ES 2627954 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

@NUmero de publicacion: 2 627 954
GDint. Ci.;

C12N 9/00 (2006.01)
CO7K 14/00 (2006.01)
C12N 15/85 (2006.01)
CO7K 16/00 (2006.01)

T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 14.06.2013  PCT/EP2013/062400

Fecha y numero de publicacion internacional:

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:

19.12.2013 WO13186371
14.06.2013 E 13732112 (1)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 12.04.2017  EP 2861741

T|’tu|o: Sistema de expresion en CHO

Prioridad:

14.06.2012 EP 12305677

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccién de la patente:
01.08.2017

@ Titular/es:

SANOFI (100.0%)
54, rue La Boétie
75008 Paris, FR

@ Inventor/es:

DEVAUD, CATHERINE;
DUMAS, BRUNOy
LOUNIS, NABIL

Agente/Representante:
LEHMANN NOVO, Maria Isabel

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2627954 T3

DESCRIPCION
Sistema de expresion en CHO

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion esta dentro del campo de la produccion industrial de proteinas. Los inventores han disefiado y
construido un nuevo sistema de expresion que comprende un vector de expresion que codifica una glutamina
sintetasa de origen humano o de perro, y una linea de células CHO. Mas especificamente, la invencion se refiere a
una combinacién de (i) un vector de ADN adecuado para la produccién de una proteina recombinante, en la que
dicho vector comprende una secuencia que codifica una glutamina sintetasa, y (ii) una linea de células de ovario de
hamster chino (CHO), en la que dicha GS comprende una secuencia al menos el 94,5 % idéntica a la secuencia de
SEQ ID NO: 1 o a la secuencia de SEQ ID NO: 2.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Cuando se producen proteinas recombinantes a escala industrial, deben aislarse clones que producen altas
cantidades de proteinas recombinantes.

La introduccion de genes heterdlogos en células huésped de animal y el cribado para la expresion de los genes
afadidos es un proceso largo y complicado. El proceso implica la transfeccion y la seleccién de clones con expresion
a largo plazo estable, y el cribado de altas velocidades de expresion de la proteina recombinante.

Cuando se generan clones que expresan una proteina recombinante a partir de vectores de expresion, normalmente
se transfectan células huésped con un vector de ADN que codifica tanto la proteina de interés como el marcador de
seleccion en el mismo vector. Un vector de expresion tal comprende asi un marcador de seleccién que permite la
seleccion de clones en el que el vector de expresion esta presente. Un marcador de seleccion tal puede también
conducir a una co-amplificacion que tiene lugar, permitiendo asi el aislamiento de clones altamente productores.

Se conocen en la técnica varios de tales marcadores de seleccion, que incluyen, por ejemplo, G418, higromicina,
puromicina, zeomicina, dihidrofolato reductasa (DHFR), glutamina sintetasa (GS) e hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferasa (HPRT). En particular, la GS se usa ampliamente como marcador de seleccién en el campo
de la produccién industrial de proteinas recombinantes en células eucariotas.

Mas especificamente, el documento WO 87/04462 describe el uso de glutamina sintetasa (GS) como marcador de
seleccion. Los ejemplos ensefian un vector de expresion que comprende, como marcador de seleccion, la secuencia
que codifica una GS de origen de hamster chino. Se muestra ademas que un vector de expresion tal permite la
produccién de una proteina recombinante tras la transfeccién del vector de expresion en células CHO, siendo la
proteina recombinante tPA.

Aunque el sistema de expresion en CHO anterior basado en el uso de GS como marcador de seleccion se describid
ya en los afos 80, todavia hoy en dia sigue siendo un estandar en la materia. En particular, no se ha publicado
mejora significativa al marcador de seleccion de GS original.

De hecho, la patente coreana KR10-0267720 desvela el uso de GS humana como marcador de seleccién. Sin
embargo, no se ha desvelado la secuencia exacta de la GS humana usada. Ademas, también se indica que el efecto
técnico (alto rendimiento) esta solo asociado a tanto la GS humana como al promotor de SV40 especifico que se usa
(es decir, un promotor de SV40 que carece de las posiciones 128 a 270).

Asi, hay una necesidad en la materia de sistemas de expresion adicionales y/o mejorados que permitan el
aislamiento de un alto nimero de clones que expresan la proteina recombinante para la que se desea la produccioén,
presentando al menos algunos de estos clones altas velocidades de expresion de la proteina recombinante.

SUMARIO DE LA INVENCION

Los inventores han descubierto sorprendentemente que cuando se producen proteinas recombinantes en células
CHO, el uso de una GS de origen humano o de perro da mejores resultados que el uso de una GS de origen CHO
(véanse, por ejemplo, las Figuras 2 y 3).

En particular, se ha encontrado que el uso de una GS de origen humano es especialmente ventajoso, ya que permite
el aislamiento de mas clones que expresan las proteinas recombinantes que cuando se usa una GS de origen CHO,
expresando algunos de ellos la proteina recombinante a niveles mas altos que cuando se usa una GS de origen
CHO (véase, por ejemplo, la Figura 3).

Una realizacion de la invencion proporciona una linea celular de ovario de hamster chino (CHO) que comprende un
vector de expresion de acido desoxirribonucleico (ADN), y en la que el vector comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica una glutamina sintetasa (GS) de mamifero heteréloga bajo el control de un promotor del
virus 40 vacuolante de simio (SV40), que incluye el potenciador de SV40 y al menos un casete de expresion para
expresar una proteina recombinante, en la que la GS comprende una secuencia de proteinas que es al menos el
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94,5 % idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 1 o a la secuencia de SEQ ID NO: 2. En otra realizacion de la
invencion, la GS comprende una secuencia al menos el 94,5 % idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 1y a la
secuencia de SEQ ID NO: 2. En otra realizacion de la invencion, la GS comprende una secuencia al menos el 97,5
% idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 1. En una realizacién particular de la invencién, la GS es una GS humana
y comprende una secuencia de SEQ ID NO: 1. En ofra realizacion de la invencion, la GS es una GS de perro y tiene
una secuencia de SEQ ID NO: 2.

Los investigadores describen que la linea de células CHO comprende un vector de expresion de acido
desoxirribonucleico (ADN), y el vector comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una glutamina sintetasa
(GS) de mamifero heterdéloga y al menos un casete de expresion para expresar una proteina recombinante, en la
que los codones del triplete de dicha secuencia que codifica una GS han sido sesgados para la expresion en células
CHO. Muestran que dicha secuencia que codifica una GS comprende una secuencia al menos el 80 % idéntica a la
secuencia de SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9. En particular, demuestran que la secuencia que codifica una GS
comprende una secuencia de SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9. En otra realizacion de la invencion, la secuencia que
codifica GS humana se pone bajo el control de un promotor del virus 40 vacuolante de simio (SV40) y la proteina
recombinante es un anticuerpo monoclonal.

Los investigadores describen que la linea de células CHO comprende un vector de expresion de acido
desoxirribonucleico (ADN), y el vector comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una glutamina sintetasa
(GS) de mamifero heteréloga y al menos un casete de expresion para expresar una proteina recombinante en la que
los codones del triplete de dicha secuencia que codifica una GS han sido sesgados para la expresion en células
CHO. En otra realizacion, el vector comprende un primer casete de expresién adecuado para la clonacién de una
cadena ligera del anticuerpo, y un segundo casete de expresion adecuado para la clonacién de una cadena pesada
del anticuerpo. Los investigadores también muestran que el primer y segundo casetes de expresién comprenden
cada uno un promotor de CMV y la linea de células CHO es capaz de ser cultivada en medio sin suero o medio libre
de proteina libre de suero y derivado de animal.

En una realizacion de la invencién, la linea de células CHO es la linea celular depositada con el N.° CCL-61 en la
ATCC o se deriva de la linea celular depositada con el N.° CCL-61 en la ATCC. En otra realizacion de la invencion,
la linea de células CHO permite obtener clones que producen al menos 1 mg/l de proteina recombinante tras la
transfeccién de dicho vector en la linea de células CHO depositada con el N.° CCL-61 en la ATCC.

En otra realizacion adicional de la invencion, la linea de células CHO comprende un vector de expresion de acido
desoxirribonucleico (ADN), y el vector comprende una secuencia de nucleétidos de glutamina sintasa (GS) bajo el
control de un promotor del virus (40) vacuolante de simio, que incluye el potenciador de SV40 (es decir, una
secuencia de nucledtidos que codifica una glutamina sintetasa (GS)) y al menos un casete de expresion para
expresar una proteina recombinante. Los investigadores describen que el vector no contiene un gen heterdlogo para
la expresion de una proteina recombinante. Muestran que el vector contiene al menos una secuencia que codifica
una proteina recombinante. Demuestran que el vector contiene un gen heterélogo que codifica una proteina
recombinante que es un anticuerpo monoclonal. Los investigadores también describen que el vector contiene un gen
heterdlogo que codifica una proteina recombinante que es una proteina inmunogénica para inducir una respuesta de
anticuerpos. Muestran que el vector contiene un gen heterdélogo que codifica una proteina recombinante que es una
enzima para la terapia de reemplazo de enzima o para uso industrial.

Una realizacion de la invencion proporciona un vector de expresion de acido desoxirribonucleico (ADN), y el vector
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una glutamina sintetasa (GS) bajo el control de un promotor
del virus 40 vacuolante de simio (SV40), que incluye el potenciador de SV40 y un primer casete de expresion
adecuado para la clonacion de una proteina recombinante heteréloga bajo el control de un promotor de CMV. En
una realizacion particular de la invencion, la GS comprende una secuencia de proteinas que es al menos el 94,5 %
idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 1 o a la secuencia de SEQ ID NO: 2.

El investigador también describe un vector de expresion de acido desoxirribonucleico (ADN), y el vector comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica una glutamina sintetasa (GS) bajo el control de un promotor del virus 40
vacuolante de simio (SV40) y un primer casete de expresion adecuado para la clonacion de una cadena ligera del
anticuerpo bajo el control de un promotor de CMV, y un segundo casete de expresion adecuado para la clonacién de
una cadena pesada del anticuerpo bajo el control de un promotor de CMV. En particular, muestran que la GS
comprende una secuencia de proteinas que es al menos el 94,5 % idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 1 0 a la
secuencia de SEQ ID NO: 2 o un fragmento de al menos 100 aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID
NO: 2.

Los investigadores también describen un vector como se define en la Figura 1.

Una realizacion de la invencion proporciona un método in vitro de producciéon de una proteina recombinante que
comprende las etapas de proporcionar una linea de células CHO; cultivar la linea de células CHO obtenida en
condiciones adecuadas para la produccion de la proteina recombinante; y aislar y/o purificar dicha proteina
recombinante. Otra realizacién proporciona otra etapa de formular la proteina recombinante en una composicién
farmacéutica.
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Una realizacion de la invencion se refiere a una combinacion de:
i) una linea celular eucariota (por ejemplo, una linea de células de ovario de hamster chino (CHO)); y

i) un vector de ADN adecuado para la producciéon de una proteina recombinante, en la que dicho vector
comprende una secuencia que codifica una glutamina sintetasa (GS) de mamifero heteréloga bajo el control
de un promotor del virus 40 vacuolante de simio (SV40), que incluye el potenciador de SV40 (por ejemplo,
una GS que comprende una secuencia al menos el 94,5 % idéntica a la secuencia de SEQID NO: 1o ala
secuencia de SEQ ID NO: 2).

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit que comprende la combinacién anterior.
Todavia otro aspecto de la invencion se refiere al vector de ADN como tal.
Todavia otro aspecto de la invencion se refiere a una linea de células CHO que comprende el vector de ADN.

En otro aspecto adicional, la invencién se refiere a un método in vitro de produccion de una proteina recombinante
que comprende las etapas de:

a) proporcionar un vector como se define aqui anteriormente;
b) transfectar una linea celular con dicho vector;

c) cultivar la linea celular transfectada obtenida en la etapa (b) en condiciones adecuadas para la
produccion de la proteina recombinante; y

d) aislar y/o purificar dicha proteina recombinante.

Todavia otro aspecto de la invencién se refiere al uso de una combinacion tal, o de un vector tal, o de tal linea
celular, para producir una proteina recombinante in vitro.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra un esquema de los vectores usados en los ejemplos (pBH3695, pBH3700, pBH3694, pBH3699,
pBH3698, pBH3697 y pBH3623).

La Figura 2 muestra el numero de pocillos ocupados y productividades logradas con una linea de células CHO
transformada con los vectores pBH3695, pBH3700, pBH3694, pBH3699, pBH3698, pBH3697 y pBH3623. La Figura
3 muestra las productividades logradas por los clones obtenidos durante el experimento mostrado en la Figura 2,
para los vectores pBH3695, pBH3700 y pBH3623. Cada barra representa un clon.

La Figura 4 muestra los resultados de un experimento llevado a cabo en la linea celular 9E4. Se muestran las
productividades y el numero de clones obtenidos. El nimero "0" en el eje horizontal indica que no se obtuvo ningun
clon (que es el caso para los vectores pBH3700, pBH3694, pBH3697, pBH3698 y pBH3699).

La Figura 5 muestra un alineamiento de secuencias entre la GS humana de SEQ ID NO: 1, la GS de perro de SEQ
ID NO: 2 y la GS de CHO de SEQ ID NO: 3, que se prepar6 usando el programa de “alineamiento de multiples
secuencias" CLUSTAL 2.1". Los restos que son diferentes en GS humana y de perro, como en comparaciéon con GS
de CHO, se indican con una flecha negra. Estos restos se corresponden con los restos 12, 16, 18, 19, 33, 49, 80, 82,
91, 116, 191, 269, 282, 350, 355 y 356 de SEQ ID NO: 1 y de SEQ ID NO: 2 (las variaciones de aminoacido
correspondientes a 12G, 16V, 18M, 19S, 33I, 49S, 80V, 82A, 91K, 116T, 191A, 269Y, 282Q, 350S, 355L y 356,
respectivamente). Los restos que son diferentes en GS humana, en comparacion con GS de perro y CHO, se indican
con una flecha gris. Estos restos se corresponden con restos en la posicién 2, 68, 98, 107, 169, 213 de SEQ ID NO:
1 (las variaciones de aminoacido correspondientes a 2T, 68L, 98L, 107R, 169R y 213S, respectivamente).

La Figura 6 muestra la concentraciéon de anticuerpo obtenida después de la transfeccion transitoria de células CHO-
S con vectores de control (Control 1 y Control 2), y con los vectores pBH3695 y pBH3772, respectivamente, que
expresan los anticuerpos 13C3 y anti-CD38.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los investigadores describen una combinacion de:
i) una linea celular eucariota; y

ii) un vector de ADN (acido desoxirribonucleico) adecuado para la produccion de una proteina
recombinante, en la que dicho vector comprende una secuencia que codifica una glutamina sintetasa (GS)
de mamifero heteroéloga.
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La linea celular eucariota puede ser, por ejemplo, una linea celular de levadura (por ejemplo, una linea celular de
Saccharomyces cerevisiae o Yarrowia lipolytica), una linea celular fungica (por ejemplo, una linea celular de
Aspergillus niger), una linea celular de insecto o una linea celular de mamifero (que incluye, pero no se limita a,
lineas de células CHO, lineas celulares humanas tales como HEK293 o PERC.6, lineas celulares de raton tales
como NSO y lineas celulares de mono). En una realizacion especifica, la linea celular eucariota es una linea de
células CHO. La GS codificada por el vector de ADN procede de una especie de mamifero heterélogo, y puede, por
ejemplo, proceder de ser humano o perro.

En particular, muestran que dicha GS de mamifero heteréloga comprende o consiste en una secuencia:
- al menos el 94,5 % idéntica a al menos una de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

Una combinacién tal constituye un sistema de expresion.

Mas especificamente, un aspecto de la invencion se refiere a una combinacion de:

i) un vector de ADN adecuado para la produccidon de una proteina recombinante, en la que dicho vector
comprende una secuencia que codifica una glutamina sintetasa (GS) bajo el control del promotor del virus
40 vacuolante de simio (SV40), que incluye el potenciador de SV40; y

ii) una linea de células de ovario de hamster chino (CHO);
en la que dicha GS comprende una secuencia:
- al menos el 94,5 % idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 1 o a la secuencia de SEQ ID NO: 2.

La combinacion segun la invencion puede proporcionarse, por ejemplo, bajo la forma de un kit, por ejemplo con un
vial que comprende el vector de ADN, y otro vial que comprende la linea celular.

Cuando el sistema de expresiéon se usa para producir una proteina recombinante, el vector se introduce en la linea
celular (puede ser, por ejemplo, establemente o transitoriamente transfectado en la linea celular).

Asi, la presente invencién engloba:

- una combinacion en la que el vector esta presente dentro de la linea celular, por una parte, y
- una combinacion en la que el vector se aisla de la linea celular, por otra parte.

1. Vector segun la invencion

El vector de ADN para su uso en la combinacidon segun la invencion (denominado ademas "vector segun la
invencion") es adecuado para la produccion de una proteina recombinante, y comprende una secuencia que codifica
una glutamina sintetasa (GS) bajo el control de un promotor del virus 40 vacuolante de simio (SV40), que incluye el
potenciador de SV40. Como se usa en el presente documento, el término "glutamina sintetasa" o "GS" se refiere a
un polipéptido capaz de catalizar la condensacion de glutamato y amoniaco para formar glutamina, como se
representa por la siguiente reaccién bioquimica:

ATP + L-glutamato + NH3; <=> ADP + fosfato + L-glutamina.

Un polipéptido tal se clasifica con el nimero de la Comision de Enzimas (EC) 6.3.1.2. Polipéptidos capaces de
catalizar la reaccion anterior presentan "actividad de GS".

La GS que se usa en el marco de la presente invencion (denominada ademas "GS segun la invencion") puede
comprender o consistir en una secuencia al menos el 94,5 %, 95 %, 95,5 %, 96 %, 96,5 %, 97 %, 97,5 %, 98 %, 98,5
%, 99 %, 99,5 % o el 100 % idéntica a al menos una de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2. De hecho, se ha encontrado
que una GS tal es ventajosa para su uso como un marcador de seleccion en células CHO (véase el Ejemplo 1).
También puede comprender o consistir en un fragmento de al menos 100, 150, 200, 250, 300 o 350 aminoacidos
consecutivos de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, siempre que la proteina retenga su actividad de GS.

En una realizacion especifica, la GS segun la invencion comprende o consiste en una secuencia al menos el 94,5 %,
95 %, 95,5 %, 96 %, 96,5 %, 97 %, 97,5 %, 98 %, 98,5 %, 99 %, 99,5 % o el 100 % idéntica tanto a la secuencia de
SEQ ID NO: 1 como a la secuencia de SEQ ID NO: 2.

En una realizacion especifica, la GS segun la invencion comprende o consiste en una secuencia al menos el 97,5 %,
98 %, 98,5 %, 99 %, 99,5 % o el 100 % idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 1. Una GS tal es particularmente
ventajosa para su uso como un marcador de seleccion en células CHO (véase el Ejemplo 1), en particular en la linea
de células CHO E94 (véase el Ejemplo 2).

En una realizacion especifica, la GS segun la invencidon es una GS humana, es decir, una GS de origen humano.
Como se usa en el presente documento, el término "GS humana" se refiere a una secuencia que comprende o que
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consiste en SEQ ID NO: 1, ademas de variantes de la misma que presentan actividad de GS. Tales variantes
pueden corresponderse, por ejemplo, con variantes que se producen naturalmente en especies humanas (tales
como variantes alélicas o variantes de corte y empalme). Alternativamente, tales variantes pueden corresponderse
con variantes obtenidas por ingenieria genética. Lo mas preferentemente, tales variantes solo se diferencian de la
secuencia de SEQ ID NO: 1 por la presencia de como maximo 22, 20, 15, 10,9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 o 1 variaciones de
aminoacido en comparacion con SEQ ID NO: 1 (incluyendo dichas variaciones sustituciones, inserciones y
deleciones).

En ofra realizacion especifica, la GS segun la invencion es una GS de perro, es decir, una GS de origen de perro.
Como se usa en el presente documento, el término "GS de perro" se refiere a una secuencia que comprende o que
consiste en SEQ ID NO: 2, ademas de variantes de la misma que presentan actividad de GS. Tales variantes
pueden corresponderse, por ejemplo, con variantes que se producen naturalmente en especies de perro (tales como
variantes alélicas o variantes de corte y empalme). Alternativamente, tales variantes pueden corresponderse con
variantes obtenidas por ingenieria genética. Lo mas preferentemente, tales variantes solo se diferencian de la
secuencia de SEQ ID NO: 2 por la presencia de como maximo 22, 20, 15, 10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 o 1 variaciones de
aminoacido en comparacion con SEQ ID NO: 2 (incluyendo dichas variaciones sustituciones, inserciones y
deleciones).

En una realizacion especifica, la GS segun la invencion comprende al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 15, 16, 20 0 22 de
los siguientes aminoacidos: 12G, 16V, 18M, 19S, 33l, 49S, 80V, 82A, 91 K, 116T, 191A, 269Y, 282Q, 350S, 355L,
3561, 2T, 68L, 98L, 107R, 169R y 213S, en la que el niumero indica la posicion en SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2,y
la letra la naturaleza del aminoacido (usando el codigo genético de una letra). En una realizacion mas especifica, la
GS segun la invencion comprende al menos 1, 2, 3, 4, 5 0 6 de los siguientes aminoacidos: 2T, 68L, 98L, 107R,
169R y 2138S. En otra realizacion mas especifica, la GS segun la invencion comprende al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10,
15 o 16 de los siguientes aminoacidos: 12G, 16V, 18M, 19S, 33l, 49S, 80V, 82A, 91 K, 116T, 191A, 269Y, 282Q,
3508, 355L y 356l. Los aminoacidos anteriores parecen ser especificos para la GS humana y/o de perro, en
comparacion con la GS de CHO (véase la Figura 5).

Por un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos al menos, por ejemplo, el 95 % "idéntica" a una
secuencia de aminoacidos de busqueda de la presente invencién, se pretende que la secuencia de aminoacidos del
polipéptido objeto sea idéntica a la secuencia de busqueda, excepto que la secuencia de polipéptidos objeto puede
incluir hasta cinco alteraciones de aminoacido por cada 100 aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de
busqueda. En otras palabras, para obtener un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos al menos el 95 %
idéntica a una secuencia de aminoacidos de busqueda, hasta el 5 % (5 de 100) de los restos de aminoacidos en la
secuencia objeto pueden insertarse, delecionarse, o sustituirse con otro aminoacido.

En el marco de la presente solicitud, el porcentaje de identidad se calcula usando un alineamiento global (es decir,
se comparan las dos secuencias a lo largo de su longitud entera). Métodos de comparacion de la identidad y
homologia de dos o0 mas secuencias son muy conocidos en la técnica. Puede usarse el programa « needle », que
usa el algoritmo de alineamiento global de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970 J. Mol. Biol. 48:443-
453) para encontrar el alineamiento 6ptimo (incluyendo huecos) de dos secuencias cuando se considera su longitud
entera, por ejemplo, cuando se realiza un alineamiento global. Este programa needle esta disponible, por ejemplo,
en el sitio de la malla mundial de ebi.ac.uk. El porcentaje de identidad segun la invencion se calcula preferentemente
usando el programa EMBOSS::needle (global) con un parametro de "Hueco abierto" igual a 10,0, un parametro de
"Extension de hueco" igual a 0,5, y una matriz Blosum62.

Variantes de una secuencia de referencia pueden comprender mutaciones tales como deleciones, inserciones y/o
sustituciones en comparacion con la secuencia de referencia. En caso de sustituciones, la sustitucion se
corresponde preferentemente con una sustitucion conservativa como se indica en la tabla a continuacion.

Sustituciones conservativas Tipo de aminoacido

Ala, Val, Leu, lle, Met, Pro, Phe, Trp Aminoacidos con cadenas laterales hidrofobas alifaticas

Ser, Tyr, Asn, GIn, Cys Aminoacidos con cadenas laterales no cargadas, pero polares
Asp, Glu Aminoacidos con cadenas laterales acidas

Lys, Arg, His Aminoacidos con cadenas laterales basicas

Gly Cadena lateral neutra

El vector de ADN segun la invencién comprende una secuencia que codifica una GS tal segun la invencion. La
secuencia que codifica una GS tal segun la invencion puede ser la secuencia de nucleétidos que existe de forma
natural. Alternativamente, los codones del triplete de la secuencia que codifica una GS tal pueden estar sesgados
para la expresion en células CHO. Software y algoritmos para sesgar la secuencia con el fin de obtener una
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expresion 6ptima se conocen en la técnica e incluyen, por ejemplo, el algoritmo descrito en Raab et al. (2010, Syst
Synth Biol. 4:215-25). Este algoritmo no solo proporciona los mejores codones disponibles para la expresion, sino
que también tiene en cuenta el contenido de GC y la ausencia de motivos de ADN no deseados.

Por ejemplo, la secuencia que codifica la GS segun la invencién puede comprender o consistir en una secuencia al
menos el 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, el 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96
%, 97 %, 98 %, 99 % o el 100 % con respecto a la secuencia de SEQ ID NO: 8 (es decir, una secuencia que codifica
la GS humana de SEQ ID NO: 1, que ha sido disefiada para la expresion optima en células CHO) y/o con respecto a
la secuencia de SEQ ID NO: 9 (es decir, una secuencia que codifica una GS de perro de SEQ ID NO: 2, que ha sido
disefiada para la expresion optima en células CHO).

En una realizacion especifica, la secuencia que codifica la GS segun la invencién comprende o consiste en una
secuencia de SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9.

Por ejemplo, la secuencia que codifica la GS segun la invencion puede ponerse, por ejemplo, bajo el control de un
promotor del virus 40 vacuolante de simio (SV40), por ejemplo, el promotor tardio o temprano de SV40. Un promotor
temprano del SV40 se describe, por ejemplo, en Benoist y Chambon (1981, Nature. 290:304-10) y en Moreau et al.
(1981, Nucleic Acids Res. 9:6047-68). En particular, dicho promotor de SV40 es un promotor de longitud completa,
que incluye el potenciador de SV40. Dicho promotor de SV40 puede también tener un origen de replicaciéon que
contiene una repeticion de 72 pb.

En una realizacion especifica, dicho promotor de SV40 no es un promotor de SV40 en el que las posiciones 128 a
270 han sido eliminadas, es decir, dicho promotor de SV40 no es el promotor de SV40 descrito en la patente
coreana N.° 10-0267720 y que transforma el transformante de E. coli depositado en Gene Bank, Institute of
Bioengineering, KIST el 17 de diciembre de 1997 con el Niumero de depdsito: KCTC 8860 P.

Vectores de ADN que son adecuados para la produccién de proteinas recombinantes son conocidos para aquellos
expertos en la materia. Tales vectores de ADN normalmente se corresponden con vectores de expresion que
comprenden un origen de replicacion y al menos un casete de expresion que permite la clonacion y la expresion de
la proteina recombinante para la que se desea la produccién. Un casete de expresion normalmente comprende una
region no traducida 5' (que comprende o que consiste en un promotor, y opcionalmente una secuencia de
potenciador), uno o mas sitios de restriccion que permiten la clonaciéon de una secuencia que codifica la proteina
recombinante, una regién no traducida 3' (por ejemplo, una sefial de poliA), y opcionalmente uno o mas intrones. La
secuencia de promotor puede corresponderse con cualquier promotor fuerte muy conocido en la materia, tal como,
por ejemplo, el promotor de CMV humano. El vector seguin la invencién puede tener, por ejemplo, la estructura
representada en la Figura 1, que se explica en mas detalles en el Ejemplo 1, a condicién de que la cadena pesada y
la cadena ligera de 13C3 puedan sustituirse con otras dos secuencias codificantes (por ejemplo, secuencias que
codifican la cadena pesada y la cadena ligera de otro anticuerpo).

La proteina recombinante puede corresponderse con cualquier proteina que sea de interés para aquellos expertos
en la materia. Como se usa en el presente documento, el término "proteina" pretende englobar péptidos (es decir,
cadenas de aminoacidos de menos de 50 aminoacidos), polipéptidos (es decir, cadenas de aminoacidos de al
menos 50 aminoacidos), proteinas monomeéricas (es decir, proteinas que consisten en una cadena de aminoacidos)
y proteinas multiméricas (es decir, proteinas que consisten en dos o mas cadenas de aminoacidos, tales como, por
ejemplo, anticuerpos monoclonales).

El vector segun la invencion normalmente comprende un nimero de casetes de expresion que es idéntico al numero
de cadenas de aminoacidos diferentes que constituyen la proteina (por ejemplo, un casete de expresion en caso de
una proteina monomérica o proteina homodimérica, dos en el caso de una proteina heterodimérica o de un
anticuerpo monoclonal, etc.).

Alternativamente, el vector de ADN segun la invencion puede comprender solo un casete de expresion, incluso
cuando se desee la produccion de una proteina heterodimérica o de un anticuerpo monoclonal. En un caso tal, la(s)
secuencia(s) que codifica(n) la(s) otra(s) cadena(s) de aminoacidos de la proteina esta(n) presente(s) en un vector
de expresion separado, que se co-transfecta con el vector segun la invencion en la linea de células CHO.

En una realizacion especifica, el vector de ADN segun la invencion puede carecer de casete de expresion. En un
caso tal, el (los) casete(s) de expresion adecuado(s) para la expresion de la proteina recombinante esta(n)
presente(s) en un vector separado, que se co-transfecta con el vector segun la invencion en la linea de células CHO.

En toda la presente memoria descriptiva, el término "proteina recombinante" se refiere a cualquier proteina
recombinante para la que se desea la produccion. Puede corresponderse, por ejemplo, con una proteina terapéutica
y/o una profilactica, es decir, una proteina prevista para su uso como un medicamento (incluyendo vacunas). En una
realizacion especifica, la proteina recombinante para la que se desea la producciéon no es una glutamina sintetasa
(GS). En otra realizacion especifica, la proteina recombinante para la que se desea la produccién es un anticuerpo,
por ejemplo un anticuerpo monoclonal. En otra realizacién especifica adicional, la proteina recombinante para la que
se desea la produccion es una proteina antigénica. En otra realizacion especifica adicional, la proteina recombinante
para la que se desea la produccion no es eritropoyetina (EPO).
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El término "anticuerpo" se usa en el presente documento en el sentido mas amplio y cubre especificamente
anticuerpos monoclonales (incluyendo anticuerpos monoclonales de longitud completa) de cualquier isotipo tal como
IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (incluyendo anticuerpos
biespecificos), fragmentos de anticuerpos (tales como, por ejemplo, fragmentos Fv, scFv, dsFv, Fab, Fab' o F(ab')2),
y proteinas de fusion que comprenden un fragmento de anticuerpo. Un anticuerpo reactivo con un antigeno
especifico puede generarse por métodos recombinantes tales como seleccién de bibliotecas de anticuerpos
recombinantes en fago o vectores similares, o inmunizando un animal con el antigeno o un acido nucleico que
codifica el antigeno.

Un "anticuerpo_monoclonal”, como se usa en el presente documento, es un anticuerpo obtenido a partir de una
poblacion de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos que forman esta poblacion son
esencialmente idénticos, excepto por posibles mutaciones que existen de forma natural que podrian estar presentes
en cantidades menores. Estos anticuerpos se dirigen contra un unico epitope (o un Unico grupo de epitopes en el
caso de anticuerpos monoclonales multiespecificos) y, por tanto, son altamente especificos.

Un anticuerpo monoclonal tipico comprende dos cadenas pesadas idénticas y dos cadena ligeras idénticas que se
unen por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada y ligera contiene una region constante y una region variable. Cada
region variable contiene tres segmentos llamados "regiones determinantes de la complementariedad" ("CDR") o
"regiones hipervariables", que son principalmente responsables de la unién de un epitope de un antigeno.
Normalmente se denominan CDR1, CDR2 y CDR3, se numeran secuencialmente desde el extremo N (véase Kabat
et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 edicion, National Institute of Health, Bethesda, MD, 1991).
Las porciones mas altamente conservadas de las regiones variables se llaman las "regiones estructurales".

El anticuerpo monoclonal puede ser, por ejemplo, un anticuerpo murino, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo
humanizado, o un anticuerpo completamente humano.

Cuando la proteina recombinante para la que se desea la produccién es un anticuerpo monoclonal, el vector segun
la invencion puede comprender un primer casete de expresion adecuado para la clonacion de la cadena ligera del
anticuerpo, y un segundo casete de expresion adecuado para la clonacién de la cadena pesada del anticuerpo.

En una realizacion especifica, dicho primer y segundo casetes de expresion comprenden cada uno el promotor del
citomegalovirus (CMV), por ejemplo un promotor de CMV de un CMV humano o murino. Mas especificamente,
dichos primer y segundo casetes de expresion pueden comprender:

- un promotor/potenciador inmediato/temprano del CMV (por ejemplo, aquél que tiene la secuencia descrita en
Teschendorf et al., 2002, Anticancer Res. 22:3325-30); o

- una region de promotor/potenciador de IE2 de CMV de ratén (por ejemplo, aquella que tiene la secuencia
descrita en Chatellard et al., 2007, Biotechnol Bioeng. 96:106-17); o

- un elemento regulador de hCMV-MIE (por ejemplo, aquél que tiene la secuencia descrita en el documento WO
89/01036).

El término "proteina antigénica" se usa en el presente documento en el sentido mas amplio y cubre cualquier
proteina capaz de generar una respuesta inmunitaria, tanto sola como en combinacién con un adyuvante. Puede
estar prevista para su uso tanto en una vacuna profilactica como en una vacuna terapéutica. En una realizacion
especifica, la proteina antigénica es una proteina vacunal, es decir, una proteina prevista para su uso en una vacuna
profilactica.

En el marco de la presente invencién, el vector de ADN podria tanto comprender al menos una secuencia que
codifica la proteina recombinante de interés (por ejemplo, una secuencia que codifica una proteina monomérica, una
secuencia que codifica una cadena de anticuerpo, o dos secuencias, que codifican una cadena ligera del anticuerpo
y una cadena pesada del anticuerpo, respectivamente), o podria estar vacio (es decir, que carece de una secuencia
tal que codifica la proteina recombinante de interés).

En un aspecto, la invencion se refiere al vector segun la invencién de por si. Un vector tal esta preferentemente
previsto para su uso en una linea de células CHO. Sin embargo, también puede usarse para expresar proteinas en
otras lineas celulares eucariotas tales como lineas celulares de levadura, fungicas, de insecto o de mamifero (por
ejemplo, humanas, de ratén, mono, etc.).

2. Linea celular segun la invencion

La linea celular para su uso en la combinacién segun la invencidon (denominada ademas "linea celular segun la
invencion") es una linea celular eucariota, por ejemplo una linea celular de mamifero tal como una linea de células
CHO. Las lineas de células CHO se usan comunmente para produccion industrial de proteinas, y muchas lineas de
células CHO son conocidas para aquellos expertos en la materia. Por ejemplo, tales lineas de células CHO incluyen,
por ejemplo, la linea de células CHO-K1 (Numero ATCC: CCL-61), la linea de células DP-12 de CHO (N.° ATCC



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2627954 T3

CRL-12444 y 12445) y la linea de células 1-15 de CHO (Numero ATCC CRL-9606). Estas cepas estan publicamente
disponibles de la Colecciéon Americana de Cultivos Tipo.

En una realizacion especifica, la linea de células CHO segun la invencion es capaz de crecer en medio sin suero
(por ejemplo, un medio quimicamente definido) y/o en suspension. Una linea celular tal puede obtenerse facilmente
por aquellos expertos en la materia adaptando la linea celular parental para crecer en medio sin suero y/o en
suspension (por ejemplo, mediante clonacién de una sola célula, mediante adaptacion progresiva y/o mediante un
proceso de "privacion y rescate").

La linea de células CHO segun la invencion puede tanto ser una linea celular deficiente en GS, como una linea
celular que comprende un gen GS enddgeno que codifica un polipéptido GS enddgeno.

En una realizacion especifica, la linea de células CHO es la linea celular depositada con el N.° CCL-61 en la ATCC.
Como se usa en el presente documento, el término 'linea celular depositada con el N.° CCL-61 en la ATCC" engloba
el clon parental depositado en realidad en la ATCC, por una parte, y los clones derivados del mismo, por ejemplo
mediante clonacién de una sola célula, adaptacion progresiva y/o o mediante un proceso de "privacion y rescate”,
por otra parte. Mas especificamente, la linea celular depositada con el N.° CCL-61 en la ATCC puede usarse para
obtener clones capaces de crecer en medio sin suero y/o en suspension.

En una realizacién especifica, la combinacion segun la invencion se caracteriza por que permite obtener clones que
producen al menos 1, 2, 3, 4 o 5 mg/l de proteina recombinante tras la transfeccion del vector en la linea celular
depositada con el N.° CCL-61 en la ATCC.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una linea de células CHO que comprende un vector segun la invencion.
Preferentemente, dicha linea de células CHO se transfecta (establemente o se transfecta transitoriamente) con dicho
vector. Lo mas preferentemente, dicha linea de células CHO comprende dicho vector integrado en su genoma.

Mas especificamente, la invencion se refiere a la linea de células CHO que comprende un vector de ADN de
expresion, y en la que dicho vector comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una glutamina sintetasa
(GS) de mamifero heterdéloga y al menos un casete de expresion para expresar una proteina recombinante, en la
que dicha GS comprende una secuencia de proteinas:

a) al menos el 94,5 % idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 1 o a la secuencia de SEQ ID NO: 2; o
b) que consiste en un fragmento de al menos 100 aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO: 1 o0 SEQ ID NO: 2.
3. Kits, métodos y usos segun la invencion

Un aspecto de la invencion se refiere a un kit que comprende o que consiste en una combinacién segun la invencion.
En un kit tal, el vector esta preferentemente vacio, ya que esto permite la clonacién de la proteina de interés para
aquellos expertos en la materia. Ademas, el vector de ADN se aisla preferentemente de la linea celular en un kit tal.
El kit puede comprender ademas medios adecuados para el cultivo de la linea celular, medios adecuados para la
transfeccion del vector en la linea celular, y/o instrucciones para el uso del sistema de expresion.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de la combinacién segun la invencion, o del vector segun la invencion,
o de la linea celular segun la invencion, para producir una proteina recombinante in vitro.

Todavia otro aspecto de la invencién se refiere a un método in vitro de produccién de una proteina recombinante,
comprendiendo o consistiendo dicho método en las siguientes etapas:

a) proporcionar una combinacién segun la invencion;
b) transfectar dicha linea celular con dicho vector de ADN;

c) cultivar la linea celular transfectada obtenida en la etapa (b) en condiciones adecuadas para la produccion
de la proteina recombinante; y

d) aislar y/o purificar dicha proteina recombinante.

Como es inmediatamente evidente para aquellos expertos en la materia, el aspecto anterior se refiere a una
combinacién segun la invencion en la que el vector de ADN se aisla de la linea celular en la etapa (a).

Todavia otro aspecto de la invencién se refiere a un método in vitro de produccién de una proteina recombinante,
comprendiendo o consistiendo dicho método en las siguientes etapas:

a) proporcionar una combinacién segun la invencion;

b) cultivar la linea celular transfectada en condiciones adecuadas para la produccion de la proteina
recombinante; y



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2627954 T3

c) aislar y/o purificar dicha proteina recombinante.

Como es inmediatamente evidente para aquellos expertos en la materia, el aspecto anterior se refiere a una
combinacion segun la invencion en la que la linea celular comprende el vector de ADN (por ejemplo, la linea celular
ha sido previamente transfectada con el vector de ADN) en la etapa (a).

Otro aspecto mas de la invencion se refiere a un método in vitro de producciéon de una proteina recombinante, que
comprende o que consiste en las siguientes etapas:

a) proporcionar un vector segun la invencion, en el que dicho vector comprende al menos una secuencia que
codifica una proteina recombinante;

b) transfectar una linea celular segun la invencién con dicho vector;

c) cultivar la linea celular transfectada obtenida en la etapa (b) en condiciones adecuadas para la produccion
de la proteina recombinante; y

d) aislar y/o purificar dicha proteina recombinante.

Condiciones adecuadas para la produccion de proteinas recombinantes son muy conocidas para aquellos expertos
en la materia. Pueden usarse, por ejemplo, los protocolos descritos en los ejemplos.

En una realizacion especifica, se afiade un inhibidor de GS, tal como metionina sulfoximina (msx) o fosfinotricina,
cuando se cultiva la linea celular segun la invencion. En una realizacién mas especifica, se afiaden concentraciones
crecientes de un inhibidor de GS tal cuando se cultiva la linea celular. Esto permite seleccionar clones en los que se
ha amplificado el gen GS derivado de vector (y asi la secuencia que codifica la proteina recombinante).

Los métodos anteriores pueden comprender ademas la etapa de formular la proteina recombinante en una
composicion farmacéutica.

Todavia otro aspecto de la invencidon se refiere a un método de co-amplificacion de una secuencia de ADN
recombinante que codifica una proteina recombinante, que comprende o que consiste en las siguientes etapas:

a) proporcionar un vector segun la invencioén, en el que dicho vector comprende una secuencia que codifica
dicha proteina recombinante;

b) proporcionar una linea celular segun la invencion;
c) transfectar dicha linea celular con dicho vector; y

d) cultivar dicha linea celular transfectada en condiciones que permiten seleccionar transformantes que
contienen un numero amplificado de copias de una secuencia derivada de vector que codifica GS, en el que
dichos transformantes también contienen un nimero amplificado de copias de la secuencia que codifica la
secuencia de aminoacidos completa de la proteina recombinante.

La etapa (d) del método anterior puede comprender cultivar la linea celular transfectada en medios que contienen un
inhibidor de GS y seleccionar células transformantes que son resistentes al nivel progresivamente elevado del
inhibidor de GS. Los medios que contienen el inhibidor de GS pueden contener ademas metionina, por lo que
pueden reducirse las concentraciones de inhibidor de GS en los medios.

La invencion también se refiere a un método de uso de un vector de ADN como marcador de seleccidon dominante en
un proceso de co-transformacion, en el que dicho método comprende o consiste en las siguientes etapas:

a) proporcionar un vector segun la invencioén, en el que dicho vector comprende una secuencia que codifica
una proteina recombinante;

b) proporcionar una linea celular segun la invencion;
c) transfectar dicha linea celular con dicho vector; y

d) seleccionar células transformantes que son resistentes a inhibidores de GS, por lo que se seleccionan las
células transformantes, en el que una secuencia de ADN recombinante derivado de vector que codifica GS
sirve de marcador de seleccion dominante y co-amplificable.

En una realizacion especifica de los kits y métodos anteriores, la linea celular es una linea de células CHO.

En una realizacion especifica, el uso de la combinaciéon segun la invencién o del vector segun la invencion, o de la
linea celular segun la invencién, permite (i) aumentar clones que expresan las proteinas recombinantes, y/o (ii)
aumentar la produccién de la proteina recombinante, mas que cuando se usa una GS de origen CHO.
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Se citan varios documentos en todo el texto de esta memoria descriptiva. Sin embargo, no se admite que cualquier
documento citado en el presente documento sea de hecho estado de la técnica en relacion con la presente
invencion.

La invencion se describira ademas con los siguientes dibujos y ejemplos, que son ilustrativos solo, y no pretenden
limitar la presente invencién. De hecho, la invencion se define por las reivindicaciones, que deben interpretarse con
la ayuda de la descripcion y los dibujos.

BREVE DESCRIPCION de LAS SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1 muestra la secuencia de aminoacidos de una GS de origen humano.

SEQ ID NO: 2 muestra la secuencia de aminoacidos de una GS de origen de perro.

SEQ ID NO: 3 muestra la secuencia de aminoacidos de una GS de origen de hamster chino.

SEQ ID NO: 4 muestra la secuencia de aminoacidos de una GS de origen de levadura (Saccharomyces cerevisiae).
SEQ ID NO: 5 muestra la secuencia de aminoacidos de una GS que procede de sapo (Xenopus laevis).

SEQ ID NO: 6 muestra la secuencia de aminoacidos de una GS que procede de plantas (Arabidopsis thaliana).

SEQ ID NO: 7 muestra la secuencia de aminoacidos de una GS que procede de insectos (Drosophila melanogaster).
SEQ ID NO: 8 muestra una secuencia nucleotidica que codifica una GS de origen humano.

SEQ ID NO: 9 muestra una secuencia nucleotidica que codifica una GS de origen de perro.

SEQ ID NO: 10 muestra una secuencia nucleotidica que codifica una GS de origen de hamster chino.

SEQ ID NO: 11 muestra una secuencia nucleotidica que codifica una GS de origen de levadura (Saccharomyces
cerevisiae).

SEQ ID NO: 12 muestra una secuencia nucleotidica que codifica una GS que procede de sapo (Xenopus laevis).

SEQ ID NO: 13 muestra una secuencia nucleotidica que codifica una GS que procede de plantas (Arabidopsis
thaliana).

SEQ ID NO: 14 muestra una secuencia nucleotidica que codifica una GS que procede de insectos (Drosophila
melanogaster).

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Identificacion de una GS que da resultados mejorados

Los inventores pretendieron desarrollar nuevos vectores para la expresion y produccion de proteinas recombinantes
en lineas de células de ovario de hamster chino (CHO). Se disefié un conjunto de siete vectores como se describe a
continuacion.

Se usaron dos ADNc que codifican una versién humanizada del anticuerpo 13C3 (un ADNc que codifica la cadena
pesada de 13C3 y otro ADNc que codifica la cadena ligera de 13C3, respectivamente, formando la combinacion de
dichas cadenas el anticuerpo 13C3 humanizado) como indicadores para evaluar la calidad del vector. El anticuerpo
13C3 murino es un anticuerpo que se une especificamente a la forma protofibrilar de la proteina de B-amiloide
humana, como se describe en el documento WO 2009/065054. Como se usa ademas en el presente documento, el
término "13C3" se refiere a la version humanizada del anticuerpo 13C3 murino.

Los siete vectores se representan esquematicamente en la Figura 1. Estos ocho vectores comprenden todos:
- una secuencia que codifica una GS, puesta bajo el control del promotor de SV40 temprano;

- un primer casete de expresion, en el que la secuencia que codifica la cadena ligera del anticuerpo 13C3 se pone
bajo el control del promotor de CMV;

- un segundo casete de expresion, en el que la secuencia que codifica la cadena pesada del anticuerpo 13C3 se
pone bajo el control del promotor de CMV;

- un origen de replicacion procariota;

- un origen de replicacion eucariota; y
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- un marcador de seleccion para su uso en células procariotas, concretamente una secuencia que codifica una
proteina que confiere resistencia a ampicilina, puesto bajo el control de su promotor natural.

Mas especificamente, la secuencia que codifica GS se pone bajo el control del promotor de SV40, que incluye el
potenciador de SV40. Un promotor de SV40 temprano tal contiene los potenciadores de repeticiones en tandem de
72 pb de SV40 unidos a las repeticiones en tandem de 21 pb, y la secuencia de proteinas conductora temprana de
SV40 que excluye cualquier secuencia codificante. El uso de esta regién como promotor fuerte se describié por
Benoist y Chambon (1981, Nature. 290:304-10) y en Moreau et al. (1981, Nucleic Acids Res. 9:6047-68). Se usa
clasicamente como promotor para la expresion de marcadores de selecciéon en células de mamifero. En los siete
vectores pBH3694 a pBH3700, el sitio de restriccion Hindlll natural que se rompid, y los sitios de restriccion Unicos
(Sall y Xmal) se afadieron en el extremo 5' y 3' de la regién promotora, de tal forma que se permitiera un facil
intercambio de los diferentes ADNc de GS.

Los siete vectores se diferencian entre si por la secuencia que codifica la GS. De hecho, se clonaron secuencias que
codificaban GS que tenian diferentes origenes en los vectores.

Mas especificamente, se generaron siete ADNc que codificaban respectivamente una GS de hamster chino
(Cricetulus griseus), humana (Homo sapiens), perro (Canis lupus), levadura (Saccharomyces cerevisiae), drosophila
(Drosophila melanogaster), planta (Arabidopsis thaliana) y sapo (Xenopus laevis) usando las secuencias de
aminoacidos que existen de forma natural que estan disponibles en bases de datos publicas. A partir de estas
secuencias, las proteinas se retro-tradujeron usando una matriz de los codones mas frecuentes usados en CHO. A
partir de aqui, los ADNc se modificaron para contener sitios de clonacién apropiados y se optimizaron las secuencias
nucleotidicas. Digno de mencién, mientras que las secuencias nucleotidicas se optimizaron para la expresion de
CHO, la secuencia de aminoacidos de proteinas codificadas sigue idéntica a la de las proteinas naturalmente
codificadas.

Mas especificamente, se seleccionaron las secuencias codificantes que existen de forma natural para las diferentes
GS en diferentes genotecas de ADNc publicas. Por ejemplo, se uso el N.° de referencia de NCBI NM_002065.5 para
GS humana. Se uso el N.° de referencia de NCBI NM_001002965.1 para GS de perro. Se usé el N.° de referencia de
NCBI NM_078568.2 para GS de drosophila. La secuencia que codifica GS de levadura se encontré en el sitio de la
malla mundial disponible en yeastgenome punto org (N.° de referencia YPR0O35W). La secuencia de aminoacidos de
GS de hamster chino se corresponde con aquella que se muestra en la secuencia de referencia de NCBI:
XP_003502909.1 (REFSEQ: acceso XM_003502861.1). A partir de las secuencias de ADNc que se producen
naturalmente, se sesgaron los codones del triplete de la secuencia que codifica una GS tal para la expresion en
células CHO usando un software desarrollado por Wagner y colaboradores, que se basa en el algoritmo descrito en
Raab et al. (2010, Syst Synth Biol. 4:215-25). Esta técnica no solo proporciona los mejores codones disponibles para
la expresion, sino que también tiene en cuenta el contenido de GC y la ausencia de motivos de ADN no deseados.

Los ADNc obtenidos se clonaron en el esqueleto que lleva los casetes de expresion para el anticuerpo 13C3, dando
asi los vectores representados en la Figura 1.

El nombre de estos vectores, ademas del origen y la secuencia de la GS codificada, se muestran en la tabla a
continuacion.

Nombre Origen de la GS Secuencia de aminoacidos de la GS Secuencia nucleotidica de la GS
pBH3695 | Humano SEQ ID NO: 1 SEQ ID NO: 8

pBH3700 | Perro SEQ ID NO: 2 SEQ ID NO: 9

pBH3623 | CHO SEQID NO: 3 SEQID NO: 10

pBH3694 | Levadura SEQ ID NO: 4 SEO ID NO: 11

pBH3699 | Sapo SEQID NO: 5 SEQ ID NO: 12

pBH3698 | Planta SEQID NO: 6 SEQID NO: 13

pBH3697 | Drosophila SEQID NO: 7 SEO ID NO: 14

Se nucleoporaron los vectores anteriores usando condiciones clasicas en una linea de células CHO. 24 horas
después de la transfeccion, se sembraron aproximadamente 2000 células en 480 a 960 pocillos de placas de 96
pocillos, comprendiendo cada pocillo 200 pl de medio CD-CHO que contiene metionina sulfoximina (msx) a una
concentracion de 25 uM.

Aproximadamente 20 dias después de la siembra, los medios de los pocillos se cambiaron a medio nuevo y selectivo
(el mismo que se ha descrito anteriormente).
12




10

15

20

25

ES 2627954 T3

Cuatro dias después, se contdé el nimero de ocupados, es decir, se cuentan los nimeros de pocillos que estan
conteniendo clones en crecimiento. Se probd cada sobrenadante de pocillos ocupados para su productividad de
anticuerpos 13C3 usando una tecnologia de fluorescencia resuelta en el tiempo homogénea (HTRF) desarrollada
por Cisbio Bioassays (Bagnols/Ceze, Francia).

Los resultados se muestran en las Figuras 2 y 3. Puede llegarse a la conclusién a partir de estas figuras que dos
vectores, concretamente pBH3695 y PBH3700, dan mejores resultados que los otros vectores. Permiten obtener
ambos mas clones, y una mejor productividad.

Se muestran los porcentajes de identidad entre las secuencias de diferentes GS que se probaron en las tres tablas a
continuacion. Estos porcentajes de identidad se calcularon usando el programa EMBOSS Needle, usando los
siguientes parametros por defecto:

- Matriz: EBLOSUM62;
- Penalizacion_hueco: 10,0; y

- Penalizaciéon_extension: 0,5.

Vector Secuencia Origen de GS | Porcentaje de identidad con la GS humana de SEQ ID NO: 1
pBH3695 | SEQID NO:1 | Humano 100 %

pBH3700 | SEQID NO:2 | Perro 97,3 %

pBH3623 | SEQID NO:3 | CHO 94,1 %

pBH3694 | SEQID NO:4 | Levadura 52,4 %

pBH3699 | SEQID NO:5 | Sapo 85,8 %

pBH3698 | SEQID NO: 6 | Planta 50,3 %

pBH3697 | SEQ ID NO: 7 | Drosophila 62,8 %

Vector Secuencia Origen de GS | Porcentaje de identidad con la GS de perro de SEQ ID NO: 2
pBH3695 | SEQ ID NO: 1 Humano 97,3 %

pBH3700 | SEQID NO: 2 | Perro 100 %

pBH3623 | SEQIDNO:3 | CHO 94,4 %

Vector Secuencia Origen de GS | Porcentaje de identidad con la GS de CHO de SEQ ID NO: 3
pBH3695 SEQID NO: 1 | Humano 94,1 %

pBH3700 SEQID NO: 2 | Perro 94.4 %

pBH3623 SEQIDNO:3 | CHO 100 %

A partir de estas tablas, puede llegarse a la conclusidon de que las dos secuencias que dan los mejores resultados,
concretamente GS humana y de perro, se caracterizan por que su secuencia presenta al menos el 94,5 % de
identidad con la secuencia de SEQ ID NO: 1 y/o 2. Esta caracteristica no es cierta para las secuencias de las otras
GS que se probaron, que condujeron a resultados menos éptimos.

Ejemplo 2: Confirmacion de las ventajosas propiedades del uso de vector que codifica una GS humana en
una segunda linea de células CHO.

Se ha repetido el experimento anterior con la linea de células CHO denominada "9E4", que es adecuada para la
produccién industrial de proteinas recombinantes.

La linea celular 9E4 se establecidé a partir de un clon de la linea celular CHO-K1 mediante un proceso de clonacion
de una sola célula. La linea celular CHO-K1 se obtuvo por Puck en 1957 y se ha depositado en la ATCC con ndmero
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CCL-61. Parece que la linea celular 9E4 de CHO expresa una proteina GS enddgena y funcional, ya que esta linea
celular puede crecer en ausencia de glutamina. Asi, debe usarse preferentemente metionina sulfoximina (msx) para
la seleccion de clones transfectados.

El vector se introdujo en la linea celular 9E4 mediante nucleoporacion. Se realizé un primer experimento usando los
seis vectores construidos en el Ejemplo 1 (concretamente pBH3695, pBH3700, pBH3694, pBH3697, pBH3698 y
pBH3699). Las condiciones de seleccion fueron idénticas a las condiciones descritas en el Ejemplo 1 (se afiadié msx
a una concentracion de 25 pM). Se midieron el nimero de pocillos ocupados y la concentracion de anticuerpo 13C3
como se describe en el Ejemplo 1. Los resultados se muestran en la Figura 4.

En la linea celular 9E4, pBH3695 es el Unico vector capaz de generar clones que producen anticuerpos 13C3. Este
plasmido es el unico que lleva el ADNc que codifica GS humana, donde los codones del triplete se sesgaron para la
expresion en células CHO. Asi, el uso de un vector que comprende una secuencia que codifica una GS humana es
particularmente ventajoso para producir proteinas recombinantes en lineas de células CHO.

Ejemplo 3: Expresion transitoria de X14 en HEK 293 usando el vector pBH basado en GS humana y promotor
de CMV humano.

En este experimento, se ha usado un vector que contiene la GS humana de secuencia SEQ ID NO: 1 puesta bajo el
control del promotor de SV40, y un Unico casete de expresion que contiene un ADNc que codifica el receptor de X14
humano o de ratdon (también llamado la familia 14 del dominio de lectina de tipo C, miembro A (CLEC14A), y que
tiene respectivamente el nimero de referencia de NCBI NP_778230.1 y NP_080085.3) bajo el control del promotor
de CMV humano y un sitio de poliadenilacion. El vector que contiene el ADNc que codifica el receptor de X14
humano en lo sucesivo vector pBH4590, y el vector que contiene el ADNc que codifica el receptor de X14 de ratén
se denomina en lo sucesivo vector pBH4589.

Se introdujeron el vector pBH4590, vector pBH4589 o un vector de control (es decir, un vector plasmidico no
relacionado) por transfeccion con Jet PEI en células HEK 293-FS como se describe por el fabricante Poly Plus
transfection.

Las células se analizaron 24 h después de la transfeccion por inmunofluorescencia, citometria de flujo o
inmunocitoquimica después del marcado apropiado para la detecciéon de X14 humano o de ratén.

Deteccién por inmunofluorescencia

Para la deteccion por inmunofluorescencia, se centrifugaron las células transfectadas y se desecharon sus
sobrenadantes. Se resuspendieron los sedimentos de células en tampon PBS que contenia 1 % de albdmina de
suero bovino (PESO/VOLUMEN) y 0,1 % de Tween (V/V) (PBS T BSA) y se saturaron durante 10 minutos en este
tampon. Las células se lavaron dos veces con el mismo tampdn y se incubaron con suero 1 primario (es decir, suero
obtenido justo antes de la inmunizacion del animal, llamados sueros pre-inmunosuero que representan el control
negativo) o suero 2 (es decir, suero que es el inmunosuero no purificado obtenido después de la inmunizacion del
animal) con dominio extracelular humano de X14 purificado como se describe mas adelante a dilucion 1/5000 en el
tampoén (PBS T BSA) durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Después de lavar el anticuerpo primario no unido, se afiade un anticuerpo anti-conejo de cabra secundario unido a
un fluoréforo Alexa (Alexa 488nm Ref A11034 de Invitrogen). La inmunofluorescencia se realizé6 usando un
microscopio de fluorescencia de Leica establecido para detectar Alexa 488 nm.

No puede observarse fluorescencia de Alexa 488 de ruido fondo tanto con el plasmido de control y el suero 1 como
el plasmido de control y el suero 2, respectivamente. Esto indica la ausencia de fluorescencia no especifica de ruido
de fondo. Por el contrario, aparece una fuerte fluorescencia de Alexa 488 en la membrana plasmatica de células
transfectadas con vectores pBH4590 y pBH4589. Asi, el uso de un vector que comprende una secuencia que
codifica una GS humana es particularmente ventajoso para promover la expresion transitoria de proteinas unidas a
membrana.

Deteccién por citometria de flujo.

Para la deteccion por citometria de flujo, se logré el marcado de X14 humano por dos incubaciones en serie con tres
preparaciones de anticuerpo diferentes y un anticuerpo secundario anti-resto Fc de IgG de conejo. Se analizaron las
dos lineas celulares transfectadas con tres diluciones diferentes del suero anti-X14 (1/5000, 1/1000, 1/500):

e Suero 1, obtener justo antes de la inmunizacién del animal, llamados sueros pre-inmunosuero que
representan el control negativo,

e Suero 2 que es el inmunosuero no purificado y obtener después de la inmunizacién del animal con dominio
extracelular humano de X14 purificado,
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e Suero 3 que se corresponde con la fraccion de inmunoglobulina del Suero 2, dirigido contra lectina humana
de X14.

Después de lavar el anticuerpo primario no unido, se ha afiadido un anticuerpo anti-conejo de cabra secundario
unido a un fluoréforo Alexa (Alexa 488nm, Numero de catdlogo A-11034, de Life Technologies). Las células
transfectadas se analizaron usando citometria de flujo establecida para detectar Alexa 488 con tres diluciones
diferentes de Suero 1, 2 y 3 respectivamente.

Merece la pena mencionar que todos los histogramas presentan un unico pico de fluorescencia, que indica una
poblacion de células homogénea. La intensidad de fluorescencia media de este pico esta entre 10° y 10° unidades
de fluorescencia. Sin embargo, las células incubadas con suero 2, diluido a 1/500e, presentan una intensidad de
fluorescencia media de aproximadamente 1000 unidades de fluorescencia. Esta intensidad de ruido de fondo minima
es adecuada para estudiar la deteccion en la membrana plasmatica. El citdmetro de flujo se calibré de tal forma que
la fluorescencia observada con vector de control y suero 1 diluido a 1/5000e se tomara como la fluorescencia de
referencia del ruido de fondo.

Entonces se analizaron las células transfectadas con el vector pBH4590. La intensidad de fluorescencia de la célula
transfectada con X14 humano con el suero 1, para cada dilucién, es similar a las sefiales de las células de control.
Por el contrario, las sefiales de fluorescencia fueron marcadamente mas intensas para el suero 2 y los anticuerpos
policlonales purificados (Suero 3) que para el pre-inmunosuero (Suero 1). En realidad, la intensidad de fluorescencia
media para el inmunosuero (Suero 2) y el anticuerpo purificado (Suero 3) en células transfectadas con X14 humano
es 10* unidades de fluorescencia. Aumenta un factor de 10-20 a las tres concentraciones de antisueros especificos
probados.

Estos resultados demuestran que en células HEK 293-FS transfectadas con el vector pBH4590, X14 humano se
produce a un nivel claramente detectable como se observa por microscopia fluorescente y citometria de flujo.
Ademas, X14 humano esta siendo accesible a la deteccion extracelular, que indica que se expresa en la membrana
plasmatica.

Ejemplo 4: Expresion de receptores de X14 humano y murino en células CHO

El objetivo de este experimento era probar si el mismo vector que se us6 para la expresion transitoria de X14
humano o de ratén podria usarse para la expresién en células CHO como clones estables de tanto receptor de X14
de ratébn como humano. Para hacer esto, se transfecté el vector pBH4590 o el vector pBH4589 que lleva ADNc de
GS humana en la linea celular CHO-9E4, usando el protocolo desarrollado por el dispositivo de nucleoporacién de
Lonza/Amaxa. Se electroporaron dos millones de células CHO-9E4 con 10 pg de vector pBH4590 o vector pBH4589
descritos aqui anteriormente. Poco después del choque eléctrico, las células se diluyeron en 2 ml de medio fresco
CD-CHO y 24 horas después las células se diluyeron otra vez en medio CD-CHO fresco que contenia
metilsulfoximida (msx) 25 yM a una concentracion de 10.000 células por ml. Se sembraron aproximadamente diez
placas de 96 pocillos a 2000 células por pocillo.

Se cribaron semiclones de CHO, obtenidos después de la transfeccion de células CHO con el vector pBH4590 o el
vector pBH4589, usando el marcador de seleccion GS. También se realizé una transfecciéon con el control de
referencia que expresa el anticuerpo 13C3. Dicho control se us6 como control para el analisis por citdmetro de flujo.
Se obtuvieron treinta semiclones de X14 humano, cuarenta y un semiclones de X14 de ratén y veintinueve
semiclones para el vector de control.

Después del pase de los semiclones en placas de 24 pocillos, que es al principio del proceso de amplificacién, se ha
realizado la deteccion de la presencia o ausencia de antigeno de X14 humano o de ratdén usando las herramientas
descritas previamente.

Se ha observado que, por ejemplo, el semiclon humano N.° 12 tiene intensidad de fluorescencia mas baja que el
semiclon murino N.° 30. En realidad, con semiclones murinos, se observo la presencia de fluorescencia de un solo
pico que tiene una intensidad de fluorescencia maxima de 10° unidades de fluorescencia, mientras que en el caso de
semiclon humano, el pico estd extendido y la intensidad de fluorescencia media no supera 500 unidades de
fluorescencia. Se realizé la amplificacion de semiclones que se analizaron como positivos por citometria de flujo,
permitiendo asi generar finalmente 10 semiclones de lineas de CHO que expresan establemente lectina murina de
X14 y 4 semiclones de lineas de CHO que expresan establemente lectina humana de X14.

Asi, es particularmente ventajoso el uso de un vector que comprende una secuencia que codifica una GS humana
para generar lineas de CHO que expresan establemente proteinas recombinantes.

Ejemplo 5: Transfeccion transitoria en CHO-S de diferente plasmido de ADN que codifica diferentes dos
anticuerpos diferentes

Con el fin de estudiar la factibilidad de uso del vector de los presentes inventores que lleva los ADNc de GS humana
para la transfeccion transitoria en CHO-S, se construyd un segundo vector, llamado, derivado de pBH3695,
reemplazando los dos ADNc correspondientes a la cadena ligera y pesada del anticuerpo 13C3 por la cadena ligera
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y pesada de los ADNc anti-CD38 usando tecnologias de clonacion clasicas y cuatro sitios de restriccion unicos
diferentes. Por consiguiente, el vector pBH3772 comprende:

- una secuencia que codifica una GS, puesta bajo el control del promotor de SV40 temprano;

- un primer casete de expresion, en el que la secuencia que codifica la cadena ligera del anticuerpo anti-CD38 se
pone bajo el control del promotor de CMV;

- un segundo casete de expresion, en el que la secuencia que codifica la cadena pesada del anticuerpo anti-
CD38 se pone bajo el control del promotor de CMV;

- un origen de replicacion procariota;
- un origen de replicacion eucariota; y

- un marcador de seleccion para su uso en células procariotas, concretamente una secuencia que codifica una
proteina que confiere resistencia a ampicilina, puesta bajo el control de su promotor natural.

Entonces se transfectaron CHO-S usando el aparato Maxcyte® con (i) dos vectores de control clasicamente usados
para la transfeccion transitoria y que contienen el ADNc de cadena ligera y pesada de dos anticuerpos diferentes (es
decir, llamados Control 1 y Control 2), y (ii) los vectores pBH3695 y pBH3772 en las condiciones descritas por
Maxcyte® Corporation. Se cultivaron células CHO-S en CD CHO que contenia glutamina 8 mM en condiciones de
cultivo de CHO-S cla3|cas (pase cada 2-3 dias a 0,3 10° células /ml). El dia antes de la transfeccion, las células se
separaron a 1,2 10° células/ml y se transfectaron 24 horas después. Se hicieron desplazamiento de temperatura y
alimentacion de medio segun el protocolo Maxcyte®. Se tomaron muestras de cultivo en el dia 3,6, 7,8y 9, y se
midieron por SEC-HPLC usando anticuerpo purificado como curva de referencia estandar.

Los resultados de un experimento tal se muestran en la Figura 6.

Puede llegarse a la conclusion a partir de esta figura que los vectores pBH3695 y pBH3772 son capaces de producir
anticuerpos al nivel que son equivalentes o mejores que los dos vectores de control clasicamente usados para la
transfeccion transitoria.

En conclusion, los dos vectores pBH3695 y pBH3772 basados en glutamina sintasa humana son capaces de
producir un nivel sorprendente de anticuerpos por encima de 100 mg/l.

El uso de un vector que comprende una secuencia que codifica una GS humana es asi particularmente ventajoso
para expresar establemente o transitoriamente la proteina unida a membrana o anticuerpos.

Ejemplo 6: Expresion de eritropoyetina (EPO) humana en células CHO

Con el fin de realizar la expresion de EPO humana, se digiri6 el vector pBH4590 con enzimas de restriccion Nhel y
EcoRI y dos ADNc de EPO humana, es decir, ADNc1 o ADNc2 limitados con sitios Nhel y EcoRI, se insertaron en
dicho vector usando técnicas clasicas de biologia molecular.

Esto permite obtener el vector pBH4614 que lleva el ADNc1 de EPO humana, y el vector pBH4615 que lleva el
ADNc2 de EPO humana.

Los dos vectores se prepararon al nivel de maxi-preparacion usando un kit desarrollado por Qiagen Corporation.

Se usaron vectores pBH4614 y pBH4615 para transfectar las tres lineas celulares CHO-S, CHO-9E4 y CHO 30D12
usando las técnicas de electroporacién de Lonza, respectivamente. Para hacer esto, las células se separaron el dia
antes de la transfeccion para lograr una densidad celular de 1X10° células/ml. Se centrifugaron dos millones de
células y se suspendieron en 100 pl de disolucién V en presencia de 10 ug de ADN, respectivamente, para cada
ADN vy linea celular. Las células se electroporaron usando el programa X05. Rapidamente después de la
electroporacion, las células se diluyeron en 2 ml de medio CD-CHO que contenia glutamina 6 mM (Life
Technologies) y se incubaron durante 24 horas a 37 °C y 5 % de CO2. Después de esta incubacion, las células se
diluyen en 200 ml del mismo medio sin glutamina y en presencia de msx 25 pyM y se distribuyen en placas de 96
pocillos usando 200 pl por pocillo. Después de 15 (CHO-S) a 25 dias (CHO-9E4, CHO 30D12), se cambié medio
fresco en pocillos que contenian células supervivientes. Cuatro a 5 dias después, las células supervivientes se
transfirieron a 1 ml de CD-CHO que contenia msx 25 yM sin agitacion, respectivamente, para cada pocillo. Para
CHO-S, se amplificaron 24 semi-clones, mientras tanto se amplificaron 12 semi-clones para las otras dos lineas
celulares, respectivamente para los dos ADNc de EPO. En general, se amplificaron 96 semi-clones, se cultivaron y
se verificaron para su capacidad para producir eritropoyetina humana. Para hacer esto, después de 3-4 dias de
incubacion, se diluyd 1 ml en 4 ml del medio CD-CHO que contenia msx 25 uM y se puso en agitacién a 37 °Cy 5 %
de CO2. Después de 3-4 dias, los cultivos se diluyeron otra vez con 5 ml de medio fresco. Después de 3-4 dias, se
midio la densidad celular y células se diluyeron a 3X10° células/ml y se cultivaron durante 3-4 dias para un primer
tiempo. Se midi6 la densidad celular y las células se sembraron a 3X10° células/ml en medio CD-CHO que contenia
msx 25 uM y 30 % de Feed B (Life Technologies).
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Las células se cultivaron en 10 ml del medio anterior (37 °C, 5 % de CO2) durante 10 dias. Se midieron la densidad
celular y viabilidad después de 8 y 10 dias. Se tomaron igualmente muestras de 0,6 ml para evaluar la concentracion
de EPO humana. Se cribaron primero los sobrenadantes de cultivo (0,6 ml) usando la tecnologia microfluidica de
Caliper que evalla la presencia de proteina al peso molecular aparente de EPO humana.

Se sometieron dieciséis sobrenadantes de los mejores clones, que tienen, por ejemplo, la sefial de EPO mas
intensa, a un ELISA especifico para la deteccién de EPO humana usando el kit desarrollado por R&D System® para
el diagndstico in vitro (Human Erythropoietin Quantikine® IVD ELISA Kit For In Vitro Diagnostic Use, referencia de
catalogo DEPOO). Se mostré que siete clones tenian interesantes productividades como se mide en el dia 8 y dia 10
(siguiente tabla).

Semi clones Células viables /ml | Células viables /ml Concentracion de Concentracion de

(x1076) Dia8 (x1076) Dia 10 EPO (g/l) Dia 8 EPO (g/l) Dia 10
CHO-S ADNc1/ clon 17 3,9 0,4 0,9 1,5
CHO-S ADNc1/ clon 18 9,8 5,8 0,5 1,0
CHO-S ADNc1/ clon 21 24 2,6 0,5 0,9
CHO-S ADNc1/ clon 24 1,4 1,5 0,5 0,9
CHO-S ADNCc2/ clon 30 4,6 1,5 0,4 0,6
CHO-30D12 ADNc2/ clon 90 8,4 0,8 1,1 2,0
CHO-30D12 ADNc2/ clon 92 19,4 20,3 0,4 0,7
CHO-30D12 ADNc2/ clon 93 23,1 26,7 0,3 0,7
CHO-30D12 ADNc2/ clon 94 18,8 17,8 1,3 1,4

Las productividades de los clones estuvieron oscilando de 0,3 a 2,0 g/I. El semiclon 90 fue el mejor clon productor
con una productividad de 1,1 a 2,0 g/l en el dia 8 y dia 10, respectivamente.

La viabilidad de este clon en el dia 10 fue de aproximadamente el 70 % con menos de un milléon de células por mi
(0,8 millones de células/ml), haciendo imposible calcular la productividad especifica a medida que el numero de
células disminuia entre el dia 8 y el dia 10. No hace posible el calculo de una actividad especifica (tabla a
continuacion). Este fendmeno se observa para la mayoria de los semiclones, excepto para los semiclones 21, 24, 92
y 93. En ese caso, la productividad especifica expresada en pg/106 células/dia puede llegar hasta 441 y 854 (tabla a
continuacion).

Semiclones Velocidad de crecimiento | Productividad pg/célula Productividad especifica
diaria en 2 dias (pg/célula/dia)
CHO-S ADNc1/ clon 17 NA NA NA
CHO-S ADNc1/ clon 18 NA NA NA
CHO-S ADNc1/ clon 21 0,29 1542 441
CHO-S ADNCc1/ clon 24 0,17 5125 854
CHO-S ADNCc2/ clon 30 NA NA NA
CHO-30D12 ADNc2/ clon 90 NA NA NA
CHO-30D12 ADNc2/ clon 92 0,12 296 36
CHO-30D12 ADNc2/ clon 93 0,43 117 51
CHO-30D12 ADNc2/ clon 94 NA 117 NA

Estos resultados muestran asi que, tanto en términos de volumen como productividad especifica, el uso de un vector
que comprende una secuencia que codifica una GS humana permite tener productividad por encima de 300 ug de

proteina por millén de células.
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LISTADO DE SECUENCIAS
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Tyr

His
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<210>6
<211> 354
<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 6

Glu

305

Ala

Phe

Glu

Leu

Met

Gly

Ile

Lys

Gly

Pro

Pro

Ile

Glu

290

Thr

Ser

Glu

Ala

Glu
370

Ser

Lys

Arg

Leu

50

Glu

Phe

Ala

Phe

Gln

Ser

Ile

Asp

Vval

355

Tyr

Leu

Ile

Ser

35

Pro

Asp

Arg

Gly

Ser

115

Glu

Ser

Arg

Arg

340

Ile

Lys

Leu

Ile

20

Lys

Lys

Ser

Lys

Asp

100

His

Tyr

Ile

Ile

325

Arg

Arg

Asn

Ser

Ala

Ala

Trp

Glu

Gly

Pro

Pro

Thr

ES 2627954 T3

His

310

Pro

Pro

Thr

Asp

Glu

Arg

Asn

Val

70

Asn

Ile

Asp

Leu

295

Glu

Arg

Ser

Cys

Leu

Tyr

Thr

Tyr

55

Ile

Asn

Pro

Val

Met

Phe

Leu

Ala

Leu
360

Val

Ile

Leu

40

Asp

Leu

Ile

Thr

Ala

120

Gln

Ser

Val

Asn

345

Leu

Asn

Trp

25

Pro

Gly

Tyr

Leu

Asn

105

Lys

Lys

27

Ala

Gly

330

Cys

Asn

Leu

10

Ile

Gly

Ser

Pro

Val

Lys

Glu

Asp

Gly

315

Gln

Asp

Glu

Asn

Gly

Pro

Ser

Gln

75

Met

Arg

Glu

Val

300

Vval

Glu

Pro

Thr

Leu

Gly

Val

Thr

60

Ala

Cys

His

Pro

Asn

Ala

Lys

Tyr

Gly
365

Thr

Ser

Thr

45

Gly

Ile

Asp

Asn

Trp

125

Trp

Asn Arg Gly

320

Lys Gly Tyr

335

Ala Val Thr

350

Asp Glu Pro

Asp

Gly

Asp

Gln

Phe

Ala

Ala

110

Tyr

Pro

Ala

15

Met

Pro

Ala

Lys

Tyr

95

Ala

Gly

Ile

Thr

Asp

Ser

Ala

Asp

Thr

Lys

Ile

Gly



Trp

145

val

Lys

val

Ser

Thr

225

Gly

Met

Leu

Glu

Ser

305

Thr

Asn

Leu

<210>7

<211> 369
<212> PRT

<213> Drosophila melanogaster

<400>7

130

Pro

Gly

Ala

Met

Ser

210

Glu

Asp

Arg

Gln

Arg

290

Trp

Glu

Met

Gly

vVal

Ala

Cys

Pro

195

Gly

Ile

Trp

Asn

Leu

275

Arg

Gly

Lys

Asp

Gly

Asp

Leu

180

Gly

Asp

Ser

Asn

Asp

260

Lys

Leu

vVal

Glu

Pro
340

Gly

Lys

165

Tyr

Gln

Gln

Gly

Gly

245

Gly

His

Thr

Ala

Gly

325

Tyr

ES 2627954 T3

Tyr

150

Ala

Ala

Trp

val

val

230

Ala

Gly

Lys

Gly

Asn

310

Lys

Val

135

Pro

Ile

Gly

Glu

Trp

215

Ile

Gly

Leu

Glu

Lys

295

Arg

Gly

val

Gly

Gly

Ile

Phe

200

val

Val

Ala

Glu

His

280

His

Gly

Tyr

Thr

Pro

Arg

Gly

185

Gln

Ala

Ser

His

val

265

Ile

Glu

Ala

Phe

Ser
345

28

Gln

Asp

170

Ile

val

Arg

Phe

Cys

250

Ile

Ala

Thr

Ser

Glu

330

Met

Gly

155

Ile

Ser

Gly

Tyr

Asp

235

Asn

Lys

Ala

Ala

Val

315

Asp

Ile

140

Pro

Val

Gly

Pro

Leu

220

Pro

Tyr

Lys

Tyr

Asp

300

Arg

Arg

Ala

Tyr

Asp

Ile

Val

205

Leu

Lys

Ser

Ala

Gly

285

Ile

Val

Arg

Glu

Tyr

Ala

Asn

190

Glu

Glu

Pro

Thr

Ile

270

Glu

Asn

Gly

Pro

Thr
350

Cys

His

175

Gly

Gly

Arg

Val

Lys

255

Gly

Gly

Thr

Arg

Ala

335

Thr

Gly

160

Tyr

Glu

Ile

Ile

Pro

240

Thr

Lys

Asn

Phe

Asp

320

Ser

Ile



Met

Thr

Gln

Lys

val

65

Ser

Arg

Thr

Lys

Phe

145

Pro

Tyr

Gly

Glu

Trp
225

Ser

Ile

Ala

Asp

Trp

Asp

Gly

Pro

Cys

130

Leu

Gly

Ala

Ile

Phe

210

Met

Ala

Leu

Thr

Arg

Asn

Thr

Asn

Thr

115

Ala

Asp

Pro

Arg

Lys

195

Gln

Ala

Arg

Asp

20

Tyr

Thr

Tyr

Tyr

Asn

100

Asp

Ala

Phe

Gln

Asp

180

Val

vVal

Arg

Ile

Arg

val

Leu

Asp

Leu

Ile

Thr

Glu

Asp

Gly

165

Ile

Ser

Gly

Phe

ES 2627954 T3

Leu

Tyr

Trp

Asp

Gly

70

Tyr

Leu

Asn

Glu

Gly

150

Pro

Val

Gly

Pro

Leu
230

Glu

Leu

Ile

Phe

55

Ser

Pro

Val

Lys

Pro

135

His

Tyr

Asp

Thr

Cys

215

Leu

Asp

Ser

Asp

40

Ile

Ser

Val

Met

Arg

120

Trp

Pro

Tyr

Ala

Asn

200

Glu

His

Ser

Leu

25

Gly

Pro

Cys

Ala

Cys

105

Lys

Phe

Leu

Cys

His

185

Ala

Gly

Arg

29

Pro

10

Pro

Thr

Gln

Tyr

Ile

Asp

Thr

Gly

Gly

Gly

170

Tyr

Glu

Ile

Ile

Asn

Leu

Gly

Ser

Gln

75

Tyr

Thr

Cys

Ile

Trp

155

Val

Arg

Val

Ser

Ser
235

Ala

Gln

Glu

Pro

60

Ala

Lys

Tyr

Leu

Glu

140

Pro

Gly

Ala

Met

Ile

220

Glu

Arg

Glu

Asp

45

Lys

Glu

Asp

Lys

Glu

125

Gln

Lys

Ala

Cys

Pro

205

Gly

Glu

Ile

Asn

30

Leu

Glu

Gly

Pro

Phe

110

Val

Glu

Asn

Asn

Leu

190

Ala

Asp

Phe

Asn

15

Ile

Arg

Leu

Ser

Phe

Asp

Ala

Tyr

Gly

Lys

175

Tyr

Gln

Asp

Gly

Lys

Val

Cys

Pro

Asn

80

Arg

Gly

Asn

Thr

Phe

160

Val

Ala

Trp

Leu

Ile
240
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Val Ser

Gly Ala
Ile

Arg

His
290

Arg

Arg Leu

305

Gly Val

Asp Asp

Asp Pro

Glu

<210> 8

<211> 1122

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8

Thr

His

Asp

275

Ile

Thr

Ala

Gly

Tyr
355

Leu

Thr

260

Ile

Arg

Gly

Asn

Lys

340

Ser

ES 2627954 T3

Asp Pro

245

Asn Val

Glu Lys
Ala

Tyr

His
310

Lys

Arg
325

Gly
Gly

Tyr

Val Vval

Lys

Ser

Ala

Asp

295

Glu

Cys

Phe

Glu

Pro

Thr

Val

280

Pro

Thr

Ser

Glu

Ala
360

Met

Lys

265

Ala

Lys

Ser

Ile

Asp

345

Ile

Pro

250

Ala

Lys

Gln

Ser

Arg

330

Arg

Leu

Gly

Met

Leu

Gly

Ile

315

Ile

Arg

Arg

Asp

Arg

Ser

Gln

300

Asn

Pro

Pro

Thr

Trp

Glu

Lys

285

Asp

Asp

Arg

Ser

Ile
365

Asn

Asp

270

Cys

Asn

Phe

Gly

Ser

350

Cys

Gly

255

Gly

His

Ala

Ser

val

335

Asn

Leu

Ala

Gly

Glu

Arg

Ala

320

Asn

Cys

Asp

atgaccacct
ccccagggcyg
cggtgcaaga
aacttcgacg
cctgeegeca
gtgttcaagt
atggacatgg
ggcaccgacg
tactattgtg
cgggectgee

cagtgggagt

ccgectecag
agaaggtgca
ccagaaccct
gctecctccac
tgttccggga
acaacagacg
tgtccaacca
gccacccecett
gcgtgggege
tgtacgeegg

tccagategg

ccacctgaac
ggccatgtac
ggactccgag
cctgecagtcee
ccecttteegg
gcctgecgag
gcacccettgg
cggctggect
cgaccgggec
agtgaagatc

cccttgegag

aagggcatca
atctggatcg
cctaagtgceg
gagggctcca
aaggacccca
acaaacctgce
tttggcatgg
tctaacggcet
tacggcagag
gccggcacca

ggcatctcca

30

aacaggtgta
acggcaccgg
tggaagaact
actccgacat
acaagctggt
ggcatacctg
aacaggagta
teceetggecee
atatcgtgga
acgccgaagt

tgggcgatca

catgagcctg
cgagggactg
gcccgagtgg
gtacctggtg
gctgtgegag
caagcggatc
caccctgatg
ccagggcccc
agcccactac
gatgcccgee

cctgtgggtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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gceceggttea
aagcccatce
atgcgggaag
caccagtacc
accggcttte
gcctecatce
cggcccteeg

ctgaacgaga

<210>9
<211> 1122
<212> ADN

<213> Canis lupus

<400>9

atggccacct
ccccagggceg
cggtgcaaga
aacttcgacg
cctgeecgeca
gtgttcaagt
atggacatgg
ggcaccgacg
tactattgtg
cgggcecctgece
cagtgggagt
gcecceggttea
aagcccatce
atgcgggaag
caccagtacc
accggcttcce
gcctccatece
cggecctecg

ctgaacgaga

tcctgcacag
ccggcaactg
agaacggcct
acatcagagc
acgagacatc
ggatccctag
ccaactgcga

caggcgacga

ccgectecag
agaaggtgca
ccagaaccct
gctcctcecac
tgttccggga
acaaccggaa
tgtccaacca
gccacccecett
gcgtgggege
tgtacgccgg
tccagatecgg
tcctgcacag
ccggcaactg
agaacggcct
acatccggge
acgagacatc
ggatcccceg
ccaactgcga

caggcgacga

ES 2627954 T3

agtgtgcgag
gaacggcgcet
gaagtacatc
ctacgaccct
caacatcaac
aaccgtggge
ccectttage

gcecttecag

ccacctgaac
ggccatgtac
ggactccgag
cttccagtce
cccttteegg
gcccgecgag
gcacccettgg
cggctggect
cgacaaggcc
catcaagatc
cccttgegag
agtgtgcgag
gaacggcgct
gaagtacatc
ctacgacccce
caacatcaac
gaccgtggge
cccectttage

gcecttecag

gacttcggeg
ggctgccaca
gaggaagcca
aagggcggcece
gacttctctg
caggaaaaga
gtgaccgagg

tacaagaact

aagggcatca
atctggatcg
cccaagggcg
gagggctcca
aaggacccca
acaaacctgc
tttggcatgg
tctaacggcet
tacggcagag
gctggcacca
ggcatcgaca
gacttcggeg
ggctgccaca
gaggaatcca
aagggcggcce
gacttctctg
caggaaaaga
gtgaccgagg

tacaagaact

31

tgatcgccac
ccaacttctce
tcgagaagct
tggacaacgc
ccggegtgge
agggctactt
ccctgatceeg

ga

aacaggtgta
acggcaccgg
tggaagaact
actccgacat
acaagctggt
ggcatacctg
aacaggagta
teceetggecee
acatcgtgga
acgccgaagt
tgggcgatca
tgatcgccac
ccaacttctce
tcgagaaget
tggataacgc
ccggegtgge
agggctactt
ccctgatcecg

ga

cttecgacccee
caccaaggcc
gtccaagcgg
cagaaggctg
caacagatcc
cgaggacaga

gacctgectg

catgagcctg
cgagggactg
gccegagtgg
gtacctggtg
gttctgecgag
caagcggatc
caccctgatg
ccagggcccc
agcccactac
gatgcccgece
cctgtgggtg
cttecgacccec
caccaaggcc
gtccaagecgg
cagacggctg
caacagaggc
cgaggacaga

gacctgectg

720

780

840

900

960

1020

1080

1122

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1122
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<210> 10
<211> 1122
<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

10

15

<400> 10
atggccacct cagcaagttc ccacttgaac aaaaacatca agcaaatgta cttgtgcecctg 60
ccccagggtg agaaagtcca agccatgtat atctgggttg atggtactgg agaaggactg 120
cgctgcaaaa cccgcaccct ggactgtgag cccaagtgtg tagaagagtt acctgagtgg 180
aattttgatg gctctagtac ctttcagtct gagggctcca acagtgacat gtatctcage 240
cctgttgeca tgtttcggga cceccttcecge agagatccca acaagetggt gttcectgtgaa 300
gttttcaagt acaaccggaa gcctgcagag accaatttaa ggcactcgtg taaacggata 360
atggacatgg tgagcaacca gcacccctgg tttggaatgg aacaggagta tactctgatg 420
ggaacagatg ggcacccttt tggttggcct tccaatgget ttcectgggee ccaaggtceceg 480
tattactgtg gtgtgggcge agacaaagcc tatggcaggg atatcgtgga ggctcactac 540
cgcgectget tgtatgetgg ggtcaagatt acaggaacaa atgctgaggt catgcectgec 600
cagtgggaat tccaaatagg accctgtgaa ggaatccgca tgggagatca tctctgggtg 660
gcecegtttca tettgecatcg agtatgtgaa gactttgggg taatagcaac ctttgacccecce 720
aagcccatte ctgggaactg gaatggtgca ggctgccata ccaactttag caccaaggcece 780
atgcgggagg agaatggtct gaagcacatc gaggaggcca tcgagaaact aagcaagcgg 840
caccggtacce acattcgagc ctacgatccce aaggggggcce tggacaatgce ccgtegtcetg 900
actgggttcc acgaaacgtc caacatcaac gacttttcetg ctggtgtege caatecgecagt 960
gccagcatce gcattcceceg gactgtegge caggagaaga aaggttactt tgaagaccge 1020
cgcecctetg ccaattgtga ccectttgeca gtgacagaag ccatcgteceg cacatgectt 1080
ctcaatgaga ctggcgacga gcccttccaa tacaaaaact aa 1122

<210> 11

<211> 1113

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 11

32
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atggccgagg cctccatcga aaagacccag atcctgcaga agtacctgga actggaccag 60
cggggcagaa tcattgccga gtacgtgtgg atcgacggca ccggcaacct gcggtctaag 120
ggccggaccece tgaagaagcg gatcacctcc atcgaccage tgcecccgagtg gaacttcecgac 180
ggctcctecca ccaaccaggc ccctggccac gactccgaca tctacctgaa gececegtggec 240
tactacccecg accccttcag acggggcgac aacatcgtgg tgctggccge ctgctacaac 300
aacgacggca cccccaacaa gttcaaccac cggcacgagg ccgccaaget gttegecgece 360
cacaaggacg aggaaatttg gttcggcctg gaacaggagt acaccctgtt cgatatgtac 420
gacgacgtgt acggctggcc caagggcggc tatcctgece ctcagggecce ctactactgt 480
ggcgtgggeg ctggcaaggt gtacgccaga gacatgatcg aggcccacta ccgggectge 540
ctgtacgcecg gecctggaaat ctccggcatc aacgccgaag tgatgeccctce ccagtgggag 600
ttccaggtgg gaccctgcac cggcatcgac atgggcgacce agctgtggat ggcccggtac 660
ttcctgecace gggtggccga ggaattcgge atcaagatca gcecttccacce caagecccctg 720
aagggcgact ggaacggcgc tggatgccac gccaacgtgt ccaccaaaga gatgcggcag 780
cctggecggca ccaagtacat cgagcaggcc atcgagaagce tgtccaagcg gcacgceccgag 840
cacatcaagc tgtacggctc cgacaacgac atgcggctga ccggcagaca cgagacagcc 900
tccatgaccg ccttecteccag cggegtggec aaccggggct cctccatcecg gatccctaga 960
agcgtggcca aagagggcta cggctacttc gaggacagac ggcctgecctc caacatcgac 1020
ccctacctgg tgacaggcat catgtgcgag acagtgtgceg gecgccatcga caacgecgac 1080
atgaccaaag agttcgagag agagtcctcc tga 1113

<210>12

<211> 1122

<212> ADN

<213> Xenopus laevis

<400> 12

33



atggccacct
cctcagggeg
cggtgcaaga
aacttcgacg
ccecgtggeca
gtgctgaagt
atggacatgg
ggcatggacg
tactattgcg
cgggecctgece
cagtgggagt
gceceggttea
aagcccatca
atgcgggaag
cacgagtacc
accggcttcce
gectecatee
cggccecteceg

ctgaacgaga

<210> 13
<211> 1065
<212> ADN

ccgectecge
acaaggtgca
ccagaaccct
gctcctcecac
tgttccggga
acaacagaaa
tgggaaacga
gccacccecett
gcgtgggege
tgtacgcegg
tccagategg
tcctgcacag
ccggcaactg
agggcggect
acatcaggat
acgagacatc
ggatcccaag
ccaactgcga

caggcgacga

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 13

ES 2627954 T3

ccagctgtcece
ggccatgtac
ggactccgag
ccaccagtcce
cccttteegg
gaccgccgag
gcacccttgg
cggctggect
caacaaggcc
cgtgaagatc
cacatgcgag
agtgtgcgag
gaacggcgct
gaagcacatc
gtacgaccce
ctccatccac
actggtggga
ccettacget

gcccectggag

aaggccatca
atctggatcg
cccaagacca
gagggctcca
cgggacccca
acaaacctgc
tttggcatgg
tccaacggcet
tacggcagag
gccggcacca
ggcatcgaca
gacttcggca
ggctgccaca
gaggaatcca
agaggcggca
gagttctctg
caggaaaaga
gtgaccgagg

tacaagaact

34

agcagatgta
acggcaccgg
tcgaggacct
actccgacat
acaagctggt
ggcacacctg
aacaggagta
ttcectggecee
acatcgtgga
acgccgaagt
tgggagacca
tcatcgtgtce
ccaacttctc
tcgagegget
aggacaacgc
ctggegtgge
agggctactt
ccgtgatceceg

ga

cctggaactg
cgagggactg
gccegagtgg
gtacctgatc
gctgtgegag
taaccagatc
caccctgetg
ccagggccce
agcccactac
gatgcccgee
cctgtggatce
cttegacccee
caccaagtcc
gtccaagecgg
cagacggctg
caacagaggc
cgaggacaga

gacctgcectg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1122



atgtcecectge
gccgagtaca
cctggeectg
ggccaggcecg
ccttteegga
cccatcecta
aaagaggaac
tggcccateg
gtgggcgeeg
tacgccggea
caggtgggac
ctggaacgga
ggcgattgga
ggcggectgg
atcgcegect
atcaacacct
accgagaaag

tacgtggtga

<210> 14
<211> 1110
<212> ADN

tgtccgacct
tctggatcgg
tgaccgaccc
ctggcgagga
agggcaacaa
ccaacaagcg
cttggtacgg
gctggceegt
acaaggccat
tcggecatctce
ccgtggaagyg
tcaccgagat
atggcgcetgg
aagtgatcaa
acggcgaggg
tcagctgggg

agggcaaggg

catccatgat
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ggtgaacctg
cggctecegge
ctccaagctg
ctccgaagtg
catcctggtg
gcacaacgcce
catcgagcag
gggcggctat
cggcagagac
tggcatcaac
catctcctce
ctceggegtg
cgcccactge
gaaggctatc
caacgagcgg
cgtggccaac
ctacttcgag

cgecgagaca

<213> Drosophila melanogaster

<400> 14

aacctgaccg
atggacatcc
cccaagtgga
atcctgtatc
atgtgcgacg
gccaagatct
gagtacaccc
cctggececte
atcgtggacg
ggcgaagtga
ggcgatcagg
atcgtgtcct
aactactcca
ggcaagctge
agactgaccg
aggggcgctt
gacagacggc

accatcctgg

acgccaccgg
ggtctaaggce
actacgacgg
cacaggccat
cctacaccce
tctceccacce
tgatgcagaa
agggacctta
cccactacaa
tgcceggeca
tgtgggtgge
tcgaccccaa
ccaagaccat
agctgaagca
gcaagcacga
ctgtgegegt
ctgcctcecaa

gctga

caagatcatt
ccggaccctg
ctecctecace
cttcaaggac
tgccggegac
cgacgtggcce
agacgtgaac
ctactgcegge
ggcctgectg
gtgggagttc
cagatacctg
gceccegtgecece
gcggaacgac
caaagagcat
gacagccgac
gggccgggat

catggacccce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1065

atgtccgceccce ggatcctgga agattccccc aacgecccgga tcaacaagac catcctggac

agatacctga gcctgccact gcaggaaaac atcgtccagg ccacctacgt gtggatcgac

ggcacaggcg aggacctgeg gtgcaaggac cggaccctgg acttcatcce ccagtecccce
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aaagaactgc
tccgacacct
atcctggtga
aagacctgcc
caggagtaca
cctggaccce
atcgtggacg
gccgaagtga
ggcgacgace
gtgtccacce
aacgtgtcca
gccaagcetgt
gacaacgcca
ggcgtggcca
ggctactteg

atcctgegga

ccgtgtggaa
acctgtaccce
tgtgcgacac
tggaagtggce
cctteetgga
agggccccta
cccactaceg
tgcecgececa
tgtggatggce
tggaccccaa
ccaaggccat
ccaagtgcca
gacggctgac
accggggctg
aggacagacg

ccatctgect
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ctacgacggce
cgtggeccatce
ctacaagttc
caacaagtgt
cttcgacgge
ctattgcgge
ggcctgectg
gtgggagttc
ccggttectg
gcccatgcecece
gagagaggac
cgagcggcac
cggcaagcac
ctccatcaga
gcectectee

ggacgagtga

tccagetget
tacaaggacc
gatggcaccc
gccgecgagg
caccccecetgg
gtgggcgcca
tacgcecggaa
caggtgggac
ctgcaccgga
ggcgattgga
ggcggcecatcee
atccgggect
gagacatcct
atcccteggg

aactgcgacc
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accaggccga
ccttcagacg
ccaccgacac
aaccttggtt
gctggcccaa
acaaggtgta
tcaaggtgtce
cttgcgaggg
tctececgagga
atggegctgg
gggacatcga
acgaccctaa
ccatcaacga
gcgtgaacga

cttactecegt

gggctccaac
gggcaacaac
caacaagaga
tggcatcgag
gaatggcttt
cgccagagac
cggcaccaac
catctccatc
attecggcatc
cgcccacacce
gaaggccgtg
gcagggccag
cttctcetgee
cgacggcaag
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REIVINDICACIONES

1. Una linea de células de ovario de hamster chino (CHO) que comprende un vector de expresién de acido
desoxirribonucleico (ADN), y en la que dicho vector comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una
glutamina sintetasa (GS) de mamifero heterdéloga bajo el control de un promotor del virus 40 vacuolante de simio
(SV40), que incluye el potenciador de SV40 y al menos un casete de expresidon para expresar una proteina
recombinante, en la que dicha GS comprende una secuencia al menos el 94,5 % idéntica a la secuencia de SEQ ID
NO: 1 o0 a la secuencia de SEQ ID NO: 2.

2. Lalinea de células CHO segun la reivindicacion 1, en la que dicha GS es una GS humana.

3. La linea de células CHO segun la reivindicacion 2, en la que dicha GS comprende una secuencia de SEQ ID NO:
1.

4. La linea de células CHO segun la reivindicacion 1, en la que dicha GS es una GS de perro.

5. La linea de células CHO segun la reivindicacion 4, en la que dicha GS de perro comprende una secuencia de
SEQ ID NO: 2.

6. La linea de células CHO segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicha proteina
recombinante es un anticuerpo monoclonal.

7. La linea de células CHO segun la reivindicacion 6, en la que dicho vector comprende un primer casete de
expresion adecuado para la clonacién de una cadena ligera del anticuerpo, y un segundo casete de expresion
adecuado para la clonacion de una cadena pesada del anticuerpo.

8. La linea de células CHO segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que dicha linea de células CHO
es la linea celular depositada con el N.° CCL-61 en la ATCC.

9. La linea de células CHO segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizada por que permite
obtener clones que producen al menos 1 mg/l de proteina recombinante tras la transfeccion de dicho vector en la
linea de células CHO depositada con el N.° CCL-61 en la ATCC.

10. Una combinacién de:
i) una linea de células de ovario de hamster chino (CHO); y

ii) un vector de ADN (acido desoxirribonucleico) adecuado para la produccién de una proteina recombinante, en
la que dicho vector comprende una secuencia que codifica una glutamina sintetasa (GS) de mamifero
heterdloga bajo el control de un promotor del virus 40 vacuolante de simio (SV40) que incluye el potenciador de
SV40, en la que dicha GS comprende una secuencia al menos el 94,5 % idéntica a la secuencia de SEQ ID
NO: 1 o a la secuencia de SEQ ID NO: 2.

11. Un kit que comprende la combinacién segun la reivindicacion 10.
12. Un método in vitro de produccion de una proteina recombinante que comprende las etapas de:
a) proporcionar una linea de células CHO segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9;

b) cultivar dicha linea de células CHO obtenida en condiciones adecuadas para la produccion de la proteina
recombinante; y

c) aislar y/o purificar dicha proteina recombinante.

13. El método segun la reivindicacion 12, que comprende ademas la etapa de formular dicha proteina recombinante
en una composicion farmacéutica.

14. Uso de la linea de células CHO segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, o de la combinacién segun la
reivindicacion 10, para producir una proteina recombinante in vitro.
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Figura 6
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