggcatccc

gectgageca

gcatcagcecec

ccaccaccat

agggcgccat

ccagccacct

cctagt

gctggtgaac

cggectgege

cceceececgac

gctgttecge

ctgccgcacc

atctccaatg

tcaagaagct

cctggagcag

cacctacaag

ctgggccecee

gectgcacagce

cgagctgggc

ctggcageag

gccegectte

gcagagette

39

agcagccagg
agcctgacca
gccgecagceg
gtgtacagca

ggcgaccgcet

aaattaatgg

actcecectgg

gtgcgcaaga

ctgtgecace

ctgagcagcet

ggecctgttce

cccaccctgyg

atggaggage

gccagegect

ctggaggtga

tgaacgagac
ccctgetgeg
ccgcccecect
acttcctgeg

gaat

ctttacaatt
gececeegecag
tccagggcga
cggaggagcet
gcecccagceca
tgtaccaggyg
acaccctgca
tgggcatggce
tccagcgécg

getaccgegt

360

420

480

540

594

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

626
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ggccgecace

tgccceegee

ggaggcccgc

ggaggtgatc

gctgtacaag

ggccagecac

‘catcaccttc

ctgctgggag
<210> 11
<211>578

<212> ADN

atgtggttac

cgcageecca

cgcctgetga

agcgagatgt

cagggcctgc

tacaagcage

gagagcttca

ccecgtgcagg

<213> Homo sapiens

<400> 11

ggccgeccacc

atcttettgt

cctgatgcetg

cgacttegge

cgtgctgcac

cgcctgggac

cctggaggec

cagcatcctg

gtacagcccece

caccaacctg
<210> 12
<211> 952

<212> ADN

atggctttaa
tetgttggtt
ctggcccaga
ttcececcagy
gagatgatcc
gagaccctge
tgcgtgatec
gcegtgegea
tgcgectggg

caggagagcece

<213> Homo sapiens

<400> 12

ES 2552325713

aatctttatt
gcececageac
acctgagccg
tcgacctgca
gcggcagcect
actgccccce

aggagaacct

agtagt

cttttgcttt
gcgacctgcee
tgcgecegeat
aggagttCQg
agcagatctt
tggacaagtt
agggcgtggg
agtacttcca
aggtggtgcg

tgcgcagcaa

attattaggt

ccageecctgyg

cgacaccgcc

ggagcccacc

gaccaagctg

cacceccgag

gaaggacttc

attagttgct

ccagacccac

cagcctgttce

caaccagttc

caacctgttc

ctacaccgag

cgtgaccgag

gcgeatcacc

cgccgagatce

ggagtagt

40

actgttgett

gagcacgtga

gccgagatga

tgcetgcaga

aagggccecccc

accagectgceg

ctgctggtga

ttattagttt

agcctgggea

agctgcctga

cagaaggccg

agcaccaagg

ctgtaccagce

acccccectga

ctgtacctga

atgcgcaget

gttctatcte

acgccatcca

acgagaccgt

ccegectgga

tgaccatgat

ccaccececagac

tccececttega

tatcttgtaa

gecegecgeac

aggaccgceca

agaccatccce

acagcagcgc

agctgaacga

tgaaggagga

aggagaagaa

tcagcctgag

60

120

180

240

300

360

420

446

60

120

180

240

300

360

420

480

540

578



ggccgecacc

cccecegtgaag

cgacgccgtyg

ccagaacgcc

gagcaacgag

ggacagccag

ccaccagagc

caccgacctg

cggecegeggce

cgacatccag

gctgaacgge

ggacagccgc

ccacagccac

cagcgacgtg

gttccacagc

cctgaagttc

atgagaatcg
caggccgaca
gccacctggc
gtgagcagcg
agccacgacc
gacagcatcg
gacgagagcc
cccgeccaccg
gacagcgtgg
taccccgacg

gcctacaagg

ggcaaggaca

aagcagagcc
atcgacagcc
cacgaggaca

cgcatcagcc

ES 2552325713

ctgttatctg
gcggcagcecag
tgaaccccga
aggagaccaa
acatggacga
acagcaacga
accacagcga
aggtgttcac
tgtacggcct
ccaccgacga
ccatccceegt
gctacgagac
gcctgtacaa
aggagctgag
tgctggtggt

acgagctgga

tttttgttta

cgaggagaag

ccccagcecag

cgacttcaag

catggacgac

cagcgacgac

cgagagcgac

ccececgtggatg

gcgcagcaag

ggacatcacc

ggcccaggac

cagccagctg

gcgcaaggcc

caaggtgagc

ggaccccaag

cagcgccagce

41

ttaggtatca

cagctgtaca

aagcagaacc

caggagaccce

gaggacgacg

gtggacgaca

gagctggtga

cccaccgtgg

agcaagaagt

agccacatgg

ctgaacgcec

gacgaccaga

aacgacgaga

cgcgagttcce

agcaaggagyg

agcgaggtga

cttgtgctat
acaagtaccc
tgctggcccce
tgcccagcecaa
acgaccacgt
ccgacgacag
ccgacttecce
acacctacga
tccgecgecce
agagcgagga
ccagcgactg
gcgccgagac
gcaacgagca
acagccacga
aggacaagca

ac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

952
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de expresion para permitir la produccién de alto nivel de una proteina derivada de gen foraneo en una
célula huésped de mamifero, que comprende:

(a) un casete del gen de la dihidrofolato reductasa de traduccién alterada (casete del gen DHFR de traduccién alterada),
cuya expresion se atenia mediante la alteracion de los codones con los codones menos frecuentemente utilizados en
un mamifero, en donde los codones han sido alterados con ACG para alanina, CGA para arginina, AAU para
asparagina, GAU para acido aspartico, UGU para cisteina, CAA para glutamina, GAA para acido glutamico, GGU para
glicina, CAU para histidina, UUA para leucina, AAA para lisina, CCA para prolina, UUU para fenilalanina, UCA para
serina, ACU para treonina, UAU para tirosina, y/o GUA para valina, y en donde una regién de coddn alterado en el
casete del gen DHFR de traduccion alterada es 30% o mas de la longitud completa del casete del gen;y

(b) un casete de un gen que comprende un sitio de clonacién para la integraciéon de un gen foraneo entre un promotor
altamente activo transcripcionalmente y una sefial de poliadenilacién altamente estable.

2. El vector de expresion de la reivindicacion 1, en donde el casete del gen DHFR de traduccién alterada de la
reivindicacion 1 (a) utiliza un promotor con baja actividad inductora de expresién como el promotor.

3. El vector de expresion de la reivindicacion 2, en donde el promotor de baja actividad utilizado es un promotor derivado
de un gen que es apenas expresado en una célula de mamifero o un promotor cuya porcién reforzadora ha sido
eliminada.

4. Un método para producir un transformante que tiene capacidad para producir un alto nivel de una proteina derivada
de gen foraneo, que comprende las etapas de insertar un gen foraneo en el vector de expresiéon de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, y la transformacion de una célula huésped deficiente en el gen de la dihidrofolato reductasa con
el vector de expresion.

5. Un método para producir una proteina derivada de gen foraneo, que comprende las etapas de:

(a) insertar un gen foraneo en el vector de expresion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3;

(b) transformar una célula huésped deficiente en el gen de la dihidrofolato reductasa con el vector de expresion;
(c) cultivar el transformante en un medio libre de hipoxantina-timidina; y

(d) recolectar la proteina derivada del gen foraneo a partir del transformante cultivado;

6. El método de la reivindicacion 5, en donde un medio quimicamente definido (medio CD) o un medio CD
complementado con un aditivo de base no animal se utiliza para el cultivo en la etapa (c) de la reivindicacién 5.

7. Un método de deteccion para un transformante que tiene capacidad para producir un alto nivel de una proteina
derivada de gen foraneo, que comprende las etapas de:

(a) insertar un gen foraneo en el vector de expresion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3;
(b) transformar una célula huésped deficiente en el gen de la dihidrofolato reductasa con el vector de expresion;

y

(c) cultivar el transformante en un medio libre de hipoxantina-timidina.
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FIG. 2
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 5

47



ES 2552325713

hMBL

o, Amp'

FIG. 6

48



ES 2552325713

hMBL

__ PABGH—
INRBG Pdsv <&h

cdDHFRY

il
)

k3

pDC2
PAsv

Amp’

FIG. 7

49



ES 2552325713

| hMBL |

50



ES 2552325713

hMBL |

FIG. 9

51



ES 2552325713

" hMBL

e

PABGHE
INRBG Pasv <2

¢d270DHFRL
Pcmv A

pDC7
PAsv

FIG. 10

52




ES 2552325713

FIG. 11

53



T o mmoO O O.-F

I o m m 9 O O >

1 2 3

-4

3

&

ES 2552325713

7 -

8

8

10

11

12

13

14

15

Estandar de EPD

Muestras de EPD

T0ng/ L

5

8

7

g

10

11

12

Sng/ gL

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

2ong/ u L

23

26

27

28

29

30

31

32

33

34

335

36

1.25ng/ 1 L

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

0.83ng/ u L

49

50

51

52

53

54

oh

56

57

58

59

60

OD31ing/ L

61

62

63

85

66

67

GE

69

70

016ng/ 1L

0 ng/mil

73

74

75

75

77

78

FIG. 12

54

78

10

80

2 min de exposicion

81

12

82

13

11

14

72

15




ES 2552325713

1y 2 3 @G @ T 8 @ (00502
kDa

175-

FIG 13

55



ES 2552325713

D-EPO

o AP’

FIG 14

56



I oMM m >

m Qo O @ >

T o m

ES 2552325713

1 2 3 4 a B Fi 8 8 10 11 12 13 14 15
Estandar de EFC ' Muestras de D-EPQ

10ng/ £ L 1 21 3| 451617 819 1011} 12
Sng/ p L 131141516 17180 19 20 21 1 22§ 23| 24
28ng/pl (25| 26 27 | 28| 29130 31| 32|33 )34 35 36
12ong/ il 137|361 35 140141142143 144145 |46 471 48
U063ng/ L | 49§ 50| 51 (52|53 154§ 5556757 58] 58] 60
03Ing /L |61 62163  64) 65| 66| 676869 )701 7172
O16ng/ L 16| 77|78 79|80 81| 82] 83| B4

0 ng/ml

FIG. 15

57




ES 2552325713

IEarril 12I . Carril 23' | Carril 24; : Carril 30 Carril 36

L i

(12> (3)(4)(5) (6) (7) (8) (9) (10) (1) (12) (13X14) (15) (18) (17)

FIG. 16

58



ES 2552325713

59



T oM Mmoo 0 m >

o O Ww F

m

ES 2552325713

1 2 3 4 & 6 7 B 8 1w 11 12 13
Estandar de G-CSF Muestra de G-CSF
10 ed wlL T1 2314|5678 06101112
SHE 1L 1314151161718 | 18| 20| 21| 22| 23| 24
25peg/ul 125126027 2829|301 311323334 351 36
125/l | 371 3B 139 | 40 [ 41421 43| 44| 45 46| 47 | 48
063 g/l

O03pp ul B

FIG. 18

60

12

13

min de exposicion §




ES 2552325713

Carril 6

(1){2) (33 (4 (5) (8) (T {E} (ﬂ} (10} {1 1] (12) (13X1 4} Hﬁ} (16) {1?}

Carril 13 Carrll 14 Garnl 16 Carrll 1?

kDa

FIG. 19

61



ES 2552325713

hGM-CSF

FIG. 20

62



m o O W >

r o ™

I o mmoom>

ES 2552325713

o
PR

10 segund de nslciﬁn

FIG. 21

63

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Estandar de GM-CSF Muestra de GM-CSF
100ug/mL | 11 2|3 | 4516178} 8 ] 10[11]12
50pg/mL | 13| 14 1 17/18| 19|20 21|22 23| 24
2oug/mL | 25| 26 | 1281303132 33|34|35]| 36
12 5ug/mL | 37 | 38 141| 42| 43| 44| 45| 46| 47 | 48
6.25pg/mL
| 3.125ug/mL
| 1.5625pg/mL
0 pg/mlL
1 2 4 5 B B 10 11 12 13




ES 2552325713

Gﬂrrﬂﬂ Garrllﬁ GarrHTT Garrll 1? Gﬂrrff 35 Carril 43

HJI TR Y {53 8 {?}{E} {ﬂ}iﬂ (112 {I:ﬂﬂi}ﬂﬂ {IE}EHHII}(I'I]{EEIHHEEJ

FIG. 22

64



ES 2552325713

hIFNa

7
B PABGHE™
4% INRBG  Pasyv <

F Pomy

pDC6
PAsv Z

-

FIG. 23

65



T o M m o O W F

T O TMMOOm>

ES 2552325713

1 2 3 4 § & 7 8 & 10 1%

:Eﬁténdar de IFN.32 Muestra de IFNa2b
10ng/ (L 21 314751617
Sng/ 1t L 9 1011112131 14
25ng/ u L 16117118119 | 2017 21
1.25ng/ 1 L 23124 125126 27| 28
0.63ng/ 1 L 30 31 (32333435
031ng/ L 370§ 38| 39} 40 | 41 | 42
0.16ng/ y L 44 | 45| 46| 47| 48 49
0 ng/ml 51| 52| 53| 54 | 55

1 IFN- o 2b (hBA~1 ﬁl{Santa Cruz Biotechnology)
2 IFN & 2B Expresién en Células Humanas (Human Zyme)

3 IFN-o 2b (APOLLO)
1 2 3 4 5 6 71 8 9 10 11

0 aegumexpualcm i

FIG. 24

66



ES 2552325713

1) (2)@3) () (5) (8) () (8) (9) (10) (1) (1) (13

N

¥

.

PR
Fai—

ot

> B
e

i araihy
PP

BT Y
Fiigls by

e

k=

FIG. 25

67



ES 2552325713

hOPN

> PABGH—&™
¢ INRBG  Pgsv O

cd180DHFR\\

FIG. 26

68



ES 2552325713

(1) (2} (3) (4) {5)

: gﬁ’ﬁ“‘ ééi%‘%%i
':E"‘”%@ %E

93° % 6
iﬁ@i&%ﬁ?

it :
%%s@? Selae
e G2 ﬁgﬁ
: %ﬁgﬁﬁi %‘?‘%% a%

= nec'ﬁ’f%’%i-;s y o
_éﬁ%ﬁ%’%ﬂm b wuﬁmﬁﬁi

FIG. 27

69



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos

