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DESCRIPCION
Células que producen unas composiciones de anticuerpo.
Campo técnico

En la presente memoria se describe una célula para la produccién de una molécula de anticuerpo, tal como un
anticuerpo util para diversas enfermedades, un fragmento del anticuerpo y una proteina de fusion que presenta la
region Fc del anticuerpo o similar, a un procedimiento para producir una composicion del anticuerpo utilizando la
célula, ala composicion del anticuerpo y a la utilizacion de la misma.

Antecedentes de la técnica

Debido a que los anticuerpos presentan una elevada actividad de union, especificidad de unién y una elevada
estabilidad en sangre, se ha intentado aplicarlos al diagndstico, a la prevencion y al tratamiento de diversas
enfermedades humanas [Monoclonal Antibodies: Principles and Applications, Wiley-Liss, Inc., capitulo 2.1, 1995].
Ademas, se ha intentado producir un anticuerpo humanizado, tal como un anticuerpo hibrido humano o un
anticuerpo con injertacion de una region determinante de complementariedad humana (en adelante denominada
"RDC") a partir de un anticuerpo obtenido de un animal diferente del ser humano, mediante la utilizacion de
técnicas de recombinacion genética. El anticuerpo hibrido humano es un anticuerpo en el que su region variable
de anticuerpo (en adelante denominada "regién V") es un anticuerpo derivado de un animal diferente del ser
humano y su region constante (en adelante denominada "region C") se deriva de un anticuerpo humano. El
anticuerpo con injertacion de RDC humano es un anticuerpo en el que se ha sustituido la RDC de un anticuerpo
humano por la RDC de un anticuerpo obtenido de un animal diferente de un ser humano.

Se ha descubierto que se encuentran presentes cinco clases en los anticuerpos obtenidos de los mamiferos:
IgM, IgD, 1gG, IgA e IgE. Los anticuerpos de la clase IgG humana se utilizan principalmente para el diagnostico,
la prevencion y el tratamiento de diversas enfermedades humanas debido a que presentan caracteristicas
funcionales, tales como una semivida prolongada en sangre, diversas funciones efectoras y similares
[Monoclonal Antibodies: Principles and Applications, Wiley-Liss, Inc., capitulo 1, 1995]. El anticuerpo de clase 1gG
humana se clasifica ademas en las 4 subclases siguientes: IgG1, igG2, IgG3 e IgG4. Hasta hoy se han llevado a
cabo muchos estudios de la actividad citotdxica mediada por células dependiente de anticuerpos (en adelante
denominada "actividad ADCC") y de la actividad citotoxica dependiente del complemento (en adelante
denominada "actividad CDC") como funciones efectoras del anticuerpo de clase IgG y se ha informado de que
entre los anticuerpos de la clase IgG humana, la subclase IgG1 presenta las actividades ADCC y CDC mas
elevadas [Chemical Immunology 65:88, 1997]. En vista de lo anteriormente expuesto, la mayoria de los
anticuerpos humanizados antitumorales, incluyendo el Rituxan y el Herceptin disponibles comercialmente, que
requieren funciones efectoras elevadas para la expresion de sus efectos, son anticuerpos de la subclase IgG1
humana.

La expresion de la actividad ADCC y de la actividad CDC de los anticuerpos de subclase IgG1 humana requiere
la union de la region Fc del anticuerpo a un receptor de anticuerpo presente sobre la superficie de una célula
efectora, tal como una célula asesina, una célula asesina natural, un macréfago activado o similar (en adelante
denominada "FcyR") y se unen diversos componentes del complemento. Con respecto a la unién, se ha sugerido
gue son importantes varios residuos aminoacidos en la region bisagra 'y en el segundo dominio de la region C (en
adelante denominados "dominio Cy2") del anticuerpo [Eur. J. Immunol. 23:1098, 1993; Immunology 86:319,
1995; Chemical Immunology 65:88, 1997] y que también resulta importante una cadena de azlcar que se une al
dominio Cy2 [Chemical Immunology 65:88, 1997].

Con respecto a la cadena de azlcar, Boyd et al. han examinado los efectos de una cadena de azlcar sobre la
actividad de ADCC y de la actividad de CDC mediante el tratamiento de un anticuerpo con injertacion de RDC
humana, CAMPATH-1H (subclase IgG1 humana) producido por una célula de ovario de hamster chino (célula
CHO) o una célula NSO de mieloma de ratén (célula NSO) con diversos enzimas hidroliticos de azlcares, y se ha
informado de que la eliminacion del &cido siélico del extremo no reductor no influye sobre ambas actividades
pero que la actividad CDC por si sola resulté afectada por la eliminacion adicional del residuo de galactosa y se
redujo la actividad en aproximadamente 50%, y que la eliminacion completa de la cadena de azlcar provoco la
eliminacion de ambas actividades [Molecular Immunol. 32:1311, 1995]. Ademas, Lifely et al. han analizado la
cadena de azlcar unida a un anticuerpo injertado con RDC humana, CAMPATH-1H (subclase IgG humana) que
habia sido producido por una célula CHO, una célula NSO o una célula YO de mieloma de rata, han medido su
actividad ADCC y han informado de que el anticuerpo CAMPATH-1H obtenido de la célula YO mostraba la
actividad ADCC mas elevada, sugiriendo que la N-acetilglucosamina (en adelante también denominada
"GIcNAc") en la posicién bisectante resulta importante para la actividad [Glycobiology 5:813, 1995; documento n°
WO 99/54342]. Estos informes indican que la estructura de la cadena de azUcar desempefia un papel importante
en las funciones efectoras de los anticuerpos humanos de la subclase IgG1 y que resulta posible preparar un
anticuerpo que presente una funcion efectora mas elevada mediante la modificacién de la estructura de la
cadena de azucar. Sin embargo, de hecho, las estructuras de las cadenas de azlcar son diversas y complejas y
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no puede afirmarse que se haya identificado una estructura importante real para la funcién efectora.

Las cadenas de azucar de las glucoproteinas se dividen en términos generales en dos tipos: una cadena de
azucar que se une a la asparagina (cadena sacarida unida mediante N-glucésido) y una cadena de azlcar que
se une a otro amino&cido, tal como la serina, la treonina (cadena sacarida unida mediante O-glucésido),
basandose en la forma de union de la fraccién proteina. Las cadenas de azlcar unidas mediante N-glucosido
presentan diversas estructuras [Biochemical Experimentation Method 23 - Method for Studying Glycoprotein
Sugar Chain (Gakujutsu Shuppan Center), editado por Reiko Takahashi, 1989], aunque es conocido que
presentan una estructura nuclear comun béasica mostrada mediante la férmula estructural (1) a continuacion:

Man ¢ 1 \
Mana1/

El extremo de la cadena de azlcar que se une a la asparagina se denomina extremo reductor y el lado contrario
se denomina extremo no reductor. Es conocido que la cadena de azlcar unida mediante N-glucésido incluye un
tipo rico en manosas en el que la manosa sola se une al extremo no reductor de la estructura nuclear; un tipo
complejo en el que el lado de extremo no reductor de la estructura nuclear presenta por lo menos una rama
paralela de galactosa-N-acetilglucosamina (en adelante denominada "Gal-GIcNAc") y el lado de extremo no
reductor de Gal-GIcNAc presenta una estructura de acido sidlico N-acetilglucosamina bisectante o similar; un tipo
hibrido en el que el lado de extremo no reductor de la estructura nuclear presenta ramas del tipo tanto manosa
como del tipo complejo, y similares.

g Man 8 1 ——4GIcNAc 8 1 — 4GIcNAc

Férmula estructural (I)

En la regidon Fc de un anticuerpo de un tipo IgG, se encuentran presentes dos sitios de unién de cadena de
azucar unidas mediante N-glucésido. En la IgG sérica, al sitio de unién de cadena de azlcar generalmente se
une una cadena de azucar de tipo complejo que presenta una pluralidad de ramas y en la que la adicién de acido
sidlico o de N-acetilglucosamina bisectante es baja. Es conocido que existe variabilidad en la adicién de
galactosa al extremo no reductor de la cadena de aziicar de tipo complejo y en la adicion de fucosa a la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor [Biochemistry 36:130, 1997].

Se ha considerado que dicha estructura de una cadena de azlcar esta determinada por los genes de cadena de
azucar, es decir, un gen para una glucosiltransferasa que sintetiza una cadena de azlcar y un gen para un
enzima glucolitico que hidroliza la cadena de azlcar.

La sintesis de una cadena de azlcar unida mediante N-glucosido se describe a continuacion.

Las glucoproteinas se modifican con una cadena de azlcar en la luz del reticulo endoplasmatico (en adelante
denominado "RE"). Durante la etapa de biosintesis de la cadena de azicar unida mediante N-glucésido, se
transfiere una cadena de azicar relativamente grande a la cadena polipeptidica que se esta elongando en la luz
del RE. En la transformacion, en primer lugar la cadena de azlcar se aflade sucesivamente a los grupos fosfato
de un portador de lipidos de cadena larga que comprende aproximadamente 20 unidades de a-isopreno, que se
denomina dolicol-fosfato (en adelante también denominado "P-Dol"). Es decir, se transfiere la N-
acetilglucosamina al dolicol-fosfato para formar de esta manera GlcNAc-P-P-Dol y seguidamente se transfiere un
GIcNAc adicional para formar GIcNAc-GIcNAc-P-P-Dol. A continuacion, se transfieren cinco manosas (en
adelante la manosa también se denomina "Man") para formar de esta manera (Man)s-(GIcNAc),-P-P-Dol y
después se transfieren cuatro Man y tres glucosas (en adelante las glucosas también se denominan "Glc"). De
esta manera, se forma un precursor de cadena de azucar, (Glc)s-(Man)s-(GIcNAc)2-P-P-Dol, denominado
oligosacarido nuclear. El precursor de cadena de azlicar, que comprende 14 azlcares, se transfiere en masa a
un polipéptido que presenta una secuencia asparagina-X-serina o asparagina-X-treonina en la luz del RE. En la
reaccion, se libera dolicol pirofosfato (P-P-Dol) unido al oligosacéarido nuclear aunque nuevamente se convierte
en dolicol-fosfato mediante hidrélisis con pirofosfatasa y se recicla. El recorte de la cadena de azlcar se inicia
inmediatamente después de la unién de la cadena de azucar al polipéptido. Es decir, se eliminan 3 Glc y 1 o 2
Man en el RE y es conocido que la a-1,2-glucosidasa |, a-1,3-glucosidasa Il y la a-1,2-manosidasa se relacionan
con la eliminacion.

La glucoproteina sometida a recorte en el RE se transfirié al cuerpo de Golgi y se modifica de diversas maneras.
En la parte cis del cuerpo de Golgi, la N-acetilglucosamina fosfotransferasa, que se relaciona con la adicion de
manosa fosfato, N-acetilglucosamina 1-fosfodiéster a-N-acetilglucosaminidasa y a-manosidasa | se encuentran
presentes y se reducen los residuos de Man a 5. En la parte intermedia del cuerpo de Golgi se encuentran
presentes la N-acetilglucosamina transferasa | (Gntl), que se relaciona con la adicién de la primera GIcNAc
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externa de la cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante N-glucésidos, la a-manosidasa Il, que se
relaciona con la eliminacion de 2 Man, la N-acetilglucosamina transferasa Il (GnTIl), que se relaciona con la
adicién de la segunda GIcNAc desde el extremo, y la a-1,6-fucosiltransferasa, que se relaciona con la adicion de
fucosa a la N-acetilglucosamina de extremo reductor. En la parte trans del cuerpo de Golgi, se encuentran
presentes la galactosa transferasa, que se relaciona con la adicién de galactosa y la sialiltransferasa, que se
relaciona con la adicién de acido sialico, tal como &cido N-acetilneuraminico o similar. Es conocido que la cadena
de azicar unida mediante N-glucésidos se forma mediante las actividades de dichos diversos enzimas.

En general, la mayoria de los anticuerpos humanizados para los que se considera su aplicacién en
medicamentos se preparan utilizando técnicas de recombinacién genética y se producen utilizando células CHO
derivadas de tejido de ovario de hamster chino como células hospedadoras. Aunque, tal como se ha indicado
anteriormente, debido a que la estructura de la cadena de azGcar desempefia un papel notablemente importante
en la funcién efectora de los anticuerpos y se observan diferencias en la estructura de la cadena de azucar de las
glucoproteinas expresadas por las células hospedadoras, se desea el desarrollo de una célula hospedadora que
pueda utilizarse para la produccién de un anticuerpo con una funcién efectora mas elevada.

Con el fin de modificar la estructura de la cadena de azlcar de la glucoproteina producida, se han intentado
diversos métodos, tales como: 1) la aplicacién de un inhibidor de un enzima relacionado con la modificacion de
una cadena de azlcar, 2) la seleccion de un mutante, 3) la introducciéon de un gen codificante de un enzima
relacionado con la modificacién de una cadena de azlcar, y similar. Se describen ejemplos especificos a
continuacion.

Entre los ejemplos de un inhibidor contra un enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azucar se
incluyen la tunicamicina, que inhibe selectivamente la formacién de GIcNAc-P-P-Dol, que es la primera etapa de
la formacion de un oligosacéarido nuclear que es un precursor de una cadena de azlcar unida mediante N-
glucoésido, castanospermina y N-metil-1-desoxinojirimicina que son inhibidores de la glucosidasa I, el
bromocondulitol, que es un inhibidor de la glucosidasa IlI, la 1-desoxinojirimicina y el 1,4-dioxi-1,4-imino-D-
manitol, que son inhibidores de la manosidasa I, la swainsonina, que es un inhibidor de la manosidasa Il y
similares. Entre los ejemplos de un inhibidor especifico de una glucosiltransferasa se incluyen derivados desoxi
de sustratos contra la N-acetilglucosamina transferasa V (GnTV) y similares [Glycobiology Series 2 - Destiny of
Sugar Chain in Cell (Kodan-sha Scientific), editado por Katsutaka Nagai, Senichiro Hakomori y Akira Kobata,
1993]. Ademas, es conocido que la 1-desoxinojirimicina inhibe la sintesis de una cadena de azlcar de tipo
complejo e incrementa la proporcién de cadenas de azlicar de tipo rico en manosas Yy de tipo hibrido. De hecho
se ha informado de que la estructura de cadena de azlcar de la IgG se modificé y se han modificado
propiedades tales como la actividad de union a antigeno y similares al afiadir los inhibidores al medio [Molecular
Immunol. 26:1113, 1989].

Los mutantes relacionados con la actividad de un enzima relacionado con la modificacion de una cadena de
azucar se seleccionan y obtienen principalmente en forma de una estirpe celular resistente a lectina. Por
ejemplo, se han obtenido células CHO mutantes que presentan diversas estructuras de cadena de azicar como
estirpe celular resistente a lectina utilizando una lectina tal como la AGT (aglutinina de germen de trigo obtenida
de T. vulgaris), ConA (concavalina A obtenida de C. ensiformis), RIC (una toxina obtenida de R. communis), L-
PHA (leucoaglutinina obtenida de P. vulgaris), LCA (aglutinina de lenteja obtenida de L. culinaris), PSA (lectina
de guisante obtenida de P. sativarum) o similar [Somatic Cell Mol. Genet. 12:51, 1986].

A titulo de ejemplo de la modificacién de la estructura de cadena de azlcar de un producto obtenido mediante la
introduccion del gen de un enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en una célula
hospedadora, se ha informado de que puede producirse una proteina en la que se afladen varios acidos sidlicos
al extremo no reductor de la cadena de azulcar, mediante la introduccion de B-galactésido-a-2,6-sialiltransferasa
de rata en la célula CHO [J. Biol. Chem. 261:13848, 1989].

Ademas, se ha confirmado que se expresa un antigeno H (Fucal-2GalB1) en el que se ha afiadido fucosa (en
adelante también denominada "Fuc") al extremo no reductor de la cadena de azlcar * = Wright y Morrison (J.
Exp. Med, 1994, 180: 1087-1096, studied effects of altered carbohydrate structure of IgG1 produced in Lecl cells.
mediante la introduccion de [-galactosido-2-a-fucosiltransferasa humana en células L de ratén [Science
252:1668, 1991]. Ademas, basandose en el conocimiento de que la adicién de la N-acetilglucosamina en
posicion bisectante de la cadena de azlcar unida mediante N-glucdsido resulta importante para la actividad
ADCC del anticuerpo, Umana et al. prepararon células CHO que expresaban B-1,4-N-acetilglucosamina
transferasa Il (GnTIll) y las compararon con la expresion de GnTIll de la estirpe celular parental. Confirmaron
que no se observaba expresion de GnTIIl en la estirpe celular parental de las células CHO [J. Biol. Chem.
261:13370, 1984] y que el anticuerpo expresado utilizando las células CHO expresantes de GnTllI producidas
presentaban una actividad ADCC 16 veces superior a la del anticuerpo expresado utilizando la estirpe celular
parental [Glycobiology 5:813, 1995; documento n® WO 99/54342]. Umana et al. también produjeron células CHO
en las que habian introducido B-1,4-N-acetilglucosamina transferasa V (GnTV) y se informé de que la expresion
en exceso de GnTIIl o GnTV mostraba toxicidad para las células CHO.
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Exposicion de la invencion

De esta manera, con el fin de modificar la estructura de cadena de azicar de la glucoproteina que debia
producirse, se intentd controlar la actividad del enzima relacionado con la modificacién de una cadena de azlcar
en la célula hospedadora, aunque en la préactica las estructuras de las cadenas de azlcar son diversas y
complejas, y la solucidn de las funciones fisiologicas de las cadenas de azlcar resultaria insuficiente, por lo que
se repitieron las pruebas de ensayo y error. En particular, aunque se ha encontrado poco a poco que la funcién
efectora de los anticuerpos resulta muy influida por la estructura de la cadena de azlcar, todavia no se ha
determinado una estructura de cadena de azlcar verdaderamente importante. Por lo tanto, para el desarrollo de
medicamentos se espera a la identificacion de una cadena de azucar que influya sobre la funcién efectora de los
anticuerpos y al desarrollo de una célula hospedadora a la que pueda afadirse una estructura de cadena de
azlcar.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar una célula hospedadora que produzca una composicion de
anticuerpo y pueda controlar una estructura de cadena de azicar unida a una molécula de anticuerpo, una célula
que pueda producir una composicion de anticuerpo que presente una elevada actividad de ADCC, un método de
produccion de una composicion de anticuerpo utilizando la célula y una composicién de anticuerpo producida
mediante el método de produccién.

La presente invencion se refiere a (1) a (6) siguientes.

[1.]Utilizacién de una estirpe celular resistente a la lectina para la producciéon de una composicion de
anticuerpo, comprendiendo la composicion unas moléculas de anticuerpo que presentan unas cadenas de
azucar unidas a N-glucosido complejas unidas a la region Fc, en la que de entre las cadenas de azUcar
unidas a N-glucésido complejas totales unidas a la regién Fc en la composicion, la proporcion para una
cadena de azucar en la que la fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina en el extremo reductor en la
cadena de azUcar es 20% o superior, en la que la estirpe celular resistente a la lectina puede obtenerse
mediante la seleccion utilizando un medio que comprende la lectina a una concentracion de 1 pg/mla 1
mg/ml, y en la que los anticuerpos son expresados utilizando la estirpe celular de CHO resistente a la
lectina,

en la que la lectina es una lectina que reconoce una estructura de cadena de azlcar en la que la posicién
1 de la fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el extremo reductor a través de un
enlace a en la cadena de azlcar unida a N-glucésido.

[2.] Utilizacién de la estirpe celular segun la reivindicacion 1, en la que la lectina es una lectina que reconoce
una estructura de cadena de azlcar en la que la fucosa se une a la N-acetilglucosamina en el extremo
reductor en la cadena de azUcar unida a N-glucdsido compleja.

[3.] Utilizacién de la estirpe celular segun la reivindicacion 1 o 2, en la que la lectina es seleccionada de entre
una lectina de Lens culinaris LCA, una lectina de Pisum sativum PSA, una lectina de Vicia faba VFA o una
lectina de Aleuria aurantia AAL.

[4.] Utilizacion de la estirpe celular segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la estirpe
celular es obtenida mediante un procedimiento que comprende

(a) cultivar una estirpe celular en un medio que comprende una concentracion predeterminada de lectina
y seleccionar a continuacién una célula que adquiere una propiedad tal que su tasa de supervivencia
es aumentada por lo menos 2 veces en comparacion con la estirpe celular madre, o,

(b) cultivar una estirpe celular en un medio que comprende lectina y seleccionar a continuaciéon una
estirpe celular que puede ser cultivada a una tasa de supervivencia de 80%, a una concentracion de
lectina de por lo menos 2 veces la de la estirpe celular madre,

en la que la lectina es una lectina que reconoce una estructura de cadena de azlcar en la que la posicién
1 de la fucosa esta unida a la posicién 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un
enlace p en la cadena de azucar unida a N-glucésido.

[5.]Utilizacién de la estirpe celular segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende
ademas cultivar dicha estirpe celular.

[6.]Utilizacién de la estirpe celular segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende
recuperar la composicion de anticuerpo.

En la presente memoria son divulgados ademas (1) a (61) siguientes:
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una célula CHO obtenida de tejido de ovario de hamster chino en la que se ha introducido un gen
codificante de una molécula de anticuerpo, que comprende una composicion de anticuerpo que
comprende una molécula de anticuerpo que presenta cadenas de azlicar complejas unidas mediante N-
glucosido unidas a la regién Fc, en la que entre el total de cadenas de azlUcar complejas unidas
mediante N-glucésido unidas a la regién Fc en la composicién, la proporcion de cadenas de azlcar en
las que la fucosa no se encuentra unida a la N-acetilglucosamina en el extremo reductor de la cadena
de azicar es de 20% o superior.

La célula CHO segun (1), en la que la cadena de azlicar a la que no se encuentra unida la fucosa es
una cadena de azucar compleja unida mediante N-glucésido en la que la posicion 1 de fucosa no se
encuentra unida a la posicién 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a.

La célula CHO segun (1) o (2), en la que la molécula de anticuerpo pertenece a una clase de IgG.

La célula CHO segun cualquiera de entre (1) y (3), en la que la actividad de un enzima relacionado con
la sintesis de un azUcar-nucleoétido intracelular, GDP-fucosa y/o la actividad de un enzima relacionado
con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a
la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de
azucar compleja unida mediante N-glucésido se encuentra reducida o anulada.

La célula CHO segun (4), en la que el enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleotido
intracelular, GDP-fucosa, es un enzima seleccionado de entre el grupo que consiste en (a), (b) y (c), a
continuacion:

(@) GMD (GDP-manosa 4,6-deshidratasa),
(b) Fx (GDP-ceto-6-desoximanosa 3,5-epimerasa, 4-reductasa),
(c) GFPP (GDP-beta-L-fucosa pirofosforilasa).

La célula CHO segin (5), en la que GMD es una proteina codificada por un ADN de (a) o (b), a
continuacion:

un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por SEC ID n° 65,

un ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por SEC
ID n° 65, bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que presenta actividad de GMD.

La célula CHO segun (5), en la que GMD es una proteina seleccionada de entre el grupo que consiste
en (a), (b) y (c), a continuacion:

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 71,

(b) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que por lo menos un aminoacido
ha sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de aminoacidos representada
por SEC ID n°® 71 y que presenta actividad de GMD,

(c) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una homologia de por lo
menos 80% respecto a la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 71 y que presenta
actividad de GMD.

La célula CHO segun (5), en la que Fx es una proteina codificada por un ADN de (a) o (b), a
continuacion:

(a) un ADN que comprende la secuencia de nucle6tidos representada por SEC ID n° 48,

(b) un ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por
SEC ID n° 48, bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que presenta actividad de Fx.

La célula CHO segun (5), en la que Fx es una proteina seleccionada de entre el grupo que consiste en
(@), (b) y (c), a continuacion:

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 72,
(b) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que por lo menos un aminoacido

ha sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de aminoacidos representada
por SEC ID n°® 72 y que presenta actividad de Fx,
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(c) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una homologia de por lo
menos 80% respecto a la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 72 y que presenta
actividad de Fx.

La célula CHO segun (5), en la que GFPP es una proteina codificada por un ADN de (a) o (b), a
continuacion:

(a) un ADN que comprende la secuencia de nucle6tidos representada por SEC ID n° 51,

(b) un ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por
SEC ID n° 51, bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que presenta actividad de GFPP.

La célula CHO segun (5), en la que GFPP es una proteina seleccionada de entre el grupo que consiste
en (a), (b) y (c), a continuacion:

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 73,

una proteina que comprende una secuencia de aminoécidos en la que por lo menos un aminoéacido

b tef d ia d inoacid | | inoacid
ha sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de aminoacidos representada
por SEC ID n°® 73 y que presenta actividad de GFPP,

(c) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una homologia de por lo
menos 80% respecto a la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 73 y presenta
actividad de GFPP.

La célula CHO segun (4), en la que el enzima relacionado con la modificacién de una cadena de azlcar
en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el
extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azGcar compleja unida mediante N-glucosido es
una a-1,6-fucosiltransferasa.

La célula CHO segun (12), en la que la a-1,6-fucosiltransferasa es una proteina codificada por un ADN
de (a) o (b), a continuacion:

(a) un ADN que comprende la secuencia de nucleotidos representada por SEC ID n° 1,
(b) un ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por
SEC ID n° 1, bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que presenta actividad de al,6-

fucosiltransferasa.

La célula CHO segun (12), en la que la a-1,6-fucosiltransferasa es una proteina seleccionada de entre el
grupo que consiste en (a), (b) y (c), a continuacion:

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 23,

(b) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que por lo menos un aminoacido
ha sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de aminoacidos representada
por SEC ID n° 23 y que presenta actividad de a-1,6-fucosiltransferasa,

(c) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una homologia de por lo
menos 80% respecto a la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 23 y que presenta
actividad de a-1,6-fucosiltransferasa.

La célula CHO segun cualquiera de entre (4) y (14), en la que la actividad enzimatica se reduce o se

anula mediante una técnica seleccionada de entre el grupo que consiste en (a), (b), (c), (d) y (e), a

continuacion:

(a) una técnica de disrupcion génica con diana en un gen codificante del enzima,

(b) una técnica para introducir un mutante negativo dominante de un gen codificante del enzima,

(c) una técnica para introducir una mutacion en el enzima,

(d) una técnica para inhibir la transcripcion o la traduccién de un gen codificante del enzima,

(e) una técnica para seleccionar una estirpe celular resistente a una lectina que reconoce una cadena
de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
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acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlcar compleja
unida mediante N-glucdsido.

La célula CHO segun cualquiera de entre (4) y (15), que es resistente a por lo menos una lectina que
reconoce una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicién 6
de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlcar
compleja unida mediante N-glucésido.

La célula CHO segun cualquiera de entre (4) y (16), que produce una composicion de anticuerpo que
presenta una actividad citotéxica mediada por células dependiente de anticuerpos mas elevada que una
composicion de anticuerpo producida por las células CHO parentales.

La célula CHO segun (17), que produce una composicion de anticuerpo que presenta una actividad
citotoxica mediada por células dependiente de anticuerpos mas elevada que una composicion de
anticuerpo en la que el total de cadenas de azUcar complejas unidas mediante N-glucésido unidas a la
regiéon Fc contenidas en la composicion de anticuerpo, la proporcion de cadenas de azlcar en las que la
fucosa no se encuentra unida a la N-acetilglucosamina en el extremo reductor de la cadena de azlcar
es inferior a 20%.

La célula CHO segun (18), en la que la cadena de azucar a la que no se encuentra unida la fucosa es
una cadena de azlUcar compleja unida mediante N-glucdsido en la que la posiciéon 1 de la fucosa no se
encuentra unida a la posicién 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a.

Un procedimiento para producir una composiciéon de anticuerpo, que comprende cultivar la célula CHO
segun cualquiera de entre (1) y (19) en un medio para producir y acumular la composicién de anticuerpo
en el cultivo y recuperar la composicion de anticuerpo a partir del cultivo.

Una composicion de anticuerpo que se produce utilizando el método segun (20).

Una composicion de anticuerpo que comprende una molécula de anticuerpo que presenta cadenas de
azucar complejas unidas mediante N-glucdsido unidas a la region Fc, que es producida por una célula
CHO, en la que entre el total de cadenas de azlicar complejas unidas mediante N-glucésido unidas a la
region Fc en la composicién, la proporcién de cadenas de azlcar en las que la fucosa no se encuentra
unida a la N-acetilglucosamina en el extremo reductor de la cadena de azUcar es de 20% o superior.

Una célula en la que la actividad de un enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleotido
intracelular, GDP-fucosa y/o la actividad de un enzima relacionado con la modificacién de una cadena
de azlicar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posiciébn 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azicar compleja unida
mediante N-glucésido se reduce o se anula mediante una técnica de ingenieria genética.

La célula segun (23), en la que el enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleotido
intracelular, GDP-fucosa, es un enzima seleccionado de entre el grupo que consiste en (a), (b) y (c), a
continuacion:

(@) GMD (GDP-manosa 4,6-deshidratasa),

(b) Fx (GDP-ceto-6-desoximanosa 3,5-epimerasa, 4-reductasa),

(c) GFPP (GDP-beta-L-fucosa pirofosforilasa).

La célula segun (24), en la que GMD es una proteina codificada por un ADN de (a) o (b), a continuacion:

(a) un ADN que comprende la secuencia de nucle6tidos representada por SEC ID n° 65,

(b) un ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por
SEC ID n° 65, bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que presenta actividad de GMD.

La célula segun (24), en la que GMD es una proteina seleccionada de entre el grupo que consiste en
(@), (b) y (c), a continuacion:

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 71,
(b) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que por lo menos un aminoacido
ha sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de aminoacidos representada

por SEC ID n°® 71 y que presenta actividad de GMD,

(c) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una homologia de por lo
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menos 80% respecto a la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 71 y que presenta
actividad de GMD.

La célula segun (24), en la que Fx es una proteina codificada por un ADN de (a) o (b), a continuacion:
(a) un ADN que comprende la secuencia de nucle6tidos representada por SEC ID n° 48,

(b) un ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por
SEC ID n° 48, bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que presenta actividad de Fx.

La célula segun (24), en la que Fx es una proteina seleccionada de entre el grupo que consiste en (a),
(b) y (c), a continuacién:

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 72,

(b) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que por lo menos un aminoacido
ha sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de aminoacidos representada
por SEC ID n°® 72 y que presenta actividad de Fx,

(c) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una homologia de por lo
menos 80% respecto a la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 72 y que presenta
actividad de Fx.

La célula segin (24), en la que GFPP es una proteina codificada por un ADN de (a) o (b), a
continuacion:

(a) un ADN que comprende la secuencia de nucle6tidos representada por SEC ID n° 51,

(b) un ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por
SEC ID n° 51, bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que presenta actividad de GFPP.

La célula segun (24), en la que GFPP es una proteina seleccionada de entre el grupo que consiste en
(@), (b) y (c), a continuacion:

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 73,

(b) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que por lo menos un aminoacido
ha sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de aminoacidos representada
por SEC ID n°® 73 y que presenta actividad de GFPP,

(c) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una homologia de por lo
menos 80% respecto a la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 73 y presenta
actividad de GFPP.

La célula segun (23), en la que el enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en
la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el
extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azGcar compleja unida mediante N-glucosido es
una a-1,6-fucosiltransferasa.

La célula segun (31), en la que la a-1,6-fucosiltransferasa es una proteina codificada por un ADN
seleccionado de entre el grupo que consiste en (a), (b), (c) y (d), a continuacion:

(a) un ADN que comprende la secuencia de nucleotidos representada por SEC ID n° 1,

(b) un ADN que comprende la secuencia de nucleotidos representada por SEC ID n° 2,

(c) un ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por
SEC ID n° 1, bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que presenta actividad de al,6-
fucosiltransferasa,

(d) un ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por
SEC ID n° 2, bajo condiciones restrictivas y que codifica una proteina que presenta actividad de

al,6-fucosiltransferasa.

La célula segin (31), en la que la a-1,6-fucosiltransferasa es una proteina seleccionada de entre el
grupo que consiste en (a), (b), (c), (d), (e) y (f):
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(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 23,
(b) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 24,

(c) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que por lo menos un aminoacido
ha sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de aminoacidos representada
por SEC ID n° 23 y que presenta actividad de a-1,6-fucosiltransferasa,

(d) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que por lo menos un aminoacido
ha sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de aminoacidos representada
por SEC ID n° 24 y que presenta actividad de a-1,6-fucosiltransferasa,

(e) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una homologia de por lo
menos 80% respecto a la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 23 y que presenta
actividad de a-1,6-fucosiltransferasa,

(f) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una homologia de por lo
menos 80% respecto a la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 24 y que presenta
actividad de a-1,6-fucosiltransferasa.

La célula segin cualquiera de entre (23) y (33), en la que la técnica de ingenieria genética es una
técnica seleccionada de entre el grupo que consiste en (a), (b), (¢) y (d), a continuacién:

(a) una técnica de disrupcion génica con diana en un gen codificante del enzima,

(b) una técnica para introducir un mutante negativo dominante de un gen codificante del enzima,
(c) una técnica para introducir una mutacion en el enzima,

(d) una técnica para inhibir la transcripcion o la traduccién de un gen codificante del enzima.

La célula segun cualquiera de entre (23) y (34), que es resistente a por lo menos una lectina que
reconoce una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicién 6
de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlcar unida
mediante N-glucésido.

La célula segun cualquiera de entre (23) y (35), que es una célula seleccionada de entre el grupo que
consiste en (a) a (i), a continuacion:

(a) una célula CHO derivada de tejido de ovario de hamster chino,

(b) una estirpe celular de mieloma de rata, célula YB2/3HL.P2.G11.16.Ag.20,
(c) una estirpe celular de mieloma de raton, células NSO,

(d) una estirpe celular de mieloma de raton, célula SP2/0-Ag14,

(e) una célula BHK derivada de tejido de rifion de hamster chino,

(f) una célula de hibridoma productor de anticuerpos,

(g9) una célula Namalwa de estirpe celular de leucemia humana,

(h) una célula madre embrionaria,

() una célula de huevo fertilizado.

La célula segun cualquiera de entre (23) y (36) en la que se ha introducido un gen codificante de una
molécula de anticuerpo.

La célula segun (37), en la que la molécula de anticuerpo pertenece a una clase de IgG.

Un procedimiento para producir una composicion de anticuerpo, que comprende cultivar la célula segin
(37) 0 (38) en un medio para producir y acumular la composicion de anticuerpo en el cultivo y recuperar
la composicién de anticuerpo a partir del cultivo.

El procedimiento segun (39), que produce una composicién de anticuerpo que presenta una actividad
citotoxica mediada por células dependiente de anticuerpos mas elevada que una composicion de
anticuerpo obtenida a partir de su estirpe celular parental.

Una composicion de anticuerpo que se produce utilizando el procedimiento segun (39) o (40).
Un animal no humano o planta transgénico o progenie del mismo, que comprende un genoma que se
encuentra modificado de manera que la actividad del enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-

nucleétido intracelular, GDP-fucosa y/o la actividad de un enzima relacionado con la modificacion de
una cadena de azlcar en la que la posicién 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
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acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azicar unida mediante
N-glucdsido se encuentra reducida.

Un animal no humano o planta transgénico o progenie del mismo segin (42), en el que el gen
codificante del enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa o un
gen codificante del enzima relacionado con la modificacién de una cadena de azlcar en la que la
posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo
reductor mediante un enlace a en la cadena de azlcar unida mediante N-glucdsido se encuentra
anulado.

(44) El animal no humano o planta transgénico o la progenie del mismo segun (42) o (43), en el que el enzima

(45)

(46)

(47)

(48)

(49)

(50)

(51)

relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, es un enzima
seleccionado de entre el grupo que consiste en (a), (b) y (c), a continuacion:

(@) GMD (GDP-manosa 4,6-deshidratasa),
(b) Fx (GDP-ceto-6-desoximanosa 3,5-epimerasa, 4-reductasa),
(c) GFPP (GDP-beta-L-fucosa pirofosforilasa).

El animal no humano o planta transgénico o la progenie del mismo segun (44), en el que GMD es una
proteina codificada por un ADN de (a) o (b), a continuacion:

(a) un ADN que comprende la secuencia de nucle6tidos representada por SEC ID n° 65,

(b) un ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por
SEC ID n° 65, bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que presenta actividad de GMD.

El animal no humano o planta transgénico o la progenie del mismo segun (44), en el que Fx es una
proteina codificada por un ADN de (a) o (b), a continuacion:

(a) un ADN que comprende la secuencia de nucle6tidos representada por SEC ID n° 48,

(b) un ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por
SEC ID n° 48, bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que presenta actividad de Fx.

El animal no humano o planta transgénico o la progenie del mismo segun (44), en el que GFPP es una
proteina codificada por un ADN de (a) o (b), a continuacion:

(a) un ADN que comprende la secuencia de nucle6tidos representada por SEC ID n° 51,

(b) un ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por
SEC ID n° 51, bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que presenta actividad de GFPP.

El animal no humano o planta transgénico o la progenie del mismo segun (42) o (43), en el que el
enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicién 1 de la fucosa se
encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a
en la cadena de azlicar compleja unida mediante N-glucésido es una a-1-6-fucosiltransferasa.

El animal no humano o planta transgénico o la progenie del mismo segun (48), en el que la a-1,6-
fucosiltransferasa es una proteina codificada por un ADN seleccionado de entre el grupo que consiste
en (a), (b), (c) y (d), a continuacion:

(a) un ADN que comprende la secuencia de nucleotidos representada por SEC ID n° 1,
(b) un ADN que comprende la secuencia de nucleotidos representada por SEC ID n° 2,

(c) un ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por
SEC ID n° 1, bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que presenta actividad de al,6-
fucosiltransferasa,

(d) un ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por
SEC ID n° 2, bajo condiciones restrictivas y que codifica una proteina que presenta actividad de
al,6-fucosiltransferasa.

El animal o vegetal no humano transgénico o la progenie del mismo segun cualquiera de entre (42) y

(49), en el que el animal no humano transgénico es un animal seleccionado de entre el grupo que

consiste en vaca, oveja, cabra, cerdo, caballo, ratén, rata, ave, mono y conejo.

Un procedimiento para producir una composicién de anticuerpo, que comprende introducir un gen
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codificante de una molécula de anticuerpo en el animal no humano o planta transgénico o progenie del
mismo segun cualquiera de entre (42) y (50), criar el animal o planta, aislar el tejido o liquido corporal
que comprende el anticuerpo introducido a partir del animal o planta criado, y recuperar la composicion
de anticuerpo a partir del tejido o liquido corporal aislado.

El procedimiento segun (51), en el que la molécula de anticuerpo pertenece a una clase de IgG.

El procedimiento segin (51) o (52), que produce una composicién de anticuerpo que presenta una
actividad citotoxica mediada por células dependiente de anticuerpos mas elevada que una composicion
de anticuerpo obtenida de un animal no humano o planta o la progenie del mismo el genoma del cual no
ha sido modificado.

Una composicion de anticuerpo que se produce utilizando el procedimiento segun (51) a (53).

Un medicamento que comprende la composicion de anticuerpo segun (21), (22), (41) y (54) como
ingrediente activo.

El medicamento segin (55), en el que el medicamento es un farmaco diagnoéstico, un farmaco
preventivo o un farmaco terapéutico para enfermedades acompafiadas de tumores, enfermedades
acompafiadas de alergias, enfermedades acompafiadas de inflamaciones, enfermedades
autoinmunolégicas, enfermedades de 6rganos circulatorios, enfermedades acompafiadas de infecciones
viricas 0 enfermedades acompafiadas de infecciones bacterianas.

Una proteina seleccionada de entre el grupo que consiste en (a), (b), (c), (d), (e), (f), (@), (h), () y (), a
continuacion:

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 71,

(b) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que por lo menos un aminoacido
ha sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de aminoacidos representada
por SEC ID n° 71 y que presenta actividad de GMD,

(c) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 72,

(d) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que por lo menos un aminoacido
ha sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de aminoacidos representada
por SEC ID n°® 72 y que presenta actividad de Fx,

(e) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 73,

(f) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que por lo menos un aminoacido
ha sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de aminoacidos representada
por SEC ID n° 73 y que presenta actividad de GFPP,

(9) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 23,

(h) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que por lo menos un aminoacido
ha sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de aminoacidos representada
por SEC ID n° 23 y que presenta actividad de a-1,6-fucosiltransferasa,

() una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 24,

() una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que por lo menos un aminoacido
ha sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de aminoacidos representada
por SEC ID n° 24 y que presenta actividad de a-1,6-fucosiltransferasa,

Un ADN que codifica la proteina segun (57).

Un ADN seleccionado de entre el grupo que consiste en (a), (b), (c), (d) y (e), a continuacién:

(a) un ADN que comprende la secuencia de nucleotidos representada por SEC ID n° 1,

(b) un ADN que comprende la secuencia de nucleotidos representada por SEC ID n° 2,

(c) un ADN que comprende la secuencia de nucle6tidos representada por SEC ID n° 65,

(d) un ADN que comprende la secuencia de nucle6tidos representada por SEC ID n° 48,
(e) un ADN que comprende la secuencia de nucle6tidos representada por SEC ID n° 51.
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(60) Un ADN gendmico seleccionado de entre el grupo que consiste en (a), (b) y (c), a continuacion:

(a) un ADN gendmico que comprende la secuencia de nucleétidos representada por SEC ID n° 3,
(b) un ADN gendmico que comprende la secuencia de nucleétidos representada por SEC ID n° 67,
(c) un ADN gendmico que comprende la secuencia de nucleétidos representada por SEC ID n° 70.

(61) Un vector diana para la recombinacion homéloga, que comprende una longitud completa del ADN segin
cualquiera de entre (58) y (60), o una parte del mismo.

La célula CHO obtenida de tejido de ovario de hamster chino en la que se ha introducido un gen codificante de
una molécula de anticuerpo introducida segun la presente invencidon puede ser cualquier célula CHO con la
condicidn de que sea una célula CHO obtenida de tejido de ovario de hamster chino en la que se ha introducido
un gen codificante de una molécula de anticuerpo, que produce una composicion de anticuerpo que comprende
cadenas de aztcar complejas unidas mediante N-glucésido unidas a la region Fc de una molécula de anticuerpo,
en la que el total de cadenas de azicar complejas unidas mediante N-glucésido unidas a la region Fc en la
composicion, la proporcion, la proporciéon de cadenas de azucar en las que la fucosa no se encuentra unida a la
N-acetilglucosamina en el extremo reductor de la cadena de azicar es de 20% o superior.

En la presente invencién, la molécula de anticuerpo incluye cualquier molécula con la condicién de que
comprende la regién Fc de un anticuerpo. Entre los ejemplos se incluyen un anticuerpo, un fragmento de
anticuerpo, una proteina de fusiéon que comprende una region Fc y similares.

El anticuerpo es una proteina que es producida en el cuerpo vivo mediante reaccion inmunolégica como
resultado de la estimulacion por antigenos exégenos y que presenta una actividad de unién especifica al
antigeno. Entre los ejemplos del anticuerpo se incluyen un anticuerpo secretado por una célula de hibridoma
preparada a partir de una célula de bazo de un animal inmunizado con un antigeno, un anticuerpo preparado
mediante una técnica de recombinacién genética, es decir un anticuerpo obtenido mediante la introduccién de un
vector de expresion de anticuerpo en el que se ha insertado un gen de anticuerpo en una célula hospedadora, y
similares. Entre los ejemplos especificos se incluyen un anticuerpo producido por un hibridoma, un anticuerpo
humanizado, un anticuerpo humano y similares.

Un hibridoma es una célula que se obtiene mediante fusion celular entre una célula B obtenida mediante la
inmunizacion de un mamifero diferente de un ser humano con un antigeno y una célula de mieloma obtenida del
ratbn o similar y que puede producir un anticuerpo monoclonal que presenta la especificidad de antigeno
deseada.

Entre los ejemplos del anticuerpo humanizado se incluye un anticuerpo hibrido humano, un anticuerpo injertado
con RDC humano y similares.

Un anticuerpo hibrido humano es un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada de
anticuerpo (en adelante denominado "VH", siendo la cadena pesada "cadena H") y una region variable de
cadena ligera de anticuerpo (en adelante denominada "VL", siendo la cadena ligera "cadena L"), ambas de un
animal diferente del ser humano, una regién constante de cadena pesada de anticuerpo humano (en adelante
también denominada "CH") y una regidn constante de cadena ligera de anticuerpo humano (en adelante también
denominado "CL"). Como animal diferente del ser humano, puede utilizarse cualquier animal, tal como el ratén, la
rata, el hamster, el conejo o similar, con la condicion de que pueda prepararse un hibridoma a partir del mismo.

El anticuerpo hibrido humano puede producirse mediante la obtencion del ADNc codificante de VH y VL a partir
de un hibridoma productor de anticuerpos monoclonales, insertandolos en un vector de expresion para una célula
hospedadora que presenta genes codificantes de CH de anticuerpo humano y CL de anticuerpo humano, para
construir de esta manera un vector de expresion de anticuerpo hibrido humano y después introducir el vector en
una célula hospedadora para expresar el anticuerpo.

Como CH del anticuerpo hibrido humano, puede utilizarse cualquier CH, con la condicion de que pertenezca a
una inmunoglobulina humana (en adelante denominada "lg_h"). Aunque las pertenecientes a la clase IgG_h
resultan preferentes, puede utilizarse cualquiera de las subclases pertenecientes a la clase IgG_h, tales como
IgG1_h, IgG2_h, IgG3_h e IgG4_h. Ademas, como CL del anticuerpo hibrido humano, puede utilizarse cualquier
CL, con la condicién de que pertenezca a la clase Ig_h, y también pueden utilizarse cualquiera perteneciente a la
clasek o A

Un anticuerpo injertado con RDC humana es un anticuerpo en el que las secuencias de aminoacidos de las RDC
de VH y VL de un anticuerpo obtenido de un animal diferente del ser humano se injertan en posiciones
apropiadas de VH y VL de un anticuerpo humano.

El anticuerpo con injertacion de RDC humano puede producirse mediante la construccién de los ADNc
codificantes de regiones V en las que las RDC de VH y VL de un anticuerpo obtenido de un animal diferente del

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2639222713

ser humano se injertan en RDC de VH y VL de un anticuerpo humano, insertandolos en un vector de expresion
para una célula hospedadora que presenta genes codificantes de CH de anticuerpo humano y de CL de
anticuerpo humano, para construir de esta manera un vector de expresion de anticuerpo con injertacion de RDC
humano y después introducir el vector de expresion en una célula hospedadora para expresar el anticuerpo con
injertacion de RDC humano.

Como CH del anticuerpo con injertacién de la RDC humano, puede utilizarse cualquier CH, con la condicion de
que pertenezca a hlg, pero aquellos de la clase IgG_h resultan preferentes y puede utilizarse cualquiera de las
subclases pertenecientes a la clase de IgG_h, tal como IgG1_h, IgG2_h, 1gG3_h e IgG4_h. Ademas, como CL
del anticuerpo injertado con RDC humano, puede utilizarse cualquier CL, con la condicién de que pertenezca a la
clase Ig_h, y también pueden utilizarse cualquiera perteneciente ala clase K 0 A.

Un anticuerpo humano es originalmente un anticuerpo existente naturalmente en el cuerpo humano, aunque
también incluye anticuerpos obtenidos de una biblioteca fagica de anticuerpos humanos, un animal transgénico
productor de anticuerpos humanos y una planta transgénica productora de anticuerpos humanos, que se
preparan basandose en los avances recientes en las técnicas de ingenieria genética, de ingenieria celular y de
ingenieria del desarrollo.

Con respecto al anticuerpo existente en el cuerpo humano, puede cultivarse un linfocito capaz de producir el
anticuerpo mediante el aislamiento de un linfocito de sangre periférica humano, inmortalizandolo mediante su
infeccion por virus EB o similar y después clonandolo, y el anticuerpo puede purificarse a partir del cultivo.

La biblioteca fagica de anticuerpos humanos es una biblioteca en la que se expresan fragmentos de anticuerpos,
tales como Fab, anticuerpos de cadena sencilla'y similares, sobre la superficie fagica mediante la insercion de un
gen codificante de un anticuerpo preparado a partir de una célula B humana en un gen fagico. Un fago que
expresa un fragmento de anticuerpo que presenta la actividad de unién de antigeno deseada puede recuperarse
a partir de la biblioteca, utilizando su actividad para unirse a un sustrato inmovilizado con antigeno a modo de
marcador. El fragmento de anticuerpo puede convertirse ademéas en una molécula de anticuerpo humano que
comprende dos cadenas H completas y dos cadenas L completas mediante técnicas de ingenieria genética.

Un animal transgénico no humano productor de anticuerpos humanos es un animal en el que se ha introducido
un gen de anticuerpo humano en las células. Especificamente, un animal transgénico productor de anticuerpos
humanos puede prepararse mediante la introduccion de un gen de anticuerpo humano en una célula ES de un
raton, trasplantando la célula ES en un embrion de estadio temprano de otro ratdbn y seguidamente
desarrollandolo. Mediante la introduccion de un gen humano de anticuerpo hibrido en un huevo fertilizado y
desarrollandolo, también puede prepararse el animal transgénico. Con respecto al método de preparacion de un
anticuerpo humano a partir del animal transgénico productor de anticuerpos humanos, puede producirse el
anticuerpo humano y acumularse en un cultivo mediante la obtencion de un hibridoma productor de anticuerpos
humanos mediante un método de preparacién de hibridomas habitualmente llevado a cabo en mamiferos
diferentes del ser humano y después cultivandolo.

Entre los ejemplos del animal no humano transgénico se incluyen vaca, oveja, cabra, cerdo, caballo, raton, rata,
ave, mono, conejo y similares.

Ademas, en la presente invencion, resulta preferente que el anticuerpo sea un anticuerpo que reconozca un
antigeno de tipo tumoral, un anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con alergia o inflamacién, un
anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con una enfermedad de érgano circulatorio, un anticuerpo que
reconoce un antigeno relacionado con enfermedad autoinmunolégica o un anticuerpo que reconoce un antigeno
relacionado con infeccion virica o bacteriana, y resulta preferente un anticuerpo humano que pertenece a la clase
1gG.

Un fragmento de anticuerpo es un fragmento que comprende la regién Fc de un anticuerpo. Entre los ejemplos
del fragmento de anticuerpo se incluyen un monémero de cadena H, un dimero de cadenas H y similares.

Una proteina de fusibn que comprende una regidbn Fc es una composicion en la que un anticuerpo que
comprende la region Fc de un anticuerpo o el fragmento de anticuerpo se fusiona con una proteina, tal como un
enzima, una citoquina o similar.

En la presente invencion, entre los ejemplos de la cadena de azlcar que se une a la region Fc de una molécula
de anticuerpo se incluyen una cadena de azlcar unida mediante N-glucésido. Entre los ejemplos de la cadena de
azucar unida mediante N-glucésido se incluyen un tipo complejo en el que el lado de extremo no reductor de la
estructura nuclear presenta una o una pluralidad de ramas paralelas de galactosa-N-acetilglucosamina (en
adelante denominadas "Gal-GIcNAc") y el lado de extremo no reductor de Gal-GIcNAc presenta una estructura,
tal como acido sialico, N-acetilglucosamina bisectante o similar.

En un anticuerpo, la regién Fc presenta posiciones a las que se une una cadena de azlcar unida mediante N-
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glucosido que se describira a continuacion. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, se unen dos cadenas de
azucar por cada molécula de anticuerpo. Debido a que la cadena de azlUcar unida mediante N-glucosido que se
une a un anticuerpo incluye cualquier cadena de azlcar que presenta la estructura nuclear representada por la
formula estructural (1), pueden resultar posibles varias combinaciones de cadenas de azlcar para las dos
cadenas de azlcar unidas mediante N-glucdsido que se unen al anticuerpo. De acuerdo con lo anterior, puede
considerarse la identidad de las sustancias desde el punto de vista de la estructura sacérida unida a la region Fc.

En la presente invencién, la composicion que comprende una molécula de anticuerpo que presenta cadenas de
azucar complejas unidas mediante N-glucosido en la region Fc puede comprender un anticuerpo que presenta la
misma estructura de cadena de azlcar o un anticuerpo que presenta diferentes estructuras de cadena de az(car,
con la condicidn de que se obtenga el efecto de la presente invencion a partir de la composicién.

En la presente invencion, la proporciéon de una cadena de azlcar en la que la fucosa no se encuentra unida a la
N-acetilglucosamina en el extremo reductor de la cadena de azlcar de entre el total de cadenas de azucar
complejas unidas mediante N-glucdsido a la regiébn Fc contenida en la composicion de anticuerpo es la
proporcion del nimero de cadenas de azUcar en las que la fucosa no se encuentra unida a la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor en la cadena de azlcar respecto al nimero total de cadenas de azlcar
complejas unidas mediante N-glucésido unidas a la regidon Fc contenida en la composicién.

En la presente invencion, la cadena de azicar en la que la fucosa no se encuentra unida a la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor en la cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucésido es una
cadena de azlcar en la que la fucosa no se encuentra unida a la N-acetilglucosamina en el extremo reductor
mediante un enlace a en la cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucosido. Entre los ejemplos se
incluyen una cadena de aziicar compleja unida mediante N-glucésido en la que la posicion 1 de la fucosa no se
encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina mediante un enlace a.

La composicién de anticuerpo mostraba una elevada actividad de ADCC en el caso de que la proporcién de
cadena de azlcar en la que la fucosa no se encuentra unida a la N-acetilglucosamina en el extremo reductor en
la cadena de azucar de entre el total de cadenas de azlcar complejas unidas mediante N-glucdsido de unién a la
region Fc contenida en la composicion de anticuerpo producida segin la presente invencién preferentemente es
de 20% o superior, mas preferentemente de 25% o superior, todavia mas preferentemente de 30% o superior,
todavia mas preferentemente de 40% o superior, y todavia mas preferentemente de 50% o superior. A medida
que se reduce la concentracién de anticuerpos, se reduce la actividad de la ADCC, aunque puede obtenerse una
actividad elevada de ADCC aunque la concentracion de los anticuerpos sea baja, con la condicion de que la
proporcion de la cadena de azlcar en la que la fucosa no se encuentra unida a la N-acetilglucosamina en el
extremo reductor en la cadena de azlcar es de 20% o superior.

La proporcion de cadena de azlcar en la que la fucosa no se encuentra unida a la N-acetilglucosamina en el
extremo reductor en la cadena de azlcar contenida en la composicion que comprende una molécula de
anticuerpo que presenta cadenas de azicar complejas unidas mediante N-glucésido en la regién Fc puede
determinarse liberando la cadena de azlcar de la molécula de anticuerpo utilizando un método conocido, tal
como la hidrazinolisis, la digestién enzimatica o similar [Biochemical Experimentation Methods 23 - Method for
Studying Glycoprotein Sugar Chain (Japan Scientific Societies Press), editado por Reiko Takahashi, 1989],
realizando el marcaje fluorescente o el marcaje con is6topo radioactivo de la cadena de azucar liberada y
separando después la cadena de azlcar marcada mediante cromatografia. Ademas, la cadena de azucar
liberada también puede determinarse mediante el andlisis de la misma utilizando el método HPAED-PAD [J. Lig.
Chromatogr. 6:1557, 1983].

En la presente invencion, las células CHO derivadas de tejido de ovario de hamster chino incluye cualquier célula
gue sea una estirpe celular establecida a partir de un tejido ovarico de hamster chino (Cricetulus griseus). Entre
los ejemplos de las células CHO indicadas en documentos tales como Journal of Experimental Medicine 108:945,
1958; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 60:1275, 1968; Genetics 55:513, 1968; Chromosoma 41:129, 1973; Methods in
Cell Science 18:115, 1996; Radiation Research 148.260, 1997; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216, 1980; Proc.
Natl. Acad Sci. 60:1275, 1968; Cell 6:121, 1975; Molecular Cell Genetics, apéndices | y Il (paginas 883 a 900) y
similares. Ademas, también pueden proporcionarse como ejemplos las estirpes celulares CHO-K1 (ATCC n°
CCL-61), DUXB11 (ATCC n°® CCL-9096) y Pro-5 (ATCC n° CCL-1781) registrados en la ATCC (The American
Type Culture Collection) y una sub-linea celular disponible comercialmente CHO-S (Life Technologies, n° de cat.
11619) o lineas subcelulares obtenidas mediante la adaptacion de estirpes celulares utilizando diversos medios.

En la presente invencion, el enzima relacionado con la sintesis de un azUcar-nucleétido intracelular, la GDP-
fucosa, puede ser cualquier enzima con la condicion de que sea un enzima relacionado con la sintesis del
azucar-nucledétido intracelular, GDP-fucosa, como fuente de suministro de fucosa a una cadena de azlcar. El
enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleotido intracelular, la GDP-fucosa, es un enzima que
presenta una influencia sobre la sintesis del azicar-nucleoétido intracelular GDP-fucosa.

El aztcar-nucleétido intracelular GDP-fucosa es suministrado mediante una ruta de sintesis de novo o una ruta
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de sintesis de reutilizacion. De esta manera, todos los enzimas relacionados con las rutas de sintesis estan
incluidos en el enzima relacionado con la sintesis de un azUlcar-nucleétido intracelular, la GDP-fucosa.

Entre los ejemplos del enzima relacionado con la ruta de sintesis de novo del azlcar-nucleoétido intracelular, la
GDP-fucosa, se incluyen GDP-manosa 4,6-deshidratasa (en adelante denominado "GMD"), GDP-ceto-6-
desoximanosa 3,5-epimerasa 4,6-reductasa (en adelante denominado "Fx") y similares.

Entre los ejemplos del enzima relacionado con la ruta de sintesis de reutilizacion del azucar-nucleoétido
intracelular, GDP-fucosa, se incluyen la GDP-beta-L-fucosa pirofosforilasa (en adelante denominada "GFPP"), la
fucoquinasa y similares.

Como enzima que presenta influencia sobre la sintesis de un azlcar-nucle6tido intracelular, la GDP-fucosa,
también se encuentra incluido un enzima que presenta influencia sobre la actividad del enzima relacionado con la
sintesis del azucar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, y un enzima que presenta influencia sobre la estructura
de sustancias como sustrato del enzima.
En la presente invencion, entre los ejemplos de la GMD se incluyen:

una proteina codificada por un ADN de (a) o (b) a continuacion:

(a) un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por SEC ID n° 65,

(b) un ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por SEC
ID n° 65, bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que presenta actividad de GMD,

(c) una proteina que comprende la secuencia de aminoécidos representada por SEC ID n°® 71,

(d) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que por lo menos un aminoacido ha
sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de aminoacidos representada por
SECID n° 71 y que presenta actividad de GMD,

(e) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una homologia de por lo
menos 80% respecto a la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 71 y que presenta
actividad de GMD, y similares.

Ademas, entre los ejemplos del ADN codificante de la secuencia de aminoacidos de GMD se incluyen un ADN
que comprende la secuencia de nuclettidos representada por la SEC ID n° 65 y un ADN que se hibrida con el
ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEC ID n° 65 bajo condiciones restrictivas
y codifica una secuencia de aminoacidos que presenta actividad de GMD.
En la presente invencion, entre los ejemplos de Fx se incluyen:

una proteina codificada por un ADN de (a) o (b) a continuacion:

(a) un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por SEC ID n° 48,

(b) un ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por SEC
ID n° 48, bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que presenta actividad de Fx,

(c) una proteina que comprende la secuencia de aminoécidos representada por SEC ID n°® 72,

(d) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que por lo menos un aminoacido ha
sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de aminoacidos representada por
SEC ID n° 72 y que presenta actividad de Fx,

(e) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una homologia de por lo
menos 80% respecto a la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 72 y que presenta
actividad de Fx, y similares.

Ademas, entre los ejemplos del ADN codificante de la secuencia de aminoacidos de Fx se incluyen un ADN que
comprende la secuencia de nucleotidos representada por la SEC ID n° 48 y un ADN que se hibrida con el ADN
que comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEC ID n° 48 bajo condiciones restrictivas y
caodifica una secuencia de aminoacidos que presenta actividad de Fx.

En la presente invencion, entre los ejemplos de la GFPP se incluyen:
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una proteina codificada por un ADN de (a) o (b) a continuacion:
(a) un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por SEC ID n° 51,

(b) un ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por SEC
ID n° 51, bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que presenta actividad de GFPP,

(c) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 73,

(d) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que por lo menos un aminoacido ha
sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de aminoacidos representada por
SEC ID n° 73 y que presenta actividad de GFPP,

(e) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una homologia de por lo
menos 80% respecto a la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 73 y que presenta
actividad de GFPP, y similares.

Ademas, entre los ejemplos del ADN codificante de la secuencia de aminoéacidos de GFPP se incluyen un ADN
que comprende la secuencia de nuclettidos representada por la SEC ID n° 51 y un ADN que se hibrida con el
ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEC ID n° 51 bajo condiciones restrictivas
y codifica una secuencia de aminoacidos que presenta actividad de Fx.

En la presente invencion, el enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la
posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor
mediante enlace a en la cadena de azucar compleja unida mediante N-glucésido incluye cualquier enzima, con la
condicién de que sea un enzima relacionado con la reaccion de union de la posicion 1 de la fucosa a la posicion
6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en la cadena de azlicar compleja unida
mediante N-glucésido. El enzima relacionado con la reaccién de unién de la posicién 1 de la fucosa a la posicion
6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en la cadena de azlicar compleja unida
mediante N-glucosido se refiere a un enzima relacionado con la reaccion de union de la posicién 1 de la fucosa a
la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en la cadena de azlcar
compleja unida mediante N-glucésido.

Entre los ejemplos del enzima relacionado con la reaccion de unién de la posicion 1 de la fucosa a la posicion 6
de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en la cadena de azlcar compleja unida
mediante N-glucosido se incluyen la a-1,6-fucosiltransferasa, la a-L-fucosidasa y similares.

Ademas, entre los ejemplos se incluye un enzima que influye sobre la actividad del enzima relacionado con la
reaccion de unidn de la posicion 1 de la fucosa a la posicién 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor
mediante enlace a en la cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucdsido y un enzima que influye sobre
la estructura de sustancias como sustrato del enzima.

En la presente invencion, entre los ejemplos de la a-1,6-fucosiltransferasa se incluyen:
una proteina codificada por un ADN de (a), (b), (c) o (d) a continuacién:

(a) un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por SEC ID n° 1,
(b) un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por SEC ID n° 2,

(c) un ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por SEC
ID n® 1, bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que presenta actividad de al,6-
fucosiltransferasa,

(d) un ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por SEC
ID n° 2, bajo condiciones restrictivas y que codifica una proteina que presenta actividad de al,6-
fucosiltransferasa,

(e) una proteina que comprende la secuencia de aminoécidos representada por SEC ID n° 23,
(f) una proteina que comprende la secuencia de aminoécidos representada por SEC ID n° 24,

(9) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que por lo menos un aminoacido ha
sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de aminoacidos representada por
SEC ID n° 23 y que presenta actividad de a-1,6-fucosiltransferasa,

(h) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que por lo menos un aminoacido ha
sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de aminoacidos representada por
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SEC ID n° 24 y que presenta actividad de a-1,6-fucosiltransferasa,

() una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una homologia de por lo
menos 80% respecto a la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 23 y que presenta
actividad de a-1,6-fucosiltransferasa,

() una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una homologia de por lo
menos 80% respecto a la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 24 y que presenta
actividad de a-1,6-fucosiltransferasa, y similares.

Ademas, entre los ejemplos del ADN codificante de la secuencia de aminoacidos de la a-1,6-fucosiltransferasa
se incluyen un ADN que comprende la secuencia de nucledtidos representada porla SECID n°® 1 0o n° 2 y un
ADN que se hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucledtidos representada por la SEC ID n° 1 o
n° 2 bajo condiciones restrictivas y codifica una secuencia de aminoacidos que presenta actividad de a-1,6-
fucosiltransferasa.

En la presente invencion, un ADN que se hibrida bajo condiciones restrictivas es un ADN obtenido mediante, por
ejemplo, un método tal como la hibridacién de colonias, la hibridacion de placas o la hibridacion de transferencia
southern utilizando un ADN tal como el ADN que presenta la secuencia de nucleétidos representada por la SEC
ID n°1, n° 2, n° 48, n°51 o0 n° 65 0 un fragmento parcial de la misma a modo de sonda, y especificamente
incluye un ADN que puede identificarse llevando a cabo la hibridacién a 65°C en presencia de cloruro sodico 0,7
a 1,0 M utilizando un filtro en el que se inmovilizan fragmentos de ADN derivados de una colonia o placa, seguido
del lavado del filtro a 65°C con solucién 0,1 a 2 x SSC (composicidn de la solucién 1 x SSC que comprende
cloruro sodico 150 mM y citrato sodico 15 mM). La hibridacion puede llevarse a cabo siguiendo los métodos
descritos en, por ejemplo, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2a ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1989) (en adelante denominado "Molecular Cloning, Second Edition"), Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons, 1987-1997 (en adelante denominado "Current Protocols in Molecular Biology"); DNA Cloning
1: Core Techniques, A Practical Approach, Second Edition, Oxford University, 1995, y similares. Entre los
ejemplos del ADN hibridable se incluye un ADN que presenta una homologia de por lo menos 60% o superior,
preferentemente de 70% o superior, mas preferentemente de 80% o superior, todavia mas preferentemente de
90% o superior, todavia mas preferentemente de 95% o superior, respecto a la secuencia de nucleétidos
representada porla SEC ID n° 1, n°® 2, n® 48, n° 51 o n° 65.

En la presente divulgacion, puede obtenerse la proteina que comprende una secuencia de aminoécidos en la
que por lo menos un aminoéacido ha sido delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido a la secuencia de
aminoacidos representada por la SEC ID n°® 23, n°® 24, n® 71, n°® 72 o n°® 73 y que presenta actividad de a-1,6-
fucosiltransferasa, actividad de GMD, actividad de Fx o actividad de GFPP, por ejemplo mediante la introduccion
de mutacion dirigida a sitio en un ADN codificante de una proteina que presenta la secuencia de aminoacidos
representada por la SEC ID n® 1, n° 2, n® 65, n° 48 o0 n° 51, respectivamente, utilizando la mutagénesis dirigida a
sitio descrita en, por ejemplo, Molecular Cloning, segunda edicién; Current Protocols in Molecular Biology;
Nucleic Acids Research 10:6487, 1982; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:6409, 1982; Gene 34:315, 1985; Nucleic
Acids Research 13:4431, 1985; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488, 1985, y similares. El numero de aminoacidos
que debe delecionarse, sustituirse, insertarse y/o afiadirse es uno o0 mas, y el nUmero no se encuentra
particularmente limitado, aunque es un nimero que puede delecionarse, sustituirse o afadirse mediante una
técnica conocida, tal como la mutagénesis dirigida a sitio, por ejemplo es de 1 a varias decenas, preferentemente
de entre 1 y 20, mas preferentemente de entre 1 y 10, y todavia mas preferentemente de entre 1y 5.

Ademas, con el fin de mantener la actividad de a-1,6-fucosiltransferasa, la actividad de GMD, la actividad de Fx o
la actividad de GFPP de la proteina que debe utilizarse en la presente invencién, presenta una homologia de por
lo menos 80% o superior, preferentemente de 85% o superior, mas preferentemente de 90% o superior, todavia
mas preferentemente de 95% o superior, todavia mas preferentemente de 97% o superior, y todavia mas
preferentemente de 99% o superior, respecto a la secuencia de aminoéacidos representada por la SEC ID n° 23,
n° 24, n° 71, n°® 72 o n° 73, calculada utilizando software de andlisis, tal como BLAST [J. Mol. Biol. 215:403,
1990], FASTA [Methods in Enzymology 183:63, 1990] o similares.

Entre los ejemplos de la célula CHO utilizada segun la presente invencion se incluyen una célula en la que la
actividad enzimética se encuentra reducida o delecionada.

Entre las células en las que la actividad de un enzima se encuentra reducida o delecionada se incluyen las
células en las que la actividad de un enzima relacionado con la modificacion de un azucar-nucleétido intracelular,
la GDP-fucosa o la actividad de un enzima relacionado con la modificaciéon de una cadena de azlcar, en la que
la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor
mediante un enlace a en la cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucésido se encuentra reducida o
delecionada. Como método para obtener dichas células, puede utilizarse cualquier técnica, con la condicion de
que pueda reducir o delecionar la actividad enzimatica de interés. Entre los ejemplos de la técnica para reducir o
delecionar la actividad enzimatica se incluyen:
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(a) una técnica de disrupcion génica con diana en un gen codificante del enzima,

(b) una técnica para introducir un mutante negativo dominante de un gen codificante del enzima,
(c) una técnica para introducir una mutacion en el enzima,

(d) una técnica para inhibir la transcripcion y/o la traduccién de un gen codificante del enzima.

(e) una técnica para seleccionar una estirpe celular resistente a una lectina que reconoce una cadena de
azucar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina
en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlcar compleja unida mediante N-
glucosido, y similares.

En la presente memoria, puede obtenerse la estirpe celular resistente a lectina mediante el cultivo de una estirpe
celular en un medio que comprende una concentracion predeterminada de lectina y después mediante la
seleccion de una estirpe celular que adquiere dicha propiedad de manera que su tasa de supervivencia se
incrementa en por lo menos 2 veces, preferentemente en 3 veces, y mas preferentemente en 5 veces o mas, que
la estirpe celular parental con significancia estadistica. Ademas, también puede obtenerse mediante el cultivo de
una estirpe celular en un medio que comprende lectina, seguido de la seleccion de una estirpe celular que puede
cultivarse a una determinada tasa de supervivencia, por ejemplo una tasa de supervivencia de 80%, a una
concentracion de lectina de por lo menos 2 veces, preferentemente de 5 veces, mas preferentemente de 10
veces, y todavia mas preferentemente de 20 veces o0 mas, que la estirpe celular parental.

Como lectina que reconoce una estructura de cadena de azlcar en la que la posicion 1 la fucosa se encuentra
unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de
azucar unida mediante N-glucésido, puede utilizarse cualquier lectina puede reconocer la estructura de cadena
de azlcar. Entre los ejemplos se incluyen una lectina de Lens culinaris LCA (aglutinina de lenteja obtenida de
Lens culinaris), una lectina de guisante PSA (lectina de guisante obtenida de Pisum sativum), una lectina de
haba VFA (aglutinina obtenida de Vicia faba), una lectina de Aleuria aurantia AAL (lectina obtenida de Aleuria
aurantia) y similares.

La célula CHO de la presente invenciéon puede producir una composicion de anticuerpo que presenta una
actividad de ADCC mas elevada que la de una composicién de anticuerpo producida por la célula CHO parental
antes de aplicar la técnica para reducir o eliminar la actividad enzimatica de interés.

Ademas, la célula CHO utilizada segun la presente invencion puede producir una composicién de anticuerpo que
presenta una actividad de ADCC mas alta que la de una composicion de anticuerpo en la que, del total de
cadenas de azlcar complejas unidas mediante N-glucosido unidas a la regidon Fc contenidas en la composicion
de anticuerpo, la proporcién de cadenas de azlcar en las que la fucosa no se encuentra unida a la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor de la cadena de azlcar es inferior a 20%.

Un ejemplo de la estirpe celular parental que debe utilizarse en la presente invencion es una célula en la que la
actividad de un enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa o la
actividad de un enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la
fucosa se encuentra unida a la posicién 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a
en la cadena de azlicar compleja unida mediante N-glucésido no se encuentra reducida. Especificamente, se
utiliza una célula que no ha sido tratada para reducir o anular la actividad de un enzima relacionado con la
sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o la actividad de un enzima relacionado con la
modificacion de una cadena de azUcar, en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posiciéon 6 de
la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlcar compleja unida
mediante N-glucésido.

En la presente invencién, la actividad de ADCC es una actividad citotoxica en la que un anticuerpo unido a un
antigeno de superficie celular sobre una célula tumoral en el cuerpo vivo activa una célula efectora mediante un
receptor de Fc existente sobre la region de Fc de anticuerpo y la superficie de la célula efectora, obstruyendo de
esta manera la célula tumoral y similares [Monoclonal Antibodies: Principles and Applications, Wiley-Liss, Inc.,
capitulo 2.1, 1955]. Entre los ejemplos de la célula efectora se incluyen una célula asesina, una célula asesina
natural, un macréfago activado y similares.

La presente invencién se refiere ademas a la utilizacion de una célula en la que la actividad de un enzima
relacionado con la sintesis de un azUcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa o la actividad de un enzima
relacionado con la modificacion de una cadena de azucar en la que la posicién 1 de la fucosa se encuentra unida
a la posicién 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlcar
compleja unida mediante N-glucosido se reduce mediante una técnica de ingenieria genética (a la que se hace
referencia en la presente memoria en adelante como “la célula hospedadora de la presente invencion”). La célula
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hospedadora de la presente invencion resulta Util como célula hospedadora para producir una composicion de
anticuerpo que presenta una actividad de ADCC elevada.

La célula hospedadora utilizada segun la presente invencion puede ser cualquier huésped, con la condicion de
que pueda expresar una molécula de anticuerpo. Entre los ejemplos se incluyen una célula de levadura, una
célula animal, una célula de insecto, una célula vegetal y similares. Entre los ejemplos de las células se incluyen
aquellas que a continuacion se proporcionan en el item 3. Entre las células animales entre los ejemplos
preferentes se incluyen una célula CHO obtenida de un tejido de ovario de hamster chino, una estirpe celular de
mieloma de rata YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20, una estirpe celular de mieloma de rata NSO, un mieloma de raton
SP2/0-Ag14, una célula BHK derivada de un tejido renal de hamster sirio, una célula de hibridoma productor de
anticuerpos, una célula Namalwa de la estirpe celular de leucemia humana, una célula madre embrionaria, una
célula de huevo fertilizado y similares.

A continuacion se describe en detalle la presente invencion.

1. Preparacién de la célula hospedadora de la presente invencién

La célula hospedadora de la presente invencién puede prepararse mediante las técnicas siguientes. Las técnicas
bajo los puntos (1)(a)-(e),2-4 son divulgadas en la misma.

(1) Técnica de disrupcién génica con diana en un gen codificante de un enzima

La célula hospedadora de la presente invencion puede prepararse utilizando una técnica de disrupcion génica
utilizando como diana un enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o
un enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se
encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la
cadena de azicar compleja unida mediante N-glucésido. Entre los ejemplos del enzima relacionado con la
sintesis de un azucar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, se incluyen GMD, Fx, GFPP, fucoquinasa y similares.
Entre los ejemplos del enzima relacionado con la modificacién de una cadena de azlcar en la que la posicion 1
de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante
enlace a en la cadena de azicar compleja unida mediante N-glucésido se incluyen la a-1,6-fucosiltransferasa, la
a-L-fucosidasa y similares.

El gen tal como se utiliza en la presente memoria incluye ADN y ARN.

El método de disrupcion génica puede ser cualquier método, con la condicién de que se incluya la posibilidad de
interrumpir el gen del enzima diana. Entre los ejemplos se incluyen un método antisentido, un método de
ribozima, un método de recombinacién homdloga, un método RDO, un método de ARNi, un método en que se
utilizan retrovirus, un método en que se utlizan trasposones y similares. Los métodos se describen
especificamente a continuacion.

(a) Preparacion de la célula hospedadora de la presente invencion mediante el método antisentido o el método
de ribozima.

La célula hospedadora de la presente invencién puede prepararse mediante el método de ribozima descrito en
Cell Technology 12:239, 1993; Bio/Technology 17:1097, 1999; Hum. Mol. Genet. 5:1083, 1995; Cell Technology
13:255, 1994; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:1886, 1999, o similar, por ejemplo de la manera siguiente, utilizando
como diana un enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o un enzima
relacionado con la modificacion de una cadena de azucar en la que la posicién 1 de la fucosa se encuentra unida
a la posicién 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlcar
compleja unida mediante N-glucdsido.

Se prepara un ADNc o un ADN gendmico codificante de un enzima relacionado con la sintesis de un az(car-
nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o un enzima relacionado con la modificacién de una cadena de azlcar en la
que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo
reductor mediante un enlace a en la cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucésido.

Se determina la secuencia de nucledétidos del ADNc o ADN gendmico preparado.

Basandose en la secuencia de ADN determinada, se disefia una longitud apropiada de un gen antisentido o
constructo de ribozima que comprende una fraccion de ADN que codifica el enzima relacionado con la sintesis
de un azUlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa o el enzima relacionado con la modificacién de una cadena de
azucar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el
extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de aztcar compleja unida mediante N-glucésido una parte
de su regién no traducida o un intrén.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2639222713

Con el fin de expresar el gen antisentido o ribozima en una célula, se prepara un vector recombinante mediante
la insercidn de un fragmento o la longitud total del ADN preparado cadena abajo del promotor de un vector de
expresion apropiado.

Se obtiene un transformante mediante la introduccion del vector recombinante en una célula hospedadora
adecuada para el vector de expresion.

La célula hospedadora de la presente invencion puede obtenerse mediante la seleccidon de un transformante
basada en la actividad del enzima relacionado con la sintesis de un aztcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa o
enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se
encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la
cadena de azilcar compleja unida mediante N-glucdsido. La célula hospedadora de la presente invencion
también puede obtenerse mediante la seleccion de un transformante basandose en la estructura de cadena de
azucar de una glucoproteina sobre la membrana celular o la estructura de cadena de aztcar de la molécula de
anticuerpo producida.

Como célula hospedadora utilizada para la produccion de la célula hospedadora de la presente invencion, puede
utilizarse cualquier célula, tal como de levadura, célula animal, célula de insecto o célula vegetal, con la condicion
de que presente un gen codificante del enzima diana relacionado con la sintesis de un azicar-nucleé6tido
intracelular, GDP-fucosa 0 enzima relacionado con la modificacién de una cadena de azlcar en la que la
posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor
mediante un enlace a en la cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucosido. Entre los ejemplos se
incluyen células hospedadoras que se describiran a continuacién, en el item 3.

Como vector de expresion, se utiliza un vector que es de replicacién autbnoma en la célula hospedadora o que
puede integrarse en el cromosoma y comprende un promotor en una posicion que permite que el gen antisentido
o ribozima disefiado pueda transferirse. Entre los ejemplos se incluyen vectores de expresion que se describiran
a continuacion, en el item 3.

Con respecto al método para introducir un gen en diversas células hospedadoras, pueden utilizarse los métodos
para introducir vectores recombinantes adecuados para diversas células hospedadoras, que se describiran a
continuacién, en el item 3.

El método a continuacion puede ejemplificarse como el método de seleccién de un transformante basado en la
actividad del enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa o la actividad
de un enzima relacionado con la modificaciéon de una cadena de azucar en la que la posicién 1 de la fucosa se
encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la
cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucésido.

Método para la seleccién de un transformante:

Entre los ejemplos del método para seleccionar una célula en la que se encuentra reducida la actividad de un
enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa o la actividad de un enzima
relacionado con la modificacion de una cadena de azucar en la que la posicién 1 de la fucosa se encuentra unida
a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en la cadena de azlcar
compleja unida mediante N-glucésido se incluyen métodos bioquimicos o técnicas de ingenieria genética
descritos en New Biochemical Experimentation Series 3 - Saccharides |, Glycoprotein (Tokyo Kagaku Dojin),
editado por la Japanese Biochemical Society, 1988; Cell Engineering, suplemento, Experimental Protocol Series,
Glycobiology Experimental Protocol, Glycoprotein, Glycolipid and Proteoglycan (Shujun-sha), editado por Naoyuki
Taniguchi, Akemi Suzuki, Kiyoshi Furukawa y Kazuyuki Sugawara, 1996; Molecular Cloning, segunda edicion;
Current Protocols in Molecular Biology; y similares. Entre los ejemplos del método bioquimico se incluyen un
método en el que se evalla la actividad enziméatica utilizando un sustrato especifico de enzima y similares. Entre
los ejemplos de la técnica de ingenieria genética se incluye el andlisis northern, la RT-PCR y similares que miden
la cantidad de ARNm de un gen codificante del enzima.

Entre los ejemplos del método para seleccionar un transformante basandose en la estructura de la cadena de
azucar de una glucoproteina sobre la membrana celular se incluyen los métodos que se describen a
continuacion, en el item 1(5). Entre los ejemplos del método para seleccionar un transformante basandose en la
estructura de la cadena de azicar de una molécula de anticuerpo producida se incluyen los métodos que se
describen a continuacion, en los items 5y 6.

Como método para preparar un ADNc codificante de un enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-
nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o un enzima relacionado con la modificacién de una cadena de azlcar en la
que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo
reductor mediante un enlace a en la cadena de azlUcar compleja unida mediante N-glucésido, se proporciona a
modo de ejemplo el método siguiente.
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Preparacion de ADN:

Se preparé un ARN total o ARNm a partir de un tejido o célula humano o animal no humano.
Se preparé una biblioteca de ADNc a partir del ARN total o ARNm preparado.

Se producen cebadores degenerados basandose en la secuencia de aminoacidos de un enzima relacionado con
la sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o un enzima relacionado con la modificacién de una
cadena de azucar en la que la posiciébn 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en la cadena de azGcar compleja unida mediante N-
glucosido, y se obtiene un fragmento génico codificante del enzima relacionado con la sintesis de un azicar-
nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o el enzima relacionado con la modificacién de una cadena de azUlcar en la
que la posicidon 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo
reductor mediante enlace a en la cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucésido, mediante PCR
utilizando la biblioteca de ADNc preparada como molde.

Se prepara un ADN codificante del enzima relacionado con la sintesis de un azicar-nucle6tido intracelular, GDP-
fucosa o el enzima relacionado con la modificacién de una cadena de azicar en la que la posicién 1 de la fucosa
se encuentra unida a la posicién 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la
cadena de azucar compleja unida mediante N-glucdsido puede obtenerse mediante cribado de la biblioteca de
ADNCc utilizando el fragmento génico obtenido a modo de sonda.

Con respecto al ARNm de un tejido o célula humano o no humano, puede utilizarse un producto disponible
comercialmente (por ejemplo fabricado por Clontech) o puede prepararse a partir de un tejido o célula humano o
no humano de la manera siguiente. Entre los ejemplos del método para preparar un ARN total a partir de un
tejido o célula humano o animal no humano se incluye el método de tiocianato de guanidina-trifluoroacetato de
cesio [Methods in Enzymology 154:3, 1987], el método de tiocianato de guanidinio-fenol-cloroformo &cido
(AGPC) [Analytical Biochemistry 162:156, 1987; Experimental Medicine 9:1937, 1991] y similares.

Ademas, entre los ejemplos del método de preparacion de ARNm a partir de un ARN total como ARN poli(A)* se
incluyen un método de columna de celulosa con oligo(dT) inmovilizado (Molecular Cloning, segunda edicion) y
similares.

Ademas, puede prepararse ARNm utilizando un kit, tal como el kit de aislamiento de ARNm Fast Track (fabricado
por Invitrogen), el kit de purificacion de ARNm Quick Prep (fabricado por Pharmacia) o similares.

Se prepar6 una biblioteca de ADNc a partir del ARNm preparado de un tejido o célula humano o animal no
humano. Entre los ejemplos del método de preparacion de bibliotecas de ADNc se incluyen los métodos
descritos en Molecular Cloning, segunda edicion; Current Protocols in Molecular Biology; A Laboratory Manual,
segunda edicion, 1989, y similares, o0 métodos utilizando kits disponibles comercialmente, tales como el sistema
de plasmidos SuperScript para la sintesis de ADNc y la clonacion de plasmidos (fabricado por Life Technologies),
el kit de sintesis de ADNc-ZAP (fabricado por STRATAGENE) y similares.

Como vector de clonacién para la utilizacion en la preparacion de la biblioteca de ADNc, puede utilizarse
cualquier vector, tal como un vector fagico, un vector plasmido o similar, con la condicion de que sea
autbnomamente replicable en Escherichia coli K12. Entre los ejemplos se incluyen ZAP Express [fabricado por
Stratagene, Strategies 5:58, 1992], pBluescript Il SK(+) [Nucleic Acids Research 17:9494, 1989], Lambda ZAP I
(fabricado por STRATAGENE), Agt10 y Agtll [DNA Cloning, A Practical Approach, 1, 49, 1985], ATriplEx
(fabricado por Clontech), XExCell (fabricado por Pharmacia), pcD2 [Mol. Cell. Biol. 3:280, 1983], pUC18 [Gene
33:103, 1985] y similares.

Puede utilizarse cualquier microorganismo como microorganismo huésped, aunque preferentemente se utiliza
Escherichia coli. Entre los ejemplos se incluyen Escherichia coli XL1-Blue MRF' [fabricado por STRATAGENE,
Strategies 5:81, 1992], Escherichia coli C600 [Genetics 39:440, 1954], Escherichia coli Y1088 [Science 222:778,
1983], Escherichia coli Y1090 [Science 222:778, 1983], Escherichia coli NM522 [J. Mol. Biol. 166:1, 1983],
Escherichia coli K802 [J. Mol. Biol., 16:118, 1966], Escherichia coli IM105 [Gene 38:275, 1985] y similares.

La biblioteca de ADNc puede utilizarse sin modificacion en los analisis posteriores y con el fin de obtener un
ADNCc de longitud completa con la maxima eficiencia posible mediante la reduccion de la proporcion de ADNc de
longitud completa, puede utilizarse una biblioteca de ADNc preparada utilizando el método de caperuza oligo
desarrollado por Sugano et al. [Gene 138:171, 1994; Gene 200:149, 1997; Protein, Nucleic Acid and Protein
41:603, 1996; Experimental Medicine 11:2491, 1993; cDNA Cloning (Yodo-sha) (1996); Methods for Preparing
Gene Libraries (Yodo-sha) (1994)] en el andlisis a continuacion.

Se prepararon cebadores degenerados especificos para las secuencias de nucle6tidos 5'-terminales y 3'-
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terminales de una secuencia de nucledtidos que se considera que codifica la secuencia de aminoacidos,
baséndose en la secuencia de amino&cidos del enzima relacionado con la sintesis de un azucar-nucle6tido
intracelular, GDP-fucosa, o el enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la
posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor
mediante enlace a en la cadena de azUcar compleja unida mediante N-glucésido y el ADN se amplificdé mediante
PCR [PCR Protocols, Academic Press, 1990] utilizando la biblioteca de ADNc preparada como molde para
obtener un fragmento génico codificante del enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleé6tido
intracelular, GDP-fucosa, o el enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la
posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor
mediante enlace a en la cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucésido.

Puede confirmarse que el fragmento génico obtenido es un ADN codificante del enzima relacionado con la
sintesis de un azucar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o el enzima relacionado con la modificacion de una
cadena de azucar en la que la posiciébn 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlicar compleja unida mediante
N-glucdsido, mediante un método utilizado habitualmente para analizar un nucleétido, tal como el método dideoxi
de Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 5463 (1977)], un analizador de secuencias de nucleétidos
ABIPRISM 377 DNA Sequencer (fabricado por PE Biosystems) o similar.

Se preparé un ADN codificante del enzima relacionado con la sintesis de un azicar-nucle6tido intracelular, GDP-
fucosa, o el enzima relacionado con la modificacién de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa
se encuentra unida a la posicién 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la
cadena de azUcar compleja unida mediante N-glucésido puede obtenerse llevando a cabo la hibridacion de
colonias o la hibridacion de placas (Molecular Cloning, segunda edicion) para el ADNc o la biblioteca de ADNc
sintetizada a partir del ARNm contenido en el tejido o célula humano o animal no humano, utilizando el fragmento
génico a modo de sonda de ADN.

Ademas, un ADN codificante del enzima relacionado con la sintesis de un aztcar-nucleétido intracelular, GDP-
fucosa, o el enzima relacionado con la modificacién de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa
se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en la
cadena de azUcar compleja unida mediante N-glucésido, también puede obtenerse realizando un cribado
mediante PCR utilizando el ADNc o biblioteca de ADNc sintetizado a partir de ARNm contenido en un tejido o
célula humano o animal no humano como molde y utilizando los cebadores utilizados para obtener el fragmento
génico codificante del enzima relacionado con la sintesis de un azicar-nucle6tido intracelular, GDP-fucosa, o el
enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se
encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en la cadena
de azlicar compleja unida mediante N-glucésido.

La secuencia de nucledtidos del ADN obtenido codificante del enzima relacionado con la sintesis de un azucar-
nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o el enzima relacionado con la modificacién de una cadena de azUcar en la
que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo
reductor mediante un enlace a en la cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucésido, se analizé desde
su extremo y se determind mediante un método utilizado habitualmente para analizar un nucleétido, tal como el
método dideoxi de Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 5463 (1977)], un analizador de secuencias de
nucleétidos ABIPRISM 377 DNA Sequencer (fabricado por PE Biosystems) o similar.

Un gen codificante del enzima relacionado con la sintesis de un aztcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o el
enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se
encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la
cadena de azlicar compleja unida mediante N-glucosido también puede determinarse a partir de genes en bases
de datos mediante la busqueda en bases de datos de secuencias de nucleotidos tales como GenBank, EMBL,
DDBJ y similares utilizando un programa de recuperacién de homologias tal como BLAST basado en la
secuencia de nucledtidos determinada del ADNc.

Entre los ejemplos de la secuencia de nucle6tidos del gen obtenido mediante el método, codificantes del enzima
relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleotido intracelular, GDP-fucosa, se incluyen la secuencia de
nucleétidos representada por SEC ID n° 48, n°® 51 o n° 65. Entre los ejemplos de la secuencia de nucleétidos del
gen codificante del enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la
fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en
la cadena de azlGcar compleja unida mediante N-glucésido se incluyen la secuencia de nucleétidos representada
porlaSECIDn®1one 2.

El ADNc codificante del enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o el
enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se
encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la
cadena de azucar compleja unida mediante N-glucésido también puede obtenerse mediante sintesis quimica de
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la misma con un sintetizador de ADN, tal como un sintetizador de ADN modelo 392 fabricado por Perkin Elmer o
similar utilizando el método de fosfoamidita, basandose en la secuencia de nucleétidos de ADN determinada.

A titulo de ejemplo del método para preparar un ADN gendmico codificante de un enzima relacionado con la
sintesis de un azucar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o un enzima relacionado con la modificacién de una
cadena de azlcar en la que la posiciébn 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlicar compleja unida mediante
N-glucdsido, se proporciona a modo de ejemplo el método siguiente.

Preparacion de ADN genémico:

Entre los ejemplos del método de preparacion del ADN genoémico se incluyen métodos conocidos descritos en
Molecular Cloning, segunda edicién; Current Protocols in Molecular Biology, y similares. Ademas, un ADN
gendmico codificante del enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o
el enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se
encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la
cadena de azlUcar compleja unida mediante N-glucésido también puede aislarse utilizando un kit tal como el
sistema de cribado de bibliotecas de ADN gendmico (fabricado por Genome Systems), kits Universal
GenomeWalker™ (fabricado por Clontech) o similares.

Entre los ejemplos de la secuencia de nucle6tidos del ADN gendmico obtenido mediante el método codificante
del enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleotido intracelular, GDP-fucosa, se incluyen la
secuencia de nucle6tidos representada por SEC ID n° 67 o n° 70. Entre los ejemplos de la secuencia de
nucleétidos del ADN gendmico codificante del enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azucar
en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicién 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo
reductor mediante enlace a en la cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucésido se incluyen la
secuencia de nucledtidos representada por la SEC ID n° 3.

Ademas, la célula hospedadora de la presente invencion también puede obtenerse sin utilizar un vector de
expresion, mediante la introduccién directa de un oligonucledtido antisentido o ribozima en una célula
hospedadora, que se disefia basandose en la secuencia de nucleétidos codificante del enzima relacionado con la
sintesis de un azucar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o el enzima relacionado con la modificacion de una
cadena de azucar en la que la posiciébn 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlicar compleja unida mediante
N-glucésido.

El oligonucleotido antisentido o ribozima puede prepararse mediante el método habitual o utilizando un
sintetizador de ADN. Especificamente, puede prepararse basandose en la informacién de secuencia de un
oligonucleétido que presenta una secuencia correspondiente continua de 5 a 150 bases, preferentemente de 5 a
60 bases, y mas preferentemente de 10 a 40 bases, entre secuencias de nuclettidos de un ADNc y un ADN
gendmico codificante del enzima relacionado con la sintesis de un azicar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o
el enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se
encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en la cadena
de azlicar compleja unida mediante N-glucésido, mediante la sintesis de un oligonucleétido que corresponde a
una secuencia complementaria al oligonucleétido (oligonucleétido antisentido) o un ribozima que comprende la
secuencia oligonucleotida.

Entre los ejemplos del oligonucle6tido se incluyen el oligo de ARN y derivados del oligonuclettido (en adelante
denominado "derivados de oligonucle6tido").

Entre los ejemplos de los derivados de oligonucleétido se incluyen derivados de oligonucleétido en los que un
enlace fosfodiéster en el oligonucle6tido se convierte en un enlace fosforotioato, un derivado de oligonucleétido
en el que un enlace fosfodiéster en el que el oligonucledtido se convierte en un enlace fosfoamidato N3'-P5', un
derivado de oligonucleétido en el que la ribosa y un enlace fosfodiéster en el oligonucleétido se convierten en un
enlace péptido-acido nucleico, un derivado de oligonucleétido en el que el uracilo en el oligonucledtido se
sustituye con C-5 propiniluracilo, un derivado de oligonucleétido en el que el uracilo en el oligonucledétido se
sustituye con tiazol-uracilo C-5, un derivado de oligonucledtido en el que la citosina en el oligonucledétido se
sustituye con propinilcitosina C-5, un derivado de oligonucleétido en el que la citosina en el oligonucle6tido se
sustituye con citosina modificada con fenoxazina, un derivado de oligonucleétido en el que la ribosa en el
oligonucledtido se sustituye con 2'-O-propilribosa y un derivado de oligonucleétido en el que la ribosa en el
oligonucleétido se sustituye con 2'-metoxietoxiribosa [Cell Technology 16:1463, 1997].

(b) Preparacion de la célula hospedadora de la presente invencién mediante recombinacion homéloga

La célula hospedadora de la presente invencion puede producirse mediante la modificacién de un gen diana en
el cromosoma mediante una técnica de recombinacién homéloga, utilizando un gen codificante de un enzima
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relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o un enzima relacionado con la
modificacion de una cadena de azucar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de
la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azicar compleja unida
mediante N-glucésido.

El gen diana en el cromosoma puede modificarse mediante la utilizacion de un método descrito en Manipulating
the Mouse Embryo, A Laboratory Manual, segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1994 (en
adelante denominado "Manipulating the Mouse Embryo, A Laboratory Manual"); Gene Targeting, A Practical
Approach, IRL Press at Oxford University Press (1993); Biomanual Series 8, Gene Targeting, Preparation of
Mutant Mice using ES Cells, Yodo-sha (1995) (en adelante denominado "Preparation of Mutant Mice using ES
Cells"), o similar, por ejemplo de la manera siguiente.

Se prepar6 un ADN gendmico codificante de un enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucle6tido
intracelular, GDP-fucosa, o un enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azucar en la que la
posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor
mediante un enlace a en la cadena de azicar compleja unida mediante N-glucésido.

Basandose en la secuencia de nucledtidos del ADN gendémico, se prepard un vector diana para la recombinacion
homologa de un gen diana que debe modificarse (por ejemplo un gen estructural del enzima relacionado con la
sintesis de un azucar-nucleétido intracelular, GDP fucosa, o el enzima relacionado con la modificacién de una
cadena de azlcar en la que la posiciébn 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlicar compleja unida mediante
N-glucdsido, o un gen promotor.

La célula hospedadora de la presente invencion puede producirse mediante la introduccion del vector diana
preparada en una célula hospedadora y la seleccion de una célula en la que se produce recombinacion
homologa entre el gen diana y el vector diana.

Como célula hospedadora puede utilizarse cualquier célula, tal como de levadura, célula animal, célula de
insecto o célula vegetal, con la condicion de que presente un gen codificante del enzima relacionado con la
sintesis de un azucar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o el enzima relacionado con la modificacion de una
cadena de azlcar en la que la posiciébn 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlicar compleja unida mediante
N-glucdsido. Entre los ejemplos se incluyen células hospedadoras que se describiran a continuacion, en el item
3.

Entre los ejemplos del método de preparacion de un ADN gendémico codificante del enzima relacionado con la
sintesis de un azucar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o el enzima relacionado con la modificacién de una
cadena de azucar en la que la posiciébn 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlicar compleja unida mediante
N-glucdsido, se incluyen los métodos descritos en la preparacion de ADN genomico en el item 1(1)(@) y
similares.

Entre los ejemplos de la secuencia de nucleétidos del ADN gendmico codificante del enzima relacionado con la
sintesis de un azucar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, se incluyen la secuencia de nucledtidos representada
por SEC ID n° 67 o n° 70. Entre los ejemplos de la secuencia de nucleotidos del ADN gendmico codificante del
enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se
encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en la cadena
de azucar compleja unida mediante N-glucosido se incluyen la secuencia de nucledtidos representada por la
SEC ID n° 3.

El vector diana para la utilizacién en la recombinacion homaologa del gen diana puede prepararse de acuerdo con
un método descrito en Gene Targeting, A Practical Approach, IRL Press at Oxford University Press (1993);
Biomanual Series 8, Gene Targeting, Preparation of Mutant Mice using ES Cells, Yodo-sha (1995), o similares. El
vector diana puede utilizarse como de tipo sustitucién o de tipo insercion.

Para introducir el vector diana en diversas células hospedadoras, pueden utilizarse los métodos para introducir
vectores recombinantes adecuados para diversas células hospedadoras, que se describiran a continuacion, en el
item 3.

Entre los ejemplos del método para seleccionar eficientemente un recombinante homoélogo se incluye un método,
tal como la seleccién positiva, la seleccién de promotor, la seleccién negativa o la seleccion de poliA descritos en
Gene Targeting, A Practical Approach, IRL Press at Oxford University Press (1993); Biomanual Series 8, Gene
Targeting, Preparation of Mutant Mice using ES Cells, Yodo-sha (1995), o similares. Entre los ejemplos del
método para seleccionar el recombinante homologo de interés de las estirpes celulares seleccionadas se
incluyen el método de transferencia southern para el ADN gendémico (Molecular Cloning, segunda edicién), PCR
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[PCR Protocols, Academic Press, 1990] y similares.

(c) Preparacion de la célula hospedadora de la presente invencion mediante el método RDO

La célula hospedadora de la presente invencion puede prepararse mediante un método de RDO (oligonucleétido
ARN-ADN) dirigiendo un gen codificante de un enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleoétido
intracelular, GDP-fucosa, o un enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azucar en la que la
posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor
mediante un enlace a en la cadena de azicar compleja unida mediante N-glucésido, por ejemplo de la manera
siguiente.

Se preparé un ADNc o un ADN gendmico codificante de un enzima relacionado con la sintesis de un az(car-
nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o un enzima relacionado con la modificacién de una cadena de azlcar en la
que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo
reductor mediante un enlace a en la cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucésido.

Se determind la secuencia de nucledétidos del ADNc o ADN gendmico preparado.

Basandose en la secuencia de ADN determinada, se disefi6 y se sintetizé una longitud apropiada de un
constructo de RDO que comprende una fraccion de ADN que codifica el enzima relacionado con la sintesis de un
azucar-nucledétido intracelular, GDP-fucosa o el enzima relacionado con la modificacién de una cadena de azlcar
en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicién 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo
reductor mediante un enlace a en la cadena de azucar compleja unida mediante N-glucdsido o una parte de su
region no traducida o un intron.

La célula hospedadora de la presente invencion puede obtenerse mediante la introduccion del RDO sintetizado
en una célula hospedadora y después seleccionando un transformante en el que se ha producido una mutacion
en el enzima diana, es decir el enzima relacionado con la sintesis de un azUlcar-nucleétido intracelular, GDP-
fucosa, o el enzima relacionado con la modificacién de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa
se encuentra unida a la posicién 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la
cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucésido.

Como célula hospedadora puede utilizarse cualquier célula, tal como de levadura, célula animal, célula de
insecto o célula vegetal, con la condicion de que presente un gen codificante del enzima relacionado con la
sintesis de un azucar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o del enzima relacionado con la modificacién de una
cadena de azucar en la que la posiciébn 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlicar compleja unida mediante
N-glucdsido. Entre los ejemplos se incluyen células hospedadoras que se describiran a continuacion, en el item
3.

Entre los ejemplos del método para introducir RDO en diversas células hospedadoras se incluyen métodos para
introducir vectores recombinantes adecuadas para diversas células hospedadoras, que se describiran a
continuacién, en el item 3.

Entre los ejemplos del método de preparacion de ADNc codificante del enzima relacionado con la sintesis de un
azucar-nucledétido intracelular, GDP-fucosa, o el enzima relacionado con la modificacion de una cadena de
azucar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el
extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlUcar compleja unida mediante N-glucdsido, se
incluyen los métodos descritos en la preparacion de ADN en el item 1(1)(a) y similares.

Entre los ejemplos del método de preparacion de un ADN gendémico codificante del enzima relacionado con la
sintesis de un azucar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o el enzima relacionado con la modificacién de una
cadena de azucar en la que la posiciébn 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlicar compleja unida mediante
N-glucdsido, se incluyen los métodos en la preparacion de ADN gendmico en el item 1(1)(a) y similares.

La secuencia de nucledétidos del ADN puede determinarse digiriéndola con enzimas de restriccidon apropiados,
clonando los fragmentos en un plasmido, tal como pBluescript SK(-) (fabricado por Stratagene) o similares,
sometiendo los clones a la reaccién utilizada generalmente como método de andlisis de una secuencia de
nucledtidos, tal como el método de dideoxi [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:5463, 1977] de Sanger et al. o
similares, y analizando seguidamente los clones utilizando un analizador automatico de secuencias de
nucleétidos, tal como el secuenciador de ADN A.L.F. (fabricado por Pharmacia) o similares.

El RDO puede prepararse mediante el método habitual o utilizando un sintetizador de ADN.

Entre los ejemplos del método de seleccion de una célula en la que se ha producido una mutacion, mediante la
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introduccion de la ROD en la célula hospedadora, en el gen codificante del enzima relacionado con la sintesis de
un azucar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o el enzima relacionado con la modificacién de una cadena de
azucar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el
extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucdsido, se
incluyen los métodos para detectar directamente mutaciones en los genes cromosémicos descritos en Molecular
Cloning, segunda edicion, Current Protocols in Molecular Biology, y similares,

los métodos descritos en el item 1(1)(a) para la seleccion de un transformante mediante la evaluacién de la
actividad del enzima introducido relacionado con la sintesis de un azucar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa o el
enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar, en la que la posicion 1 de la fucosa se
encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en la cadena
de azicar compleja unida mediante N-glucdsido, el método para la seleccion de un transformante utilizando la
estructura sacarida de una glicoproteina sobre la membrana celular que se describird a continuacion, en el item
1(5), y el método para la seleccion de un transformante basandose en la estructura sacéarida de la molécula de
anticuerpo producida que se describira a continuacion en el item 5 o0 6, y similares.

El constructo de la ROD puede disefiarse de acuerdo con los métodos descritos en Science 273:1386, 1996;
Nature Medicine 4:285, 1998; Hepatology 25:1462, 1997; Gene Therapy 5:1960, 1999; J. Mol. Med. 75:829,
1997; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:8774, 1999; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:8768, 1999; Nuc. Acids. Res.
27:1323, 1999; Invest. Dematol. 111:1172, 1998; Nature Biotech. 16:1343, 1998; Nature Biotech. 18:43, 2000;
Nature Biotech. 18:555, 2000, y similares.

(d) Preparacién de la célula hospedadora de la presente invencidon mediante el método de ARNi

La célula hospedadora de la presente invencion puede prepararse mediante el método de ARNI (interferencia de
ARN) dirigiendo un gen de un enzima relacionado con la sintesis de un azucar-nucleétido intracelular, GDP-
fucosa, o de un enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azucar en la que la posicion 1 de la
fucosa se encuentra unida a la posicién 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a
en la cadena de azlicar compleja unida mediante N-glucésido, por ejemplo de la manera siguiente.

Se prepard un ADNc codificante de un enzima relacionado con la sintesis de un azdcar-nucleoétido intracelular,
GDP-fucosa, o un enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azucar en la que la posicion 1 de la
fucosa se encuentra unida a la posicién 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a
en la cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucésido.

Se determind la secuencia de nucleétidos del ADNc preparado.

Basandose en la secuencia de ADN determinada, se disefidé una longitud apropiada de un constructo génico de
ARNi que comprendia la fraccion de ADN que codifica el enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-
nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o el enzima relacionado con la modificacién de una cadena de azUcar en la
que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo
reductor mediante un enlace a en la cadena de azucar compleja unida mediante N-glucdsido o una parte de su
region no traducida.

Con el fin de expresar el gen de ARNi en una célula, se prepard un vector recombinante mediante la insercion de
un fragmento o la longitud total del ADN preparado cadena abajo del promotor de un vector de expresion
apropiado.

Se obtuvo un transformante mediante la introduccién del vector recombinante en una célula hospedadora
adecuada para el vector de expresion.

La célula hospedadora de la presente invencion puede obtenerse mediante la seleccidon de un transformante
basada en la actividad del enzima relacionada con la sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o
enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se
encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la
cadena de azucar compleja unida mediante N-glucésido, o la estructura de cadena de azlcar de una
glucoproteina sobre la membrana celular o de la molécula de anticuerpo producida.

Como célula hospedadora puede utilizarse cualquier célula, tal como de levadura, célula animal, célula de
insecto o célula vegetal, con la condicién de que presente un gen codificante del enzima diana relacionado con la
sintesis de un aztcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o del enzima diana relacionado con la modificacién de
una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de aziicar compleja unida mediante
N-glucdsido. Entre los ejemplos se incluyen células hospedadoras que se describiran a continuacion, en el item
3.

Como vector de expresion, se utiliza un vector que es de replicacién autbnoma en la célula hospedadora o que
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puede integrarse en el cromosoma y que comprende un promotor en una posicion que permite que el gen de
ARNi pueda transferirse. Entre los ejemplos se incluyen vectores de expresion que se describiran a continuacion,
enelitem 3.

Con método para introducir un gen en diversas células hospedadoras, pueden utilizarse métodos para introducir
vectores recombinantes adecuados para diversas células hospedadoras, que se describiran a continuacion, en el
item 3.

Entre los ejemplos del método de seleccion de un transformante basandose en la actividad del enzima
relacionada con la sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o el enzima relacionado con la
modificacion de una cadena de azucar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de
la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azicar compleja unida
mediante N-glucosido, se incluyen los métodos descritos en el item 1(1)(a).

Entre los ejemplos del método para seleccionar un transformante basandose en la estructura de la cadena de
azucar de una glucoproteina sobre la membrana celular se incluyen los métodos que se describen a
continuacion, en el item 1(5). Entre los ejemplos del método para seleccionar un transformante basandose en la
estructura de la cadena de azicar de una molécula de anticuerpo producida se incluyen los métodos que se
describen a continuacién, en el item 5 o0 6.

Entre los ejemplos del método de preparacion de ADNc codificante del enzima relacionado con la sintesis de un
azucar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o el enzima relacionado con la modificacion de una cadena de
azucar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el
extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlUcar compleja unida mediante N-glucdsido, se
incluyen los métodos descritos en la preparacion de ADN en el item 1(1)(a) y similares.

Ademas, la célula hospedadora de la presente invencién también puede obtenerse sin utilizar un vector de
expresion, mediante la introduccién directa de un gen de ARNi disefiado basandose en la secuencia de
nucleétidos codificante del enzima relacionado con la sintesis de un aztcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa,
o el enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se
encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la
cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucésido.

El gen de ARNi puede prepararse mediante el método habitual o utilizando un sintetizador de ADN.

El constructo de gen de ARNi puede disefiarse de acuerdo con los métodos descritos en Nature 391:806, 1998;
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:15502, 1998; Nature 395:854, 1998; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:5049, 1999;
Cell 95:1017, 1998; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:1451, 1999; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:13959, 1998;
Nature Cell Biol. 2:70, 2000, y similares.

(e) Preparacioén de la célula hospedadora de la presente invencion mediante un método que utiliza un trasposén

La célula hospedadora de la presente invencién puede obtenerse mediante la induccion de una mutacion
utilizando un sistema de trasposon descrito en Nature Genet. 25:35, 2000, o similar, seleccionando
seguidamente un mutante basandose en la actividad del enzima relacionada con la sintesis de un azucar-
nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o el enzima relacionado con la modificacién de una cadena de azUlcar en la
que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo
reductor mediante un enlace a en la cadena de azlicar compleja unida mediante N-glucésido, o la estructura de
cadena de azUcar de una glucoproteina de una molécula de anticuerpo producida o sobre la membrana celular.

El sistema de trasposones es un sistema en el que se induce una mutaciéon mediante la insercion aleatoria de un
gen exdgeno en el cromosoma, en el que un gen exdgeno interpuesto entre trasposones se utiliza generalmente
como vector para inducir una mutacion, y se introduce simultdneamente en la célula un vector de expresion de
trasposasa para la insercion aleatoria del gen en el cromosoma.

Puede utilizarse cualquier trasposasa, con la condicion de que resulte adecuada para la secuencia del trasposon
que debe utilizarse.

Como gen exégeno, puede utilizarse cualquier gen, con la condicién de que pueda inducir una mutacion en el
ADN de una célula hospedadora.

Como célula hospedadora puede utilizarse cualquier célula, tal como de levadura, célula animal, célula de
insecto o célula vegetal, con la condicién de que presente un gen codificante del enzima diana relacionado con la
sintesis de un aztcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o del enzima diana relacionado con la modificacién de
una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlicar compleja unida mediante
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N-glucdsido. Entre los ejemplos se incluyen las células hospedadoras que se describen a continuacion, en el
item 3. Para la introduccién del gen en diversas células hospedadoras, puede utilizarse el método de
introduccion de vectores recombinantes adecuados para diversas células hospedadoras, que se describira a
continuacién, en el item 3.

Entre los ejemplos del método de seleccién de un mutante basandose en la actividad del enzima relacionada con
la sintesis de un azucar-nucledétido intracelular, GDP-fucosa, o el enzima relacionado con la modificacién de una
cadena de azlcar en la que la posiciébn 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlicar compleja unida mediante
N-glucdsido, se incluyen los métodos descritos en el item 1(1)(a).

Entre los ejemplos del método para seleccionar un mutante basandose en la estructura de la cadena de azicar
de una glucoproteina sobre la membrana celular se incluyen los métodos que se describen a continuacion, en el
item 1(5). Entre los ejemplos del método para seleccionar un mutante basandose en la estructura de la cadena
de aziicar de una molécula de anticuerpo producida se incluyen los métodos que se describen a continuacion, en
elitem506.

(2) Método para introducir un mutante negativo dominante de un gen codificante del enzima

La célula hospedadora de la presente invencion puede prepararse utilizando utilizando como diana un gen
codificante de un enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o un
enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se
encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la
cadena de azUcar compleja unida mediante N-glucésido, utilizando una técnica para introducir un mutante
negativo dominante del enzima. Entre los ejemplos del enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-
nucleétido intracelular, GDP-fucosa, se incluyen GMD, Fx, GFPP, fucoquinasa y similares. Entre los ejemplos del
enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se
encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en la cadena
de azlcar compleja unida mediante N-glucésido se incluyen la a-1,6-fucosiltransferasa, la a-L-fucosidasa y
similares.

Los enzimas catalizan reacciones especificas que presentan especificidad de sustrato y pueden prepararse
mutantes negativos dominantes de los enzimas mediante disrupcidon del centro activo de los enzimas que
catalizan la actividad catalitica que presenta especificidad de sustrato. El método para preparar un mutante
negativo dominante se describe especificamente de la manera siguiente en referencia a GMD de entre los
enzimas diana.

Como resultado del analisis de la estructura tridimensional de la GMD derivada de E. coli, se ha encontrado que
4 aminoéacidos (la treonina en la posicién 133, el acido glutamico en la posicion 135, la tirosina en la posicion 157
y la lisina en la posicién 161) presentan una funcién importante en la actividad del enzima (Structure 8:2, 2000).
Es decir, al preparar mutantes mediante la sustitucion de los 4 aminoéacidos por otros aminoéacido diferentes
basandose en la informacion de la estructura tridimensional, se reduce significativamente la actividad enziméatica
de la totalidad de los mutantes. Por otra parte, practicamente no se observaron en los mutantes cambios en la
capacidad de la GMD de unirse al coenzima NADP de GMD vy su sustrato GDP-manosa. De acuerdo con lo
anterior, puede prepararse un mutante negativo dominante mediante la sustitucion de los 4 aminoéacidos que
controlan la actividad enzimatica de GMD. Por ejemplo, en GMD (SEC ID n° 65) derivada de células CHO, puede
prepararse un mutante negativo dominante mediante sustitucién de la treonina en la posicion 155, el acido
glutdmico en la posicién 157, la tirosina en la posicién 179 y la lisina en la posicion 183 por otros aminoé&cidos,
mediante comparacion de la homologiay la prediccion de la estructura tridimensional utilizando la informacion de
secuencia de aminoacidos basandose en los resultados de la GMD derivada de E. coli. Dicho gen en el que se
introduce la sustitucién de aminoacido puede prepararse mediante mutagénesis dirigida a sitio, descrita en
Molecular Cloning, segunda edicion, Current Protocols in Molecular Biology o similares.

La célula hospedadora de la presente invencién puede prepararse de acuerdo con el método descrito en
Molecular Cloning, segunda edicién, Current Protocols in Molecular Biology o similares, utilizando el gen mutante
negativo dominante preparado del enzima diana, por ejemplo, tal como se indica a continuacion.

Se prepard un gen codificante de un mutante negativo dominante (en adelante denominado "gen mutante
negativo dominante") del enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucledtido intracelular, GDP-fucosa, o
el enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se
encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la
cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucésido.

Basandose en el ADN de longitud completa preparado del gen mutante negativo dominante, se prepard, en caso
necesario, un fragmento de ADN de longitud apropiada que contenia una fraccion codificante de la proteina.
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Se produjo un vector recombinante mediante la insercion del fragmento de ADN o el ADN de longitud completa
cadena abajo del promotor de un vector de expresion apropiado.

Se obtuvo un transformante mediante la introduccién del vector recombinante en una célula hospedadora
adecuada para el vector de expresion.

La célula hospedadora de la presente invencidon puede prepararse mediante la seleccion de un transformante
basandose en la actividad del enzima relacionada con la sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-
fucosa, o en la actividad del enzima relacionada con la modificacién de una cadena de azUcar en la que la
posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor
mediante un enlace a en la cadena de azicar compleja unida mediante N-glucésido, o la estructura de cadena
de azicar de una glucoproteina de una molécula de anticuerpo producida o sobre la membrana celular.

Como célula hospedadora puede utilizarse cualquier célula, tal como de levadura, célula animal, célula de
insecto o célula vegetal, con la condicion de que presente un gen codificante del enzima relacionado con la
sintesis de un aztcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o del enzima diana relacionado con la modificacién de
una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlicar compleja unida mediante
N-glucdsido. Entre los ejemplos se incluyen células hospedadoras que se describiran a continuacion, en el item
3.

Como vector de expresion, se utiliza un vector que es de replicacién autbnoma en la célula hospedadora o que
puede integrarse en el cromosoma y que comprende un promotor en una posicion que permite llevar a cabo la
transcripcion del ADN codificante del mutante negativo dominante de interés. Entre los ejemplos se incluyen
vectores de expresion que se describiran a continuacion, en el item 3.

Para introducir el gen en diversas células hospedadoras, puede utilizarse el método para introducir vectores
recombinantes adecuados para diversas células hospedadoras, que se describird a continuacion, en el item 3.

Entre los ejemplos del método de seleccion de un transformante basandose en la actividad del enzima
relacionada con la sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o el enzima relacionado con la
modificacion de una cadena de azucar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de
la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azicar compleja unida
mediante N-glucdsido, se incluyen los métodos descritos en el item 1(1)(a).

Entre los ejemplos del método para seleccionar un transformante basandose en la estructura de la cadena de
azucar de una glucoproteina sobre la membrana celular se incluyen los métodos que se describen a
continuacion, en el item 1(5). Entre los ejemplos del método para seleccionar un transformante basandose en la
estructura de la cadena de azicar de una molécula de anticuerpo producida se incluyen los métodos que se
describen a continuacién, en el item 5 o0 6.

(3) Método para introducir una mutacién en el enzima

La célula hospedadora de la presente invencién puede prepararse mediante la introduccién de una mutacion en
un gen codificante de un enzima relacionado con la sintesis de un azicar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o
un enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azucar en la que la posicion 1 de la fucosa se
encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la
cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucdsido, seguido de la seleccién de una estirpe celular de interés
en la que se ha producido la mutacién en el enzima.

Entre los ejemplos del enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleoétido intracelular, GDP-fucosa, se
incluyen GMD, Fx, GFPP, fucoquinasay similares. Entre los ejemplos del enzima relacionado con la modificacion
de una cadena de azulcar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en la cadena de azGcar compleja unida mediante N-
glucosido se incluyen la a-1,6-fucosiltransferasa, la a-L-fucosidasa y similares.

Entre los ejemplos del método se incluyen: 1) un método en el que se selecciona una estirpe celular deseada a
partir de mutantes obtenidos mediante un tratamiento inductor de mutacién de una estirpe celular parental con un
mutédgeno o mutantes generados espontaneamente, basandose en la actividad de un enzima relacionada con la
sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o la actividad de un enzima relacionada con la
modificacion de una cadena de azucar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de
la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en la cadena de azlcar compleja unida
mediante N-glucdsido, 2) un método en el que la estirpe celular deseada se selecciona de entre mutantes
obtenidos mediante un tratamiento inductor de mutacion de una estirpe celular parental con un mutageno o
mutantes generados espontdneamente, basandose en la estructura de cadena de azlcar de una molécula de
anticuerpo producida, y 3) un método en el que la estirpe celular deseada se selecciona de entre mutantes
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obtenidos mediante un tratamiento inductor de mutacion de una estirpe celular parental con un mutageno o
mutantes generados espontdneamente, basandose en la estructura de cadena de azlcar de una glucoproteina
sobre la membrana celular.

Como tratamiento inductor de mutacion puede utilizarse cualquier tratamiento, con la condicion de que pueda
inducir una mutacion puntual o una delecién o mutacién por desplazamiento de marco en el ADN de las células
de la estirpe celular parental.

Entre los ejemplos se incluyen el tratamiento con etilnitrosourea, nitrosoguanidina, benzopireno o un pigmento de
acridina y el tratamiento con radiacion. Ademas, pueden utilizarse como mutagenos diversos agentes alquilantes
y carcin6genos. Entre los ejemplos del método que permite que actlie un mutageno sobre las células se incluyen
los métodos descritos en Tissue Culture Techniques, tercera edicion (Asakura Shoten), editado por Japanese
Tissue Culture Association (1996), Nature Genet. 24:314, 2000, y similares.

Entre los ejemplos del mutante generado espontdneamente se incluyen mutantes que se forman
espontaneamente al continuar el subcultivo bajo condiciones generales de cultivo celular, sin aplicar un
tratamiento especial inductor de mutaciones.

Entre los ejemplos del método para medir la actividad del enzima relacionada con la sintesis de un azlcar-
nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o la actividad del enzima relacionada con la modificacién de una cadena de
azucar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el
extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlUcar compleja unida mediante N-glucdsido, se
incluyen los métodos descritos en el item 1(1)(a). Entre los ejemplos del método para discriminar la estructura de
cadena de azlcar de una molécula de anticuerpo preparada se incluyen los métodos que se describirdn a
continuacion, en el item 5 o0 6. Entre los ejemplos del método para discriminar la estructura de cadena de azlcar
de una glucoproteina sobre la membrana celular se incluyen los métodos que se describirdn a continuacion, en el
item 1(5).

(4) Método para inhibir la transcripcién y/o la traduccién de un gen codificante del enzima

La célula hospedadora de la presente invencion puede prepararse mediante la inhibicién de la transcripcion y/o
traduccién de un gen diana mediante un método tal como la técnica de ARN/ADN antisentido [Bioscience and
Industry 50:322, 1992; Chemistry 46:681, 1991; Biotechnology 9:358, 1992; Trends in Biotechnology 10:87, 1992;
Trends in Biotechnology 10:152, 1992; Cell Engineering 16:1463, 1997], la técnica de triple hélice [Trends in
Biotechnology 10:132, 1992] o similares, utilizando un gen codificante de un enzima relacionado con la sintesis
de un azucar-nucleotido intracelular, GDP-fucosa, y/o un enzima relacionado con la modificacion de una cadena
de azicar en la que la posicién 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el
extremo reductor mediante enlace a en la cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucdsido, como la
diana.

Entre los ejemplos del enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleoétido intracelular, GDP-fucosa, se
incluyen GMD, Fx, GFPP, fucoquinasay similares. Entre los ejemplos del enzima relacionado con la modificacion
de una cadena de azulcar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en la cadena de azGcar compleja unida mediante N-
glucosido se incluyen la a-1,6-fucosiltransferasa, la a-L-fucosidasa y similares.

(5) Método de seleccién de una estirpe celular resistente a una lectina que reconoce una estructura de cadena
de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicién 6 de la N-acetilglucosamina en el
extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azucar unida mediante N-glucdsido

La célula hospedadora de la presente invencion puede prepararse mediante la utilizacion de un método de
seleccion de una estirpe celular resistente a una lectina que reconoce una estructura de cadena de azlcar en la
que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo
reductor mediante un enlace a en la cadena de azicar unida mediante N-glucésido

Entre los ejemplos del método de seleccién de una estirpe celular resistente a una lectina que reconoce una
estructura de cadena de azicar en la que la posicidn 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlicar unida mediante N-
glucosido se incluyen los métodos que utilizan lectina descritos en Somatic Cell Mol. Genet. 12:51, 1986, y
similares. Como la lectina, puede utilizarse cualquier lectina, con la condicion de que sea una lectina que
reconozca una estructura de cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la
posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlcar unida
mediante N-glucésido Entre los ejemplos se incluyen una lectina de Lens culinaris LCA (aglutinina de lenteja
obtenida de Lens culinaris), una lectina de guisante PSA (lectina de guisante obtenida de Pisum sativum), una
lectina de haba VFA (aglutinina obtenida de Vicia faba), una lectina de Aleuria aurantia AAL (lectina obtenida de
Aleuria aurantia) y similares.
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Especificamente, la estirpe celular de la presente invencién resistente a una lectina que reconoce una estructura
de cadena de azicar en la que la posiciébn 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicién 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en la cadena de azdcar unida mediante N-glucésido
puede seleccionarse mediante el cultivo de células durante un tiempo de entre 1 dia y 2 semanas,
preferentemente de entre 1 dia y 1 semana, utilizando un medio que comprende la lectina a una concentracion
de entre 1 pg/mly 1 mg/ml, subcultivando las células supervivientes o recolectando una colonia y transfiriéndola
a un recipiente de cultivo y a continuacién continuando el cultivo utilizando el medio que contiene lectina. Entre
los ejemplos de la estirpe celular obtenidos mediante el método se incluyen CHO/CCR4-LCA Nega-13 (FERM n°
BP-7756) obtenidos en el Ejemplo 14(2) que se describen a continuacion.

2. Preparacion de un animal no humano o planta transgénico o la progenie del mismo de la presente divulgacién

El animal no humano o planta transgénico o progenie del mismo de la presente divulgacion es un animal no
humano o planta transgénico o progenie del mismo en el que se modifica un gen genémico de manera que
pueda controlarse la actividad de un enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar de una
molécula de anticuerpo, y puede prepararse segun un método similar al del item 1, utilizando un gen codificante
de un enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o un enzima
relacionado con la modificacion de una cadena de azucar en la que la posicién 1 de la fucosa se encuentra unida
a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en la cadena de azlcar
compleja unida mediante N-glucdsido, como la diana.

En un animal no humano transgénico, puede prepararse una célula madre embrionaria de la presente
divulgacion en la que se encuentra controlada la actividad del enzima relacionada con la sintesis de un az(car-
nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o la actividad del enzima relacionada con la modificacién de una cadena de
azucar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el
extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlicar compleja unida mediante N-glucdsido, aplicando
un método similar al del item 1 a una célula madre embrionaria del animal no humano deseado, tal como vaca,
oveja, cabra, cerdo, caballo, ratdn, rata, ave, mono, conejo o similar.

Especificamente, se prepard un clon mutante en el que un gen codificante del enzima relacionado con la sintesis
de un azlcar-nucledétido intracelular, GDP-fucosa, o el enzima relacionado con la modificacién de una cadena de
azucar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el
extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlicar compleja se inactiva o se sustituye con cualquier
secuencia, mediante una técnica de recombinacién homéloga [por ejemplo Nature 326(6110):295, 1987; Cell
51(3):503, 1987, o similares]. Utilizando el clon mutante preparado, puede prepararse un individuo hibrido que
comprende un clon de células madre embrionarias y una célula normal, mediante un método de inyeccion
quimérica en un blastocito de huevo fertilizado de un animal o mediante un método de agregacion quimérica. El
individuo hibrido se cruza con un individuo normal, de manera que puede obtenerse un animal no humano
transgénico en el que la actividad del enzima relacionado con la sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular,
GDP-fucosa o la actividad de un enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la
posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor
mediante un enlace a en la cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucésido se encuentra reducida o
anulada en las células corporales completas.

Ademas, una célula de huevo fertilizado de la presente divulgacion en la que se ha eliminado la actividad de un
enzima relacionado con la sintesis de un azUlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o la actividad del enzima
relacionado con la modificacion de una cadena de azucar en la que la posicién 1 de la fucosa se encuentra unida
a la posicién 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlcar
compleja unida mediante N-glucdsido es disminuida o suprimida, puede prepararse aplicando un método similar
al del item 1 a un huevo fertilizado de un animal no humano de interés, tal como vaca, oveja, cabra, cerdo,
caballo, ratén, rata, ave, mono, conejo o similar.

Un animal no humano transgénico en el que se ha eliminado la actividad de un enzima relacionado con la
sintesis de un azlcar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa, o la actividad de un enzima relacionado con la
modificacion de una cadena de azucar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de
la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlcar compleja unida
puede prepararse mediante el trasplante de la célula de huevo fertilizado preparada en el oviducto o Gtero de una
hembra pseudogestante utilizando el método de trasplante embrionario descrito en Manipulation Mouse Embryo,
segunda edicién, o similar, seguido del nacimiento del animal.

En una planta transgénica, el callo de la presente divulgacion en el que la actividad de un enzima relacionado
con la sintesis de un azucar-nucleétido intracelular, GDP-fucosa o la actividad de un enzima relacionado con la
modificacion de una cadena de azucar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de
la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azicar compleja unida
mediante N-glucésido ha sido disminuida o eliminada puede prepararse mediante la aplicacion de un método
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similar al del item 1 a un callo o célula de la planta de interés.

Una planta transgénica en la que se encuentra reducida la actividad de un enzima relacionado con la sintesis de
un azucar-nucleoétido intracelular, GDP-fucosa o la actividad de un enzima relacionado con la modificaciéon de
una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la cadena de azlicar compleja unida mediante
N-glucdsido puede prepararse mediante el cultivo del callo preparado utilizando un medio que comprende auxina
y citoquinina para rediferenciarlo de acuerdo con un método conocido [Tissue Culture 20, 1994; Tissue Culture
21, 1995; Trends in Biotechnology 15:45, 1997].

3. Procedimiento para producir una composicién de anticuerpo

La composicién de anticuerpo puede obtenerse expresandola en una célula hospedadora utilizando los métodos
descritos en Molecular Cloning, segunda edicién; Current Protocols in Molecular Biology; Antibodies, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988 (en adelante denominado "Antibodies"); Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice, tercera edicion, Acad. Press, 1993 (en adelante también denominada
"Monoclonal Antibodies"), y Antibody Engineering, A Practical Approach, IRL Press at Oxford University Press
(en adelante también denominada "Antibody Engineering"), por ejemplo, tal como se indica a continuacion.

Se prepar6 un ADNc de longitud completa codificante de una molécula de anticuerpo y se prepar6 una longitud
apropiada de un fragmento de ADN que comprendia una fraccion codificante de la molécula de anticuerpo.

Se prepar6 un vector recombinante mediante la insercion del fragmento de ADN o el ADN de longitud completa
cadena abajo del promotor de un vector de expresion apropiado.

Puede obtenerse un transformante que produce la molécula de anticuerpo mediante la introduccion del vector
recombinante en una célula hospedadora adecuada para el vector de expresion.

Como célula hospedadora, puede utilizarse cualquiera de entre una célula de levadura, una célula animal, una
célula vegetal o similar, con la condicién de que pueda expresar el gen de interés.

Como célula hospedadora también puede utilizarse una célula tal como una célula de levadura, una célula
animal, una célula de insecto, una célula vegetal o similar en la que se ha introducido mediante una técnica de
ingenieria genética un enzima relacionado con la modificacion de una cadena de azlcar unida mediante N-
glucosido que se une a la region Fc de la molécula de anticuerpo.

Como vector de expresion, se utiliza un vector que es de replicacién autbnoma en la célula hospedadora o que
puede integrarse en el cromosoma y que comprende un promotor en una posicién que permite que el ADN
codificante de la molécula de anticuerpo pueda transferirse.

El ADNc puede prepararse a partir de un tejido o célula humano o no humano utilizando, por ejemplo, un cebador
sonda especifico para la molécula de anticuerpo de interés, de acuerdo con los métodos descritos en la
preparacion de ADN en el item 1(1)(a).

En el caso de que se utilice una levadura como célula hospedadora, entre los ejemplos de vector de expresion se
incluyen YEP13 (ATCC 37115), YEp24 (ATCC 37051), YCp50 (ATCC 37419) y similares.

Puede utilizarse cualquier promotor, con la condicidn de que pueda funcionar en las levaduras. Entre los
ejemplos se incluyen un promotor de un gen de la ruta glucolitica, tal como un gen de hexosa quinasa, etc., el
promotor PHO5, el promotor PGK, el promotor GAP, el promotor ADH, el promotor gal 1, el promotor gal 10, el
promotor de la proteina de choque térmico, el promotor MF al, el promotor CUP 1 y similares.

Entre los ejemplos de célula hospedadora se incluyen los microorganismos pertenecientes al género
Saccharomyces, al género Schizosaccharomyces, al género Kluyveromyces, al género Trichosporon, al género
Schwanniomyces y similares, tales como Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
Kluyveromyces lactis, Trichosporon pullulans and Schwanniomyces alluvius, efc.

Como método para introducir el vector recombinante, puede utilizarse cualquier método, con la condicion de que
pueda introducir ADN en levaduras. Entre los ejemplos se incluyen la electroporacion [Methods in Enzymology
194:182, 1990], el método de esferoplastos [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:1929, 1978], el método de acetato de
litio [J. Bacteriol. 153:163, 1983], un método descrito en Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:1929, 1978, y similares.

En el caso de que se utilice una célula animal como huésped, entre los ejemplos del vector de expresion se
incluyen pcDNAI, pcDM8 (disponible de Funakoshi), pAGE107 [solicitud publicada de patente japonesa
examinada n°® 22979/91; Cytotechnology 3:133, 1990], pAS3-3 (solicitud publicada de patente japonesa
examinada n° 227075/90), pCDM8 [Nature 329:840, 1987], pcDNAI/Amp (fabricado por Invitrogen), pREP4
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(fabricado por Invitrogen), pAGE103 [J. Biochemistry 101:1307, 1987], pAGE210 y similares.

Puede utilizarse cualquier promotor, con la condicion de que pueda funcionar en una célula animal. Entre los
ejemplos se incluye un promotor de gen Tl (temprano inmediato) del citomegalovirus (CMV), un promotor
temprano del SV40, un promotor de retrovirus, un promotor de metalotioneina, un promotor de choque térmico,
un promotor SRa y similares. Ademas, puede utilizarse un intensificador del gen TI del CMV humano
conjuntamente con el promotor.

Entre los ejemplos de la célula hospedadora se incluyen una célula humana tal como una célula Namalwa, una
célula de mono tal como una célula COS, una célula de hamster chino, tal como una célula CHO o HBT5637
(solicitud publicada de patente japonesa examinada n® 299/88), una célula de mieloma de rata, una célula de
mieloma de ratén, una célula derivada de rifibn de hamster sirio, una célula madre embrionaria, una célula de
huevo fertilizado y similares.

Como método para introducir el vector recombinante, puede utilizarse cualquier método, con la condicion de que
pueda introducir ADN en células animales. Entre los ejemplos se incluyen la electroporacion [Cytotechnology
3:133, 1990], el método del fosfato de calcio (solicitud publicada de patente japonesa examinada n° 227075/90),
el método de lipofeccion [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7413, 1987], el método de inyeccion [Manipulating the
Mouse Embryo, A Laboratory Manual], un método que utiliza una pistola de particula (pistola génica) (patente
japonesa n° 2606856, patente japonesa n® 2517813), el método de DEAE-dextrano [Biomanual Series 4-Gene
Transfer and Expression Analysis (Yodo-sha), editado por Takashi Yokota y Kenichi Arai, 1994], el método del
vector virico (Manipulating Mouse Embryo, segunda edicion) y similares.

En el caso de que se utilice una célula de insecto como huésped, la proteina puede expresarse mediante el
método descrito en Current Protocols in Molecular Biology, Baculovirus Expression Vectors, A Laboratory
Manual, W.H. Freeman and Company, New York (1992), Bio/Technology 6:47, 1988, o similares.

Es decir, la proteina puede expresarse mediante la introduccion simultdnea de un vector de introduccion de un
gen recombinante y un baculovirus en una célula de insecto con el fin de obtener un virus recombinante en un
sobrenadante de cultivo de células de insecto y después infectar las células de insecto con el virus recombinante.

Entre los ejemplos del vector de introduccion de genes utilizado en el método se incluyen pVL1392, pVL1393,
pBlueBaclll (todos fabricados por Invitrogen) y similares.

Entre los ejemplos de baculovirus se incluyen el virus de la polihedrosis nuclear Autographa californica, que
infecta un insecto de la familia Barathra.

Entre los ejemplos de células de insecto se incluyen los oocitos de Spodoptera frugiperda Sf9 y Sf21 [Current
Protocols in Molecular Biology, Baculovirus Expression Vectors, A Laboratory Manual, W.H. Freeman and
Company, New York, 1992], un oocito de Trichoplusia ni High 5 (fabricado por Invitrogen) y similares.

Entre los ejemplos del método para la introduccion simultdnea del vector de introduccion de genes
recombinantes y el baculovirus para la preparacion de virus recombinante se incluyen el método de fosfato de
calcio (solicitud publicada de patente japonesa examinada n°® 227075/90), el método de lipofeccion [Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 84:7413, 1987] y similares.

En el caso de que se utilice una célula vegetal como célula hospedadora, entre los ejemplos de vector de
expresion se incluyen el plasmido Ti, el virus del mosaico del tabaco y similares.

Como promotor puede utilizarse cualquier promotor, con la condicion de que pueda funcionar en una célula
vegetal. Entre los ejemplos se incluye el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), el promotor
actina 1 del arroz y similares.

Entre los ejemplos de célula hospedadora se incluyen células vegetales de la planta del tabaco, de la patata, del
tomate, de la zanahoria, de la soja, de la colza, de la alfalfa, del arroz, del trigo, de la cebada, y similares.

Como método para introducir el vector recombinante, puede utilizarse cualquier método, con la condicion de que
pueda introducir ADN en una célula vegetal. Entre los ejemplos se incluye un método que utiliza Agrobacterium
(solicitud publicada de patente japonesa examinada n° 140885/84, solicitud publicada de patente japonesa
examinada n® 70080/85, documento n° 94/00977), la electroporacién (solicitud publicada de patente japonesa
examinada n°® 251887/85), un método que utiliza una pistola de particula (pistola génica) (patente japonesa n°
2606856, patente japonesa n® 2517813), y similares.

Como método para expresar un gen, puede llevarse a cabo la produccion mediante secrecion, la expresion de

una proteina de fusion de la regidon Fc con otra proteina y similares, de acuerdo con el método descrito en
Molecular Cloning, segunda edicion, o similar, ademas de la expresion directa.
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En el caso de que se exprese un gen en una bacteria, levadura, célula animal, célula de insecto o célula vegetal
en la que se ha introducido un gen relacionado con la sintesis de una cadena de azlicar, puede obtenerse una
molécula de anticuerpo a la que un gen introducido afiade un azlcar o cadena de azlcar.

Puede obtenerse una composicion de anticuerpo mediante el cultivo del transformante obtenido en un medio
para producir y acumular la molécula de anticuerpo en el cultivo y después recuperarla a partir del cultivo
resultante. El método para el cultivo del transformante utilizando un medio puede aplicarse de acuerdo con un
método general que se utiliza para el cultivo de células hospedadoras.

Como medio para el cultivo de un transformante obtenido utilizando un procariota tal como Escherichia coli, etc.,
0 un eucariota tal como una levadura, etc., como la célula hospedadora, el medio puede ser un medio natural o
un medio sintético, con la condicion de que comprenda materiales tales como una fuente de carbono, una fuente
de nitrégeno, una sal inorganica y similares que puedan resultar asimilados por el organismo y pueda llevarse a
cabo eficientemente el cultivo del transformante.

Como fuente de carbono, pueden utilizarse aquellas que puedan ser asimiladas por el organismo. Entre los
ejemplos se incluyen carbohidratos tales como glucosa, fructosa, sacarosa, melazas que los contienen, almidén,
hidrolizado de almiddn, etc.; acidos organicos, tales como éacido acético, acido propidnico, etc.; alcoholes, tales
como etanol, propanol, etc., y similares.

Entre los ejemplos de la fuente de nitrégeno se incluye amonio, sales aménicas de acido inorganico u orgénico,
tales como cloruro amdnico, sulfato aménico, acetato amonico, fosfato amonico, etc.; otros compuestos que
contienen nitrégeno, peptona, extracto de carne, extracto de levadura, licor de maceracion del maiz, hidrolizado
de caseina, harina de soja, hidrolizado de harina de soja, diversas células fermentadas e hidrolizados de las
mismas, y similares.

Entre los ejemplos del material inorganico se incluyen dihidrogenofosfato de potasio, hidrogenofosfato de
dipotasio, fosfato de magnesio, sulfato de magnesio, cloruro sdédico, sulfato ferroso, sulfato de manganeso,
sulfato de cobre, carbonato de calcio y similares.

El cultivo se lleva a cabo de manera general bajo condiciones aerdbicas, tales como el cultivo bajo agitacion, el
cultivo bajo agitacion de aireacion sumergido o similares. La temperatura de cultivo preferentemente es de entre
15°C y 40°C vy el tiempo de cultivo generalmente es de entre 16 horas y 7 dias. Durante el cultivo, el pH se
mantiene en un valor entre 3,0 y 9,0. El pH se ajusta utilizando un acido inorganico u organico, una solucion de
alcali, urea, carbonato de calcio, amonio o similar.

En caso necesario, puede afiadirse al medio un antibiético, tal como ampicilina, tetraciclina o similar, durante el
cultivo.

En el caso de que se obtenga un microorganismo transformado con un vector recombinante utilizando un
promotor inducible al cultivar el promotor, puede afiadirse un inductor al medio, en caso necesario. Por ejemplo,
al cultivar un microorganismo transformado con un vector recombinante obtenido utilizando un promotor lac,
puede afiadirse isopropil-B-D-tiogalactopiranédsido al medio y al cultivar un microorganismo transformado con un
vector recombinante obtenido utilizando un promotor trp, puede afiadirse acido indol-acrilico al medio.

En el caso de que se cultive un transformante obtenido utilizando una célula animal como la célula hospedadora,
entre los ejemplos del medio se incluyen el medio RPMI 1640 utlizado generalmente [The Journal of the
American Medical Association 199:519, 1967], medio MEM de Eagle [Science 122:501, 1952], medido MEM
modificado por Dulbecco [Virology 8:396, 1959], medio 199 [Proceeding of the Society for the Biological Medicine
73:1, 1950] y medio de Whitten [Developmental Engineering Experimentation Manual-Preparation of Transgenic
Mice (Kodan-sha), editado por M. Katshuki, 1987], medio al que se afadio suero de feto bovino, etc., y similares.

El cultivo generalmente se llevo a cabo a un pH de entre 6 y 8 a una temperatura de entre 30°C y 40°C durante 1
a 7 dias en presencia de 5% de CO,. En caso necesario, puede afiadirse al medio un antibiético, tal como
canamicina, ampicilina o similar, durante el cultivo.

Entre los ejemplos del medio para la utilizacion durante el cultivo de un transformante obtenido utilizando una
célula de insecto como huésped se incluyen el medio TNM-FH (fabricado por Pharmingen), el medio Sf-900 I
SFM (fabricado por Life Technologies), ExCell 400 y ExCell 405 (ambos fabricados por JRH Biosciences), medio
para insectos de Grace [Nature 195:788, 1962] y similares.

El cultivo generalmente se lleva a cabo a un pH del medio de entre 6 y 7 y a una temperatura de entre 25°C y
30°C durante 1 a 5 dias.

Ademas, pueden afiadirse antibioticos tales como la gentamicina al medio durante el cultivo, segin se requiera.
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Un transformante obtenido utilizando una célula vegetal puede cultivarse como una célula o mediante la
diferenciacion del mismo en célula u o6rgano vegetal. Entre los ejemplos del medio para el cultivo del
transformante se incluyen el medio Murashige y Skoog (MS) y el medio de White utilizados de manera general,
medios a los que se afiade una hormona vegetal tal como auxina, citoquinina, etc., y similares.

El cultivo generalmente se lleva a cabo a un pH de entre 5y 9 y a una temperatura de entre 20°C y 40°C durante
3 a60 dias.

En caso necesario, puede afadirse al medio un antibiético, tal como canamicina, higromicina o similar, durante el
cultivo.

De acuerdo con lo anterior, puede producirse una composicién de anticuerpo mediante el cultivo de un
transformante derivado de un microorganismo, una célula animal o una célula vegetal, que comprende un vector
recombinante en el que se inserta un ADN codificante de una molécula de anticuerpo, de acuerdo con un método
general de cultivo, produciendo y acumulando de esta manera la composicion de anticuerpo y recuperando
después la composicidn de anticuerpo a partir del cultivo.

Como método para expresar un gen, puede llevarse a cabo la produccion mediante secrecion, la expresion de
una proteina de fusion y similares, de acuerdo con el método descrito en Molecular Cloning, segunda edicién, o
similar, ademas de la expresion directa. Entre los ejemplos del procedimiento para producir una composicion de
anticuerpo se incluyen la expresion intracelular en una célula hospedadora, un método de secrecién extracelular
a partir de una célula hospedadora y un método de produccién sobre la cubierta externa de la membrana de una
célula hospedadora. El método puede seleccionarse cambiando la célula hospedadora utilizada o la estructura
de la composicion de anticuerpo producida.

En el caso de que la composicion de anticuerpo de la presente exposicién se produzca en una célula
hospedadora o sobre la cubierta externa de la membrana de una célula hospedadora, puede secretarse
positivamente al exterior de la célula de acuerdo con el método de Paulson et al. [J. Biol. Chem. 264:17619,
1989], el método de Lowe et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:8227, 1989; Genes Develop. 4:1288, 1990], los
métodos descritos en la solicitud publicada de patente japonesa examinada n° 336963/93 y solicitud publicada de
patente japonesa examinada n® 823021/94 y similares.

Es decir, una molécula de anticuerpo de interés puede secretarse positivamente al exterior de la célula a partir de
una célula hospedadora mediante la insercion de un ADN codificante de la molécula de anticuerpo y un ADN
codificante de un péptido de sefial adecuado para la expresion de la molécula de anticuerpo en un vector de
expresion utilizando una técnica de recombinacion génica, introduciendo el vector de expresién en la célula
hospedadora y expresando después la molécula de anticuerpo.

Ademas, puede incrementarse su cantidad de produccion de acuerdo con el método descrito en la solicitud
publicada de patente japonesa examinada n°® 227075/90 utilizando un sistema de amplificacién génica utilizando
un gen de dihidrofolato reductasa.

Ademas, la composicion de anticuerpo también puede producirse utilizando un animal individual en el que se ha
introducido un gene (animal no humano transgénico) o una planta individual (planta transgénica) que se
construye mediante la rediferenciacion de una célula animal o vegetal en la que se ha introducido el gen.

En el caso de que el transformante sea un animal individual o una planta individual, puede producirse una
composicion de anticuerpo de acuerdo con el método general mediante cria o cultivo, produciendo y acumulando
de esta manera la composicién de anticuerpo, recuperando después la composicién de anticuerpo a partir del
animal o planta individual.

Entre los ejemplos del procedimiento para producir una composicion de anticuerpo utilizando un animal individual
se incluyen un método en el que la composicion de anticuerpo de interés se produce en un animal construido
mediante la introduccién de un gen de acuerdo con un método conocido [American Journal of Clinical Nutrition
63:627S, 1996; Bio/Technology 9:830, 1991].

En el caso de un animal individual, puede producirse una composicion de anticuerpo mediante la cria de un
animal no humano transgénico en el que se ha introducido un ADN codificante de una molécula de anticuerpo,
produciendo y acumulando de esta manera la composicion de anticuerpo en el animal, y recuperando después la
composicion de anticuerpo a partir del animal. Entre los ejemplos de los sitios del animal en que se produce y se
acumula la composicion se incluyen la leche (solicitud publicada de patente japonesa examinada n® 309192/88) y
huevos del animal. Como promotor utilizado en dicho caso, puede utilizarse cualquier promotor, con la condicion
de que pueda funcionar en un animal. Entre los ejemplos preferentes se incluyen promotores especificos de
células de glandula mamaria, tales como el promotor caseina a, el promotor caseina 3, el promotor lactoglobulina
B, promotor de proteina acida de suero y similares.
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Un ejemplo del procedimiento para producir una composicion de anticuerpo utilizando una planta individual
incluye un método en el que se produce una composicién de anticuerpo mediante el cultivo de una planta
transgénica en la que se introduce un ADN codificante de una molécula de anticuerpo mediante un método
conocido [Tissue Culture 20, 1994; Tissue Culture 21, 1995; Trends in Biotechnology 15:45, 1997] para producir
y acumular la composicién de anticuerpo en la planta y después recuperar la composicion de anticuerpo a partir
de la planta.

Con respecto a la purificacién de una composicion de anticuerpo producida por un transformante en el que se ha
introducido un gen codificante de una molécula de anticuerpo, por ejemplo en el caso de que la composicion de
anticuerpo se exprese intracelularmente en estado disuelto, las células se recuperan tras el cultivo mediante
centrifugacién, se suspenden en un tampén acuoso y después se fragmentan utilizando un oscilador ultrasénico,
prensa francesa, homogeneizador Manton Gaulin, molino Dynomill o similar, con el fin de obtener un extracto
libre de células. Puede obtenerse un producto purificado de la composicion de anticuerpo a partir de un
sobrenadante obtenido mediante centrifugacidn del extracto libre de células, mediante la utilizacion de una
técnica general de purificacion para el aislamiento de enzimas, tal como la extraccion con solvente, la
precipitaciéon a altas concentraciones salinas ("salting out"), la desalacion con sulfato aménico, efc.; la
precipitacién con un solvente orgéanico, la cromatografia de intercambio aniénico utilizando una resina, tal como
dietilaminoetil (DEAE)-sefarosa, DIAION HPA-75 (fabricada por Mitsubishi Chemical), etc.; la cromatografia de
intercambio catidnico utilizando una resina, tal como S-Sepharose FF (fabricada por Pharmacia), etc.;
cromatografia hidrofébica utilizando una resina, tal como butil-sefarosa, fenil-sefarosa, etc.; la filtracion en gel
utilizando un tamiz molecular; la cromatografia de afinidad; el cromatoenfoque; la electroforesis, tal como el
enfoque isoeléctrico, etc.; y similares, que pueden utilizarse solos o en combinacion.

Ademas, en el caso de que la composicién de anticuerpo se exprese intracelularmente mediante la formacién de
un cuerpo insoluble, las células se recuperan, se fragmentan y se centrifugan de la misma manera, y el cuerpo
insoluble de la composicion de anticuerpo se recupera como una fraccién precipitada. El cuerpo insoluble
recuperado de la composicién de anticuerpo se solubiliza utilizando un agente desnaturalizante de proteinas. La
composicion de anticuerpo se convierte en una estructura tridimensional normal mediante dilucién o dializacion
de la solucién solubilizada, obteniendo un producto purificado de la composicion de anticuerpo mediante el
mismo método de aislamiento mediante purificacion.

En el caso de que la composicién de anticuerpo se secrete extracelularmente, la composiciéon de anticuerpo o
derivados del mismo puede recuperarse a partir del sobrenadante de cultivo. Es decir, el cultivo se tratd mediante
una técnica, tal como centrifugacion o similar, con el fin de obtener una fraccién soluble y puede obtenerse una
preparacion purificada de la composicion de anticuerpo a partir de la fraccion soluble mediante el mismo método
de aislamiento mediante purificacién.

Entre los ejemplos de la composicion de anticuerpo obtenida de esta manera se incluyen un anticuerpo, el
fragmento del anticuerpo, una proteina de fusion que comprende la region Fc del anticuerpo, y similares.

A titulo de ejemplo para obtener la composicion de anticuerpo, un procedimiento para producir una composicion
de un anticuerpo humanizado se describe a continuacion, aunque también pueden obtenerse otras
composiciones de anticuerpo de una manera similar al método.

(1) Construccion de vector para la expresién de anticuerpos humanizados

Un vector para la expresion de anticuerpos humanizados es un vector de expresion para células animales en las
que se insertan genes codificantes de regiones C de cadena pesada (cadena P) y de cadena ligera (cadena L),
que pueden construirse mediante clonacion de cada uno de los genes codificantes de las regiones C de cadena
Hy de cadena L de un anticuerpo humano en un vector de expresion para células animales.

Las regiones C de un anticuerpo humano puede ser la cadena H y la cadena L de cualquier anticuerpo humano.
Entre los ejemplos se incluyen la regién C perteneciente a la subclase IgG1l en la cadena H de un anticuerpo
humano (en adelante denominada "Cyl_h"), la regién C perteneciente a la clase k en la cadena L de un
anticuerpo humano (en adelante denominado "Ck_h") y similares.

Como genes codificantes de las regiones C de la cadena H y de la cadena L de un anticuerpo humano, puede
utilizarse un ADN cromosémico que comprende un exén y un intrén o también puede utilizarse un ADNCc.

Como vector de expresion para células animales, puede utilizarse cualquier vector, con la condicién de que
pueda insertarse un gen codificante de la regiéon C de un anticuerpo humano en el mismo y expresarse en el
mismo. Entre los ejemplos se incluyen pAGE107 [Cytotechnology 3:133, 1990], pAGE103 [J. Biochem. 101:1307,
1987], pHSG274 [Gene 27:223, 1984], pKCR [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1527, 1981, pSG1l B d2-4
[Cytotechnology 4:173, 1990] y similares. Entre los ejemplos del promotor y el intensificador en el vector de
expresion para células animales se incluyen el promotor e intensificador tempranos del SV40 [J. Biochem., 101,
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1307 (1987)], promotor RTL de la leucemia de Moloney de ratén [Biochem. Biophys. Res. Commun. 149:960,
1987], el promotor [Cell 41:479, 1985] e intensificador [Cell, 33, 717 (1983)] de cadena H de inmunoglobulina y
similares.

El vector de expresion de anticuerpos humanizados puede ser de un tipo en el que los genes codificantes de las
cadenas H y L de un anticuerpo se encuentran en vectores separados o de un tipo en el que ambos genes se
encuentran presentes en el mismo vector (tipo tandem). Con respecto a la facilidad de construccién de un vector
de expresion de anticuerpos humanizados, facilidad de introduccion en células animales y equilibrio entre las
cantidades expresadas de las cadenas H y L de un anticuerpo en células animales, resulta méas preferente un
tipo thndem del vector de expresién de anticuerpos humanizados [J. Immunol. Methods 167:271, 1994].

El vector de expresion construido de anticuerpos humanizados puede utlizarse para la expresion de un
anticuerpo hibrido humano y un anticuerpo injertado con RDC humano en células animales.

(2) Preparacion de ADNc caodificante de la regidon V de anticuerpos obtenidos de animales diferentes del ser
humano

Los ADNCc codificantes de las regiones V de las cadenas H y L de un anticuerpo obtenido de un animal diferente
del ser humano, tal como un anticuerpo de raton, pueden obtenerse de la manera siguiente.

Se sintetizdé un ADNc mediante la extraccion del ARNm de una célula de hibridoma que produce el anticuerpo de
raton de interés. EI ADNc sintetizado se clond en un vector, tal como un fago o un plasmido, con el fin de obtener
una biblioteca de ADNc. Se aislé cada uno de un fago recombinante o un plasmido recombinante que comprende
un ADNc codificante de la region V de cadena H y un fago recombinante o plasmido recombinante que
comprende un ADNc codificante de la region V de la cadena L a partir de la biblioteca utilizando una parte de
region C o una parte de region V de un anticuerpo de ratén presente como sonda. Se determinan las secuencia
de nucleotidos completas de las regiones V de las cadenas H y L del anticuerpo de raton de interés en el fago
recombinante o el plasmido recombinante y las secuencias de aminoacidos completas de las regiones V de
cadenas Hy L se deducen de las secuencias de nucleétidos.

Como animal diferente del ser humano, puede utilizarse cualquier animal, tal como el raton, la rata, el hamster, el
conejo o similar, con la condicién de que pueda prepararse una célula de hibridoma a partir del mismo.

Entre los ejemplos de método para preparar ARN total a partir de una célula de hibridoma se incluyen el método
de tiocianato de guanidina-trifluoroacetato de cesio [Methods in Enzymology 154:3, 1987] y similares, y como
ejemplo del método de preparacion de ARNm a partir del ARN total, el método de columna de celulosa con
oligo(dT) inmovilizado (Molecular Cloning, segunda edicién), y similares. Ademas, entre los ejemplos de un kit
para preparar ARN a partir de una célula de hibridoma se incluyen el kit de aislamiento de ARN Fast Track
(fabricado por Invitrogen), el kit de purificacién de ARN Quick Prep (fabricado por Pharmacia) y similares.

Entre los ejemplos del método para sintetizar ADNc y la preparacion de una biblioteca de ADNc se incluyen los
métodos habituales (Molecular Cloning, segunda edicién, Current Protocols in Molecular Biology, suplemento 1-
34) y métodos utilizando un kit disponible comercialmente, tal como SuperScript™, el sistema de plasmidos para
la sintesis de ADNc y la clonacion de plasmidos (fabricado por Gibco Brl)) o el kit de sintesis de ADNc-ZAP
(fabricado por Stratagene) y similares.

Durante la preparacion de la biblioteca de ADNc, el vector en el que se inserta un ADN sintetizado utilizando el
ARNmM extraido de una célula de hibridoma como molde puede ser cualquier vector con la condicién de que
pueda insertarse el ADNc. Entre los ejemplos se incluyen ZAP Express [Strategies 5:58, 1992], pBluescript Il
SK(+) [Nucleic Acids Research 17:9494, 1989], Azapll (fabricado por Stratagene), Agt10 y Agtll [DNA Cloning, A
Practical Approach 1:49, 1985], Lambda BlueMid (fabricado por Clontech), AExCell, pT7T3 18U (fabricado por
Pharmacia), pcD2 [Mol. Cell. Biol. 3:280, 1983], pUC18 [Gene 33:103, 1985] y similares.

Como Escherichia coli en la que se introduce la biblioteca de ADNc construida a partir de un vector fago o
plasmido, puede utilizarse cualquier Escherichia coli, con la condicién de que pueda introducirse, expresarse y
mantenerse la biblioteca de ADNc. Entre los ejemplos se incluyen XL1-Blue MRF' [Strategies 5:81, 1992], C600
[Genetics 39, 440, 1954], Y1088 y Y1090 [Science 222:778, 1983], NM522 [J. Mol. Biol. 166, 1, 1983], K802 [J.
Mol. Biol. 16, 118, 1966], JIM105 [Gene, 38, 275, 1985] y similares.

Como método para seleccionar un clon de ADN codificante de las regiones V de las cadenas H y L de un
anticuerpo obtenido de un animal diferente del ser humano a partir de la biblioteca de ADNc, puede utilizarse una
hibridacion de colonias o una hibridacion de placas utilizando una sonda marcada con is6topos o con
fluorescencia (Molecular Cloning, segunda edicion). El ADNc codificante de las regiones V de las cadenas Hy L
también puede prepararse mediante la preparacion de cebadores y llevando a cabo la reaccién en cadena de la
polimerasa (en adelante denominada "PCR"; Molecular Cloning, segunda edicion; Current Protocols in Molecular
Biology, suplemento 1-34) utilizando un ADNc sintetizado a partir de ARNm o de una biblioteca de ADN a modo
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de molde.

La secuencia de nuclettidos de los ADNc puede determinarse mediante la digestion de los ADNc seleccionados
con enzimas de restriccion apropiados, clonando los fragmentos en un plasmido, tal como pBluescript SK(-)
(fabricado por Stratagene) o similares, llevando a cabo la reaccion de un método generalmente utilizado de
analisis de la secuencia de nucledtidos, tal como el método de dideoxi [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:5463,
1977] de Sanger et al. o similar, y analizando seguidamente los clones utilizando un analizador automatico de
secuencias de nucleoétidos, tal como el secuenciador de ADN A.L.F. (fabricado por Pharmacia) o similares.
Puede confirmarse si los ADNc obtenidos codifican las secuencias de aminoacidos completas de las regiones V
de las cadenas H y L del anticuerpo que contiene una secuencia de sefial secretoria mediante la deduccion de
las secuencias de aminoacidos completas de las regiones V de las cadenas H y L a partir de la secuencia de
nucleétidos determinada y comparandolas con las secuencias de aminoacidos completas de las regiones V de
las cadenas H y L de anticuerpos conocidos [Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Dep. Health
and Human Services, 1991].

(3) Andlisis de una secuencia de aminoéacidos de la regidn V de anticuerpos obtenidos de animales diferentes del
ser humano

Con respecto a las secuencias de aminoécidos completas de las regiones V de las cadenas H y L del anticuerpo
gue contiene una secuencia de sefial secretoria, puede deducirse la longitud de la secuencia de sefial secretoria
y las secuencias de aminoéacidos N-terminales y también pueden encontrarse subgrupos a los que pertenecen,
mediante la comparacion de los mismos con las secuencias de aminoacidos completas de las regiones V de las
cadenas Hy L de anticuerpos conocidos [Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Dep. Health and
Human Services, 1991]. Ademas, las secuencias de aminoacidos de las regiones V de las cadenas Hy L de
cada RDC también pueden encontrarse mediante la comparacion de las mismas con las secuencias de
aminoacidos de las regiones V de las cadenas H y L de anticuerpos conocidos [Sequences of Proteins of
Immunological Interest, US Dep. Health and Human Services, 1991].

(4) Construccion de vector de expresion de anticuerpo hibrido humano

Puede construirse un vector de expresion de anticuerpo hibrido humano mediante la clonacion de ADNc
codificantes de las regiones V de cadenas H y L de un anticuerpo obtenido de un animal diferente del ser
humano cadena arriba de genes codificantes de las regiones C de las cadenas Hy L de un anticuerpo humano
en el vector para la expresion de anticuerpos humanizados construidos en el item 3(1). Por ejemplo, puede
construirse un vector de expresion de anticuerpo hibrido humano mediante la unién de cada uno de los ADNc
codificantes de las regiones V de las cadenas H y L de un anticuerpo obtenido de un animal diferente del ser
humano a un ADN sintético que comprende secuencias de nucleétidos en los extremos 3'-terminales de las
regiones V de las cadenas Hy L de un anticuerpo obtenido de un animal diferente del ser humano y secuencias
de nucleétidos en los extremos 5'-terminales de las regiones C de las cadenas H y L de un anticuerpo humano y
que también presentan una secuencia de reconocimiento de un enzima de restriccién apropiado en ambos
extremos, y mediante la clonacion de los mismos cadena arriba de los genes codificantes de las regiones C de
las cadenas H y L de un anticuerpo humano contenido en el vector para la expresion de anticuerpos
humanizados construidos que se describen en el item 3(1).

(5) Construccion de ADNc codificante de la regién V de anticuerpo injertado con RDC humano

Los ADNc codificantes de las regiones V de las cadenas h y L de un anticuerpo injertado con RDC humano
puede obtenerse de la manera siguiente. En primer lugar, se seleccionan las secuencias de aminoacidos de los
marcos (en adelante denominados "RM") de las regiones V de las cadenas H y L de un anticuerpo humano para
la injertacion de las RDC de las regiones V de las cadenas H y L de un anticuerpo obtenido de un animal
diferente del ser humano. Como secuencias de aminoéacidos de las RM de las regiones V de las cadenas Hy L
de un anticuerpo humano, pueden utilizarse cualesquiera secuencias de aminoacidos con la condicion de que se
obtengan de un anticuerpo humano. Entre los ejemplos se incluyen secuencias de aminoéacidos de las RM de las
regiones V de las cadenas H y L de anticuerpos humanos registrados en bases de datos tales como la Protein
Data Bank, etc., secuencias de aminoacidos comunes en cada subgrupo de las RM de las regiones V de las
cadenas H y L de los anticuerpos conocidos [Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Dep. Health
and Human Services, 1991] y similares. Sin embargo, con el fin de producir un anticuerpo con injertacion de RDC
humano que presenta una actividad potente, resulta preferible seleccionar una secuencia de aminoacidos que
presente una homologia tan elevada como resulte posible (de por lo menos 60% o superior) con secuencias de
aminoacidos de las regiones V de las cadenas H y L de un anticuerpo de interés obtenido de un animal diferente
del ser humano.

A continuacién, las secuencias de aminoacidos de las RDC de las regiones V de las cadenas H y L del
anticuerpo de interés obtenidas de un animal diferente de un ser humano se injertan en las secuencias de
aminoacidos seleccionadas de las RM de las regiones V de las cadenas H y L de un anticuerpo humano para
disefiar secuencias de aminoéacidos de las regiones V de las cadenas H y L del anticuerpo injertado con RDC
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humana. Las secuencias de aminoédcidos disefiadas se convierten en secuencias de ADN mediante la
consideracion de la frecuencia de uso de los codones en las secuencias de nucle6tidos de los genes de
anticuerpo [Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Dep. Health and Human Services (1991)] y se
disefian las secuencias de ADN codificantes de las secuencias de aminoéacidos de las regiones V de las cadenas
Hy L del anticuerpo injertado con RDC humana. Basandose en las secuencias de ADN disefiadas, se sintetizan
varios fragmentos de ADN sintéticos con una longitud de aproximadamente 100 bases y se lleva a cabo la PCR
utilizandolos. En este caso, resulta preferible en cada una de las cadenas H y L que se disefien 6 ADN sintéticos
en vista de la eficiencia de reaccion de la PCR y las longitudes de los ADN que pueden sintetizarse.

Ademas, pueden clonarse facilmente en el vector para la expresion de anticuerpos humanizados construido en el
item 3(1), mediante la introduccion de secuencias de reconocimiento de un enzima de restriccion apropiado en
los extremos 5'-terminales del ADN sintético presente en ambos extremos. Después de la PCR, el producto
amplificado se clona en un plasmido, tal como pBluescript SK(-) (fabricado por Stratagene) o similar y se
determinan las secuencias de nucle6tidos mediante el método en el item 3(2), obteniendo de esta manera un
plasmido que presenta secuencias de ADN codificantes de las secuencias de aminoacidos de las regiones V de
las cadenas Hy L del anticuerpo injertado con RDC humana deseado.

(6) Construccion de vector de expresion de anticuerpo injertado con RDC humana

Puede construirse un vector de expresion de anticuerpo injertado con RDC humana mediante la clonacion de
ADNCc codificantes de las regiones V de cadenas Hy L de un anticuerpo injertado con RDC humana construido
en el item 3(5), cadena arriba del gen codificante de las regiones C de las cadenas H y L de un anticuerpo
humano en el vector para la expresion de anticuerpos humanizados construido en el item 3(1). Por ejemplo, el
vector de expresion de anticuerpo con injertacion de RDC humana puede construirse mediante la introduccién de
secuencias de reconocimiento de un enzima de restriccion apropiado en los extremos 5'-terminales de ambos
extremos de un fragmento sintético de ADN, de entre los fragmentos sintéticos de ADN que se utilizan al llevar a
cabo una PCR en el item 3(5) para la construccién de las regiones V de las cadenas H y L del anticuerpo con
injertacion de RDC humana, de manera que se clonan cadena arriba de los genes codificantes de las regiones C
de las cadenas H y L de un anticuerpo humano en el vector para la expresién de anticuerpos humanizados
indicado en el item 3(1) de manera que puedan expresarse en una forma adecuada.

(7) Produccion estable de anticuerpos humanizados

Puede obtenerse un transformante capaz de producir establemente un anticuerpo hibrido humano y un
anticuerpo injertado con RDC humano (ambos denominados en adelante en la presente memoria "anticuerpo
humanizado") mediante la introduccion de los vectores de expresion de anticuerpo humanizado indicados en los
items 3(4) y (6) en una célula animal apropiada.

Entre los ejemplos del método para introducir un vector de expresion de anticuerpos humanizados en una célula
animal se incluyen la electroporacion [solicitud publicada de patente japonesa examinada n° 257891/90;
Cytotechnology 3:133, 1990] y similares.

Como célula animal en la que se introduce un vector de expresion de anticuerpo humanizado, puede utilizarse
cualquier célula con la condicién de que sea una célula animal que pueda producir el anticuerpo humanizado.

Entre los ejemplos se incluyen células de mieloma de ratén, tales como las células NS' y las células SP2/0,
células de ovario de hamster chino, tales como las células CHO/dhfr- y las células CHO/DG44, mieloma de rata
tal como las células YB2/0 y las células IR983F, células BHK obtenidas de rifidn de hamster chino, células de
mieloma humano tales como las células Namalwa y similares, y resultan preferentes las células CHO/DG44 de
ovario de hamster chino, las células YB2/0 de mieloma de rata y las células hospedadoras de la presente
invencién indicadas en el item 5.

Tras la introduccion del vector de expresion de anticuerpos humanizados, puede seleccionarse un transformante
capaz de producir establemente el anticuerpo humanizado utilizando un medio de cultivo de células animales que
comprende un agente tal como el sulfato de G418 (en adelante denominado "G418", fabricado por Sigma) y
similares de acuerdo con el método dado a conocer en la solicitud publicada de patente japonesa examinada n°
257891/90. Entre los ejemplos de medio para el cultivo de células animales se incluye el medio RPMI 1640
(fabricado por Nissui Pharmaceutical), el medio GIT (fabricado por Nihon Pharmaceutical), el medio Ex-Cell 302
(fabricado por JRH), el medio IMDM (fabricado por Gibco BRL), el medio hibridoma-SFM (fabricado por Gibco
BRL), medios obtenidos mediante la adicion de diversos aditivos, tales como el suero de feto bovino (en adelante
denominado "FBS") a dichos medios, y similares. El anticuerpo humanizado puede producirse y acumularse en el
sobrenadante de cultivo mediante el cultivo del transformante obtenido en un medio. El nivel de expresion y la
actividad de unién a antigeno del anticuerpo humanizado en el sobrenadante de cultivo pueden medirse
mediante un método tal como el ensayo de inmunosorcion ligada a enzima [en adelante denominado "ELISA";
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, capitulo 14, 1998, Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice, Academic Press Limited, 1996] o similares. Ademas, puede incrementarse el
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nivel de expresion de anticuerpo humanizado del transformante utilizando un sistema de amplificacion de gen
DHFR de acuerdo con el método dado a conocer en la solicitud publicada de patente japonesa examinada n°
257891/90.

El anticuerpo humanizado puede purificarse a partir de un sobrenadante de cultivo del transformante utilizando
una columna de proteina A [Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, capitulo 8, 1988,
Monoclonal Antibodies, Principles and Practice, Academic Press Limited, 1996]. Ademas, también pueden
utilizarse métodos de purificacién utilizados generalmente para la purificacion de proteinas. Por ejemplo, la
purificacién puede llevarse a cabo mediante la combinacién de una filtracion en gel, una cromatografia de
intercambio i6nico y una ultrafiltracion. El peso molecular de la cadena H, la cadena L o la molécula de
anticuerpo completa del anticuerpo humanizado purificado pueden medirse mediante, por ejemplo, electroforesis
en gel de poliacrilamida [en adelante denominada "SDS-PAGE"; Nature 227:680, 1970], Western blotting
[Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, capitulo 12, 1988; Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, Academic Press Limited, 1996] o similares.

De esta manera, se han descrito métodos para producir una composicién de anticuerpo utilizando una célula
animal como huésped, aunque, tal como se ha indicado anteriormente, la composicion de anticuerpo también
puede ser producida por una levadura, una célula de insecto, una célula vegetal, un animal individual o una
planta individual mediante los mismos métodos que en la célula animal.

En el caso de que una célula hospedadora presente la capacidad de expresar una molécula de anticuerpo de
manera innata, puede producirse la composicidbn de anticuerpo de la presente exposicion mediante la
preparacion de una célula que expresa la molécula de anticuerpo utilizando el método indicado en el item 1,
cultivando la célulay después purificando la composicidn de anticuerpo de interés a partir del cultivo resultante.

4. Evaluacién de actividad de la composicién de anticuerpo

Como método para medir la cantidad de composiciéon purificada de anticuerpo, la actividad de unién a un
anticuerpo Yy la funcién efectora de la composicién purificada de anticuerpo, puede utilizarse el método conocido
que se describe en Monoclonal Antibodies, Antibody Engineering, y similares.

A titulo de ejemplos, en el caso de que la composicion de anticuerpo sea de un anticuerpo humanizado, la
actividad de unién a un antigeno y la actividad de unién a una estirpe celular en cultivo positiva para antigeno
pueden medirse mediante métodos tales como ELISA, un método de inmunofluorescencia [Cancer Immunol.
Immunother. 36:373, 1993] y similares. La actividad citotoxica contra una estirpe celular en cultivo positiva para
antigeno puede evaluarse mediante la medicion de la actividad de CDC, la actividad de ADCC [Cancer Immunol.
Immunother. 36:373, 1993] y similares.

Ademas, puede evaluarse la seguridad y el efecto terapéutico de la composicion de anticuerpo en el ser humano
utilizando un modelo apropiado de especie animal relativamente préxima al ser humano, tal como Macaca
fascicularis o similar.

5. Andlisis de las cadenas de azucar de unién a moléculas de anticuerpo expresadas en diversas células

La estructura de cadena de azlcar de unién a una molécula de anticuerpo expresada en diversas células puede
analizarse de acuerdo con el andlisis general de la estructura de cadena de azlcar de una glucoproteina. Por
ejemplo, la cadena de azlcar que se une a una molécula de IgG comprende un azlcar neutro, tal como
galactosa, manosa, fucosa o similar, un aminoazucar tal como N-acetilglucosamina o similar, y un azucar &cido,
tal como éacido sidlico o similar, y puede analizarse mediante un método tal como un andlisis de la estructura de
las cadenas de azucar o similar utilizando el analisis de la composicion de azlcares, el mapeado bidimensional
de las cadenas de azucar o similares.

(1) Andlisis de las composiciones de azlucares neutros y aminoazucares

La composicién de cadenas de azucar de unién a una molécula de anticuerpo puede analizarse llevando a cabo
la hidrdlisis acida de las cadenas de azlcar con un acido, tal como el &cido trifluoroacético o similar, para liberar
un azlcar neutro 0 un aminoazucar y medir las proporciones composicionales.

Entre los ejemplos se incluye un método de utilizaciéon de un analizador de la composicién de azicares (BioLC)
fabricado por Dionex. El BioLC es un aparato que analizar la composicion de azicares mediante HPAEC-PAD
(cromatografia de intercambio aniénico de alto rendimiento-deteccion amperométrica pulsada) [J. Lig.
Chromatogr. 6:1577, 1983].

Las proporciones composicionales también pueden analizarse mediante un método de marcaje de fluorescencia

utilizando 2-aminopiridina. Especificamente, las proporciones composicionales pueden calcularse de acuerdo
con un método conocido [Agric. Biol. Chem. 55(1):283-284, 1991] mediante marcaje de una muestra hidrolizada
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con &cido con fluorescencia de 2-aminopiridilacion y analizando después la composicion mediante HPLC.

(2) Andlisis de la estructura de las cadenas de azucar

La estructura de las cadenas de azlicar de unién a una molécula de anticuerpo puede analizarse mediante el
método de mapeado bidimensional de las cadenas de azlcar [Anal. Biochem. 171:73, 1988; Biochemical
Experimentation Methods 23 - Methods for Studying Glycoprotein Sugar Chains (Japan Scientific Societies
Press) editado por Reiko Takahashi, 1989]. El método de mapeado bidimensional de cadenas de azlcar es un
método para deducir la estructura de las cadenas de azlcar por ejemplo representando graficamente el tiempo
de retencién o la posicién de elucién de una cadena de azlcar mediante cromatografia de fase inversa en el eje
Xy el tiempo de retencién o posicion de elucion de la cadena de azlicar mediante cromatografia de fase normal
en el eje Y, respectivamente, y comparandolas con dichos resultados de las cadenas de azlUcar conocidas.

Especificamente, las cadenas de azlcar se liberan del anticuerpo sometiendo al mismo a hidrazinolisis y la
cadena de azlcar liberada se somete a marcaje de fluorescencia con 2-aminopiridina (en adelante denominado
"PA") [J. Biochem. 95:197, 1984] y después las cadenas de azlcar se separan de un exceso de reactivo de
tratamiento de PA mediante filtracion en gel y se someten a cromatografia de fase inversa. A continuacion, cada
pico de las cadenas de azlcar separadas se somete a cromatografia de fase normal. La estructura de cadena de
azucar puede deducirse representando graficamente los resultados en un mapa bidimensional de las cadenas de
azucar y comparandolos con los puntos de un estandar de cadena de azucar (fabricado por Takara Shuzo) o la
literatura [Anal. Biochem. 171:73, 1988].

La estructura deducida mediante el método de mapeado bidimensional de las cadenas de azlicar puede
confirmarse llevando a cabo adicionalmente una espectrometria de masas, tal como EM-MALDI-TOF de cada
cadena de azUcar o similares.

6. Método de determinacién inmunolégica para discriminar la estructura de cadena de azlcar de la molécula de
anticuerpo

Una composicién de anticuerpo comprende una molécula de anticuerpo en la que las cadenas de azlcar de
unioén a la region Fc del anticuerpo presentan estructuras diferentes. La composicion de anticuerpo en la que la
proporcion de cadena de azlcar en la que la fucosa no se encuentra unida a N-acetilglucosamina en el extremo
reductor de la cadena de azlcar es 20% o mas del total de cadenas de azlicar complejas unidas mediante N-
glucosido que se unen a la region Fc de la composicién de anticuerpo presenta una actividad de ADCC potente
en el extremo reductor. La composicion de anticuerpo puede identificarse mediante la utilizacion del método de
analisis de la estructura de cadena de azicar de una molécula de anticuerpo descrita en el item 6. Ademas,
también puede identificarse mediante un método de determinacién inmunoldgica utilizando una lectina.

La estructura de cadena de azlUcar de una molécula de anticuerpo puede identificarse mediante el método de
determinacion inmunoldgica utilizando una lectina de acuerdo con un método de determinacion inmunol6gica
conocido, tal como tincion western, RIA (radioinmunoensayo), VIA (viroinmunoensayo), EIA (enzimo-
inmunoensayo), FIA (fluoro-inmunoensayo), MIA (metalo-inmunoensayo) y similares, descritos en Monoclonal
Antibodies: Principles and Applications, Wiley-Liss, Inc. (1995); Immunoassay, 3a ed., Igakushoin (1987);
Enzyme Antibody Method, edicion revisada, Gakusai Kikaku (1985), y similares.

Una lectina que reconoce la estructura de cadena de azicar de una molécula de anticuerpo comprendida en una
composicion de anticuerpo se marcay la lectina marcada se deja reaccionar con una composicién de anticuerpo,
que es la muestra. A continuacién, se mide la cantidad de complejo de lectina marcada que se forma con la
molécula de anticuerpo.

Entre los ejemplos de la lectina utilizada para identificar la estructura de la cadena de azlicar de una molécula de
anticuerpo se incluye WGA (aglutinina de germen de trigo obtenido de T. vulgaris), ConA (cocanavalina A
obtenida de C. ensiformis), RIC (una toxina obtenida de R. communis), L-PHA (leucoaglutinina obtenida de P.
vulgaris), LCA (aglutinina de lenteja obtenida de L. culinaris), PSA (lectina de guisante obtenida de P. sativum),
AAL (lectina de Aleuria aurantia), ACL (lectina de Amaranthus caudatus), BPL (lectina de Bauhinia purpurea),
DSL (lectina de Datura stramonium), DBA (aglutinina de Dolichos biflorus), EBL (lectina de corteza de salco),
ECL (lectina de Erythrina cristagalli), EEL (lectina de Euonymus eoropaeus), GNL (lectina de Galanthus nivalis),
GSL (lectina de Griffonia simplicifolia), HPA (aglutinina de Helix pomatia), HHL (lectina de hibrido de
Hippeastrum), Jacalina, LTL (lectina de Lotus tetragonolobus), LEL (lectina de Lycopersicon esculentum), MAL
(lectina de Maackia amurensis), MPL (lectina de Maclura pomifera), NPL (lectina de Narcissus pseudonarcissus),
PNA (aglutinina de cacahuete), E-PHA (eritroaglutinina de Phaseolus vulgaris), PTL (lectina de Psophocarpus
tetragonolobus), RCA (aglutinina de Ricinus communis), STL (lectina de Solanum tuberosum), SJA (aglutinina de
Sophora japonica), SBA (aglutinina de soja), UEA (aglutinina de Ulex europaeus), VVL (lectina de Vicia villosa) y
WFA (aglutinina de Wisteria floribunda).Resulta preferente utilizar una lectina que reconozca especificamente
una estructura de cadena de azlcar en la que la fucosa se une a la N-acetilglucosamina en el extremo reductor
en la cadena de azlcar compleja unida mediante N-glucésido. Entre los ejemplos se incluyen lectina de Lens
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culinaris LCA (aglutinina de lenteja obtenida de Lens culinaris), lectina de guisante PSA (lectina de guisante
obtenida de Pisum sativum), lectina de haba VFA (aglutinina obtenida de Vicia faba) y lectina de Aleuria aurantia
AAL (lectina obtenida de Aleuria aurantia).

7. Aplicacién de una molécula de anticuerpo de la presente divulgacién

La composicién de anticuerpo de la presente divulgacion presenta una potente actividad citotdxica mediada por
células dependiente de anticuerpos. Un anticuerpo que presente una potente actividad citotéxica mediada por
células dependiente de anticuerpos resulta Util para prevenir y tratar diversas enfermedades, incluyendo
canceres, enfermedades inflamatorias, enfermedades inmunolégicas tales como enfermedades
autoinmunolégicas, alergias y similares, enfermedades de dérganos circulatorios e infecciones viricas o
bacterianas.

En el caso de los canceres, concretamente los tumores malignos, las células de cancer crecen. Los agentes
antitumorales generales inhiben el crecimiento de las células de cancer. En contraste, un anticuerpo que
presente una potente actividad citotoxica mediada por células dependiente de anticuerpos puede tratar canceres
al dafiar las células de cancer mediante su efecto de eliminacién celular y, por lo tanto, resulta mas eficaz como
agente terapéutico que los agentes antitumorales generales. Actualmente, en el agente terapéutico para
canceres, un efecto antitumoral de un medicamento de anticuerpo por si solo resulta insuficiente, de manera que
se ha llevado a cabo una terapia de combinacion con quimioterapia [Science 280:1197, 1998]. En el caso de que
se encontrase un efecto antitumoral mas potente con la composicion de anticuerpo de la presente divulgacion
por si sola, se reduciria la dependencia de la quimioterapia y se reducirian los efectos secundarios.

En enfermedades inmunoldgicas tales como las enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunolégicas,
alergias y similares, se inducen reacciones in vivo de las enfermedades debido a la liberacion de una molécula
mediadora por los inmunocitos, de manera que puede inhibirse la reaccion alérgica mediante la eliminacion de
los inmunocitos utilizando un anticuerpo que presente una potente actividad citotoxica mediada por células
dependiente de anticuerpos.

Entre los ejemplos de enfermedades de 6rganos circulatorios se incluyen la arterioesclerosis y similares.
Actualmente, la arterioesclerosis se trata utilizando catéteres con balén, aunque las enfermedades de érganos
circulatorios pueden prevenirse y tratarse mediante la inhibicion del crecimiento de las células arteriales en
restriccion tras el tratamiento con un anticuerpo con potente actividad citotéxica mediada por células dependiente
de anticuerpos.

Pueden prevenirse y tratarse diversas enfermedades, incluyendo infecciones viricas y bacterianas, mediante la
inhibicion de la proliferacién de las células infectadas por un virus o bacteria utilizando un anticuerpo con potente
actividad citotoxica mediada por células dependiente de anticuerpos.

Posteriormente se describen ejemplos de un anticuerpo que reconozca un antigeno de tipo tumoral, un
anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con alergia o inflamacién, un anticuerpo que reconozca
antigenos relacionados con enfermedades de los drganos circulatorios y un anticuerpo que reconozca antigenos
relacionados con infecciones viricas o bacterianas.

Entre los ejemplos del anticuerpo que reconoce un antigeno de tipo tumoral se incluyen el anticuerpo anti-GD2
(Ohta et al., Anticancer Res. 13:331-336, 1993), el anticuerpo anti-GD3 (Ohta et al., Cancer Immunol.
Immunother. 36:260-266, 1993), el anticuerpo anti-GM2 (Nakamura et al., Cancer Res. 54:1511-1516, 1994), el
anticuerpo anti-HER2 (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4285-4289, 1992), el anticuerpo anti-CD52
(Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4285-4289, 1992), el anticuerpo anti-MAGE (Jungbluth et al., British
J. Cancer 83:493-497, 2000), el anticuerpo anti-HM1.24 (Ono et al., Molecular Immunol. 36:387-395, 1999), el
anticuerpo anti-proteina relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP) antibody (Ogata et al., Cancer
88:2909-2911, 2000), el anticuerpo anti-factor basico de crecimiento fibroblastico y el anticuerpo anti-FGF8
(Matsuzaki et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:9911-9915, 1989), el anticuerpo anti-receptor del factor basico de
crecimiento fibroblastico y el anticuerpo anti-receptor de FGF8 (Kuo et al., J. Biol. Chem. 265:16455-16463,
1990), el anticuerpo anti-factor de crecimiento similar a la insulina (Yao et al., J. Neurosci. Res. 40:647-659,
1995), el anticuerpo anti-PMSA (Murphy et al., J. Urology, 160, 2396-2401, 1998), el anticuerpo anti-factor de
crecimiento endotelial vascular (Presta et al., Cancer Res. 57:4593-4599, 1997), el anticuerpo anti-receptor del
factor de crecimiento endotelial vascular (Kanno et al., Oncogene 19:2138-2146, 2000) y similares.

Entre los ejemplos del anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con alergia o inflamacion se incluyen el
anticuerpo anti-interleuquina 6 (Abrams et al., Immunol. Rev. 127:5-24, 1992), el anticuerpo anti-receptor de
interleuquina 6 (Sato et al., Molecular Immunol. 31:371-381, 1994), el anticuerpo anti-interleuquina 5 (Abrams et
al., Immunol. Rev. 127:5-24, 1992), el anticuerpo anti-receptor de interleuquina 5 y el anticuerpo anti-
interleuquina 4 (Biord et al., Cytokine 3:562-567, 1991), el anticuerpo anti-factor de necrosis tumoral (Tempest et
al., Hybridoma 13:183-190, 1994), el anticuerpo anti-receptor del factor de necrosis tumoral (Amrani et al.,
Molecular Pharmacol. 58:237-245, 2000), el anticuerpo anti-CCR4 (Campbell et al., Nature 400:776-780, 1999),
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el anticuerpo anti-quimioquina (Peri et al., J. Immuno. Meth. 174:249-257, 1994), el anticuerpo anti-receptor de
quimioquina (Wu et al., J. Exp. Med. 186:1373-1381, 1997) y similares. Entre los ejemplos del anticuerpo que
reconoce un antigeno relacionado con una enfermedad de érgano circulatorio se incluye el anticuerpo anti-
Gpllb/llla (Co et al., J. Immunol. 152:2968-2976, 1994), el anticuerpo anti-factor de crecimiento derivado de
plaquetas (Ferns et al., Science 253:1129-1132, 1991), el anticuerpo anti-receptor de factor de crecimiento
derivado de plaquetas (Shulman et al., J. Biol. Chem. 272:17400-17404, 1997) y el anticuerpo anti-factor de
coagulacion sanguinea (Peter et al., Circulation 101:1158-1164, 2000) y similares.

Entre los ejemplos del anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con infeccién virica o bacteriana se
incluye el anticuerpo anti-gp120 (Tugarinov et al., Structure 8:385-395, 2000), el anticuerpo anti-CD4 (Schulze-
Koops et al., J. Rheumatology 25:2065-2076, 1998), el anticuerpo anti-CCR4 y el anticuerpo anti-toxina Vero
(Karnali et al., J. Clin. Microbiol. 37:396-399, 1999) y similares.

Dichos anticuerpos pueden obtenerse de organizaciones publicas tales como la ATCC (The American Type
Culture Collection), el RIKEN Gene Bank at The Institute of Physical and Chemical Research, National Institute of
Bioscience and Human Technology, Agency of Industrial Science and Technology (nombre actual: International
Patent Organism Depositary, National Institute of Advanced Industrial Science and Technology) y similares, o
compafiias privadas proveedoras de reactivos, tales como Dainippon Pharmaceutical, R & D SYSTEMS,
PharMingen, Cosmo Bio, Funakoshi y similares.

El medicamento que comprende la composicion de anticuerpo de la presente divulgacion puede administrarse
como agente terapéutico solo, aunque generalmente resulta preferente proporcionarlo como formulacion
farmacéutica producida mediante un método apropiado bien conocido en el campo técnico de la fabricacion
farmacéutica, mediante la mezcla del mismo con por lo menos un portador farmacéuticamente aceptable.

Resulta deseable seleccionar una via de administracién que resulte mas eficaz en el tratamiento. Entre los
ejemplos se incluyen la administracion oral y la administracion parenteral, tal como la administracion bucal,
traqueal, rectal, subcutanea, intramuscular, intravenosa o similar. En una preparacién de anticuerpo, resulta
preferente la administracion intravenosa.

La forma de administracion incluye sprays, cépsulas, tabletas, granulos, jarabes, emulsiones, supositorios,
inyecciones, pomadas, cintas y similares.

Entre los ejemplos de la preparacion farmacéutica adecuados para la administracion oral se incluyen emulsiones,
sprays, capsulas, tabletas, polvos, granulos y similares.

Pueden producirse preparaciones liquidas, tales como emulsiones y jarabes, utilizando, a modo de aditivos,
agua, sacaridos tales como sacarosa, sorbitol, fructosa, etc.; glicoles, tales como polietilenglicol, propilenglicol,
etc.; aceites, tales como aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de soja, etc.; antisépticos, tales como ésteres
de &cido p-hidroxibenzoico, etc.; saborizantes, tales como saborizante de fresa, hierbabuena, etc., y similares.

Pueden producirse céapsulas, comprimidos, polvos, granulos y similares utilizando, a modo de aditivo, rellenos,
tales como lactosa, glucosa, sacarosa, manitol, etc.; agentes desintegrantes, tales como almidén, alginato
sodico, etc.; lubricantes, tales como estearato de magnesio, talco, etc.; ligantes, tales como alcohol polivinilico,
hidroxipropilcelulosa, gelatina, etc.; surfactantes, tales como éster de acido graso, etc.; plastificadores, tales
como glicerina, etc., y similares.

Entre los ejemplos de la preparacion farmacéutica adecuados para la administracion parenteral se incluyen
inyecciones, supositorios, sprays y similares.

Las inyecciones pueden prepararse utilizando un portador, tal como una solucién salina, una solucién de
glucosa, una mezcla de ambas, o similares. Ademas, pueden prepararse inyecciones de polvos mediante
liofilizacion de la composicion de anticuerpo de la manera habitual y afiadiendo cloruro sédico a la misma.

Pueden prepararse supositorios utilizando un portador, tal como manteca de cacao, grasa hidrogenada, acido
carboxilico o similares.

Ademas, pueden prepararse sprays utilizando la composicién de anticuerpo por si sola o utilizando un portador
gue no estimula la membrana mucosa bucal o de las vias respiratorias del paciente y puede facilitar la absorcion
de la composicion de anticuerpo dispersandola en forma de particulas finas.

Entre los ejemplos del portador se incluyen lactosa, glicerol y similares. Dependiendo de las propiedades de la
composicion de anticuerpo y el portador, resulta posible producir preparaciones farmacéuticas, tales como
aerosoles, polvos secos y similares. Ademas, los componentes ejemplificados como aditivos para preparaciones
orales también pueden afiadirse a las preparaciones parenterales.
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Aunque la dosis clinica o la frecuencia de administracion varia dependiendo del efecto terapéutico objetivo, del
método de administracion, del periodo de tratamiento, de la edad, del peso corporal y similares, habitualmente es
de entre 10 pg/kg y 20 mg/kg al dia por adulto.

Ademas, como método de examen del efecto antitumoral de la composicion de anticuerpo contra diversas
células tumorales, entre los ensayos in vitro se incluyen el método de medicion de la actividad CDC, el método
de medicion de la actividad ADCC y similares, y entre los ensayos in vivo se incluyen experimentos antitumorales
utilizando un sistema antitumoral en un animal experimental, tal como un raton, etc., y similares.

Las mediciones de la actividad CDC y de la actividad ADCC y los experimentos antitumorales pueden llevarse a
cabo de acuerdo con los métodos descritos en Cancer Immunology Immunotherapy 36:373, 1993; Cancer
Research 54:1511, 1994, y similares.

Se describe a continuacion la presente divulgacion con mayor detalle a partir de los ejemplos.
Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra patrones de electroforesis de SDS-PAGE de cinco anticuerpo hibridos anti-GD3
purificados (utilizando un gradiente de gel de 4% a 15%). Las figuras 1A y 1B muestran los resultados de la
electroforesis bajo condiciones no reductoras y bajo condiciones reductoras, respectivamente. Los carriles 1 a
7 muestran los patrones de electroforesis de marcadores de peso molecular alto. Anticuerpo hibrido YB2/0-
GD3, anticuerpo hibrido CHO/DG44-GD3, anticuerpo hibrido SP2/0-GD3, anticuerpo hibrido NS0-GD3 (302),
anticuerpo hibrido NS0-GD3 (GIT) y marcadores de peso molecular bajo, respectivamente.

La figura 2 muestra las actividades de cinco anticuerpos hibridos anti-GD3 purificados de unién a GD3,
medidos mediante modificacion de la concentracién de anticuerpo. La ordenada y las abscisas muestran la
actividad de unién a GD3 y la concentracién de anticuerpo, respectivamente. "o", "e", "o, "m" y "A" muestran
las actividades del anticuerpo hibrido YB2/0-GD3, del anticuerpo hibrido CHO/DG44-GD3, del anticuerpo
hibrido SP2/0-GD3, del anticuerpo hibrido NS0-GD3 (302) y del anticuerpo hibrido NS0-GD3 (GIT),
respectivamente.

La figura 3 muestra las actividades de ADCC de cinco anticuerpos hibridos anti-GD3 purificados para la
estirpe celular de melanoma humano G-361. La ordenada y las abscisas muestran la actividad citotoxica y la
concentracién de anticuerpo, respectivamente. "o", "e", "0", "m" y "A" muestran las actividades del anticuerpo
hibrido YB2/0-GD3, del anticuerpo hibrido CHO/DG44-GD3, del anticuerpo hibrido SP2/0-GD3, del anticuerpo

hibrido NS0-GD3 (302) y del anticuerpo hibrido NS0-GD3 (GIT), respectivamente.

La figura 4 muestra los patrones de electroforesis de SDS-PAGE de tres anticuerpos anti-IL_h-5Ra con
injertacion de RDC (utilizando un gradiente de gel de 4% a 15%). Las figuras 4A y 4B muestran los resultados
de la electroforesis llevada a cabo bajo condiciones no reductoras y bajo condiciones reductoras,
respectivamente. Los carriles 1 a 5 muestran los patrones de electroforesis de los marcadores de peso
molecular alto, anticuerpo de YB2/0-IL_h RDC, anticuerpo de CHO/d-IL-5R_h RDC, anticuerpo de NSO-IL-
5R_h RDC y de los marcadores de peso molecular bajo, respectivamente.

La figura 5 muestra las actividades de tres anticuerpos anti-hIL-5Ra con injertacion de RDC purificados de
unién a IL-5Ra_h, medidos mediante modificacion de la concentracion de anticuerpo. La ordenada y las
abscisas muestran la actividad de unién con IL-5Ra_hy la concentracion de anticuerpo, respectivamente. "o",
"e" and "0" muestran las actividades del anticuerpo de YB2/0-IL-5R_h RDC, del anticuerpo de CHO/d-IL-
5R_h RDC y del anticuerpo de NSO-IL-5R_h RDC, respectivamente.

La figura 6 muestra las actividades de ADCC de tres anticuerpos anti-IL-5Ra_h con injertacion de RDC
purificados para una linea de células T de raton expresante de IL-5R_h llamada CTLL-2(h5R). La ordenada y
las abscisas muestran la actividad citotoxica y la concentracidon de anticuerpo, respectivamente. "o", "e" and
"0" muestran las actividades del anticuerpo de YB2/0-IL-5R_h RDC, del anticuerpo de CHO/d-IL-5R_h RDC y
del anticuerpo de NSO-IL-5R_h RDC, respectivamente.

La figura 7 muestra las actividades de inhibicion de tres anticuerpos anti-IL-5Ra_h con injertacion de RDC
purificados en un modelo de incremento de eosindfilos inducido por IL-5_h de Macaca fascicularis. La
ordenada y las abscisas muestran el nimero de eosinéfilos en sangre periférica y el nimero de dias (el dia
de inicio de la administracion de anticuerpo y de IL-5_h se definié como dia 0). "101 y 102", "301, 302 y 303",
"401, 402 yd 403"y "501, 502 y 503" muestran los resultados en el grupo de no administracion de anticuerpo,
en el grupo de administracion de anticuerpo de YB2/0-IL-5R_h RDC, en el grupo de administracion de
CHO/d-IL-5R_h RDC y del grupo de administracion de NSO-IL-5R_h RDC, respectivamente.

La figura 8 muestra los patrones de elucién de la elucion de HPLC de fase inversa de una cadena de azlcar
tratada con PA (lado izquierdo) y de un patrén de elucién obtenido mediante el tratamiento de la cadena de
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azucar tratada con PA con a-L-fucosidasa y después analizados mediante HPLC de fase inversa (lado
derecho) del anticuerpo anti-IL-5Ra con injertacion de RDC purificado producido por YB2/0 (figura 8A) y del
anticuerpo anti-IL-5Ra_h con injertacién de RDC purificado producido por NSO (figura 8B). La ordenada y las
abscisas muestran la intensidad relativa de fluorescencia y el tiempo de elucion, respectivamente.

La figura 9 muestra un patron de elucién obtenido mediante la preparacion de una cadena de azUcar tratada
con PA a partir del anticuerpo anti-IL-5Ra_h con injertacion de RDC purificado producido por las células
CHO/d y el andlisis del mismo mediante HPLC de fase inversa. La ordenada y las abscisas muestran la
intensidad relativa de fluorescencia y el tiempo de elucion, respectivamente.

En la figura 10, la figura 10A muestra las actividades de union a GD3 de una fraccion no adsorbida y una
parte de una fraccion adsorbida, medidas mediante la modificaciéon de la concentracion de anticuerpo. La
ordenada y las abscisas muestran la actividad de union a GD3 y la concentracion de anticuerpo,
respectivamente. "e" y "o" muestran la fraccion no adsorbida y una parte de la fracciébn adsorbida,
respectivamente. La figura 10B muestra las actividades de ADCC de la fraccion no adsorbida y una parte de
la fraccién adsorbida para La linea de melanoma humano G-361. La ordenada y las abscisas muestran la

actividad citotéxica y la concentraciéon de anticuerpo, respectivamente. "e" y "o" muestran la fraccion no
adsorbida y una parte de la fraccion adsorbida, respectivamente.

La figura 11 muestra los patrones de elucion obtenidos mediante en andlisis de cadenas de azlcar tratadas
con PA preparadas a partir de una fraccion no adsorbida y una parte de una fraccién adsorbida mediante una
HPLC de fase inversa. Las figuras 11A y 11B muestran un patron de elucion de la fraccion no adsorbida y un
patrén de elucién de una parte de la fraccion adsorbida, respectivamente. La ordenada y las abscisas
muestran la intensidad relativa de fluorescencia y el tiempo de elucién, respectivamente.

La figura 12 muestra los patrones de elucion de cadenas de azlcar tratadas con PA preparadas a partir de 6
anticuerpos hibridos anti-GD3 (figs. 12A a 12F) obtenidos mediante el analisis de los mismos mediante HPLC
de fase inversa. La ordenada y las abscisas muestran la intensidad relativa de fluorescencia y el tiempo de
elucién, respectivamente.

La figura 13 muestra las actividades de union a GD3 de 6 anticuerpos hibridos anti-GD3 que presentan una
proporcion diferente de cadenas de azlcar libres de a-1,6-fucosa medidas mediante modificacién de la
concentracién de anticuerpo. La ordenada y las abscisas muestran la actividad de uniéon a GD3 y la
concentracién de anticuerpo, respectivamente. "e", "o", "m", "A", "A" y "X" muestran las actividades del
anticuerpo hibrido anti-GD3 (50%), del anticuerpo hibrido anti-GD3 (45%), del anticuerpo hibrido anti-GD3
(29%), del anticuerpo hibrido anti-GD3 (24%), del anticuerpo hibrido anti-GD3 (13%) y del anticuerpo hibrido

anti-GD3 (7%), respectivamente.

La figura 14 muestra actividades de ADCC de seis tipos de anticuerpo hibrido anti-GD3 que presentan una
proporcion diferente de cadenas de azucar libres de a-1,6-fucosa contra una estirpe celular de melanoma
humano G-361, utilizando una célula efectora del donante A. La ordenada y las abscisas muestran la
actividad citotéxica y la concentracion de anticuerpo, respectivamente. "e", "o", "u", "A", "A" y "X" muestran
las actividades del anticuerpo hibrido anti-GD3 (50%), del anticuerpo hibrido anti-GD3 (45%), del anticuerpo
hibrido anti-GD3 (29%), del anticuerpo hibrido anti-GD3 (24%), del anticuerpo hibrido anti-GD3 (13%) y del

anticuerpo hibrido anti-GD3 (7%), respectivamente.

La figura 15 muestra actividades de ADCC de seis tipos de anticuerpo hibrido anti-GD3 que presentan una
proporcion diferente de cadenas de azucar libres de a-1,6-fucosa contra una estirpe celular de melanoma
humano G-361, utilizando una célula efectora del donante B. La ordenada y las abscisas muestran la
actividad citotéxica y la concentracion de anticuerpo, respectivamente. "e", "o", "a", "A", "A" y "X" muestran
las actividades del anticuerpo hibrido anti-GD3 (50%), del anticuerpo hibrido anti-GD3 (45%), del anticuerpo
hibrido anti-GD3 (29%), del anticuerpo hibrido anti-GD3 (24%), del anticuerpo hibrido anti-GD3 (13%) y del

anticuerpo hibrido anti-GD3 (7%), respectivamente.

La figura 16 muestra los patrones de elucion de cadenas de azlcar tratadas con PA preparadas a partir de
seis tipos de anticuerpo hibrido anti-GD3, obtenidos mediante el andlisis de los mismos mediante HPLC de
fase inversa. La ordenada y las abscisas muestran la intensidad relativa de fluorescencia y el tiempo de
elucién, respectivamente.

La figura 17 muestra las actividades de unién a CCR4 de seis tipos de anticuerpo hibrido anti-CCR4 que
presentan una proporcién diferente de cadenas de azlcar libres de a-1,6-fucosa medidas mediante
modificacion de la concentracion de anticuerpo. La ordenada y las abscisas muestran la actividad de union a
CCR4 y la concentracion de anticuerpo, respectivamente. "a", "o0", "A", "A", "@" y "o" muestran las actividades
del anticuerpo hibrido anti-CCR4 (46%), del anticuerpo hibrido anti-CCR4 (39%), del anticuerpo hibrido anti-
CCR4 (27%), del anticuerpo hibrido anti-CCR4 (18%), del anticuerpo hibrido anti-CCR4 (9%) y del anticuerpo

hibrido anti-CCR4 (8%), respectivamente.
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La figura 18 muestra actividades de ADCC de anticuerpos hibridos anti-CCR4 que presentan una proporcion
diferente de cadenas de azlcar libres de a-1,6-fucosa contra células CCR4/EL-4, utilizando una célula
efectora del donante A. La ordenada y las abscisas muestran la actividad citotoxica y la concentraciéon de
anticuerpo, respectivamente. "u", "0", "A", "A", "o" y "o" muestran las actividades del anticuerpo hibrido anti-
CCR4 (46%), del anticuerpo hibrido anti-CCR4 (39%), del anticuerpo hibrido anti-CCR4 (27%), del anticuerpo
hibrido anti-CCR4 (18%), del anticuerpo hibrido anti-CCR4 (9%) y del anticuerpo hibrido anti-CCR4 (8%),
respectivamente. Ademas, las figuras 18A y 18B muestran los resultados obtenidos utilizando células
efectoras del donante A y del donante B, respectivamente.

La figura 19 muestra actividades de ADCC de anticuerpos hibridos anti-CCR4 que presentan una proporcion
diferente de cadenas de azlcar libres de a-1,6-fucosa contra células CCR4/EL-4, utiizando una célula
efectora del donante B. La ordenada y las abscisas muestran la actividad citotoxica y la concentraciéon de
anticuerpo, respectivamente. "u", "0", "A", "A", "o" y "o" muestran las actividades del anticuerpo hibrido anti-
CCR4 (46%), del anticuerpo hibrido anti-CCR4 (39%), del anticuerpo hibrido anti-CCR4 (27%), del anticuerpo
hibrido anti-CCR4 (18%), del anticuerpo hibrido anti-CCR4 (9%) y del anticuerpo hibrido anti-CCR4 (8%),

respectivamente.

La figura 20 muestra la construccion de los plasmidos CHFT8-pCR2.1 e YBFT8-pCR2.1.
La figura 21 muestra la construccion de los plasmidos CHAc-pBS e YBAc-pBS.

La figura 22 muestra la construccion de los plasmidos CHFT8d-pCR2.1 e YBFT8d-pCR2.1.
La figura 23 muestra la construccion de los plasmidos CHAcd-pBS e YBAcd-pBS.

La figura 24 muestra los resultados de la determinacion de un producto de transcripcion FUT8 en cada linea
de célula hospedadora mediante RT-PCR competitiva. Se muestran las cantidades del producto de
transcripcion FUT8 en cada linea de célula hospedadora utilizando la secuencia de FUT8 de rata como

estandar y se muestra el control interno. "w" y "0" muestran los resultados al utilizar las estirpes celulares
CHO e YB2/0, respectivamente, como célula hospedadora.

La figura 25 muestra la construccion de un plasmido mfFUT8-pCR2.1.
La figura 26 muestra la construccion de un plasmido pBSmfFUTS.
La figura 27 muestra la construccion de un plasmido pAGEmfFUTS8.

La figura 28 muestra los resultados del andlisis de los niveles de expresion del gen FUT8 por una estirpe
celular de expresion en exceso del gen utilizando una RT-PCR competitiva. La ordenada muestra los valores
relativos de cantidades de transcripcién de FUT8 respecto a las cantidades de transcripcion de B-actina.

La figura 29 muestra las actividades de ADCC de un anticuerpo hibrido anti-GD3 purificado a partir de una
estirpe celular que expresa en exceso gen FUT8 contra una estirpe celular de melanoma humano G-361. La
ordenaday las abscisas muestran la actividad citotoxica y la concentracion de anticuerpo, respectivamente.

La figura 30 muestra los patrones de elucion de cadenas de azucar tratadas con PA preparadas a partir de
anticuerpos producidos por estirpes celulares en las que se ha introducido mfFUT8-6 y pAGE249, obtenidos
mediante el andlisis de los mismos mediante HPLC de fase inversa. Las figuras 30A y 30B muestran los
patrones de elucidon de cadenas de azucar tratadas con PA preparadas a partir de un anticuerpo producido
por la estirpe celular en la que se ha introducido mfFUT8-6 y cadenas de azlcar tratadas con PA preparadas
a partir de un anticuerpo producido por la estirpe celular en la que se ha introducido pAGE249,
respectivamente. La ordenada y las abscisas muestran la intensidad relativa de fluorescencia y el tiempo de
elucién, respectivamente.

La figura 31 muestra un patrén de elucion de cadenas de azlcar tratadas con PA preparadas con herceptina,
obtenido mediante el andlisis del mismo mediante HPLC de fase inversa. La ordenada y las abscisas
muestran la intensidad relativa de fluorescencia y el tiempo de elucién, respectivamente.

La figura 32 muestra la construccion del plasmido CHfFUT8-pCR2.1.

La figura 33 muestra la construccion del plasmido ploxPPuro.

La figura 34 muestra la construccion del plasmido pKOFUT8gE2-1.

La figura 35 muestra la construccion del plasmido pKOFUT8gE2-2.
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La figura 36 muestra la construccion del plasmido pscFUT8gE2-3.
La figura 37 muestra la construccién del plasmido pKOFUT8gE2-3.
La figura 38 muestra la construccion del plasmido pKOFUT8gE2-4.
La figura 39 muestra la construccion del plasmido pKOFUT8gE2-5.
La figura 40 muestra la construcciéon de un plasmido pKOFUT8Puro.

La figura 41 muestra los resultados de andlisis southern del genoma de las lineas de células CHO con
disrupcion del gen de a-1,6-fucosiltransferasa 1st. AFUT8 2-46-1 y 1st. AFUT8 2-46.

La figura 42 muestra las actividades de ADCC de un anticuerpo hibrido anti-CCR4 purificado a partir de una
estirpe celular con disrupcion génica de alelo de FUT8. La ordenada y las abscisas muestran la actividad
citotdxica y la concentraciéon de anticuerpo. "A" y "sw" muestran las actividades de un anticuerpo purificado
derivado de una célula CHO 5-03 productora de anticuerpos hibridos anti-CCR4 y un anticuerpo purificado
derivado de 1st.AFUT8 2-46-1, respectivamente.

La figura 43 muestra actividades de ADCC de anticuerpos hibridos anti-CCR4 humanos producidos por
estirpes celulares resistentes a lectina. La ordenada y las abscisas muestran la actividad citotoxica y la
concentraciéon de anticuerpo. "o", "a", "@" y " A" muestran las actividades de los anticuerpos producidos por
la cepa 5-03, CHO/CCR4-LCA, CHO/CCR4-AAL y CHO/CCR4-PHA, respectivamente.

La figura 44 muestra actividades de ADCC de anticuerpos hibridos anti-CCR4 humanos producidos por
estirpes celulares resistentes a lectina. La ordenada y las abscisas muestran la actividad citotoxica y la

concentraciéon de anticuerpo, respectivamente. "o", "A" y "e" muestran las actividades de los anticuerpos
producidos por YB2/0 (KM2760 # 58-35-16), 5-03 y CHO/CCR4-LCA, respectivamente.

La figura 45 muestra los patrones de elucion de cadenas de azucar tratadas con PA preparadas a partir de
anticuerpos hibridos anti-CCR4 purificados, obtenidos mediante el andlisis de los mismos mediante HPLC de
fase inversa. La ordenada y las abscisas muestran la intensidad relativa de fluorescencia y el tiempo de
elucién, respectivamente. Las figuras 45A, 45B, 45C y 45D muestran los resultados de los analisis de un
anticuerpo producido por la cepa 5-03, un anticuerpo producido por CHO/CCR4-LC1, un anticuerpo producido
por CHO/CCR4-AAL y un anticuerpo producido por CHO/CCR4-PHA, respectivamente.

La figura 46 muestra la primera etapa de construccion de un vector de expresién de GMD derivada de células
CHO (6 etapas en total).

La figura 47 muestra la segunda etapa de construccién de un vector de expresion de GMD derivada de
células CHO (6 etapas en total).

La figura 48 muestra la tercera etapa de construccion de un vector de expresion de GMD derivada de células
CHO (6 etapas en total).

La figura 49 muestra la cuarta etapa de construccion de un vector de expresion de GMD derivada de células
CHO (6 etapas en total).

La figura 50 muestra la quinta etapa de construccién de un vector de expresion de GMD derivada de células
CHO (6 etapas en total).

La figura 51 muestra la sexta etapa de construccion de un vector de expresion de GMD derivada de células
CHO (6 etapas en total).

La figura 52 muestra la resistencia de CHO/CCR4-LCA que expresa GMD para la lectina LCA. La medicion
se llevé a cabo dos veces definiendo la tasa de supervivencia de un grupo de células cultivadas sin adicion
de lectina LCA como 100%. En el dibujo, "249" muestra la tasa de supervivencia de CHO/CCR4-LCA en el
que se ha introducido el vector de expresién pAGE249 para la lectina LCA. GMD muestra la resistencia de
CHO7CCRA4-LCA en la que se ha introducido un vector de expresion de GMD pAGE249GMD para la lectina
LCA.

La figura 53 muestra actividades de ADCC de anticuerpos hibridos anti-CCR4 humanos producidos por

células de las estirpes celulares CHO/CCR4-LCA expresantes de GMD. La ordenada y las abscisas muestran
la actividad citotoxica y la concentracién de anticuerpo, respectivamente.
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La figura 54 muestra una etapa de produccién de un plasmido CHO-GMD en el que el extremo 5'-terminal de
un clon 34-2 se introduce en el extremo 5'-terminal de un ADNc clon 22-8 de GMD derivado de célula CHO.

La figura 55 muestra un patron de elucién de cadenas de azlcar tratadas con PA preparadas a partir de un
anticuerpo hibrido anti-CCR4 purificado a partir de CHO/CCR4-LCA expresante de gen de GMD, obtenidos
mediante el andlisis de los mismos mediante HPLC de fase inversa. La ordenada y las abscisas muestran la
intensidad relativa de fluorescencia y el tiempo de elucion, respectivamente.

Ejemplo 1

Produccion de anticuerpo hibrido humano anti-gangli 6sido GD3:

1. Construccidn de vector de expresiéon en tAndem pChiLHGM4 para el anticuerpo hibrido humano anti-
gangliosido GD3

Se construy6 un plasmido pChi641LGM40 mediante la ligacion de un fragmento de aproximadamente 4,03 kb
que contiene un ADNc de cadena L, obtenido mediante la digestion de un vector de expresion de cadena L,
pChi641LGM4 [J. Immunol. Methods 167:271, 1994] para el anticuerpo hibrido humano anti-gangliésido GD3 (en
adelante denominado "anticuerpo hibrido anti-GD3") con los enzimas de restriccion Mlul (fabricado por Takara
Shuzo) y Sall (fabricado por Takara Shuzo) con un fragmento de aproximadamente 3,40 kb que contenia un gen
de resistencia a G418 y una sefial de procesamiento, obtenido mediante la digestion de un vector de expresion
pPAGEL07 [Cytotechnology 3:133, 1990] para células animales con enzimas de restricciéon Mlul (fabricado por
Takara Shuzo) y Sall (fabricado por Takara Shuzo) utilizando el kit de ligacion de ADN (fabricado por Takara
Shuzo) y transformando después E. coli HB101 (Molecular Cloning, segunda edicién9 con el producto ligado.

A continuacién, un fragmento de aproximadamente 5,68 kb que contiene un ADNc de cadena L, obtenido
mediante la digestion del plasmido construido pChi641LGM40 con un enzima de restriccién Clal (fabricado por
Takara Shuzo), creando extremos romos en el mismo utilizando el kit de creacion de extremos romos de ADN
(fabricado por Takara Shuzo) y digiriéndolo ademas con Mlul (fabricado por Takara Shuzo), se ligd con un
fragmento de aproximadamente 8,40 kb que contenia un ADNc de la cadena H, obtenido mediante digestion con
un vector de expresion de la cadena H de anticuerpo hibrido anti-GD3, pChi641HGM4 [J. Immunol. Methods
167:271, 1994] con el enzima de restriccidon Xhol (fabricado por Takara Shuzo), creando extremos romos con el
kit de creacion de extremos romos de ADN (fabricado por Takara Shuzo) y digiriéndolo ademéas con Miul
(fabricado por Takara Shuzo) utilizando el kit de ligacion de ADN (fabricado por Takara Shuzo) y después E. coli
HB101 (Molecular Cloning, segunda edicion) se transformé con el producto ligado, construyendo de esta manera
el vector de expresion en tandem pChi641LHGM4 para el anticuerpo hibrido anti-GD3.

2. Preparacion de células gue producen establemente anticuerpo hibrido anti-GD3

Las células que pueden producir establemente un anticuerpo hibrido anti-GD3 se prepararon utilizando el vector
de expresiéon en tAndem pChi641LHGM4 para el anticuerpo hibrido anti-GD3 construido en el item 1 del Ejemplo
1, tal como se indica a continuacion.

(1) Preparacién de célula productora de anticuerpos utilizando la célula YB2/0 de mieloma de rata

Tras introducir 5 ug del vector de expresién pChi641LHGM4 del anticuerpo hibrido anti-GD3 en 4x10° células de
YB2/0 de mieloma de rata [ATCC n°® CRL-1662; J.V. Kilmarin et al., J. Cell. Biol. 93:576-582, 1982] mediante
electroporacion [Cytotechnology 3:133, 1990], las células se suspendieron en 40 ml de RPMI 1640-FBS(10)
(medio RPMI1640 que comprendia FBS al 10% (fabricado por Gibco BRL)) y se dispensaron 200 pl/pocillo en
una placa de cultivo de 96 pocillos (fabricado por Sumitomo Bakelite). Tras cultivarlas a 37°C durante 24 horas
en un incubador con 5% de COy, se afadid G418 hasta una concentracién de 0,5 mg/ml, seguido del cultivo
durante 1 a 2 semanas. Se recupero de los pocillos el sobrenadante de cultivo, en el que se habian formado
colonias de los transformantes que mostraban resistencia a G418 y se habia observado el crecimiento de las
colonias, y se midi6 la actividad de unién a antigenos del anticuerpo hibrido anti-GD3 en el sobrenadante
mediante ELISA, mostrado en el item 3 del Ejemplo 1.

Con respecto a los transformantes en pocillos en los que se habia observado produccion del anticuerpo hibrido
anti-GD3 en los sobrenadantes de cultivo, con el fin de incrementar la cantidad de anticuerpo producido
utilizando un sistema de amplificacién de gen DHFR, se suspendié cada uno de ellos en el medio RPMI1640-
FBS(10) que comprendia 0,5 mg/ml de G418 y el inhibidor de DHFR 50 nM, metotrexato (en adelante
denominado "MTX", fabricado por Sigma), proporcionando una densidad de 1 a 2x10° células/ml y la suspensién
se dispensaron 2 ml en los pocillos de una placa de 24 pocillos (fabricada por Greiner). Los transformantes que
mostraban resistencia a MTX 50 nM se indujeron mediante cultivo a 37°C durante 1 a 2 semanas en un
incubador con 5% de CO;. Se midi6 la actividad de union a antigenos del anticuerpo hibrido anti-GD3 en
sobrenadantes de cultivo en pocillos en la que se observé crecimiento de los transformantes mediante el ELISA
mostrado en el item 3 del Ejemplo 1. Con respecto a los transformantes en pocillos en los que se habia
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observado produccién del anticuerpo hibrido anti-GD3 en sobrenadantes de cultivo, se incrementd la
concentracién de MTX a 100 nM y después a 200 nM, y los transformantes capaces de crecer en el medio
RPMI1640-FBS(10) que comprendia 0,5 mg/ml de G418 y MTX 200 nM y de producir el anticuerpo hibrido anti-
GD3 en una gran cantidad se obtuvieron finalmente mediante el mismo método que se ha indicado
anteriormente. De entre los transformantes obtenidos, se seleccionaron las estirpes celulares adecuadas y se
aislaron en células individuales (clonacidn) mediante dilucién limitante dos veces. Ademas, utilizando el método
para determinar el producto de transcripcion de un gen de a-1,6-fucosiltransferasa mostrado en el Ejemplo 9, se
selecciond una estirpe celular productora de una cantidad relativamente reducida del producto de transcripcion y
se utilizé6 como estirpe celular adecuada.

El clon 7-9-51 de células transformadas productoras de anticuerpo hibrido anti-GD3 obtenido se depositd el 5 de
abril de 1999 como FERM n° BP-6691 en el National Institute of Bioscience and Human Technology, Agency of
Industrial Science and Technology (Higashi 1-1-3, Tsukuba, Ibaraki, Jap6n) (nombre actual: International Patent
Organism Depositary, National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (AIST Tsukuba Central 6,
1-1, Higashi 1-Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japon)).

(2) Preparacién de células productoras de anticuerpos utilizando células CHO/DG44

Tras introducir 4 pg del vector de expresion de anticuerpo hibrido anti-GD3, pChi641LHGM4, en 1,6x10° células
de CHO/DG44 [G. Urlaub y L.A. Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, 1980], mediante
electroporacion [Cytotechnology 3:133, 1990], las células se suspendieron en 10 ml de IMDM-FBS(10) [medio
IMDM que comprendia FBS al 10% y 1x concentraciéon de complemento HT (fabricado por Gibco BRL)] y se
dispensaron 200 pl/pocillo en una placa de cultivo de 96 pocillos (fabricado por Iwaki Glass). Tras cultivarlas a
37°C durante 24 horas en un incubador con 5% de CO3, se afiadié6 G418 hasta una concentracién de 0,5 mg/ml,
seguido del cultivo durante 1 a 2 semanas. Se recuperoé de los pocillos el sobrenadante de cultivo, en el que se
habian formado colonias de los transformantes que mostraban resistencia a G418 y se habia observado el
crecimiento de las colonias, y se midi6 la actividad de unién a antigenos del anticuerpo hibrido anti-GD3 en el
sobrenadante mediante ELISA, mostrado en el item 3 del Ejemplo 1.

Con respecto a los transformantes en pocillos en los que se habia observado produccion del anticuerpo hibrido
anti-GD3 en los sobrenadantes de cultivo, con el fin de incrementar la cantidad de anticuerpo producido
utilizando un sistema de amplificaciéon de gen DHFR, se suspendié cada uno de ellos en medio IMDM-dFBS(10)
[medio IMDM que comprendia suero de feto bovino dializado al 10% (en adelante denominado "dFBS", fabricado
por Gibco BRL)] que comprendia 0,5 mg/ml de G418 y MTX 10 nM, proporcionando una densidad de 1 a 2x10°
células/ml y la suspension se dispensaron 0,5 ml en los pocillos de una placa de 24 pocillos (fabricada por Iwaki
Glass). Los transformantes que mostraban resistencia a MTX 10 nM se indujeron mediante cultivo a 37°C
durante 1 a 2 semanas en un incubador con 5% de CO3. Con respecto a los transformantes en los pocillos en los
que se habia observado crecimiento, se increment6é la concentracién de MTX a 100 nM, y finaimente se
obtuvieron transformantes capaces de crecer en el medio IMDM-dFBS(10) que comprendia 0,5 mg/ml de G418 y
MTX 100 nM y de producir anticuerpo hibrido anti-GD3 en gran cantidad, mediante el mismo método que el
indicado anteriormente. De entre los transformantes obtenidos, se seleccionaron las estirpes celulares
adecuadas y se aislaron en células individuales (clonacién) mediante dilucién limitante dos veces. Ademas,
utilizando el método para determinar el producto de transcripcion de un gen de a-1,6-fucosiltransferasa mostrado
en el Ejemplo 9, se selecciond una estirpe celular productora de una cantidad relativamente reducida del
producto de transcripcion y se utilizé como estirpe celular adecuada.

(3) Preparacién de células productoras de anticuerpos utilizando células NSO de mieloma de ratén

Tras introducir 5 pg del vector de expresion pChi641LHGM4 del anticuerpo hibrido anti-GD3 en 4x10° células
NSO de mieloma de ratén mediante electroporacién [Cytotechnology 3:133, 1990], las células se suspendieron en
40 ml de EX-CELL302-FBS(10) (medio EX-CELL302 que comprendia FBS al 10% y L-glutamina 2 mM [en
adelante denominado "L-GIn", fabricado por Gibco BRL)] y se dispensaron 200 ul/pocillo en una placa de cultivo
de 96 pocillos (fabricado por Sumitomo Bakelite). Tras cultivarlas a 37°C durante 24 horas en un incubador con
5% de CO,, se afiadi6 G418 hasta una concentracion de 0,5 mg/ml, seguido del cultivo durante 1 a 2 semanas.
Se recuper6 de los pocillos el sobrenadante de cultivo, en el que se habian formado colonias de los
transformantes que mostraban resistencia a G418 y se habia observado el crecimiento de las colonias, y se
midio la actividad de unién a antigenos del anticuerpo hibrido anti-GD3 en el sobrenadante mediante ELISA,
mostrado en el item 3 del Ejemplo 1.

Con respecto a los transformantes en pocillos en los que se habia observado produccion del anticuerpo hibrido
anti-GD3 en los sobrenadantes de cultivo, con el fin de incrementar la cantidad de anticuerpo producido
utilizando un sistema de amplificacién de gen DHFR, se suspendié cada uno de ellos en medio EX-CELL302-
dFBS(10) (medio EX-CELL302 que comprendia dFBS al 10% y L-GIn 2 mM) que comprendia 0,5 mg/ml de G418
y MTX 50 nM, proporcionando una densidad de 1 a 2x10° células/ml y la suspensién se dispensaron 2 ml en los
pocillos de una placa de 24 pocillos (fabricada por Greiner). Los transformantes que mostraban resistencia a
MTX 50 nM se indujeron mediante cultivo a 37°C durante 1 a 2 semanas en un incubador con 5% de CO3. Se
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midio la actividad de unién a antigenos del anticuerpo hibrido anti-GD3 en sobrenadantes de cultivo en pocillos
en los que se habia observado crecimiento de transformantes, mediante el ELISA mostrado en el item 3 del
Ejemplo 1. Con respecto a los transformantes en pocillos en los que se habia observado produccion del
anticuerpo hibrido anti-GD3 en sobrenadantes de cultivo, se incrementd la concentracion de MTX a 100 nM y
después a 200 nM, y los transformantes capaces de crecer en el medio EX-CELL302-dFBS(10) que comprendia
0,5 mg/ml de G418 y MTX 200 nM y de producir el anticuerpo hibrido anti-GD3 en una gran cantidad se
obtuvieron finalmente mediante el mismo método que se ha indicado anteriormente. De entre los transformantes
obtenidos, se seleccionaron las estirpes celulares y se aislaron en forma de células individuales (clonacion)
mediante dilucién limitante dos veces. Ademas, utilizando el método para determinar el producto de transcripcion
de un gen de a-1,6-fucosiltransferasa mostrado en el Ejemplo 9, se selecciond una estirpe celular productora de
una cantidad relativamente reducida del producto de transcripcion y se utilizé6 como estirpe celular adecuada.

3. Medicién de la actividad de unién del anticuerpo a GD3 (ELISA)

Se midié la actividad de unién a GD3 del anticuerpo tal como se indica a continuacion.

En 2 ml de solucién de etanol que contenia 10 pg de dipalmitoilfosfatidilcolina (fabricada por Sigma) y 5 pg de
colesterol (fabricado por Sigma), se disolvieron 4 nmoles de GD3. En cada pocillo de una placa de 96 pocillos
para ELISA (fabricada por Greiner), se dispensaron 20 pl de la solucion (40 pmoles/pocillo de concentracion
final), seguido de secado al aire, se dispensd PBS que contenia albumina de suero bovino al 1% (en adelante
denominada "BSA", fabricada por Sigma) (en adelante denominado "PBS-BSA al 1%") a razén de 100 pl/pocillo y
después se llevo a cabo la reaccion a temperatura ambiente durante 1 hora para el bloqueo de los grupos activos
restantes. Tras descartar el PBS-BSA al 1%, se dispens6 un sobrenadante de cultivo de un transformante o una
solucién diluida de un anticuerpo hibrido humano en 50 pl/pocillo para llevar a cabo la reaccién a temperatura
ambiente durante 1 hora. Tras la reaccion, se lavd cada pocillo con PBS que contenia Tween-20 al 0,05%
(fabricado por Wako Pure Chemical Industries) (en adelante denominado "PBS-Tween"), una solucién de
anticuerpo de cabra anti-lgG humana marcado con peroxidasa (H y L) (fabricada por American Qualex) diluida
3.000 veces con PBS-BSA al 1% y se dispens6 a razén de 50 pl/pocillo como solucion de anticuerpo secundario
y después se llevo a cabo la reaccién a temperatura ambiente durante 1 hora. Tras la reaccién y posterior lavado
con PBS-Tween, se dispenso solucion de sustrato ABTS [solucion preparada mediante disolucion de 0,55 g de
sal aménica de acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) en 1 litro de tampodn citrato 0,1 M (pH 4,2) y
adicién de 1 pl/ml de peroxido de hidrégeno a la solucion inmediatamente antes del uso (en adelante se utiliza la
misma solucion)] en 50 pl/pocillo para el revelado de color y después se midio la absorbancia a 415 nm (en
adelante denominada "DO415").

4. Purificacién de anticuerpo hibrido anti-GD3

(1) Cultivo de célula productora de anticuerpos derivada de célula YB2/0 y purificacidn de anticuerpos

El clon de células transformadas productoras de anticuerpos hibridos anti-GD3 obtenido en el item 2(1) del
Ejemplo 1 se suspendi6 en el medio de hibridoma-SFM que comprendia BSA al 0,2%, MTX 200 nM y
triyodotironina 100 nM (en adelante denominado "T3", fabricado por Sigma), proporcionando una densidad de
3x10° células/ml y se cultivé utilizando una botella centrifugadora de 2,0 litros de capacidad (fabricada por Iwaki
Glass) bajo agitacion a una velocidad de 50 rpm. Tras cultivarlas a 37°C durante 10 dias en una sala de
temperatura controlada, se recuperd el sobrenadante de cultivo. Se purificé el anticuerpo hibrido anti-GD3 a
partir del sobrenadante de cultivo utilizando una columna Prosep-A (fabricada por Bioprocessing) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. El anticuerpo hibrido anti-GD3 purificado se denominé anticuerpo hibrido YB2/0-
GD3.

(2) Cultivo de célula productora de anticuerpos derivada de célula CHO/DG44 y purificacién de anticuerpos

El clon celular transformado productor de anticuerpo hibrido anti-GD3 obtenido en el item 2(2) del Ejemplo 1 se
suspendi6 en el medio EX-CELL302 que comprendia L-GIn 3 mM, solucién concentrada de &cidos grasos al
0,5% (en adelante denominada "CDLC", fabricada por Gibco BRL) y Pluronic F68 al 0,3% (en adelante
denominada "PF68", fabricada por Gibco BRL), proporcionando una densidad de 1x10° células/ml y la
suspension se dispensé a razén de 50 ml en matraces de 175 mm? (fabricados por Greiner). Tras cultivarlas a
37°C durante 4 dias en un incubador con 5% de COg, se recuperd el sobrenadante de cultivo. Se purifico el
anticuerpo hibrido anti-GD3 a partir del sobrenadante de cultivo utilizando una columna Prosep-A (fabricada por
Bioprocessing) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El anticuerpo hibrido anti-GD3 purificado se
denominé anticuerpo hibrido CHO/DG44-GD3.

(3) Cultivo de células productoras de anticuerpos derivadas de células NSO y purificacién de anticuerpos

El clon de células transformadas productoras de anticuerpos hibridos anti-GD3 obtenido en el item 2(3) del
Ejemplo 1 se suspendio en el medio EX-CELL302 que comprendia L-GIn 2 mM, G418 0,5 mg/ml, MTX 200 nM y
FBS al 1%, proporcionando una densidad de 1x10° células/ml y la suspension se dispens6 a razén de 200 ml en

51



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2639222713

matraces de 175 mm? (fabricados por Greiner). Tras cultivarlas a 37°C durante 4 dias en un incubador con 5% de
COy, se recupero el sobrenadante de cultivo. Se purifico el anticuerpo hibrido anti-GD3 a partir del sobrenadante
de cultivo utilizando una columna Prosep-A (fabricada por Bioprocessing) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El anticuerpo hibrido anti-GD3 purificado se denominé anticuerpo hibrido NS0-GD3 (302).

Ademas, el clon de células transformadas se suspendié en el medio GIT que comprendia 0,5 mg/ml de G418 y
MTX 200 nM, proporcionando una densidad de 3x10° células/ml, y la suspension se dispensé a razén de 200 ml
en matraces de 175 mm? (fabricados por Greiner). Tras cultivarlas a 37°C durante 10 dias en un incubador con
5% de CO,, se recuperd el sobrenadante de cultivo. Se purificd el anticuerpo hibrido anti-GD3 a partir del
sobrenadante de cultivo utilizando una columna Prosep-A (fabricada por Bioprocessing) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El anticuerpo hibrido anti-GD3 purificado se denomind anticuerpo hibrido NS0-GD3
(GIT).

(4) Cultivo de células productoras de anticuerpos derivadas de células SP2/0 y purificacién de los anticuerpos

El clon de células transformadas productoras de anticuerpos hibridos anti-GD3 (KM-871 (FERM n°® BP-3512))
descrito en la solicitud publicada de patente japonesa no examinada n® 304989/93 (EP n° 533199) se suspendio
en el medio GIT que comprendia 0,5 mg/ml de G418 y MTX 200 nM, proporcionando una densidad de 3x10°
células/ml, y la suspension se dispensé a razén de 200 ml en matraces de 175 mm? (fabricados por Greiner).
Tras cultivarlas a 37°C durante 8 dias en un incubador con 5% de CO., se recuper6 el sobrenadante de cultivo.
Se purifico el anticuerpo hibrido anti-GD3 a partir del sobrenadante de cultivo utilizando una columna Prosep-A
(fabricada por Bioprocessing) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El anticuerpo hibrido anti-GD3
purificado se denominé anticuerpo hibrido SP2/0-GD3.

5. Andlisis del anticuerpo hibrido anti-GD3 purificado

De acuerdo con un método conocido [Nature 227:680, 1970], 4 ug de cada uno de los cinco tipos de anticuerpo
hibrido anti-GD3 producido y purificado a partir de las células animales respectivas, obtenidos en el item 4 del
Ejemplo 1, se sometieron a SDS-PAGE para analizar el peso molecular y el grado de purificacién. Se muestran
los resultados en la figura 1. Tal como se muestra en la figura 1, se observd una Unica banda en
aproximadamente 150 kilodaltons (en adelante denominados "kD") de peso molecular bajo condiciones no
reductoras, y dos bandas de aproximadamente 50 kD y aproximadamente 25 kD bajo condiciones reductoras, en
cada uno de los anticuerpos hibridos anti-GD3 purificados. Los pesos moleculares practicamente coincidieron
con los pesos moleculares deducidos de las secuencias de nucle6tidos de ADNc de las cadenas H y L del
anticuerpo (cadena H: aproximadamente 49 Kd; cadena L: aproximadamente 23 Kd; molécula completa:
aproximadamente 144 kD) y también coincidieron con los informes que indican que el anticuerpo IgG presentaba
un peso molecular de aproximadamente 150 kD bajo condiciones no reductoras y resultaba degradado en
cadenas H con un peso molecular de aproximadamente 50 kD y cadenas L que presentaban un peso molecular
de aproximadamente 25 kD bajo condiciones reductoras debido al corte del enlace disulfuro (en adelante
denominado "enlace S-S") en la molécula [Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, capitulo 14, 1998; Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press Limited, 1996], de
manera que se confirmé que cada anticuerpo hibrido anti-GDE3 se habia expresado y purificado en forma de
molécula de anticuerpo con la estructura real.

Ejemplo 2
Evaluacion de la actividad del anticuerpo hibridoa  nti-GD3:

1. Medicién de la actividad de unién del anticuerpo hibrido anti-GD3 a GD3 (ELISA)

Se midi6 la actividad de los cinco tipos de anticuerpo hibrido anti-GD3 purificado obtenidos en el item 4 del
Ejemplo 1 de unién a GD3 (fabricados por Snow Brand Milk Products) mediante el ELISA mostrado en el item 3
del Ejemplo 1. La figura 2 muestra el resultado del examen de la actividad de unidn medida mediante la
moadificacion de la concentracion del anticuerpo hibrido anti-GD3 que debia afiadirse. Tal como se muestra en la
figura 2, los cinco tipos de anticuerpo hibrido anti-GD3 mostraron practicamente la misma actividad de unién a
GD3. El resultado demuestra que las actividades de unidn a antigeno de dichos anticuerpos son constantes
independientemente de las células animales productoras de anticuerpos y los métodos de cultivo de las mismas.
Ademas, la comparacion entre el anticuerpo hibrido de NS0-GD3 (302) y el anticuerpo hibrido de NS0-GD3 (GIT)
sugiere que las actividades de unién a antigeno son constantes independientemente de los medios utilizados en
el cultivo.

2. Actividad citotéxica (actividad ADCC) in vitro del anticuerpo hibrido anti-GD3

Con el fin de evaluar la actividad citotoxica in vitro de los cinco tipos de anticuerpo hibrido anti-GD3 purificado
obtenidos en el item 4 del Ejemplo 1, se midio la actividad ADCC de acuerdo con el método siguiente.
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(1) Preparacioén de solucidn de células diana

Se cultivé la estirpe celular de melanoma humano G-361 (ATCC n° CRL 1424) utilizando el medio RPMI1640-
FBS(10) para preparar 1x10 6 células, y las células se marcaron radioisotopicamente haciéndolas reaccionar con
3,7 MBq equivalentes de la sustancia radioactiva Nax>'CrO4 a 37°C durante 1 hora. Tras la reaccion, las células
se lavaron tres veces en la suspension de medio RPMI1640-FBS(10) y la centrifugacion, se resuspendieron en el
medio y después se incubaron a 4°C durante 30 minutos en hielo para la disolucién espontanea de la sustancia
radioactiva. Tras la centrifugacion, se ajusté el precipitado a 2x10° células/ml mediante la adicién de 5 ml del
medio RPMI1640-FBS(10) y se utiliz6 como solucion de las células madre.

(2) Preparacién de solucién de células efectoras

De una persona sana se recolectaron 50 ml de sangre venosa y se mezclaron suavemente con 05 ml de
heparina sodio (fabricado por Takeda Pharmaceutical). La mezcla se centrifugd para aislar una capa de células
mononucleares utilizando Lymphoprep (fabricado por Nycomed Pharma AS) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Tras lavar con el medio RPMI1640-FBS(10) mediante centrifugacion tres veces, el precipitado
resultante se resuspendid, proporcionando una densidad de 2x10° células/ml con el medio y se utilizé como la
solucion de células efectoras.

(3) Medicién de la actividad ADCC

En cada pocillo de una placa de 96 pocillos de fondo en U (fabricada por Falcon), se dispensaron 50 ul de la
solucion de células diana preparada en (1) anteriormente (1x10* células/pocillo). A continuacién, se afiadieron a
lo anterior 100 ul de la solucion de células efectoras preparadas en (2), anteriormente (2x10° células/pocillo, la
proporcion de células efectoras a células diana alcanz6 20:1). A continuacion, se afadid cada uno de los
anticuerpos hibridos anti-GD3, proporcionando una concentracion final de entre 0,0025 y 2,5 pg/ml, seguido de la
reaccion a 37°C durante 4 horas. Tras la reaccién, se centrifug6 la Placa y se midi6 la cantidad de 51Cr en el
sobrenadante utilizando un contador y. Se calculé la cantidad de *'Cr liberado espontaneamente mediante la
misma operacion, utilizando Unicamente el medio en lugar de la solucién de células efectoras y la solucion de
anticuerpo y midiendo la cantidad de *'Cr en el sobrenadante. Se calculé la cantidad total de 'Cr liberado
mediante la misma operacién, utilizando Unicamente el medio en lugar de la solucion de anticuerpos y afiadiendo
acido clorhidrico 1 N en lugar de la solucién de células efectoras y midiendo la cantidad de °!Cr en el
sobrenadante. Se calculd la actividad de ADCC a partir de la ecuacion (I1) a continuacion:

31Cren sobrenadante-muestra - 'Cr liberado espontaneamente
Actividad ADCC (%) = x 100 (II)
ICr liberado total - *'Cr liberado espontaneamente

Los resultados se muestran en la figura 3. Tal como se muestra en la figura 3, entre los cinco tipos de anticuerpo
hibrido anti-GD3, el anticuerpo hibrido de YB2/0-GD3 mostrd la actividad ADCC mas potente, seguido del
anticuerpo hibrido de SP2/0-GD3, el anticuerpo hibrido de NS0-GD3 y el anticuerpo hibrido de CHO-GD3, en ese
orden. No se observo diferencia de actividad ADCC entre el anticuerpo hibrido de NS0-GD3 (302) y el anticuerpo
hibrido de NS0-GD3 (GIT) preparado utilizando diferentes medios durante el cultivo. Los resultados anteriores
demuestran que la actividad ADCC de los anticuerpos varia en gran medida dependiendo del tipo de células
animales que deben utilizarse en la produccion de los mismos. Respecto a su mecanismo, debido a que las
actividades de union a antigeno eran idénticas, se consideré que la union estaba causada por una diferencia en
la union de la estructura a la regién Fc de anticuerpo.

Ejemplo 3

Preparacion de anticuerpo con injertacion de RDC hu  mana anti-cadena a de receptor de interleuquina 5
humana:

1. Preparacion de células productoras estables de anticuerpo con injertacion de RDC humana anti-cadena a de
receptor de interleuquina 5 humana:

(1) Preparacién de célula productora de anticuerpos utilizando la célula YB2/0 de mieloma de rata

Mediante la utilizacién del vector de expresion del anticuerpo con injertacién de RDC humana anti-cadena a de
receptor de interleuquina 5 humana (en adelante denominado "anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-
5Ra_h"), pKANTEX1259HV3LVO0, descrita en el documento n® WO 97/10354, se prepararon células capaces de
producir establemente anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h tal como se indica a continuacion.

Tras introducir 5 pg del vector de expresion de anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h
pKANTEX1259HV3LVO0 en 4x10° células de YB2/0 de mieloma de rata mediante electroporacion [Cytotechnology
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3:133, 1990], las células se suspendieron en 40 ml de RPMI1640-FBS(10) y se dispensaron 200 pl/pocillo en una
placa de cultivo de 96 pocillos (fabricado por Sumitomo Bakelite). Tras cultivarlas a 37°C durante 24 horas en un
incubador con 5% de COg, se afiadié G418 hasta una concentracion de 0,5 mg/ml, seguido del cultivo durante 1
a 2 semanas. Se recupero de los pocillos el sobrenadante de cultivo, en el que se habian formado colonias de
los transformantes que mostraban resistencia a G418 y se habia observado el crecimiento de las colonias, y se
midio la actividad de unién a antigenos del anticuerpo con injertaciéon de RDC anti-IL-5Ra_h en el sobrenadante
mediante ELISA, mostrado en el item 2 del Ejemplo 3.

Con respecto a los transformantes en pocillos en los que se habia observado produccion del anticuerpo con
injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h en los sobrenadantes de cultivo, con el fin de incrementar la cantidad de
anticuerpo producido utilizando un sistema de amplificacion de gen DHFR, se suspendi6 cada uno de ellos en el
medio RPMI1640-FBS(10) que comprendia 0,5 mg/ml de G418 y MTX 50 nM, proporcionando una densidad de 1
a 2x10° células/ml y la suspensién se dispensaron 2 ml en los pocillos de una placa de 24 pocillos (fabricada por
Greiner). Los transformantes que mostraban resistencia a MTX 50 nM se indujeron mediante cultivo a 37°C
durante 1 a 2 semanas en un incubador con 5% de CO,. Se midi6 la actividad de unién a antigenos del
anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h en sobrenadantes de cultivo en pocillos en la que se observo
crecimiento de los transformantes mediante el ELISA mostrado en el item 2 del Ejemplo 3. Con respecto a los
transformantes en pocillos en los que se habia observado produccion del anticuerpo con injertacion de RDC anti-
IL-5Ra_h en sobrenadantes de cultivo, se incremento la concentracion de MTX a 100 nM y después a 200 nM, y
los transformantes capaces de crecer en el medio RPMI1640-FBS(10) que comprendia 0,5 mg/ml de G418 y
MTX 200 nM y de producir el anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h en una gran cantidad se
obtuvieron finalmente de la manera indicada anteriormente. De entre los transformantes obtenidos, se
seleccionaron las estirpes celulares y se aislaron en forma de células individuales (clonacion) mediante dilucion
limitante dos veces. Ademas, utilizando el método para determinar el producto de transcripcion de un gen de a-
1,6-fucosiltransferasa mostrado en el Ejemplo 9, se selecciond una estirpe celular productora de una cantidad
relativamente reducida del producto de transcripcion y se utilizé como estirpe celular adecuada. El clon de
células transformadas n° 3 productoras de anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h obtenido se depositd
el 5 de abril de 1999 como FERM n°® BP-6690 en el National Institute of Bioscience and Human Technology,
Agency of Industrial Science and Technology (Higashi 1-1-3, Tsukuba, Ibaraki, Jap6n) (nombre actual:
International Patent Organism Depositary, National Institute of Advanced Industrial Science and Technology
(AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japén)).

(2) Preparacién de células productoras de anticuerpos utilizando células CHO/dhfr

Tras introducir 4 pg del vector de expresion de anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h
pKANTEX1259HV3LVO0 descrito en el documento n® WO 97/10354 en 1,6x10° células de CHO/dhfr mediante
electroporacion [Cytotechnology 3:133, 1990], las células se suspendieron en 10 ml de IMDM-FBS(10) y se
dispensaron 200 pl/pocillo en una placa de cultivo de 96 pocillos (fabricada por lwaki Glass). Tras cultivarlas a
37°C durante 24 horas en un incubador con 5% de CO3, se afiadié6 G418 hasta una concentracién de 0,5 mg/ml,
seguido del cultivo durante 1 a 2 semanas. Se recuperd de los pocillos respectivos el sobrenadante de cultivo, en
el que se habian formado colonias de los transformantes que mostraban resistencia a G418 y se habia
observado el crecimiento de las colonias, y se midio la actividad de unién a antigenos del anticuerpo con
injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h en el sobrenadante mediante ELISA, mostrado en el item 2 del Ejemplo 3.

Con respecto a los transformantes en pocillos en los que se habia observado produccion del anticuerpo con
injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h en los sobrenadantes de cultivo, con el fin de incrementar la cantidad de
anticuerpo producido utilizando un sistema de amplificacién de gen DHFR, se suspendié cada uno de los
transformantes en medio IMDM-dFBS(10) que comprendia 0,5 mg/ml de G418 y MTX 10 nM, proporcionando
una densidad de 1 a 2x10° células/ml, y la suspension se dispensé a razén de 0,5 ml en los pocillos de una placa
de 24 pocillos (fabricada por Iwaki Glass). Los transformantes que mostraban resistencia a MTX 10 nM se
indujeron mediante cultivo a 37°C durante 1 a 2 semanas en un incubador con 5% de CO. Con respecto a los
transformantes en los pocillos en los que se habia observado crecimiento, se increment6 la concentracion de
MTX a 100 nM y después a 500 nM y finalmente se obtuvieron transformantes capaces de crecer en el medio
IMDM-dFBS(10) que comprendia 0,5 mg/ml de G418 y MTX 500 nM y de producir anticuerpo con injertacion de
RDC anti-IL-5Ra_h en gran cantidad, mediante el mismo método que el indicado anteriormente. De entre los
transformantes obtenidos, se seleccionaron las estirpes celulares y se aislaron en forma de células individuales
(clonacién) mediante dilucion limitante dos veces. Ademas, utilizando el método para determinar el producto de
transcripcion de un gen de a-1,6-fucosiltransferasa mostrado en el Ejemplo 9, se seleccioné una estirpe celular
productora de una cantidad relativamente reducida del producto de transcripcion y se utiliz6 como estirpe celular
adecuada.

(3) Preparacién de células productoras de anticuerpos utilizando células NSO de mieloma de ratén

Se prepard un vector de expresion de anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h de acuerdo con el
método de Yarranton et al. [Biotechnology 10:169, 1992] y utilizando el ADNc de cadena H de anticuerpo y el
ADNc de cadena L en el vector de expresion de anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h,

54



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2639222713

pKANTEX1259HV3LVO0 descrito en el documento n® WO 97/10354, se transformaron célula NSO para obtener
transformantes capaces de producir el anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h en gran cantidad. De
entre los transformantes obtenidos, se seleccionaron las estirpes celulares y se aislaron en forma de células
individuales (clonacién) mediante dilucion limitante dos veces. Ademas, utilizando el método para determinar el
producto de transcripcién de un gen de a-1,6-fucosiltransferasa mostrado en el Ejemplo 9, se seleccion6 una
estirpe celular productora de una cantidad relativamente reducida del producto de transcripcién y se utiliz6 como
estirpe celular adecuada.

2. Medicién de la actividad de unién del anticuerpo a IL-5Ra_h (ELISA)

Se midié la actividad de unién a IL-5Ra_h del anticuerpo tal como se indica a continuacion.

Se prepardé una solucion mediante diluciéon del anticuerpo de ratdén anti-IL-5Ra_h KM1257 descrito en el
documento n°® WO 97/10354 con PBS, proporcionando una concentracion de 10 ug/mly se dispensaron 50 pl de
la solucién resultante en cada pocillo de una placa de 96 pocillos para el ELISA (fabricado por Greiner), seguido
de la reaccién a 4°C durante 20 horas. Tras la reaccion, se dispensé BSA-PBS al 1% a razon de 100 pl/pocillo y
después se llevd a cabo la reaccion a temperatura ambiente durante 1 hora para bloquear los grupos activos
restantes. Tras descartar PBS-BSA al 1%, una solucién preparada mediante dilucién de la IL-5Ra_h soluble
descrita en el documento n® WO 97/10354 con PBS-BSA al 1%, proporcionando una concentracion de 0,5 pg/ml,
se dispensé a razén de 50 pl/pocillo, seguido de la reaccion a 4°C durante 20 horas. Tras la reaccién, se lavo
cada pocillo con Tween-PBS, los sobrenadantes de cultivo de los transformantes o de las soluciones diluidas de
anticuerpos con injertacion de RDC humana purificados se dispensaron a razén de 50 pg/pocillo para llevar a
cabo la temperatura de reaccion durante 2 horas. Tras la reaccion, se lavo cada pocillo con Tween-PBS, una
solucién de anticuerpo de cabra anti-lgG humana (H y L) marcado con peroxidasa (fabricada por American
Qualex) diluida 3.000 veces con PBS-BSA al 1% y se dispens6 a razén de 50 pl/pocillo como solucién de
anticuerpo secundario y después se llevé a cabo la reaccién a temperatura ambiente durante 1 hora. Tras la
reaccion y posterior lavado con Tween-PBS, la solucién de sustrato ABTS se dispensé a razén de 50 pl/pocillo
para el revelado del color y después se midi6 la absorbancia a DO415.

3. Purificacién de anticuerpo con injertacién de RDC anti-IL-5Ra_h

(1) Cultivo de célula productora de anticuerpos derivada de célula YB2/0 y purificacidn de anticuerpos

El clon de células transformadas productoras de anticuerpos con injertacion de RD anti-IL-5Ra_h obtenido en el
item 1(1) del Ejemplo 1 se suspendi6 en el medio GIT que comprendia 0,5 mg/ml de G418 y MTX 200 nM,
proporcionando una densidad de 3x10° células/ml y la suspension se dispensé a razén de 200 ml en matraces
de 175 mm? (fabricados por Greiner). Tras cultivarlas a 37°C durante 8 dias en un incubador con 5% de CO,, se
recuperé el sobrenadante de cultivo. El anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h se purificd a partir del
sobrenadante de cultivo utilizando cromatografia de intercambio idnico y un método de filtracion en gel. El
anticuerpo con injertacién de RDC anti-IL-5Ra_h purificado se denominé anticuerpo de YB2/0-IL-5R_h RDC.

(2) Cultivo de células productoras de anticuerpos derivada de células CHO/dhfr" y purificacion de anticuerpos

El clon de células transformadas productoras de anticuerpos injertados con RDC anti-IL-5Ra_h obtenido en el
item 1(2) del Ejemplo 3 se suspendié en el medio EX-CELL302 que comprendia L-GIn 3 mM, CDLC al 0,5% y
PF68 al 0,3%, proporcionando una densidad de 3x10° células/ml y se cultivé utilizando una botella centrifugadora
de 4,0 litros de capacidad (fabricada por Iwaki Glass) bajo agitacién a una velocidad de 100 rpm. Tras cultivarlas
a 37°C durante 10 dias en una sala de temperatura controlada, se recuperd el sobrenadante de cultivo. El
anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h se purificd a partir del sobrenadante de cultivo utilizando
cromatografia de intercambio idnico y un método de filtracion en gel. El anticuerpo con injertacion de RDC anti-
IL-5Ra_h purificado se denominé anticuerpo de CHO/d-IL-5R_h RDC.

(3) Cultivo de células productoras de anticuerpos derivadas de células NSO y purificacién de anticuerpos

El clon de células transformadas productoras de anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h obtenido en el
item 1(3) del Ejemplo 3 se cultivd de acuerdo con el método de Yarranton et al. [Bio/Technology 10:169, 1992] y
después se recuperd un sobrenadante de cultivo. El anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h se purifico
a partir del sobrenadante de cultivo utilizando cromatografia de intercambio idnico y el método de filtracion en
gel. El anticuerpo con injertacién de RDC anti-IL-5Ra_h purificado se denominé anticuerpo de NSO/IL-5R_h RDC.

4. Andlisis de anticuerpos con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h purificados

De acuerdo con un método conocido [Nature 227:680, 1970], 4 ug de cada uno de los tres tipos de anticuerpo
con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h producido y purificado a partir de las células animales respectivas,
obtenidos en el item 3 del Ejemplo 3, se sometieron a SDS-PAGE para analizar el peso molecular y el grado de
purificacién. Se muestran los resultados en la figura 4. Tal como se muestra en la figura 4, se observo una Unica
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banda en aproximadamente 150 kilodaltons de peso molecular bajo condiciones no reductoras, y dos bandas de
aproximadamente 50 kD y aproximadamente 25 kD bajo condiciones reductoras, en cada uno de los anticuerpos
con injertacion de RDC anti-IL-5Ra purificados. Los pesos moleculares practicamente coincidieron con los pesos
moleculares deducidos de las secuencias de nucledtidos de ADNc de las cadenas Hy L del anticuerpo (cadena
H: aproximadamente 49 Kd; cadena L: aproximadamente 23 Kd; molécula completa: aproximadamente 144 kD) y
también coincidieron con los informes que indican que el anticuerpo IgG presentaba un peso molecular de
aproximadamente 150 kD bajo condiciones no reductoras y resultaba degradado en cadenas H con un peso
molecular de aproximadamente 50 kD y cadenas L que presentaban un peso molecular de aproximadamente 25
kD bajo condiciones reductoras debido al corte del enlace S-S en la molécula [Antibodies: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, capitulo 14, 1998; Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,
Academic Press Limited, 1996], de manera que se confirmd que cada anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-
5Ra se habia expresado y purificado en forma de molécula de anticuerpo con la estructura real.

Ejemplo 4
Evaluacion de actividad de anticuerpo con injertaci 6n de RDC anti-IL-5R a_h

1. Actividad de unién de anticuerpo con injertacién de RDC anti-IL-5Ra_h (ELISA)

Se midié la actividad de los tres tipos de anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h purificado obtenidos en
el item 3 del Ejemplo 3 de union a IL-5Ra_h mediante el ELISA mostrado en el item 2 del Ejemplo 3. La figura 5
muestra el resultado del examen de la actividad de unién medida mediante la modificacion de la concentracién
del anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h que debia afiadirse. Tal como se muestra en la figura 5, los
tres tipos de anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h mostraron practicamente la misma actividad de
unién a IL-5Ra_h. El resultado demuestra que las actividades de unién a antigeno de dichos anticuerpos son
constantes independientemente de las células animales productoras de anticuerpos y los métodos de cultivo de
las mismas, de manera similar al resultado del item 1 del Ejemplo 2.

2. Actividad citotdxica (actividad ADCC) in vitro del anticuerpo con injertacién de RDC anti-IL-5Ra_h

Con el fin de evaluar la actividad citotdxica in vitro de los tres tipos de anticuerpo con injertacién de RDC anti-IL-
5Ra_h purificado obtenidos en el item 3 del Ejemplo 3, se midi6 la actividad ADCC de acuerdo con el método
siguiente.

(1) Preparacioén de solucién de células diana

Se cultivo la linea de células T de ratén CTLL-2(h5R) que expresaba las cadenas a y B de IL-5R_h descritos en
el documento n°® WO 97/10354 utilizando el medio RPMI1640-FBS(10), proporcionando una densidad de 1x10°
células/0,5 ml, y las células se marcaron radioisotopicamente haciéndolas reaccionar con 3,7 MBq equivalentes
de la sustancia radioactiva Nay°*CrO4 a 37°C durante 1,5 horas. Tras la reaccion, las células se lavaron tres
veces en la suspension de medio RPMI1640-FBS(10) y se centrifugaron, se resuspendieron en el medio y
después se incubaron a 4°C durante 30 minutos en hielo para la disolucion espontanea de la sustancia
radioactiva. Tras la centrifugacion, se ajustd el precipitado a una densidad de 2x10° células/ml mediante la
adicién de 5 ml del medio RPMI1640-FBS(10) y se utiliz6 como solucién de las células madre.

(2) Preparacioén de solucién de células efectoras

De una persona sana se recolectaron 50 ml de sangre venosa y se mezclaron suavemente con 05 ml de
heparina sodio (fabricado por Takeda Pharmaceutical). La mezcla se centrifugd para aislar una capa de células
mononucleares utilizando Polymorphprep (fabricado por Nycomed Pharma AS) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Tras lavar con el medio RPMI1640-FBS(10) mediante centnfugauon tres veces, las células
resultantes se resuspendieron, proporcionando una densidad de 9x10° células/ml con el medio y se utilizaron
como solucion de células efectoras.

(3) Medicién de la actividad ADCC

En cada pocillo de una placa de 96 pocillos de fondo en U (fabrlcada por Falcon), se dispensaron 50 pl de la
solucion de células diana preparada en (1) anteriormente (1x10* células/pocillo). A contmuauon se afiadieron a
lo anterior 100 ul de la solucion de células efectoras preparadas en (2), anteriormente (9x10° células/pocillo, la
proporcion de células efectoras a células diana alcanz6 90:1). A continuacion, se afadid cada uno de los
anticuerpos con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h, proporcionando una concentracion final de entre 0,001 y 0,1
pg/ml, seguido de la reaccion a 37°C durante 4 horas. Tras la reaccion, se centrifugd la placa y se midio la
cantidad de 51Cr en el sobrenadante utilizando un contador y. Se calculd la cantidad de >'Cr liberado
espontaneamente mediante la misma operacion, utilizando Unicamente el medio en lugar de la solucién de
células efectoras y la solucién de anticuerpo y midiendo la cantidad de *'Cr en el sobrenadante. Se calculd la
cantidad total de °'Cr liberado mediante la misma operacion, utilizando Gnicamente el medio en lugar de la

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2639222713

solucién de anticuerpos y afiadiendo acido clorhidrico 1 N en lugar de la soluciéon de células efectoras y midiendo
la cantidad de **Cr en el sobrenadante.

Se calcul6 la actividad de ADCC a partir de la ecuacion (I1), anteriormente proporcionada.

Los resultados se muestran en la figura 6. Tal como se muestra en la figura 6, entre los tres tipos de anticuerpo
con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h, el anticuerpo YB2/0-IL-5R_h RDC mostr6 la actividad ADCC mas potente,
seguido del anticuerpo CHO/d-IL-5R_h RDC Yy el anticuerpo NSO-IL-56R_h RDC, en este orden. De manera
similar al resultado del item 2 del Ejemplo 2, los resultados anteriores demuestran que la actividad ADCC de los
anticuerpos varia en gran medida dependiendo de las células animales que deben utilizarse en la produccion de
los mismos. Ademas, debido a que los anticuerpos producidos por las células YB2/0 mostraban la actividad
ADCC més potente en ambos tipos de anticuerpo humanizado, se reveld que podia producirse un anticuerpo con
actividad ADCC potente mediante la utilizacion de células YB2/0.

3. Evaluacidn de la actividad in vivo del anticuerpo con injertacién de RDC anti-IL-5Ra_h

Con el fin de evaluar la actividad in vivo de los tres tipos de anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h
purificado obtenidos en el item 3 del Ejemplo 3, se examind la actividad de inhibicion en un modelo de eosinofilia
creciente inducida por IL-5_h de Macaca fascicularis de acuerdo con el método siguiente.

Se administr6 la IL-5_h (método de preparacion descrito en el documento n® WO 97/10354) en Macaca
fascicularis bajo la piel dorsal a una dosis de 1 pg/kg, desde el primer dia y una vez al dia durante un total de 14
veces. Cada anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h se administrd por via intravenosa a una dosis de
0,3 mg/kg una hora antes de la administracién de IL-5_h el dia cero. A modo de control se utiliz6 un grupo sin
adicién de anticuerpo. En los grupos en los que se habia administrado anticuerpo se utilizaron tres animales de
Macaca fascicularis en cada grupo (n° 301, n® 302, n® 303, n® 401, n® 402, n® 403, n® 501, n°® 502 y n° 503) y se
utilizaron dos animales (n° 101 y n°® 102) en el grupo sin adicién de anticuerpo. Desde los 7 dias antes del inicio
de la administracion y hasta 42 dias después de la administracion, se recolectd periédicamente
aproximadamente 1 ml de sangre de una vena safena o una vena femoral y se midié el nimero de eosindfilos en
1 ul de sangre periférica. Se muestran los resultados en la figura 7. Tal como se muestra en la figura 7, el
incremento de los eosindfilos en sangre resultd completamente inhibido en el grupo en el que se habia
administrado anticuerpo YB2/0-IL-56R_h RDC. Por otra parte, se observd una actividad de inhibicion completa en
un animal en el grupo en el que se habia administrado el anticuerpo de CHO/d-IL-5R_h RDC, mientras que la
actividad de inhibicion no era suficiente en dos animales. En el grupo en el que se habia administrado el
anticuerpo de NSO-IL-5R_h RDC, no se observé actividad de inhibicibn completa y su efecto no resultd
suficiente.

Los resultados anteriores demuestran que la actividad in vivo de los anticuerpos varia en gran medida
dependiendo del tipo de células animales que deben utilizarse en la produccion de los mismos. Ademas, debido
a que se observé una correlacion positiva entre el grado de actividad in vivo del anticuerpo con injertacion de
RDC anti-IL-5Ra_h y el grado de su actividad ADCC descrito en el item 2 del Ejemplo 4, se sefialdé que el grado
de actividad de ADCC resulta notablemente importante para la expresién de la actividad del mismo.

Basandose en los resultados anteriormente proporcionados, se espera que un anticuerpo con potente actividad
de ADCC también resulte Gtil en el campo clinico para diversas enfermedades en el ser humano.

Ejemplo 5
Analisis de las cadenas de azlcar que potencian la  actividad de ADCC:

1. Preparacién de cadena de azlcar marcada con 2-aminopiridina (cadena sacarida tratada con PA)

El anticuerpo humanizado de la presente invencion se hidroliz6 con acido clorhidrico para eliminar el &cido
sialico. Tras eliminar por completo el &cido clorhidrico, la cadena de azlcar se cortd de la proteina mediante
hidrazinolisis [Method of Enzymology 83:263, 1982]. Se elimind la hidrazina y se llevd a cabo la N-acetilacion
mediante la adicidon de una solucién acuosa de acetato amoénico y anhidrido acético. Tras la liofilizacion, se llevo
a cabo el marcaje fluorescente con 2-aminopiridina [J. Biochem. 95:197, 1984]. La cadena de azlicar marcada
fluorescentemente (cadena sacérida tratada con PA) se separ6 de las impurezas utilizando una columna
Superdex Peptide HR 10/30 (fabricada por Pharmacia). La fraccion de cadena de azlcar se seco utilizando un
concentrador centrifugo y se utiliz6 como cadena de azUcar tratada con PA purificada.

2. Andlisis de HPLC de fase inversa de cadena de azlcar tratada con PA de anticuerpo con injertacion de RDC
anti-IL-5Ra_h

Segun el método en el item 1 del Ejemplo 5, los diversos anticuerpos con injertaciéon de RDC anti-IL-5Ra_h
producidos en el Ejemplo 3 se sometieron a tratamiento de las cadenas de azlcar tratadas con PA y se llevo a
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cabo andlisis de HPLC de fase inversa con una columna CLC-ODS (fabricada por Shimadzu). Se afiadi6 una
cantidad en exceso de a-L-fucosidasa (obtenida de rifidn bovino, fabricado por Sigma) a la cadena de azlcar
tratada con PA para la digestion (37°C, 15 horas) y después se analizaron los productos mediante HPLC de fase
inversa (figura 8). Se confirmd que la cadena de azlcar unida a asparagina se eluye durante 30 a 80 minutos
utilizando los estandares de cadena de azlcar tratados con PA fabricados por Takara Shuzo. Se calculd la
proporcion de cadenas de azlcar en las que las posiciones de elucién en la HPLC de fase inversa se
encontraban desplazadas (cadenas sacéridas eluidas entre 48 y 78 minutos) en la digestién con a-L-fucosidasa.
Se muestran los resultados en la Tabla 1.

Tablal

Célula productora de anticuerpos | Cadena sacérida con enlace a-1,6-fucosa (%)
YB2/0 47
NSO 73

Aproximadamente 47% del anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h producido por las células YB2/0 y
aproximadamente 73% del anticuerpo con injertaciéon de RDC anti-IL-5Ra_h producido por las células NSO eran
cadenas de azlcar en las que la posicién 1 de la fucosa se encontraba unida a la posicién 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en la cadena de azdcar unida mediante N-glucésido
(en adelante denominado "cadena sacarida que presenta a-1,6-fucosa"). De esta manera, la proporcién de
cadenas de azlcar en las que la posicion 1 de la fucosa no se encuentra unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor mediante enlace a en la cadena de azdcar unida mediante N-glucésido
(en adelante denominada "cadena sacérida libre de a-1,6-fucosa”) es superior en el anticuerpo producido por la
célula YB2/0 que en el anticuerpo producido por la célula NSO.

3. Andlisis de la composicién de monosacaridos de anticuerpos con injertacién de RDC anti-IL-5Ra_h purificados

Las cadenas de azlcar de anticuerpos con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h producidos por células YB2/0,
células NSO y células CHO/d se hidrolizaron en monosacaridos mediante hidrélisis &cida con &cido
triflucroacético y el analisis de la composicién de monosacaridos se llevo a cabo utilizando BioLC (fabricado por
Dionex).

De entre las cadenas de azlcar unidas mediante N-glucésido, hay 3 unidades de manosa en una cadena de
azucar en la cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante N-glucésido. En la Tabla 2 se muestra una
proporcion relativa de cada monosacérido obtenido estimando el nimero de manosas en 3.

Tabla 2
Célula productora de anticuerpos Fuc GIcNAC Gal Man Actividad ADCC (%)*
YB2/0 0,60 4,98 0,30 3,00 42,27
NSO 1,06 3,94 0,66 3,00 16,22
CHO/dhFr 0,85 3,59 0,49 3,00 25,73
CHO/dhFr 0,91 3,80 0,27 3,00 25,73

*. Concentracion de anticuerpos: 0,01 pg/ml

Debido a que las proporciones relativas de fucosa se encontraban en el orden YB2/0 < CHO/d < NSO, la cadena
de azlcar producida en el anticuerpo producido por la célula YB2/0 mostraba el contenido de fucosa mas bajo,
tal como también se muestra en los presentes resultados.

4. Andlisis de cadenas de azlcar del anticuerpo producido por las células CHO/dhfr

Se prepararon cadenas de azlcar tratadas con PA a partir de anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h
purificado producido por las células CHO/dhfr y el andlisis de HPLC de fase inversa se llevo a cabo utilizando
una columna CLC-ODS (fabricada por Shimadzu) (figura 9). En la figura 9, un tiempo de eluciéon de 35 a 45
minutos correspondia a cadenas de azUcar que no presentaban fucosa y un tiempo de elucién de entre 45 y 60
minutos correspondia a las cadenas de azlcar que presentaban fucosa. De manera similar al caso del
anticuerpo producido por las células NSO de mieloma de raton, el anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-
5Ra_h producido por las células CHO/dhfr presentaba un contenido de cadenas de azlcar libres de fucosa
inferior que el de los anticuerpos producidos por las células YB2/0 de mieloma de rata.

Ejemplo 6
Separacion del anticuerpo de actividad ADCC potente

Se separ6 el anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h producido por las células YB2/0 de mieloma de
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rata utilizando una columna de lectina que se unia a cadenas de azlicar que presentaban fucosa. Se llevo a cabo
una HPLC utilizando LC-6A fabricado por Shimadzu a un caudal de 1 ml/min. y a temperatura ambiente como la
temperatura de la columna. Tras el equilibrado con tampén de Tris-sulfato 50 mM (pH 7,3), se inyectd el
anticuerpo con injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h purificado y después se eluyd mediante un gradiente lineal de
densidades (60 minutos) de a-metiimandésido 0,2 M (fabricado por Nacalai Tesque). Se separ6 el anticuerpo con
injertacion de RDC anti-IL-5Ra_h en fraccién no adsorbida y fraccion adsorbida. Al muestrear la fraccion no
adsorbida y una parte de la fraccion adsorbida y medirse su actividad de union a IL-5Ra_h, mostraron una
actividad de union similar (figura 10A). Al medir la actividad ADCC, la fraccién no adsorbida mostré una potente
actividad ADCC, 100 a 1.000 veces la actividad de la parte de fraccion adsorbida (figura 10B). Ademas, se
prepararon cadenas de azUcar tratadas con PA a partir de la fraccion no adsorbida y una parte de la fraccion
adsorbida y se llevo a cabo el analisis de HPLC de fase inversa utilizando una columna CLC-ODS (fabricada por
Shimadzu) (figura 11). En la fraccion no adsorbida se encontraba presente principalmente un anticuerpo de union
a cadenas de azlcar libres de fucosa y en la parte de fraccion adsorbida, se encontraba presente principalmente
un anticuerpo de union a cadenas de azlcar que presentaban fucosa.

Ejemplo 7

Evaluacion de la actividad de anticuerpo hibrido an  ti-GD3 con diferentes proporciones de cadena de
azUcar libre de a-1,6-fucosa:

1. Preparacion de anticuerpo hibrido anti-GD3 con diferentes proporciones de cadena de azucar libre de a-1,6-
fucosa

De acuerdo con el método descrito en el item 2(1) del Ejemplo 1, se obtuvieron clones transformados obtenidos
de las células YB2/0 capaces de producir un anticuerpo hibrido anti-GD3. Se prepararon anticuerpos a partir de
los clones transformados obtenidos de células YB2/0 y se denominaron lotes 1, 2 y 3. Cada cadena de azUcar
que se unia a los anticuerpos hibridos anti-GD3 de los lotes 1, 2 y 3 se analiz6 de acuerdo con el método del
Ejemplo 11 (6) y se encontrd que las proporciones de las cadenas de azucar libres de a-1,6-fucosa eran de 50%,
45% y 29%, respectivamente. En la presente memoria dichas muestras se denominan anticuerpo hibrido anti-
GD3 (50%), anticuerpo hibrido anti-GD3 (45%) y anticuerpo hibrido anti-GD3 (29%).

Ademas, las cadenas de azucar del anticuerpo hibrido anti-GD3 derivado de células CHO/DG44 preparadas en
el item 2(2) del Ejemplo 1 se analizaron de acuerdo con el método del Ejemplo 11(6) y se encontré que la
proporcion de cadenas de azlcar libres de a-1,6-fucosa era de 7%. En la presente memoria la muestra se
denomina anticuerpo hibrido anti-GD3 (7%).

Se mezcld anticuerpo hibrido anti-GD3 (45%) y anticuerpo hibrido anti-GD3 (7%) en una proporcién de
anticuerpo hibrido GD3 (45%): anticuerpo hibrido anti-GD3 (7%) de 5:3 o de 1:7. Se analizaron las cadenas de
azucar de las muestras de acuerdo con el método del Ejemplo 10(6) y se encontrd que se habian preparado
muestras que presentaban una proporcion de cadenas de azlcar libres de a-1,6-fucosa de 24% y de 13%
(valores calculados). En la presente memoria se denominan anticuerpo hibrido anti-GD3 (24%) y anticuerpo
hibrido anti-GD3 (13%).

Los resultados del analisis de cadenas de aziicar de cada una de las muestras se muestran en la figura 12. La
proporcion de cadenas de azlcar libres de a-1,6-fucosa se muestra como valor medio del resultado de dos
andlisis de cadenas sacérida.

2. Evaluacion de la actividad de unién a GD3 (ELISA)

Las actividades de union de los seis tipos de anticuerpo hibrido anti-GD3 con una proporcion diferente de
cadenas de azucar libres de a-1,6-fucosa preparadas en el item 1 del Ejemplo 7 contra GD3 (fabricado por Snow
Brand Milk Products) se midieron mediante el ELISA mostrado en el item del Ejemplo 1. Como resultado, la
totalidad de los seis tipos de anticuerpo hibrido anti-GD3 mostré practicamente la misma actividad de union a
GD3 mostrada en la figura 13 y se encontré que la proporcion de cadenas de azlcar libres de a-1,6-fucosa no
presentaba influencia sobre la actividad de unién a antigenos del anticuerpo.

3. Evaluacion de la actividad ADCC sobre la estirpe celular de melanoma humano

Se midié la actividad ADCC de los anticuerpos hibridos anti-GD3 sobre una estirpe celular de melanoma humano
G-361 (ATCC n° CRL 1424) de la manera siguiente.

(1) Preparacién de suspensién de células diana

Se prepararon 1x10° células de una estirpe celular de melanoma humano G-361, se afiadié a lo anterior un
equivalente de 3,7 MBq de una sustancia radioactiva, Na;>*CrO, y la mezcla se dejé reaccionar a 37°C durante 1
hora para marcar las células con el is6topo radioactivo. Tras la reaccion, las células se lavaron tres veces
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mediante un procedimiento en suspension en medio y la posterior centrifugacion, se resuspendieron en el medio
y después se incubaron a 4°C durante 30 minutos en hielo para llevar a cabo la disolucién espontanea de la
sustancia radioactiva. Tras la centrifugacion, se ajustaron las células a 2x10° células/ml mediante la adicién de 5
ml del medio y se utilizaron como suspension de células diana.

(2) Preparacién de suspensidn de células efectoras humanas

De una persona sana se recolectaron 50 ml de sangre periférica y se mezclaron suavemente con 0,5 ml de
heparina sodio (fabricada por Shimizu Pharmaceutical). Utilizando Lymphoprep (fabricado por Axis Shield), lo
anterior se centrifugdé (800 g, 20 minutos) siguiendo las instrucciones del fabricante, separando una capa de
células mononucleares. Las células se lavaron mediante centrifugacion (1.200 rpm, 5 minutos) tres veces
utilizando un medio y después se resuspendieron en el medio, proporcionando una densidad de 2x10° células/ml
y se utilizaron como suspension de células efectoras humanas.

(3) Medicién de la actividad ADCC

La suspension de células diana preparada en (1) se dispensé a razén de 50 ul (1x10* células/pocillo) en cada
pocillo de una placa de 96 pocillos de fondo en U (fabricada por Falcon). A continuacién, se afadieron a lo
anterior 100 pl de la suspensién de células efectoras humanas preparada en (2) (2x10° células/pocillo, la
proporcion de células efectoras humanas a células diana alcanz6 20:1). Se afiadi6 a lo anterior cada uno de los
anticuerpos hibridos anti-GD3, proporcionando una concentracion final de entre 0,0005 y 5 pg/ml, seguido de la
reaccion a 37°C durante 4 horas. Tras la reaccion, se centrifugd la placa y se midié la cantidad de *'Cr en el
sobrenadante utilizando un contador y. Se calculé la cantidad de >'Cr liberado espontaneamente llevando a cabo
el mismo procedimiento, utilizando Unicamente el medio en lugar de la solucién de células efectoras humanas y
la solucién de anticuerpo y midiendo la cantidad de >'Cr en el sobrenadante. Se calculé la cantidad de *'Cr
disociado total llevando a cabo el mismo procedimiento, utilizando Unicamente el medio en lugar de la solucién
de anticuerpo y una solucién 1 mol/l de &cido clorhidrico en lugar de la suspension de células efectoras humanas
y midiendo la cantidad de *'Cr en el sobrenadante. Se calculé la actividad citotéxica (%) utilizando la ecuacién

).

Las figuras 14 y 15 muestran el resultado de la medicion de la actividad de ADCC de los seis tipos de anticuerpo
hibrido anti-GD3 que presentaban una proporcion diferente de cadenas de azlcar libres de a-1,6-fucosa a
diversas concentraciones (0,0005 a 5 pg/ml) utilizando células efectoras de dos donantes sanos (A y B),
respectivamente. Tal como se muestra en las figuras 14 y 15, la actividad de ADCC de los anticuerpos hibridos
anti-GD3 mostraban una tendencia a incrementarse proporcionalmente a la proporcion de cadenas de azUcar
libres de a-1,6-fucosa a cada concentracion de anticuerpo. La actividad de ADCC se redujo en el caso de que la
concentraciéon de anticuerpo fuese baja. A una concentracién de anticuerpo de 0,05 pg/ml, el anticuerpo en el
que la proporcion de cadenas de azlcar libres de a-1,6-fucosa es de 24%, 29%, 45% o 50% mostraron una
actividad de ADCC préacticamente igual de potente pero la actividad de ADCC fue baja en el anticuerpo (13%) o
(7%) en el que la proporcién de cadenas de azucar libres de a-1,6-fucosa es inferior a 20%. Estos resultados
fueron iguales en el caso de modificacion del donante de células efectoras.

Ejemplo 8

Evaluacion de la actividad de anticuerpo hibrido an  ti-CCR4 con diferentes proporciones de cadena de
azUcar libre de a-1,6-fucosa:

1. Produccién de células gue producen establemente anticuerpo hibrido anti-CCR4

Las células que son capaces de producir establemente un anticuerpo hibrido anti-CCR4 se prepararon de la
manera siguiente, utilizando el vector de expresion de tipo tindem pKANTEX2160 para un anticuerpo hibrido
anti-CCR4 descrito en el documento n® WO 01/64754.

(1) Preparacién de célula productora de anticuerpos utilizando la célula YB2/0 de mieloma de rata

Tras introducir 10 pg del vector de expresién de anticuerpo hibrido anti-CCR4 pKANTEX2160 en 4x10° células
de YB2/0 de mieloma de rata mediante electroporacion [Cytotechnology 3:133, 1990], las células se
suspendieron en 40 ml de hibridoma-SFM-FBS(5) [medio de hibridoma-SFM (fabricado por Invitrogen) que
comprendia FBS al 5% (fabricado por PAA Laboratories)] y se dispensaron en 200 pl/pocillo en una placa de
cultivo de 96 pocillos (fabricado por Sumitomo Bakelite). Tras cultivarlas a 37°C durante 24 horas en un
incubador con 5% de CO3, se afiadié G418 hasta una concentracién de 1 mg/ml, seguido del cultivo durante 1 a
2 semanas. Se recuper6 el sobrenadante de cultivo a partir de los pocillos en el que se observé crecimiento de
transformantes que mostraban resistencia a G418 a partir de la formacién de colonias, y se midi6 la actividad de
unién a antigenos del anticuerpo hibrido anti-CCR4 en el sobrenadante mediante ELISA, mostrado en el item 2
del Ejemplo 8.
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Con respecto a los transformantes en pocillos en los que se habia observado produccion del anticuerpo hibrido
anti-CCR4 en los sobrenadantes de cultivo, con el fin de incrementar la cantidad de anticuerpo producido
utilizando un sistema de amplificacion de gen DHFR, se suspendié cada uno de ellos en el medio hibridoma-
SFM-FBS(5) que comprendia 1 mg/ml de G418 y el inhibidor de DHFR MTX 50 nM (fabricado por Sigma),
proporcionando una densidad de 1 a 2x10° células/ml y la suspension se dispensé en porciones de 1 ml en los
pocillos de una placa de 24 pocillos (fabricada por Greiner). Tras cultivarlas a 37°C durante 1 a 2 semanas en un
incubador con 5% de COg, se indujeron los transformantes que mostraban resistencia a MTX 50 nM. Se observé
actividad de unién a antigeno del anticuerpo hibrido anti-CCR4 en sobrenadantes de cultivo en pocillos en los
que se observé crecimiento de los transformantes mediante el ELISA descrito en el item 2 del Ejemplo 8.

Con respecto a los transformantes en pocillos en los que se observé produccién del anticuerpo hibrido anti-CCR4
en sobrenadantes de cultivo, se incrementd la concentracion de MTX mediante el mismo método y finalmente se
obtuvo un transformante capaz de crecer en medio de hibridoma-SFM-FBS(5) que comprendia MTX 200 nM y
capaz de producir el anticuerpo hibrido anti-CCR4 en una gran cantidad. El transformante obtenido se convirtio
en células individuales (clonacién) mediante dilucién limitante dos veces y la estirpe celular clonada obtenida se
denominé KM2760 n° 58-35-16. En este caso, utilizando el método para determinar el producto de transcripcion
de un gen a-1,6-fucosiltransferasa mostrado en el Ejemplo 9, se seleccion6 una estirpe celular productora de una
cantidad relativamente pequefa del producto de transcripcion y se utilizé como estirpe celular adecuada.

(2) Preparacién de células productoras de anticuerpos utilizando células CHO/DG44

Tras introducir 4 pg del vector de expresién del anticuerpo hibrido anti-CCR4 pKANTEX2160 en 1,6x10° células
CHO/DG44 mediante electroporacion [Cytotechnology 3:133, 1990], las células se suspendieron en 10 ml de
IMDM-dFBS(10)-HT(1) [medio IMDM (fabricado por Invitrogen) que comprendia FBS al 10% (fabricado por
Invitrogen) y 1x concentracion de suplemento HT (fabricado por Invitrogen)] y se dispensaron 100 pl/pocillo en
una placa de cultivo de 96 pocillos (fabricado por Iwaki Glass). Tras cultivarlas a 37°C durante 24 horas en un
incubador con 5% de CO», se cambié el medio a IMDM-dFBS(10) (medio IMDM que comprendia 10% de FBS
dializado), seguido del cultivo durante 1 a 2 semanas. Se recuperé el sobrenadante de cultivo a partir de los
pocillos en el que se observé crecimiento debido a la formacion de un transformante que mostraba crecimiento
independiente de HT y un nivel de expresion del anticuerpo hibrido anti-CCR4 en el sobrenadante mediante
ELISA descrito en el item 2 del Ejemplo 8.

Con respecto a los transformantes en pocillos en los que se habia observado produccion del anticuerpo hibrido
anti-CCR4 en los sobrenadantes de cultivo, con el fin de incrementar la cantidad de anticuerpo producido
utilizando un sistema de amplificacion de gen DHFR, se suspendié cada uno de ellos en el medio IMDM-
dFBS(10) que comprendia MTX 50 nM, proporcionando una densidad de 1 a 2x10° células/ml, y la suspensién
se dispens6 a razon de 0,5 ml en los pocillos de una placa de 24 pocillos (fabricada por Iwaki Glass). Tras
cultivarlas a 37°C durante 1 a 2 semanas en un incubador con 5% de COz, se indujeron los transformantes que
mostraban resistencia a MTX 50 nM. Con respecto a los transformantes en los pocillos en los que se habia
observado crecimiento, se incrementd la concentracion de MTX a 200 nM mediante el mismo método, y
finalmente se obtuvo un transformante capaz de crecer en el medio IMDM-dFBS(10) que comprendia MTX 200
nM y de producir anticuerpo hibrido anti-CCR4 en gran cantidad en una gran cantidad. El transformante obtenido
se denomin6 5-03. En este caso, utilizando el método para determinar el producto de transcripcion de un gen de
a-1,6-fucosiltransferasa mostrado en el Ejemplo 9, se selecciond una estirpe celular productora de una cantidad
relativamente reducida del producto de transcripcion y se utilizd6 como estirpe celular adecuada.

2. Actividad de unién de anticuerpo al péptido parcial de CCR4 (ELISA)

Se seleccioné el compuesto 1 (SEC ID n° 25) como péptido de la regién extracelular de CCR4 humano capaz de
reaccionar con el anticuerpo hibrido anti-CCR4. Con el fin de utilizarlo en la medicién de actividad mediante
ELISA, se preparé un conjugado con BSA (albumina de suero bovino) (fabricado por Nacalai Tesque) mediante
el método siguiente y se utilizé a modo de antigeno. Es decir, se afiadieron gota a gota 100 ml de una solucion
en DMSO que comprendia 25 mg/ml de SMCC [éster de N-hidroxisuccinimida de &cido 4-(N-maleimidometil)-
ciclohexnao-1-carboxilico] (fabricado por Sigma) a 900 ml de una solucién en PBS que contenia 10 mg de BSA
bajo agitacion con vértex, seguido de agitacion suave durante 30 minutos. Se aplicd una porcion de 1 ml de la
solucién de reaccion a una columna de filtracion en gel, tal como una columna NAP-10 o similar equilibrada con
25 ml de PBS y después se eluyé con 1,5 ml de PBS vy el eluido resultante se eluyé como solucion de BSA-
SMCC (la concentracion de BSA se calculé basandose en la medicion de Azgg). A continuacion, se afiadieron 250
ml de PBS a 0,5 mg de compuesto 1y después se disolvieron completamente mediante la adiciéon de 250 ml de
DMF, y la solucién de BSA-SMCC se afiadié a lo anterior bajo agitacién con voértex, seguido de agitacion suave
durante 3 horas. La solucién de reaccion se dializé frente a PBS a 4°C durante la noche, se afiadié a lo anterior
azida sodica, proporcionando una concentracion final de 0,05% y la mezcla se filtré a través de un filtro de 0,22
pm para utilizarse como solucion de BSA-compuesto 1.

Se dispens6 el conjugado preparado a una concentracion de 0,05 pg/mly a razén de 50 pl/pocillo en una placa
EIA de 96 pocillos (fabricado por Greiner) y se incub6 para la adhesion a 4°C durante la noche. Tras lavar cada
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pocillo con PBS, se afadio a lo anterior BSA al 1%-PBS a razon de 100 pl/pocillo y se dejo reaccionar a
temperatura ambiente para bloquear los grupos activos restantes. Tras lavar cada pocillo con PBS que contenia
Tween-20 al 0,05% (en adelante denominado "Tween-PBS"), se afiadi6 un sobrenadante de cultivo de un
transformante a razén de 50 pl/pocillo y se dejé reaccionar a temperatura ambiente durante 1 hora. Tras la
reaccion, se lavd cada pocillo con Tween-PBS y después una solucion de anticuerpo de cabra anti-IgG(y)
humana marcado con peroxidasa (fabricada por American Qualex) diluida 6000 veces con PBS-BSA al 1% se
afiadié a razdn de 50 pl/pocillo como anticuerpo secundario y se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante
1 hora. Tras la reaccién y posterior lavado con Tween-PBS, la solucion de sustrato ABTS se dispensé a razén de
50 pl/pocillo para el revelado del color y 20 minutos después se detuvo la reaccion mediante la adicion de una
solucién de SDS al 5% a razén de 50 pl/pocillo. A continuacion se midi6é la absorbancia DOais. El anticuerpo
hibrido anti-CCR4 obtenido en el item 1 del Ejemplo 8 mostré la actividad de unién a CCR4.

3. Purificacién de anticuerpo hibrido anti-CCR4

(1) Cultivo de célula productora de anticuerpos derivada de célula YB2/0 y purificacidn de anticuerpos

El clon KM2760 n° 58-35-16 de células transformantes expresantes de anticuerpo hibrido anti-CCR4 obtenido en
el item 1(1) del Ejemplo 8 se suspendié en medio de hibridoma-SFM (fabricado por Invitrogen) que comprendia
MTX 200 nM y 5% de GF21 de Daigo (fabricado por Wako Pure Chemical Industries), proporcionando una
densidad de 2x10° células/ml y se sometié a cultivo bajo agitacién por lotes alimentados utilizando una botella
centrifugadora (fabricada por lwaki Glass) en una camara termostatizada a 37°C. Tras cultivarlo durante 8 a 10
dias, se purificd el anticuerpo hibrido anti-CCR4 a partir del sobrenadante de cultivo recuperado utilizando una
columna de Prosep-A (fabricada por Millipore) y la filtracién en gel. El anticuerpo hibrido anti-CCR4 purificado se
denominé KM2760-1.

(2) Cultivo de células productoras de anticuerpos derivadas de células CHO-DG44 y purificacién de anticuerpos

Lalinea 5-03 de células transformantes productoras de anticuerpo hibrido anti-CCR4 obtenida en el item 1(2) del
Ejemplo 8 se cultivé a 37°C en un incubador con 5% de CO. utilizando medio IMDM-dFBS(10) en un matraz de
182 cm? (fabricado por Greiner). Tras alcanzar la densidad celular la confluencia tras varios dias, se descarto el
sobrenadante del cultivo y las células se lavaron con 25 ml de tampdn PBS y después se mezclaron con 25 ml
de medio EXCELL 301 (fabricado por JRH). Tras cultivarlas a 37°C durante 7 dias en un incubador con 5% de
CO,, se recuperd el sobrenadante de cultivo. Se purifico el anticuerpo hibrido anti-CCR4 a partir del
sobrenadante de cultivo utilizando una columna Prosep-A (fabricada por Millipore) siguiendo las instrucciones del
fabricante. El anticuerpo hibrido anti-CCR4 purificado se denomind KM3060.

Al medir la actividad de union a CCR4 de KM2760-1 y KM3060 mediante ELISA, mostraron una actividad de
unién equivalente.

4. Andlisis de los anticuerpos hibridos anti-CCR4 purificados

Cada 4 ug de los dos tipos de anticuerpo hibrido anti-CCR4 producidos y purificados a partir de las células
animales respectivas, obtenidos en el item 1 del presente ejemplo, se sometié a SDS-PAGE de acuerdo con el
método conocido [Nature 227:680, 1970] y se analizd el peso molecular y el grado de purificacién. En cada uno
de los anticuerpos hibridos anti-CCR4 purificados, se encontrd una Unica banda correspondiente a un peso
molecular de aproximadamente 150 kD bajo condiciones no reductoras y se encontraron dos bandas en
aproximadamente 50 kD y aproximadamente 25 kD bajo condiciones reductoras. Los pesos moleculares
practicamente coincidieron con los pesos moleculares deducidos de las secuencias de nucle6tidos de ADNc de
las cadenas H y L del anticuerpo (cadena H: aproximadamente 49 Kd; cadena L: aproximadamente 23 Kd;
molécula completa: aproximadamente 144 kD) y también coincidieron con los informes que indican que el
anticuerpo de tipo 1gG presenta un peso molecular de aproximadamente 150 kD bajo condiciones no reductoras
y resulta degradado en cadenas H con un peso molecular de aproximadamente 50 kD y cadenas L que
presentaban un peso molecular de aproximadamente 25 kD bajo condiciones reductoras debido al corte del
enlace S-S en la molécula [Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, capitulo 14,
1988, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press Limited, 1996], confirmando de esta
manera que cada anticuerpo hibrido anti-CCR4 se habia expresado y purificado en forma de molécula de
anticuerpo con la estructura correcta.

5. Preparacién de anticuerpo hibrido anti-CCR4 con diferentes proporciones de cadena de azucar libre de a-1,6-
fucosa

Se analizaron las cadenas de azlcar que se unian al anticuerpo hibrido anti-CCR4 KM2760-1 obtenido de
células YB2/0 preparadas en el item 3(1) del Ejemplo 8 y al anticuerpo hibrido anti-CCR4 KM3060 obtenido de
células CHO/DG44 preparadas en el item 3(2) del Ejemplo 2 de acuerdo con el método del Ejemplo 10(6). La
proporcion de cadenas de azlcar libres de a-1,6-fucosa era de 87% y 8% en KM2760 y KM3060,
respectivamente. En la presente memoria las muestras se denominan anticuerpo hibrido anti-CCR4 (87%) y
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anticuerpo hibrido anti-CCR4 (8%).

Se mezcld anticuerpo hibrido anti-CCR4 (87%) y anticuerpo hibrido anti-CCR4 (8%) en una proporcion de
anticuerpo hibrido ant-CCR4 (87%): anticuerpo hibrido anti-CCR4 (8%) = 1: 39, 16 : 67,22 : 57, 32 : 47 6 42: 37.
Se analizaron las cadenas de azucar de dichas muestras de acuerdo con el método del Ejemplo 10(6). La
proporcion de cadenas de azlcar libres de a-1,6-fucosa era de 9%, 18%, 27%, 39% y 46%, respectivamente. En
la presente memoria dichas muestras se denominan anticuerpo hibrido anti-CCR4 (9%), anticuerpo hibrido anti-
CCR4 (18%), anticuerpo hibrido anti-CCR4 (27%), anticuerpo hibrido anti-CCR4 (39%) y anticuerpo hibrido anti-
CCR4 (46%).

Los resultados del analisis de cadenas de aziicar de cada una de las muestras se muestran en la figura 16. La
proporcion de cadenas de azlcar libres de a-1,6-fucosa se muestra como valor medio del resultado de dos
andlisis de cadenas sacérida.

6. Evaluacion de la actividad de unién al péptido parcial de CCR4 (ELISA)

La actividad de unién de los seis tipos diferentes de anticuerpo hibrido anti-CCR4 que presentaban una cadena
de azlcar libre de a-1,6-fucosa diferente preparada en el item 5 del Ejemplo 8 a péptido parcial de CCR4 se
midio de acuerdo con el método descrito en el item 2 del Ejemplo 8.

Como resultado, tal como se muestra en la figura 17, los seis tipos de anticuerpo hibrido anti-CCR4 mostraron
practicamente la misma actividad de union a CCR4 y se encontrd que la proporcion de cadenas de azlcar libres
de a-1,6-fucosa no presentaba ninguna influencia sobre la actividad de unién a antigeno del anticuerpo.

7. Evaluacion de la actividad ADCC sobre la estirpe celular humana de nivel elevado de expresiéon de CCR4

La actividad de ADCC de los anticuerpos hibridos anti-CCR4 contra una célula humana CCR4/EL-4 de alto nivel
de expresién de CCR4 (documento n°® WO 01/64754) se midi6 de la manera siguiente.

(1) Preparacién de suspensién de células diana

Se prepararon células (1,5x10°) de una célula expresante de CCR4 humanas, células CCR4/EL-4, descritas en
el documento n°® WO 01/64754, y se afiadié a las mismas 5,55 MBq equivalentes de una sustancia radioactiva
Nax*'CrOa, seguido de la reaccion a 37°C durante 1,5 horas, para marcar de esta manera las células con un
isétopo radioactivo. Tras la reaccion, las células se lavaron tres veces mediante suspension en medio y la
posterior centrifugacion, se resuspendieron en el medio y después se incubaron a 4°C durante 30 minutos en
hielo para llevar a cabo la disolucion espontanea de la sustancia radioactiva. Tras la centrifugacion, se ajustaron
las células a 2x10° células/ml mediante la adicién de 7,5 ml del medio y se utilizaron como suspensién de células
diana.

(2) Preparacién de suspension de células efectoras humanas

De una persona sana se extrajeron 60 ml de sangre periférica y se afiadieron 0,6 ml de heparina sodio (fabricada
por Shimizu Pharmaceutical), seguido de la mezcla suave. La mezcla se centrifugdé (800 g, 20 minutos) para
aislar una capa de células mononucleares utilizando Lymphoprep (fabricado por Axis Shield) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las células se lavaron mediante centrifugacion (1.400 mpm, 5 minutos) tres veces
utilizando un medio y después se resuspendieron en el medio, proporcionando una densidad de 5x10° células/ml
y se utilizaron como suspension de células efectoras humanas.

(3) Medicién de la actividad ADCC

La suspension de células diana preparada en (1) se dispensé a razén de 50 ul (1x10* células/pocillo) en cada
pocillo de una placa de 96 pocillos de fondo en U (fabricada por Falcon). A continuacién, se afadieron a lo
anterior 100 pl de la suspensién de células efectoras humanas preparada en (2) (2x10° células/pocillo, la
proporcion de células efectoras humanas a células diana alcanzé 50:1). 1). Ademas, se afiadié a lo anterior cada
uno de los anticuerpos hibridos anti-CCR4, proporcionando una concentracion final de entre 0,0001 y 10 pg/ml,
seguido de la reaccidén a 37°C durante 4 horas. Tras la reaccion, se centrifugo la Placa y se midié la cantidad de
®1Cr en el sobrenadante utilizando un contador y. Se calculé la cantidad de >'Cr liberado espontaneamente
llevando a cabo el mismo procedimiento, utilizando Unicamente el medio en lugar de la solucion de células
efectoras humanas y la solucién de anticuerpo y midiendo la cantidad de >'Cr en el sobrenadante. Se calculd la
cantidad de %'Cr disociado total llevando a cabo el mismo procedimiento, utilizando 1 mol/l de solucion de &cido
clorhidrico en lugar de la solucion de anticuerpo y la suspension de células efectoras humanas y midiendo la
cantidad de >'Cr en el sobrenadante. Se calculé la actividad ADCC (%) utilizando la ecuacion (I1).

Las figuras 18 y 19 muestran el resultado de la medicién de la actividad de ADCC de los anticuerpos hibrido anti-
CCR4 que presentaban una proporcion diferente de cadenas de azlcar libres de a-1,6-fucosa a diversas
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concentraciones (0,001 a 10 pg/ml) utilizando células efectoras de dos donantes sanos (A y B), respectivamente.
Tal como se muestra en las figuras 18 y 19, la actividad de ADCC de los anticuerpos hibridos anti-CCR4
mostraban una tendencia a incrementarse proporcionalmente a la proporcion de cadenas de azlcar libres de a-
1,6-fucosa a cada concentracién de anticuerpo. La actividad de ADCC se redujo en el caso de que la
concentraciéon de anticuerpo fuese baja. A una concentracion de anticuerpo de 0,01 pg/ml, el anticuerpo en el
que la proporcién de cadenas de azucar libres de a-1,6-fucosa es de 27%, 39% o 46% mostraron una actividad
de ADCC préacticamente igual de potente pero la actividad de ADCC fue baja en el anticuerpo en el que la
proporcion de cadenas de azlcar libres de a-1,6-fucosa era inferior a 20%. Estos resultados fueron iguales en el
caso de que se cambiase el donante de las células efectoras.

Ejemplo 9

Determinacion del producto de transcripcion del gen a-1,6-fucosiltransferasa en la estirpe celular
huésped:

(1) Preparacién de ADNc de cadena sencilla a partir de diversas estirpes celulares

Se prepararon muestras de ADNc de cadena sencilla a partir de células CHO/DG44 con delecion del gen
dihidrofolato reductasa (dhfr) obtenidas de células de ovario de hamster chino y YB2/0 de mieloma de rata
mediante el procedimiento a continuacion.

Las células CHO/DG44 se suspendieron en medio IMDM (fabricado por Life Technologies) complementado con
suero de feto bovino al 10% (fabricado por Life Technologies) y 1x concentracion de complemento HT (fabricado
por Life Technologies) y se inocularon 15 ml de la suspensidn en matraz T75 para la utilizacion en cultivo celular
adherente (fabricado por Greiner) a una densidad de 2x10° células/ml. Ademas, las células YB2/0 se
suspendieron en medio RPMI1640 (fabricado por Life Technologies) complementado con suero de feto bovino al
10% (fabricado por Life Technologies) y L-GLN 4 mmoles/I (fabricado por Life Technologies) y se inocularon 15
ml de la suspensién en matraz T75 para el cultivo celular de suspension (fabricado por Greiner) a una densidad
de 2x10° células/ml. Se cultivaron a 37°C en un incubador con 5% de CO; y se recuperaron 1x10’ de las células
hospedadoras respectivas en el primer, 2°, 3° 4° y 5° dias del cultivo para extraer el ARN total utilizando
RNAeasy (fabricado por Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

El ARN total se disolvié en 45 ul de agua estéril, se afiadi6 a lo anterior 1 pyl de ADNasa libre de ARNasa RQ1
(fabricado por Promega), 5 ul de 10x tamp6n de ADNasa adjunto y 0,5 pl de inhibidor de ribonucleasa RNasin
(fabricado por Promega), seguido de la reaccion a 37°C durante 30 minutos para degradar el ADN gendmico
contaminante en la muestra. Tras la reaccion, se purificd nuevamente el ARN total utilizando RNAeasy (fabricado
por Qiagen) y se disolvié en 50 pl de agua estéril.

En 20 pl de la mezcla de reaccion utilizando oligo(dT) como cebador, se sintetizo6 ADNc de cadena sencilla a
partir de 3 ug de cada una de las muestras de ARN total obtenidas mediante reaccién de transcripcion inversa
utilizando el sistema de preamplificacion Superscript™ para la sintesis del ADNc de primera cadena (fabricado
por Life Technologies) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizé una solucién de 1x concentracion de
la solucién de reaccién para la clonacion de a-1,6-fucosiltransferasa (en adelante denominada en ocasiones
"FUT8") y B-actina derivada de las células hospedadoras respectivas y solucién acuosa diluida 50 veces de la
solucién de reaccion para la determinacion de cada nivel de transcripcidon génica mediante PCR competitiva y las
soluciones se almacenaron a -80°C hasta la utilizacion de las mismas.

(2) Preparacién de fragmentos parciales de ADNc de FUT8 de hamster chino y FUT8 de rata

Se prepar6 cada fragmento parcial de ADNc de FUT8 de hamster chino y FUT8 de rata mediante el
procedimiento siguiente (figura 20).

En primer lugar, se disefiaron cebadores (mostrados en la SEC ID n° 4 y n° 5) especificos para las secuencias de
nucleétidos comunes al ADNc de FUT8 humano [J. Biochem. 121:626, 1997] y ADNc de FUT8 porcino [J. Biol.
Chem. 271:27810, 1995].

A continuacion, 25 ul de una solucién de reaccidon [tampon ExTaq (fabricado por Takara Shuzo), 0,2 mmoles/I de
dNTP y 0,5 ummoles/I de cebadores especificos de gen (SEC ID n° 4 y n° 5)] que contenian 1 pl de cada uno de
los ADNc preparados a partir de células CHO y ADNc preparado a partir de células YB2/0, ambos obtenidos en
el item (1) 2 dias después del cultivo, y se llevd a cabo una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando una ADN polimerasa ExTaq (fabricado por Takara Shuzo). La PCR se llevd a cabo mediante el
calentamiento a 94°C durante 1 minuto, seguido de 30 ciclos de calentamiento a 94°C durante 30 segundos,
55°C durante 30 segundos y 72°C durante 2 minutos en un ciclo, y calentamiento final a 72°C durante 10
minutos.

Tras la PCR, la solucién de reacciéon se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y un fragmento
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amplificado especifico de 979 pb se purifico utilizando el kit Geneclean Spin (fabricado por Bio 101) y se eluyo
con 10 pl de agua estéril (en adelante el método se utiliza para la purificacién de fragmentos de ADN a partir de
un gel de agarosa). En un plasmido pCR2.1, se utilizaron 4 ul del fragmento amplificado para la insercion
siguiendo las instrucciones del fabricante del kit de clonacion TOPO TA (fabricado por Invitrogen) y se transformé
E. coli XL1-blue con la solucién de reaccion mediante el método de Cohen et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA
69:2110, 1972] (en adelante el método se utiliza para la transformacion de E. coli). Se aislaron muestras de ADN
plasmidico siguiendo un método conocido [Nucleic Acids Research 7:1513, 1979] (en adelante se utilizé el
método para el aislamiento de plasmido) a partir de 6 clones con ADNc insertado de entre las colonias resistente
a canamicina obtenidas.

La secuencia de nucleétidos de cada ADNc insertado en el plasmido se determiné utilizando el secuenciador de
ADN 377 (fabricado por Perkin Elmer) y el kit BigDye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction
(fabricado por Perkin Elmer) siguiendo el método en las instrucciones del fabricante. Se confirmé que la totalidad
de los ADNc insertados de los que se determinaron la secuencia mediante el método codificaban las secuencias
parciales del marco de lectura abierta (ORF, segun sus siglas en inglés) de FUT8 de hamster chino o FUT8 de
rata (mostrados en SEC ID n° 6 y n® 7). Entre ellos, se seleccionaron muestras de ADN plasmidico que no
contenia ningun error en absoluto mediante PCR en las secuencias. En la presente memoria dichos plasmidos
se denominan CHFUT8-pCR2.1 y YBFUT8-pCR2.1.

(3) Preparacién de ADNc de B-actina de hamster chino y de 3-actina de rata

Se prepard ADNc de B-actina de hamster chino y de B-actina de rata mediante el procedimiento a continuacion
(figura 21).

En primer lugar, se disefié un cebador directo especifico para una secuencia comin que contiene un coddn de
inicio de la traduccion (mostrado en SEC ID n° 8) y cebadores inversos especificos para las secuencias
respectivas que contienen un codon de terminacién de la traduccion (mostrado en las SEC ID n° 9 y n® 10) a
partir de secuencias genémicas de B-actina de hamster chino (GenBank, n°® U20114) y de B-actina de rata
[Nucleic Acids Research 11:1759, 1983].

A continuacién, 25 ul de una solucion de reaccion [tampdn KOD n° 1 (fabricado por Toyobo), 0,2 mmoles/l de
dNTP y MgCl, 1 mmol/l, 0,4 umoles/I de cebadores especificos de gen (SECIDn°8yn®9 0 SEC ID n°8 y n°10)
y DMSO al 5%] que contenian 1 pl de cada uno de los ADNc preparados a partir de células CHO y ADNc
preparado a partir de células YB2/0, ambos obtenidos en el item (1) 2 dias después del cultivo, y se llevo a cabo
una PCR utilizando una ADN polimerasa KOD (fabricado por Toyobo). La PCR se llevé a cabo mediante el
calentamiento a 94°C durante 1 minuto y posteriores 25 ciclos de calentamiento a 98°C durante 15 segundos,
65°C durante 2 segundos y 74°C durante 30 segundos en un ciclo.

Tras la PCR, la solucién de reaccién se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y se purificé un
fragmento amplificado especifico de 1.128 pb. El fragmento de ADN se someti6 a fosforilacion 5'-terminal del
ADN utilizando Megalabel (fabricado por Takara Shuzo) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se recupero el
fragmento de ADN a partir de la solucién de reaccién utilizando el método de precipitacion con etanol y se
disolvié en 10 ul de agua estéril.

Separadamente se disolvieron 3 pg de plasmido pBluescript Il KS(+) (fabricado por Stratagene) en 35 pl de
NEBuffer 2 (fabricado por New England Biolabs) y se afadieron 16 unidades del enzima de restriccion EcoRV
(fabricado por Takara Shuzo) para la reaccion de digestién a 37°C durante 3 horas. A la solucidén de reaccion se
afiadieron 35 pl de tampon Tris-HCI 1 mol/l (pH 8,0) y 3,5 ul de fosfatasa alcalina derivada de E. coli C15
(fabricada por Takara Shuzo), seguido de la reaccion a 65°C durante 30 minutos para desfosforilar de esta
manera el extremo del ADN. La solucion de reaccion se extrajo con fenol/cloroformo, seguido de la precipitacion
con etanol y el fragmento de ADN recuperado se disolvié en 100 ul de agua estéril.

Cada 4 pl de fragmento amplificado preparado a partir de ADNc de hamster chino o de fragmento amplificado
(1.192 pb) preparado a partir de ADNc de rata se mezclaron con 1 pl del fragmento EcoRV-EcoRV
(aproximadamente 3,0 kb) preparado a partir del plasmido pBluescript Il KS(+) y 5 pl de Ligation High (fabricado
por Toyobo) para la reaccion de ligacién a 16°C durante 30 minutos. Utilizando la soluciéon de reaccion se
transformo E. coli XL1-Blue y se aislaron las muestras de ADN plasmidico respectivas de acuerdo con un método
conocido a partir de los clones resistentes a ampicilina obtenidos.

La secuencia de nucleétidos de cada ADNc insertado en el plasmido se determiné utilizando el secuenciador de
ADN 377 (fabricado por Perkin Elmer) y el kit BigDye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction
(fabricado por Perkin Elmer) siguiendo el método en las instrucciones del fabricante. Se confirmé que la totalidad
de los ADNc insertados de los que se habian determinado las secuencias mediante el método codificaban las
secuencias completas de ORF de la B-actina de hamster chino o de B-actina de rata. Entre ellos, se
seleccionaron muestras de ADN plasmidico que no contenia ningun error en absoluto mediante PCR en las
secuencias. En la presente memoria, los plasmidos se denominan CHAc-pBS e YBAc-pBS.
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(4) Preparacion de estdndar de FUT8 y control interno

Con el fin de medir el nivel de transcripcion de ARNm del gen de FUT8 en cada célula, como plasmidos, CHFT8-
pCR2.1 o0 YBFT8-pCR2.1, en los que los fragmentos parciales de ADNc preparados en el item (2) de FUT8 de
hamster chino o FUT8 de rata, respectivamente, se digirieron con el enzima de restriccion EcoRl, y los ADNc
lineales obtenidos se utilizaron como estandares para la preparaciéon de una curva de calibracion. CHFT8d-
pCR2.1 e YBFT8d-pCR2.1, obtenidos de CHFT8-pCR2.1 e YBFT8-pCR2.1, mediante la delecion de 203 pb entre
Scal e Hindlll, una secuencia de nucleétidos interna de FUT8 de hamster chino y FUT8 de rata, respectivamente,
se digirieron con el enzima de restriccion EcoRI y los ADN lineales obtenidos se utilizaron como estandares
internos para la determinacion de la cantidad de FUT8. Los detalles de los mismos se proporcionan a
continuacion.

Se prepararon los estandares de FUT8 de hamster chino y de FUT8 de rata de la manera siguiente. En 40 pl de
NEBuffer 2 (fabricado por New England Biolabs), se disolvieron 2 ug del plasmido CHFT8-pCR2.1 y se afiadieron
24 unidades del enzima de restriccidon EcoRV (fabricado por Takara Shuzo), seguido de la reaccion de digestion
a 37°C durante 3 horas. Separadamente, se disolvieron 2 pg de plasmido YBFT8-pCR2.1 en 40 ul de NEBuffer 2
(fabricado por New England Biolabs) y se afiadieron 24 unidades del enzima de restriccién EcoRI (fabricado por
Takara Shuzo), seguido de la reaccién de digestion a 37°C durante 3 horas. Sometiendo una porcién de cada
una de las soluciones de reaccion a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% se confirmé que un fragmento
EcoRI-EcoRI (aproximadamente 1 kb) que contenia cada uno de los fragmentos parciales de ADNc de FUT8 de
hamster chino y FUT8 de rata se habia separado de los plasmidos CHFT8-pCR2.1 e YBFT8-pCR2.1 mediante
las reacciones de digestion con enzima de restriccion. Se diluyé cada una de las soluciones de reaccién con 1
pg/ml de ARNt de levadura de panaderia (fabricada por Sigma), proporcionando concentraciones de 0,02 fg/pl,
0,2 fg/ul, 1 fg/ul, 2 fg/ul, 10 fg/ul, 20 fg/ul y 100 fg/ul y se utiliz6 como estandares de FUT8 de hamster chino y de
FUT8 de rata.

Se prepararon los estandares internos de FUT8 de hamster chino y de FUT8 de rata de la manera siguiente
(figura 22). Se prepar6é una solucion de reaccion [tampon KOD n° 1 (fabricado por Toyobo), 0,2 mmoles/| de
dNTP, MgCl> 1 mmol/l, cebadores especificos génicos 0,4 pmoles/l (SEC ID n° 11 y n° 12) y DMSO al 5%] que
contenia 5 ng de CHFT8-pCR2.1 0 YBFT8-pCR2.1 y se llev6 a cabo una PCR utilizando una ADN polimerasa
KOD (fabricado por Toyobo). La PCR se llevé a cabo mediante el calentamiento a 94°C durante 4 minutos y los
posteriores 25 ciclos de calentamiento a 98°C durante 15 segundos, 65°C durante 2 segundos y 74°C durante 30
segundos en un ciclo. Tras la PCR, la solucién de reaccion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8%
y se purificé un fragmento amplificado especifico de aproximadamente 4,7 kb. El extremo 5'-terminal de ADN se
fosforil6 utilizando Megalabel (fabricado por Takara Shuzo) siguiendo las instrucciones del fabricante y después
se recuperd el fragmento de ADN a partir de la solucién de reaccion mediante precipitacién con etanol y se
disolvié en 50 pl de agua estéril. Se mezclo el fragmento de ADN obtenido (5 pl, aproximadamente 4,7 kb) y 5 pl
de Ligation High (fabricado por Toyobo), seguido de una reaccién de autociclizacion a 16°C durante 30 minutos.

Utilizando la solucion de reaccion se transformé E. coli DH5a y se aislaron las muestras de ADN plasmidico de
acuerdo con un método conocido a partir de los clones resistentes a ampicilina obtenidos. La secuencia de
nucleétidos de cada ADN plasmidico se determiné utilizando un aparato DNA Sequencer 377 (fabricado por
Perkin Elmer) y el kit BigDye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction (fabricado por Perkin Elmer) y se
confirmo que se habia delecionado una secuencia de nucleétidos interna de 203 pb entre Scal e Hindlll de FUT8
de hamster chino o FUT8 de rata. Los plasmidos obtenidos se denominaron CHFT8d-pCR2.1 o YBFT8d-pCR2.1,
respectivamente.

A continuacién, se disolvieron 2 ug de plasmido CHFT8d-pCR2.1 en 40 pl de NEBuffer 2 (fabricado por New
England Biolabs) y se afadieron 24 unidades del enzima de restriccién EcoRI (fabricado por Takara Shuzo),
seguido de la reaccion de digestion a 37°C durante 3 horas. Separadamente, se disolvieron 2 ug de plasmido
YBFT8d-pCR2.1 en 40 ul de NEBuffer 2 (fabricado por New England Biolabs) y se afadieron 24 unidades del
enzima de restriccion EcoRlI (fabricado por Takara Shuzo), seguido de la reaccién de digestion a 37°C durante 3
horas. Una parte de cada una de las soluciones de reaccion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al
0,8% se confirmé que un fragmento EcoRI-EcoRI (aproximadamente 800 pb) que contenia un fragmento del que
se habian delecionado 203 pb de las secuencias de nucledtidos internas de los fragmentos parciales de FUT8 de
hamster chino o FUT8 de rata, se separ6 de los plasmidos CHFT8d-pCR2.1 o YBFT8d-pCR2.1 mediante
reacciones de digestion con enzima de restriccion. Se prepararon diluciones de 2 fg/ul a partir de las soluciones
de reaccion utilizando 1 pg/ml de ARNt de levadura de panaderia (fabricada por Sigma) y se utilizo como
controles internos de FUT8 de hdmster chino o FUT8 de rata.

(5) Preparacién de estandar de B-actina y control interno

Con el fin de medir el nivel de transcripcidon del ARNm del gen B-actina en diversas células hospedadoras, los
plasmidos CHAc-pBS e YBAcBS, en los que la longitud completa del ORF de cada ADNc de B-actina de
hamster chino y B-actina de rata preparado en el item (3) se habian insertado en pBluescript I KS(+),
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respectivamente, se digirieron con los enzimas de restriccion Hindlll y Pstl y los enzimas de restriccion Hindlll y
Kpnl, respectivamente, y los ADN lineales digeridos se utilizaron como estandares para la preparacion de una
curva de calibracion. CHAcd-pBS e YBAcd-pBS, obtenidos de CHAc-pBS e YBAc-pBS, mediante la delecion de
180 pb entre Dralll y Dralll de una secuencia de nucleotidos interna de 3-actina de hamster chino y de B-actina
de rata se digirieron con los enzimas de restriccion Hindlll y Pstl y los enzimas de restriccién Hindlll y Kpnl,
respectivamente, y los ADN lineales digeridos se utilizaron como estandares internos para la determinacion de la
cantidad de B-actina. Los detalles de los mismos se proporcionan a continuacion.

Se prepararon los estandares de (-actina de hamster chino y de B-actina de rata de la manera siguiente. En 40
pl de NEBuffer 2 (fabricado por New England Biolabs), se disolvieron 2 pg del plasmido CHAc-pBS y se
afiadieron 25 unidades del enzima de restriccion Hindlll (fabricado por Takara Shuzo) y 20 unidades de Pstl
(fabricado por Takara Shuzo), seguido de la reaccion de digestion a 37°C durante 3 horas. Separadamente se
disolvieron 2 pg del plasmido YBAc-pBS en 40 ul de NEBuffer 2 (fabricado por New England Biolabs) y se
afiadieron a lo anterior 25 unidades del enzima de restriccion Hindlll (fabricado por Takara Shuzo) y 25 unidades
de Kpnl (fabricado por Takara Shuzo), seguido de la reaccién de digestion a 37°C durante 3 horas. Una parte de
cada una de las soluciones de reaccion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y se confirmé que
se separaba un fragmento Hindlll-Pstl y un fragmento Hindlll-Kpnl (de aproximadamente 1,2 kb) que contenia el
ORF de longitud completa de cada ADNc de la B-actina de hamster chino y de la B-actina de rata, a partir de los
plasmidos CHAc-pBS e YBAc-pBS mediante las reacciones de digestién con los enzimas de restriccién. Se
diluy6é cada una de las soluciones de reaccion con 1 ug/ml de ARNt de levadura de panaderia (fabricada por
Sigma), proporcionando concentraciones de 2 pg/ul, 1 pg/ul, 200 fg/ul, 100 fg/ul y 20 fg/ul y se utilizaron como
estandares de B-actina de hamster chino y/o de B-actina.

Se prepararon los estandares internos de B-actina de hamster chino y de B-actina de rata de la manera siguiente
(figura 23). En 100 ul de NEBuffer 3 (fabricado por New England Biolabs), que contenia 100 ng/ul, 1 pg/ul, 200
fg/ul, 100 fg/ul and 20 fg/ul | de BSA (fabricado por New England Biolabs), se disolvieron 2 ug del plasmido
CHAc-pBS y se afiadieron 10 unidades del enzima de restriccion Dralll (fabricado por New England Biolabs),
seguido de la reaccion de digestion a 37°C durante 3 horas. Se recuperaron fragmentos de ADN de la solucion
de reaccion mediante precipitacion con etanol y se convirtieron los extremos de ADN en extremos romos
utilizando el kit de generacion de extremos romos de ADN (fabricado por Takara Shuzo) siguiendo las
instrucciones del fabricante y después se dividid la solucién de reaccidn en dos partes iguales. En primer lugar, a
una parte de la solucién de reaccién se afadieron 35 ul de tampén Tris-HCI 1 mol/l (pH 8,0) y 3,5 ul de fosfatasa
alcalina derivada de E. coli C15 (fabricada por Takara Shuzo), seguido de la reaccién a 65°C durante 30 minutos
para desfosforilar los extremos del ADN. El fragmento de ADN se recuperd llevando a cabo el tratamiento de
desfosforilacion, el tratamiento de extraccion con fenol/cloroformo y el tratamiento de precipitacién con etanol y
después se disolvié en 10 pl de agua estéril. La parte restante de la solucion de reaccién se sometid a
electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, purificando un fragmento de ADN de aproximadamente 1,1 kb que
contenia el fragmento parcial de ORF de la B-actina de hamster chino.

Se mezcld el fragmento Dralll-Dralll desfosforilado (4,5 pl), 4,5 pl del fragmento Dralll-Dralll de
aproximadamente 1,1 kb y 5 pl de Ligation High (fabricado por Toyobo), seguido de una reaccion de ligacién a
16°C durante 30 minutos. Utilizando la solucion de reaccién se transformé E. coli DH5a y se aislaron los ADN
plasmidicos de acuerdo con un método conocido a partir de los clones resistentes a ampicilina obtenidos. La
secuencia de nucleétidos de cada ADN plasmidico se determind utilizando un aparato DNA Sequencer 377
(fabricado por Perkin Elmer) y el kit BigDye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction (fabricado por
Perkin Elmer) y se confirmé que se habia delecionado una secuencia Dralll-Dralll de la B-actina de hamster
chino de 180 pb insertada en el plasmido. El plasmido se denominé CHAcd-pBS.

Ademas, se prepar6 un plasmido en el que se habia delecionado un fragmento Dralll-Dralll de 180 pb de la B-
actina de rata mediante las mismas etapas de CHAcd-pBS. El plasmido se denominé YBAcd-pBS.

A continuacion, se disolvieron 2 pg del plasmido CHAcd-pBS en 40 ul de NEBuffer 2 (fabricado por New England
Biolabs) y se afiadieron a lo anterior 25 unidades del enzima de restriccion Hindlll (fabricado por Takara Shuzo) y
20 unidades de Pstl (fabricado por Takara Shuzo), seguido de la reaccion de digestion a 37°C durante 3 horas.
Separadamente se disolvieron 2 pg del plasmido YBAcd-pBS en 40 ul de NEBuffer 2 (fabricado por New England
Biolabs) y se afiadieron a lo anterior 25 unidades del enzima de restriccion Hindlll (fabricado por Takara Shuzo) y
24 unidades de Kpnl (fabricado por Takara Shuzo), seguido de la reaccion de digestion a 37°C durante 3 horas.
Una parte de cada una de las soluciones de reaccion se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y se
confirmo que habia separado un fragmento HindllI-Pstl y un fragmento HindlIl-Kpnl (de aproximadamente 1,0 kb)
que contenia un fragmento en el que se habia delecionado la secuencia de nucleétidos interna de 180 pb del
ORF de longitud completa de cada ADNc de B-actina de hamster chino y de B-actina de rata, de los plasmidos
CHAcd-pBS e YBAcd-pBS mediante las reacciones de digestion con los enzimas de restriccién. Se prepararon
diluciones de 200 fg/ul a partir de las soluciones de reaccién utilizando 1 pg/ml de ARNt de levadura de
panaderia (fabricada por Sigma) y se utilizaron como controles internos de B-actina de hamster chino y de B-
actina de rata.
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(6) Determinacién del nivel de transcripcién mediante PCR competitiva

Se llevé a cabo una PCR competitiva utilizando el ADN de control interno de FUT8 preparado en el item (4) y el
ADNCc derivado de la célula hospedadora obtenido en el item (1) como moldes, el valor determinado del producto
de transcripcion FUT8 en la linea de células hospedadoras se calculd a partir del valor relativo de la cantidad de
producto amplificado obtenido de cada molde. Por otra parte, debido a que se considera que el gen B-actina se
transcribe continuamente en cada célulay su nivel de transcripcién es aproximadamente el mismo en las células,
se determind el nivel de transcripcién del gen B-actina como medida de la eficiencia de la reaccion de sintesis del
ADNCc en cada linea de células hospedadoras. Es decir, se llevé a cabo una PCR utilizando el ADN de control
interno de B-actina preparado en el item (5) y el ADNc derivado de la célula hospedadora obtenido en el item (1)
como moldes, el valor determinado del producto de transcripcion de 3-actina en la linea de células hospedadoras
se calcul6 a partir del valor relativo de la cantidad de producto amplificado obtenido de cada molde. Los detalles
de los mismos se proporcionan a continuacion.

Se determind el producto de transcripcion de FUT8 mediante el procedimiento siguiente. En primer lugar, se
disefidé un grupo de cebadores especificos de secuencia (mostrado en las SEC ID n°® 13 y n°® 14) comunes a las
secuencias internas de las secuencias parciales de ORF de FUT8 de hamster chino y de FUT8 de rata obtenidos
en el item (2).

A continuacion, se llevd a cabo la PCR utilizando una ADN polimerasa ExTaq (fabricada por Takara Shuzo) en
20 pl de volumen total de una solucién de reaccién [tampdn ExTaq (fabricada por Takara Shuzo), 0,2 mmoles/I
de dNTP, 0,5 pmoles/I de cebadores especificos de gen (SEC ID n® 13 y n® 14) y DMSO al 5%] que contenia 5 pl
de soluciéon de ADNc diluida 50 veces, preparada a partir de cada una de las lineas de células hospedadoras
respectivas en el item (1) y 5 ul (10 fg) del plasmido como control interno. La PCR se llevé a cabo mediante el
calentamiento a 94°C durante 3 minutos y los posteriores 32 ciclos de calentamiento a 94°C durante 1 minuto,
60°C durante 1 minuto y 72°C durante 1 minuto en un ciclo.

Ademas, se llevo a cabo una PCR en una serie de reaccion en la que se afadieron 5 ul (0,1 fg, 1 fg, 5 fg, 10 fg,
50 fg, 100 fg, 500 fg o 1 pg) del plasmido de estandar de FUT8 obtenido en el item (4) en lugar de cada ADNc
derivado de linea de célula hospedadora y se utilizd en la preparacidon de una curva de calibracion para el nivel
de transcripcion de FUTS8.

Se determind el producto de transcripcion de (-actina mediante el procedimiento siguiente. En primer lugar, se
disefiaron dos juegos de los cebadores especificos de gen respectivos comunes a las secuencias internas de las
longitudes completas de ORF de la B-actina de hamster chino y la $-actina de rata obtenidos en el item (3) (se
muestran los primeros en las SEC ID n° 15 y n° 16, y los segundos se muestran en las SEC ID n® 17 y n° 18).

A continuacion, se llevd a cabo la PCR utilizando una ADN polimerasa ExTaq (fabricada por Takara Shuzo) en
20 pl de volumen total de una solucién de reaccién [tampdn ExTaq (fabricado por Takara Shuzo), 0,2 mmoles/I
de dNTP, 0,5 pmoles/l de cebadores especificos de gen (SEC IDn° 15y n® 16 o SEC ID n°® 17 y n® 18) y DMSO
al 5%] que contenia 5 pl de solucion de ADNc diluida 50 veces, preparada a partir de las lineas de célula
hospedadora respectivas en el item (1) y 5 pl (1 pg) del plasmido como control interno. La PCR se llev a cabo
mediante el calentamiento a 94°C durante 3 minutos y los posteriores 17 ciclos de calentamiento a 94°C durante
30 segundos, 65°C durante 1 minuto y 72°C durante 2 minutos en un ciclo.

Ademas, se llevo a cabo una PCR en una serie de reaccion en la que se afiadieron 5 pl (10 pg, 5 pg, 1 pg, 500 fg
0 100 fg) del plasmido de estandar de B-actina obtenido en el item (5) en lugar de cada ADNc derivado de linea
de célula hospedadora y se utilizé en la preparacién de una curva de calibracion para el nivel de transcripcion de
B-actina.

Tabla 3
Gen diana Juego de cebadores Tamafio (pb) del producto de amplificacion
de PCR
Diana Competidor
FUTS8 F:5'-GTCCATGGTGATCCTGCAGTGTGG-3' 638 431
R: 5'-CACCAATGATATCTCCAGGTTCC-3
B-Actina F: 5'-GATATCGCTGCGCTCGTTGTCGAC-3' 789 609
R: 5'-CAGGAAGGAAGGCTGGAAAAGAGC-3'
(hédmster chino)
B-Actina F:5-GATATCGCTGCGCTCGTCGTCGAC-3' 789 609

R: 5'-CAGGAAGGAAGGCTGGAAGAGAGC-3'
(Rata)
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* F: cebador directo, R: cebador inverso

Mediante la realizacién de la PCR con el juego de cebadores indicado en la Tabla 3 puede amplificarse un
fragmento de ADN que presenta el tamafio mostrado en la columna de dianas de la Tabla 3 a partir de cada
producto de transcripcion génica y cada estandar y puede amplificarse un fragmento de ADN que presenta un
tamafio mostrado en la columna de competidores de la Tabla 3 a partir de cada control interno.

Se sometié una porcion de 7 pl de cada una de las soluciones tras la PCR a electroforesis en gel de agarosa al
1,75% y después se tifio el gel sumergiéndolo durante 30 minutos a concentracion 1x de tincion de gel de acidos
nucleicos SYBR Verde | (fabricada por Molecular Probes). La cantidad de fragmento de ADN amplificado se
midi6 mediante el célculo de la intensidad de luminiscencia de cada ADN amplificado utilizando un aparato
Fluoro-imager (Fluorimager Sl, fabricado por Molecular Dynamics).

La cantidad de producto amplificado formado mediante PCR utilizando un plasmido estdndar como molde se
midi6 mediante el método, y se preparé una curva de calibraciéon representando graficamente los valores
medidos frente a las cantidades de plasmido estandar. Utilizando la curva de calibracién se calculé la cantidad de
ADNCc de un gen de interés en cada estirpe celular a partir de la cantidad de producto amplificado al utilizar como
molde cada ADNc derivado de estirpe celular de expresion, y se definié la cantidad como el nivel de transcripcion
de ARNm en cada estirpe celular.

La cantidad de producto de transcripcion FUT8 en cada estirpe celular huésped al utilizar una secuencia de
FUT8 de rata en el estandar y el control interno se muestra en la figura 24. Durante todo el periodo de cultivo la
linea de células CHO mostré un nivel de transcripcién 10 veces o més superior al de la estirpe celular YB2/0.
También se observo la tendencia al utilizar una secuencia de FUT8 de hamster chino en el estandar y el control
interno.

Ademas, se muestran los niveles de transcripcion de FUT8 en la Tabla 4 como valores relativos respecto a la
cantidad de producto de transcripcién de (-actina. Durante todo el periodo de cultivo el nivel de transcripcion de
FUT8 en la linea de células YB2/0 era de aproximadamente 0,1% el de la 3-actina, mientras que era de 0,5% a
2% en lalinea de células CHO.

Los resultados muestran que la cantidad de producto de transcripcion de FUT8 en la linea de células YB2/0 era
significativamente inferior que la observada en la linea de células CHO.

Tabla 4
Dias de cultivo

Linea celular 1° 20 3° 40 50

CHO 1,95 0,90 0,57 0,52 0,54

YB2/0 0,12 0,11 0,14 0,08 0,07
Ejemplo 10
Determinacion del producto de transcripcion del gen a-1,6-fucosiltransferasa (FUT8) en la estirpe celula r
productora de anticuerpos hibridos anti-gangliésido GD3:

(1) Preparacién de ADNc de cadena sencilla a partir de diversas estirpes celulares productoras de anticuerpos

Se prepar6 ADNc de cadena sencilla a partir de las estirpes celulares DCHI01-20 y 61-33 productoras de
anticuerpo hibrido anti-gangliésido GD3 de la manera siguiente. La DCHI01-20 es un clon transformante derivado
de las células CHO/DG44 descritas en el item 2(2) del Ejemplo 1. Ademas, 61-33 es un clon obtenido llevando a
cabo la adaptacion sin suero de las células transformantes 7-9-51 derivadas de YB2/0 (FERM n° BP-6691,
depdsito internacional de organismos de patente, National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology (AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken 305-8566 Japn) y
llevando a cabo después el aislamiento de células individuales mediante dos diluciones limitantes.

Las células DCHI01-20 se suspendieron en medio EXCELL 302 (fabricado por Jrh Biosciences) complementado
con 3 mmoles/l de L-GLN (fabricado por Life Technologies) y Pluronic F-68 al 0,3% (fabricado por Life
Technologies) y concentrado de acidos grasos al 0,5% (fabricado por Life Technologies) y se inocularon 15 ml de
la suspension en un matraz T75 para el cultivo celular de suspensién (fabricado por Greiner) a una densidad de
2x10° células/ml. Ademas, las células 61-33 se suspendieron en medio de hibridoma-SFM (fabricado por Life
Technologies) complementado con fraccion V de suero de feto bovino al 0,2% (fabricado por Life Technologies)
(en adelante denominado "BSA") y se inocularon 15 ml de la suspension en matraz T75 para el cultivo celular en
suspension (fabricado por Greiner) a una densidad de 2x10° células/ml. Se cultivaron a 37°C en un incubador
con 5% de CO> y se recuperaron 1x10’ de las células hospedadoras respectivas en el dia 1, 2, 3, 4 y 5 después
del cultivo para extraer el ARN total utilizando RNAeasy (fabricado por Qiagen) siguiendo las instrucciones del
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fabricante.

El ARN total se disolvié en 45 ul de agua estéril y se afiadié a lo anterior 1 yl de ADNasa libre de ARNasa RQ1
(fabricado por Promega), 5 pl del tampdn 10x de ADNasa adjunto y 0,5 ul de inhibidor de ribonucleasa RNasin
(fabricado por Promega), seguido de la reaccion a 37°C durante 30 minutos para degradar el ADN gendmico
contaminante en la muestra. Tras la reaccion, se purificd6 nuevamente el ARN total utilizando RNAeasy (fabricado
por Qiagen) y se disolvié en 50 pl de agua estéril.

En 20 pl de la mezcla de reaccion utilizando oligo(dT) como cebador, se sintetizo6 ADNc de cadena sencilla a
partir de 3 ug de cada una de las muestras de ARN total obtenidas mediante reaccién de transcripcion inversa
utilizando el sistema de preamplificacién Superscript™ para la sintesis del ADNc de primera cadena (fabricado
por Life Technologies) siguiendo las instrucciones del fabricante. La solucion de reaccion se diluyé 50 veces con
aguay se almacend a -80°C hasta la utilizacién.

(2) Determinacién del nivel de transcripcién de cada gen mediante PCR competitiva

Se determind el nivel de transcripcion de los genes en el ADNc derivado de la estirpe celular productora de
anticuerpos obtenida en el item (1) mediante PCR competitiva de acuerdo con el Ejemplo 9(6).

Se determind el nivel de transcripcién de ARNm derivado de gen de FUT8 en cada una de las estirpes celulares
productoras de anticuerpos mediante el procedimiento a continuacion.

CHFT8-pCR2.1 e YBFT8-pCR2.1, como plasmidos en los que los fragmentos parciales de ADNc preparados en
el Ejemplo 9(2) de FUT8 de hamster chino o FUT8 de rata, respectivamente, insertados en pCR2.1 fueron
digeridos con el enzima de restriccion EcoRI, y los ADN lineales obtenidos se utilizaron como estandares para la
preparacion de una curva de calibracion para determinar el nivel de transcripcion de FUTS.

CHFT8d-pCR2.1 e YBFT8d-pCR2.1, obtenidos mediante la delecion de 203 pb entre Scal e Hindlll de una
secuencia de nucledtidos interna de FUT8 de hamster chino y FUT8 de rata, respectivamente, en el Ejemplo 9(4)
se digirieron con el enzima de restriccion EcoRI y los ADN lineales obtenidos se utilizaron como estandares
internos para la determinacion de la cantidad de FUTS.

Se llevo a cabo la PCR utilizando una ADN polimerasa ExTaq (fabricada por Takara Shuzo) en 20 pl de volumen
total de una solucion de reaccion [tampon ExTaq (fabricado por Takara Shuzo), 0,2 mmoles/l de dNTP, 0,5
pmoles/l de cebadores especificos de gen de FUT8 (SEC ID n° 13 y n° 14) y DMSO al 5%] que contenia 5 pl de
solucién de ADNc diluida 50 veces, preparada a partir de cada una de las lineas de células hospedadoras
productoras de anticuerpos en el item (1) y 5 pl (10 fg) del plasmido como control interno. La PCR se llevé a cabo
mediante el calentamiento a 94°C durante 3 minutos y los posteriores 32 ciclos de calentamiento a 94°C durante
1 minuto, 60°C durante 1 minuto y 72°C durante 1 minuto en un ciclo.

Ademas, se llevo a cabo una PCR en una serie de reaccion en la que se afadieron 5 ul (0,1 fg, 1 fg, 5 fg, 10 fg,
50 fg, 100 fg, 500 fg o 1 pg) del plasmido de estandar de FUT8 en lugar de cada ADNc derivado de linea de
célula hospedadora productora de anticuerpos y se utiliz en la preparacion de una curva de calibracion para el
nivel de transcripcién de FUT8. En este caso, se utiliz6 1 ug/ml de un ARNt de levadura de panaderia (fabricado
por Sigma) para la dilucién del plasmido estandar.

Por otra parte, debido a que se considera que el gen 3-actina se transcribe de manera constante en cada célulay
su nivel de transcripcion es aproximadamente el mismo en las células, se determind el nivel de transcripcion del
gen B-actina como indice de la eficiencia de la reaccion de sintesis del ADNc en cada linea de células productora
de anticuerpos.

CHAc-pBS e YBAc-pBS como plasmidos en los que la longitud completa del ORF de cada ADNc de B-actina de
hamster chino y B-actina de rata preparadas en el Ejemplo 9(3) insertados en pBluescript Il KS(+),
respectivamente, fueron digeridos con los enzimas de restriccion Hindlll y Kpnl, y las muestras de ADN lineal
obtenidas se utilizaron como estandares en la preparacion de una curva de calibracion para determinar el nivel
de transcripcion de B-actina.

CHAcd-pBS e YBAcd-pBS, obtenidos mediante la delecién de 180 pb entre Dral y Dral de una secuencia de
nucleétidos interna de B-actina de hamster chino y B-actina de rata, respectivamente, en el Ejemplo 9(5) se
digirieron con los enzimas de restriccion Hindlll y Kpnl, y los ADN lineales obtenidos se utilizaron como
estandares internos para la determinacion de B-actina.

Se llevo a cabo la PCR utilizando una ADN polimerasa ExTaq (fabricada por Takara Shuzo) en 20 pl de volumen
total de una solucién de reaccion [tampon ExTaq (fabricado por Takara Shuzo), 0,2 mmoles/l de dNTP, 0,5
pmoles/l de cebadores especificos de gen de B-actina (SEC ID n° 17 y n® 18) y DMSO al 5%] que contenia 5 pl
de soluciéon de ADNc diluida 50 veces, preparada a partir de cada una de las lineas de células hospedadoras
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productoras de anticuerpos y 5 pl (1 pg) del plasmido como control interno. La PCR se llevo a cabo mediante el
calentamiento a 94°C durante 3 minutos y los posteriores 17 ciclos de calentamiento a 94°C durante 30
segundos, 65°C durante 1 minuto y 72°C durante 2 minutos en un ciclo. Ademas, se llevo a cabo una PCR en
una serie de reaccion en la que se afiadieron 10 pg, 5 pg, 1 pg, 500 fg o 100 fg) del plasmido de estandar de -
actina en lugar de cada ADNc derivado de linea de célula hospedadora productora de anticuerpos y se utilizé en
la preparacién de una curva de calibracion para el nivel de transcripcién de B-actina. En este caso, se utiliz6 1
pg/ml de un ARNt de levadura de panaderia (fabricado por Sigma) para la dilucién del plasmido estandar.

Mediante la realizacién de la PCR con el juego de cebadores indicado en la Tabla 3 puede amplificarse un
fragmento de ADN que presenta el tamafio mostrado en la columna de dianas de la Tabla 3 a partir de cada
producto de transcripcion génica y cada estandar y puede amplificarse un fragmento de ADN que presenta un
tamafio mostrado en la columna de competidores de la Tabla 3 a partir de cada control interno.

Se sometié una porcion de 7 pl de cada una de las soluciones tras la PCR a electroforesis en gel de agarosa al
1,75% y después se tifio el gel sumergiéndolo durante 30 minutos a una concentracion 1x de tincion de gel de
acidos nucleicos SYBR Verde | (fabricada por Molecular Probes). La cantidad de fragmento de ADN amplificado
se midi6 mediante el calculo de la intensidad de luminiscencia de cada ADN amplificado utilizando un aparato
Fluoro-imager (Fluorimager Sl, fabricado por Molecular Dynamics).

La cantidad de producto amplificado formado mediante PCR utilizando un plasmido estdndar como molde se
midi6 mediante el método, y se preparé una curva de calibraciéon representando graficamente los valores
medidos frente a las cantidades de plasmido estandar. Utilizando la curva de calibracién se calculé la cantidad de
ADNCc de un gen de interés en cada estirpe celular a partir de la cantidad de producto amplificado al utilizar como
molde cada ADNc derivado de estirpe celular productora de anticuerpos, y el valor se defini6 como el nivel de
transcripcion de ARNm en cada estirpe celular.

Ademas, se muestran los niveles de transcripcion de FUT8 en la Tabla 5 como valores relativos respecto a la
cantidad de producto de transcripcién de (-actina. Durante todo el periodo de cultivo el nivel de transcripcion de
FUT8 en la linea de células YB2/0 productora de anticuerpos 61-33 era de aproximadamente 0,3% o menos del
de la B-actina, mientras que erade 0,7% a 1,5% en la linea de células CHO productora de anticuerpos.

Los resultados muestran que la cantidad de producto de transcripcion de FUT8 en la linea de células YB2/0
productora de anticuerpos era significativamente inferior que la observada en la linea de células productora de
anticuerpos derivada de células CHO.

Tabla5s

Dias de cultivo

Linea celular 1° 20 3° 40 50
DCHI01-20 0,75 0,73 0,99 1,31 1,36
61-33 0,16 0,19 0,24 0,30 <0,10

Ejemplo 11 (ejemplo comparativo)
Preparacion de estirpe celular sobreexpresante de g  en de a-1,6-fucosiltransferasa (FUT8) de raton

(1) Construccion de plasmido de expresién de a-1,6-fucosiltransferasa (FUT8) de raton

Se extrajo el ARN total de 1x10’ células de una célula NSO de mieloma de ratén (RCB0213, Cell Bank at The
Institute of Physical and Chemical Research) subcultivada utilizando medio IMDM (fabricado por Life
Technologies) que contenia suero de feto bovino al 10% (fabricado por Life Technologies) utilizando RNAeasy
(fabricado por Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN total se disolvié en 45 pl de agua estéril
y se afiadi6 a lo anterior 1 yl de ADNasa libre de ARNasa RQ1 (fabricada por Promega), 5 ul del tamp6n 10x de
ADNasa adjunto y 0,5 pl de inhibidor de ribonucleasa RNasin (fabricado por Promega), seguido de la reaccion a
37°C durante 30 minutos para degradar el ADN gendmico contaminante en la muestra. Tras la reaccion, se
purificé nuevamente el ARN total utilizando RNAeasy (fabricado por Qiagen) y se disolvio en 50 ul de agua
estéril. En 20 ul de la mezcla de reaccion utilizando oligo(dT) como cebador, se sintetiz6 ADNc de cadena
sencilla a partir de 3 yg de cada una de las muestras de ARN total obtenidas mediante reaccién de transcripcion
inversa utilizando el sistema de preamplificacién Superscript™ para la sintesis del ADNc de primera cadena
(fabricado por Life Technologies) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se preparé ADNc de FUT8 de raton mediante el procedimiento siguiente (figura 25).
En primer lugar se disefi6 un cebador directo especifico para una secuencia que contenia un coddn de inicio de

traducciéon (mostrado en SEC ID n° 19) y un cebador inverso especifico para una secuencia que contenia el
codon de terminacion de traduccion (mostrado en SEC ID n° 20) a partir de una secuencia de ADNc de FUT8 de
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raton (GenBank, AB025198).

A continuacion, se prepararon 25 pl de una solucion de reaccion [tampon ExTaq (fabricado por Takara Shuzo),
0,2 mmoles/I de los dNTP, DMSO al 4% y 0,5 umoles/l de cebadores especificos (SEC ID n° 19 y SEC ID n° 20)]
que contenia 1 pl del ADNc derivado de células NSO y se llevo a cabo una PCR utilizando una ADN polimerasa
ExTaq (fabricada por Takara Shuzo). La PCR se llevd a cabo mediante el calentamiento a 94°C durante 1
minuto, seguido de 30 ciclos de calentamiento a 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C
durante 2 minutos en un ciclo, y calentamiento final a 72°C durante 10 minutos.

Tras la PCR, la solucién de reaccién se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y se purificé un
fragmento amplificado especifico de 1.728 pb. En un plasmido pCR2.1, se utilizaron 4 pl del fragmento de ADNc
para la insercién siguiendo las instrucciones del fabricante del kit de clonacion TOPO TA (fabricado por
Invitrogen) y se transform6 E. coli DH5a con la solucion de reaccion. Se aislaron los ADN plasmidicos de
acuerdo con un método conocido a partir de 6 clones con insercion de ADNc de entre las colonias resistentes a
canamicina obtenidas.

La secuencia de nucleétidos de cada ADNc insertado en el plasmido se determiné utilizando el secuenciador de
ADN 377 (fabricado por Perkin Elmer) y el kit BigDye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction
(fabricado por Perkin Elmer) siguiendo el método en las instrucciones del fabricante. Se confirmé que la totalidad
de los ADNc insertados las secuencias de los cuales habian sido determinadas codificaba la secuencia total del
ORF de la FUT8 de ratén. De entre ellas se seleccion6 un ADN plasmidico que no contenia ningun error de
lectura de bases en absoluto mediante PCR (se muestran la secuencia de ADN vy la secuencia de aminoacidos
en SEC ID n® 2 y n° 24, respectivamente). Ademas, se observd una inconsistencia de 3 bases debido a la
sustitucién de aminoacidos en la secuencia en comparacion con la secuencia de FUT8 de ratén registrada en
GenBank. En la presente memoria el plasmido se denomina mfFUT8-pCR2.1.

A continuacion, se construy6 el plasmido pPBSmfFUT8 que contiene el ORF de secuencia completa de FUT8 de
raton de la manera siguiente (figura 26). En primer lugar se disolvi6 1 pg de plasmido pBluescript Il KS(+)
(fabricado por Stratagene) en 35 pl de NEBuffer 2 (fabricado por New England Biolabs) y se afadieron 20
unidades del enzima de restriccion EcoRI (fabricado por Takara Shuzo), seguido de la reaccion de digestion a
37°C durante 2 horas. A la solucion de reaccién se afadieron 35 ul de tampdn Tris-HCI 1 mol/l (pH 8,0) y 3,5 pl
de fosfatasa alcalina derivada de E. coli C15 (fabricada por Takara Shuzo), seguido de la reaccién a 65°C
durante 30 minutos para desfosforilar de esta manera los extremos del ADN. La solucién de reaccidn se extrajo
con fenol/cloroformo, seguido de la precipitacion con etanol y el fragmento de ADN recuperado se disolvié en 10
pl de agua estéril.

Separadamente, se disolvio 1 pyg de plasmido mfFUT8-pCR2.1 en 35 ul de NEBuffer 2 (fabricado por New
England Biolabs) y se afiadieron 20 unidades del enzima de restriccién EcoRI (fabricado por Takara Shuzo),
seguido de la reaccion de digestion a 37°C durante 2 horas. La solucidon de reaccién se sometid a electroforesis
en gel de agarosa al 0,8%, purificando un fragmento de ADN de aproximadamente 1,7 kb que contenia el ORF
de secuencia completa del ADNc de FUT8 de raton.

Se mezcld el fragmento EcoRI-EcoRI derivado del plasmido pBluescript Il KS(+) obtenido (1 pl, 2,9 kb), 4 ul del
fragmento EcoRI-EcoRI (1,7 kb) preparado a partir del plasmido mfFUT8-pCR2.1 y 5 ul de Ligation High
(fabricado por Toyobo), seguido de una reaccién de ligacién a 16°C durante 30 minutos. Utilizando la solucion de
reaccion se transformé E. coli DH5a y se aislaron los ADN plasmidicos de acuerdo con un método conocido a
partir de los clones resistentes a ampicilina obtenidos. En la presente memoria el plasmido se denomina
pBSmMfFUTS.

Utilizando pBSmfFUT8 y pAGE249, se construy0d el vector de expresion pAGEmfFUT8 de FUT8 de raton
mediante el procedimiento a continuacion (figura 27). El plasmido pAGE249 es un derivado de pAGE248 [J. Biol.
Chem. 269:14730, 1994], que es un vector del que se ha eliminado un fragmento Sphl-Sphl (2,7 kb) que
contenia el gen dihidrofolato reductasa (dhfr) en pAGE248.

En 50 pl de tampon universal H (fabricado por Takara Shuzo), se disolvio 1 pug de plasmido pAGE249 y se
afiadieron 20 unidades del enzima de restriccion Sall (fabricado por New England Biolabs), seguido de la
reaccion de digestion a 37°C durante 2 horas. Se recuperd un fragmento de ADN de la solucién de reaccion
mediante precipitacion con etanol y se disolvié en 35 pl de tampon NEBuffer 2 (fabricado por New England
Biolabs) y se afadieron 20 unidades del enzima de restriccion BamHI (fabricado por New England Biolabs),
seguido de la reaccion de digestién a 37°C durante 2 horas. Tras la reaccion de digestion, a la solucién de
reaccion se afiadieron 35 pl de tampdn Tris-HCI 1 mol/l (pH 8,0) y 3,5 ul de fosfatasa alcalina derivada de E. coli
C15 (fabricada por Takara Shuzo), seguido de la reaccion a 65°C durante 30 minutos para desfosforilar los
extremos del ADN. La solucién de reaccién se extrajo con fenol/cloroformo, seguido de la precipitacion con
etanol y el fragmento de ADN recuperado se disolvié en 10 ul de agua estéril.

Separadamente, en 50 pl de tampon universal H (fabricado por Takara Shuzo), se disolvié 1 pg de plasmido
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pBSmMfFUT8 y se afiadieron 20 unidades del enzima de restriccion Sall (fabricado por New England Biolabs),
seguido de la reaccion de digestiéon a 37°C durante 2 horas. Se recuperd un fragmento de ADN de la solucién de
reaccion mediante precipitacion con etanol y se disolvié en 35 pl de tampén NEBuffer 2 (fabricado por New
England Biolabs) y se afiadieron 20 unidades del enzima de restriccion BamHI (fabricado por New England
Biolabs), seguido de la reaccién de digestién a 37°C durante 2 horas. La reaccion de digestion, la solucion se
sometio a electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, purificando un fragmento de ADN de aproximadamente 1,7
kb que contenia el ORF de secuencia completa del ADNc de FUT8 de ratén.

Se mezcl6 el fragmento BamHI-Sall (1 pl, 6,5 kb) derivado del plasmido pAGE249, 4 ul del fragmento BamHI-Sall
(1,7 kb) preparado a partir del plasmido pBSmfFUT8 y 5 pl de Ligation High (fabricado por Toyobo), seguido de
una reaccion de ligacion a 16°C durante 30 minutos. Utillizando la solucidn de reaccion se transformé E. coli
DH5a y se aislé un ADN plasmidico de acuerdo con un método conocido a partir de los clones resistentes a
ampicilina obtenidos. En la presente memoria el plasmido se denomina pAGEmfFUTS8.

(2) Preparacion de estirpe celular sobreexpresante de gen de a-1,6-fucosiltransferasa (FUT8) de raton

Se obtuvo una estirpe celular expresante de gen de FUT8 estable mediante la introduccidon del vector de
expresion de FUT8 de raton pAGEmMfFUT8 construido en el item (1) en 61-33. El clon 61-33 es un clon obtenido
mediante la adaptacion sin suero de la célula transformante 7-9-51 (FERM n° BP-6691, dep6sito internacional de
organismos de patente, National Institute of Advanced Industrial Science and Technology) derivado de una célula
YB2/0 de alta produccion de un anticuerpo hibrido anti-gangliésido GD3 y realizando después el aislamiento de
células individuales mediante dos diluciones limitantes.

El plasmido pAGEmMfFUT8 se transfirié al interior de 61-33 mediante el procedimiento siguiente, mediante
electroporacion [Cytotechnology 3:133, 1990]. En primer lugar, se disolvieron 30 pg de plasmido pAGEmMfFUT8
en 600 pl de NEBuffer 4 (fabricado por New England Biolabs) y se afiadieron 100 unidades del enzima de
restriccion Fspl (fabricado por New England Biolabs), seguido de la reaccion de digestion a 37°C durante 2
horas, obteniendo un fragmento lineal. La solucidon de reaccidon se sometid a precipitacion con etanol y el
plasmido lineal recuperado se preparé en forma de una solucién acuosa 1 pg/pl. A continuacion, se suspendio
61-33 en un tampon K-PBS (KCI 137 moles/l, NaCl 2,7 moles/l, NaHPO4 8,1 moles/l, KH2PO4 1,5 moles/l, MgCl,
4,0 moles/l), proporcionando una densidad de 2x10’ células/ml y se mezclaron 200 pl de la suspension celular
(4x10° células) con 10 ul (10 pg) del plasmido lineal. La mezcla de células-ADN se transfirié a una cubeta de
Gene Pulser (distancia entre electrodos: 2 mm) (fabricado por Bio-Rad) y después se llevé a cabo la
electroporacion utilizando un aparato de fusién celular Gene Pulser (fabricado por Bio-Rad) a un voltaje de pulso
de 0,2 kV y 250 pF de capacidad eléctrica. La suspension celular se mezclé con 10 ml de medio de hibridoma-
SFM (fabricado por Life Technologies) complementado con suero de feto bovino al 5% dializado (fabricado por
Life Technologies) y BSA al 0,2% (fabricado por Life Technologies) y se dispensé en porciones de 100 pl en una
placa de 96 pocillos para la utilizacién de las células en suspension (fabricado por Greiner). Tras el cultivo de las
mismas a 37°C durante 24 horas en 5% de CO,, se extrajeron 50 pl del sobrenadante de cultivo y se
dispensaron 100 pl de medio de hibridoma-SFM (fabricado por Life Technologies) complementado con 0,5 mg/mi
de higromicina B (fabricado por Wako Pure Chemical Industries), suero de feto bovino al 5% dializado (fabricado
por Life Technologies) y BSA al 0,2% (fabricado por Life Tecnologies). Se cultivaron durante 3 semanas,
repitiendo la etapa de intercambio de medio a intervalos de 3 a 4 dias y se obtuvieron 14 estirpes celulares que
mostraban resistencia a la higromicina.

Por otra parte, se prepard una estirpe celular de control negativo mediante la introduccién del plasmido pAGE249
como vector parental de pAGEmMfFUT8 en 61-33. Siguiendo el procedimiento anteriormente indicado, se
convirtieron 10 pg del plasmido pAGE249 en la forma lineal con el enzima de restriccion Fspl y se introdujeron en
4x10° células de 61-33 mediante electroporacién. Se mezclaron las células con 15 ml de medio de hibridoma-
SFM (fabricado por Life Technologies) complementado con suero de feto bovino al 5% dializado (fabricado por
Life Technologies) y BSA al 0,2% (fabricado por Life Technologies), se transfirieron a un matraz T75 para el
cultivo celular en suspension (fabricado por Greiner) y después se cultivaron a 37°C durante 24 horas en 5% de
COy. Tras el cultivo de las mismas, una mitad del sobrenadante de cultivo (7,5 ml) se extrajo mediante
centrifugacién a 800 rpm durante 4 minutos y las células se suspendieron en 7,5 ml de medio de hibridoma-SFM
(fabricado por Life Technologies) complementado con 0,5 mg/ml de higromicina B (fabricado por Wako Pure
Chemical Industries), suero de feto bovino al 5% dializado (fabricado por Life Technologies) y BSA al 0,2%
(fabricado por Life Technologies) y se transfiri6 a un matraz T75 para el cultivo celular en suspensién (fabricado
por Greiner). Se cultivaron durante 3 semanas, repitiendo la etapa de intercambio de medio a intervalos de 3 a 4
dias y se obtuvo una estirpe celular resistente a higromicina.

(3) Andlisis del nivel de expresiéon del gen de a-16-fucosiltransferasa (FUT8) de estirpes celulares
sobreexpresantes del gen

Utilizando 6 estirpes celulares seleccionadas opcionalmente de entre 14 estirpes celulares sobreexpresantes de
FUT8 de raton de 61-33 en el item (2) y la estirpe celular de control negativo, se compararon los niveles de
expresion de FUT8 mediante RT-PCR competitiva.
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Se suspendié en medio de hibridoma-SFM (fabricado por Life Technologies) cada una de dichas estirpes
celulares sobreexpresantes, complementado con 0,5 mg/ml de higromicina B (fabricado por Wako Pure Chemical
Industries), suero de feto bovino al 5% dializado (fabricado por Life Technologies) y BSA al 0,2% (fabricado por
Life Technologies), proporcionando una densidad de 3x10° células/ml y después se transfirié a un matraz T75
para el cultivo celular en suspension (fabricado por Greiner). Tras el cultivo de las mismas a 37°C durante 24
horas en 5% de CO», se recuperaron 1x10’ células intactas para la extraccion del ARN total utilizando RNAeasy
(fabricado por Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN total se disolvié en 45 pl de agua estéril
y se afiadi6 a lo anterior 0,5 pl de ADNasa libre de ARNasa RQ1 (fabricada por Promega), 5 ul del tampd6n 10x
de ADNasa adjunto y 0,5 pl de inhibidor de ribonucleasa RNasin (fabricado por Promega), seguido de la reaccion
a 37°C durante 30 minutos para degradar el ADN gendémico contaminante en la muestra. Tras la reaccién, se
purificé nuevamente el ARN total utilizando RNAeasy (fabricado por Qiagen) y se disolvio en 50 ul de agua
estéril.

En 20 pl de la mezcla de reaccion utilizando oligo(dT) como cebador, se sintetizo6 ADNc de cadena sencilla a
partir de 2,5 pg del ARN total obtenido mediante reaccion de transcripcion inversa utilizando el sistema de
preamplificacién Superscript™ para la sintesis del ADNc de primera cadena (fabricado por Life Technologies)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La solucién de reaccién se diluy6é 50 veces con agua y se determiné el
nivel de transcripcion de cada gen mediante PCR competitiva segun el Ejemplo 9(6).

Se determind el nivel de transcripcién de ARNm derivado de gen de FUT8 en cada una de las estirpes celulares
mediante el procedimiento a continuacion.

YBFT8-pCR2.1, como plasmido en el que se habia insertado un fragmento parcial de ADNc preparado en el
Ejemplo 9(2) de FUT8 de rata en pCR2.1, fue digerido con el enzima de restriccién EcoRI, y el ADN lineal
obtenido se utiliz6 como estandar para la preparacion de una curva de calibraciéon para determinar el nivel de
transcripcion de FUTS.

Entre los YBFT8d-pCR2.1 preparados en el Ejemplo 9(4), el YBFT8d-pCR2.1 obtenido mediante la delecion de
203 pb entre Scal e Hindlll de una secuencia de nucleoétidos interna de FUT8 de rata se digirié con el enzima de
restriccion EcoRI y los ADN lineales obtenidos se utilizaron como estandar interno para la determinacion de
FUTS.

Se llevd a cabo una PCR utilizando una ADN polimerasa ExTaq (fabricada por Takara Shuzo) en 20 pl de
volumen total de una solucién de reaccion [tampon ExTaq (fabricada por Takara Shuzo), 0,2 mmoles/| de dNTP,
0,5 pmoles/l de cebadores especificos de gen (SEC ID n° 13 y n® 14) y DMSO al 5%] que contenia 5 pl de
solucién de ADNc diluida 50 veces, preparada a partir de cada una de las lineas de células hospedadoras
respectivas anteriormente y 5 pl (10 fg) del plasmido como control interno. La PCR se llevé a cabo mediante el
calentamiento a 94°C durante 3 minutos y los posteriores 32 ciclos de calentamiento a 94°C durante 1 minuto,
60°C durante 1 minuto y 72°C durante 1 minuto en un ciclo.

Ademas, se llevo a cabo una PCR en una serie de reaccion en la que se afadieron 5 pl (0,1 fg, 1 fg, 5 fg, 10 fg,
50 fg, 100 fg, 500 fg o 1 pg) del plasmido estandar de FUT8 en lugar de cada ADNc derivado de linea de célula
hospedadora y se utiliz6 en la preparacion de una curva de calibracion para el nivel de transcripcion de FUT8. En
este caso, se utilizé 1 ug/ml de un ARNt de levadura de panaderia (fabricado por Sigma) para la dilucién del
plasmido estandar.

Por otra parte, debido a que se considera que el gen 3-actina se transcribe de manera constante en cada célulay
su nivel de transcripcién es aproximadamente el mismo en todas las células, se determind el nivel de
transcripcion del gen B-actina como indice de la eficiencia de la reaccién de sintesis del ADNc en cada estirpe
celular de expresion.

YBACc-pBS, plasmido en el que se habia insertado el ORF de longitud completa del ADNc de la B-actina de rata
en pBluescript Il KS(+), preparado en el Ejemplo 9(3), fue digerido con los enzimas de restriccion Hindlll y Kpnl, y
el ADN lineal obtenido se utiliz6 como estandar en la preparacion de una curva de calibracion para determinar el
nivel de transcripcion del gen de la B-actina.

YBAcd-pBS, obtenido mediante la delecién de 180 pb entre Dral y Dral de una secuencia de nucleétidos interna
de la B-actina de rata, fue digerida con los enzimas de restriccién Hindlll y Kpnl, y el ADN lineal obtenido se
utilizé como estandar interno para la determinacion de la cantidad de B-actina.

Se llevd a cabo una PCR utilizando una ADN polimerasa ExTaq (fabricada por Takara Shuzo) en 20 pl de
volumen total de una solucién de reaccion [tampon ExTaq (fabricado por Takara Shuzo), dNTP 0,2 mmoles/I,
cebadores especificos de B-actina 0,5 pmoles/l (SEC ID n° 17 y n° 18) y DMSO al 5%] que contenia 5 pl de
solucién de ADNc diluida 50 veces preparada a partir de cada una de las estirpes celulares de expresiony 5 pl (1
pg) del plasmido como control interno. La PCR se llevd a cabo mediante el calentamiento a 94°C durante 3

74



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2639222713

minutos y los posteriores 17 ciclos de calentamiento a 94°C durante 30 segundos, 65°C durante 1 minuto y 72°C
durante 2 minutos en un ciclo.

Ademas, se llevd a cabo una PCR en una serie de reaccion en la que se afiadieron 10 pg, 5 pg, 1 pg, 500 fg o
100 fg) del plasmido de estandar de B-actina en lugar de cada ADNc derivado de estirpe celular de expresion y
se utilizé en la preparacion de una curva de calibracion para el nivel de transcripcién de B-actina. En este caso,
se utilizd 1 pg/ml de un ARNt de levadura de panaderia (fabricado por Sigma) para la dilucién del plasmido
estandar.

Mediante la realizacion de la PCR con el juego de cebadores indicado en la Tabla 3 pudo amplificarse un
fragmento de ADN que presentaba el tamafio mostrado en la columna de dianas de la Tabla 3 a partir de cada
producto de transcripcion génica y cada estandar y puede amplificarse un fragmento de ADN que presenta un
tamafio mostrado en la columna de competidores de la Tabla 3 a partir de cada control interno.

Cada una de las soluciones (7 pl) tras la PCR se sometié a una electroforesis en gel de agarosa al 1,75% y
después se tifid el gel sumergiéndolo durante 30 minutos a concentracion 1x de tincion de gel de &cidos
nucleicos SYBR Verde | (fabricada por Molecular Probes). La cantidad de fragmento de ADN amplificado se
midi6 mediante el célculo de la intensidad de luminiscencia de cada ADN amplificado utilizando un aparato
Fluoro-imager (Fluorimager Sl, fabricado por Molecular Dynamics).

La cantidad de producto amplificado formado mediante PCR utilizando un plasmido estdndar como molde se
midi6 mediante el método, y se preparé una curva de calibraciéon representando graficamente los valores
medidos frente a las cantidades de plasmido estandar. Utilizando la curva de calibracién se calculé la cantidad de
ADNCc de un gen de interés en cada estirpe celular a partir de la cantidad de producto amplificado al utilizar como
molde cada ADNc derivado de estirpe celular de expresion, y se definié la cantidad como el nivel de transcripcion
de ARNm en cada estirpe celular.

La figura 28 muestra los niveles de transcripcion de FUT8 como valores relativos respecto a la cantidad de
producto de transcripcion de B-actina. Las tres estirpes celulares mfFUT8-1, mfFUT8-2 y mfFUT8-4 y la estirpe
celular en la que se ha introducido pAGE249 eran estirpes celulares que mostraban un nivel de transcripcion de
FUT8 relativamente pequefio, que era equivalente a 0,3% a 10% del nivel de transcripcion de B-actina. Por otra
parte, las otras tres estirpes celulares mfFUT8-3, mfFUT8-6 y mfFUT8-7 eran estirpes celulares que mostraban
un nivel de transcripcién de FUT8 elevado, que era equivalente a 20% a 40% del nivel de transcripcion de -
actina.

(4) Purificacion del anticuerpo producido por una estirpe celular sobreexpresante de gen de a-1,6-
fucosiltransferasa (FUT8)

Cada una de las seis estirpes celulares sobreexpresantes del gen de FUT8 y una estirpe celular de control
negativo obtenidos en el item (2) se suspendié en medio de hibridoma-SFM (fabricado por Life Technologies)
complementado con 200 nmoles/l de MTX, 0,5 mg/ml de higromicina B (fabricada por Wako Pure Chemical
Industries) y BSA al 0,2% (fabricado por Life Technologies), proporcionando una densidad de 2x10° células/ml y
después se inocularon 100 ml en total de la suspensién en tres matraces T225 para la utilizacion en el cultivo
celular en suspension (fabricados por Iwaki). Tras cultivarlas a 37°C durante 7 a 9 dias en un incubador con 5%
de COgy, se cont6é el nimero de células intactas con el fin de confirmar que la viabilidad de las mismas era
practicamente igual (diferentes en 30% o0 menos) y después se recuperd cada suspension celular. Se centrifugo
cada una de las suspensiones celulares a 3.000 rpm a 4°C durante 10 minutos y el sobrenadante recuperado se
centrifugé a 10.000 rpm a 4°C durante 1 hora y después se filtré utilizando una unidad de filtracion PES
(fabricada por Nalgene) que presentaba un diametro de poro de 0,22 um y una capacidad de 150 ml.

Se empaquetd un Prosep-A HighCapacity (fabricado por bioProcessing) en una columna de 0,8 cm de diametro
hasta un grosor de 2 cm y se lavé con 10 ml de tampon citrato 0,1 moles/l (pH 3,0) y 10 moles de tampdn de
glicina/NaOH 1 mol/I-NaCl 0,1 moles/l (pH 8,6) en ese orden para conseguir el equilibrado del portador. A
continuacion, se pasaron 100 ml de cada uno de los sobrenadantes de cultivo por la columnay se lavaron con 50
ml de tampén de glicina/NaOH 1 mol/l-NaCl 0,15 moles/I (pH 8,6). Tras lavarlas, el anticuerpo adsorbido en
Prosep-A se eluyé utilizando 2,5 ml de tampén citrato 0,1 moles/l (pH 3,0), el eluido se fracciond en porciones de
500 pl y cada fraccion se neutralizd mediante la mezcla con 100 pl de Tris-HCI 2 moles/l (pH 8,5). Se
seleccionaron dos fracciones que contenian el anticuerpo a concentracion elevada (1,2 ml en total) mediante el
método de BCA [Anal. Biochem. 150:76, 1985], se agruparon y después se dializaron frente a tampon citrato 10
moles/l (pH 6,0) a 4°C durante un dia y noche completos. Tras la didlisis, se recupero la solucion de anticuerpo y
se someti6 a esterilizacion mediante filtracion utilizando un Millex GV de 0,22 um de tamafio de poro (fabricado
por Millipore).
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(5) Actividad citotdxica in vitro (actividad ADCC) del anticuerpo producido por una estirpe celular sobreexpresante
de gen de a-1,6-fucosiltransferasa (FUT8) de raton

Con el fin de evaluar la actividad citotdxica in vitro de los anticuerpos anti-GD3 purificados en el item (4), se midio
la actividad ADCC utilizando una célula positiva para GD3, la estirpe celular en cultivo de melanoma humano G-
361 (RCB0991, Cell Bank at The Institute of Physical and Chemical Research).

Las células G-361 subcultivadas en medio RPMI1640 (fabricado por Life Technologies) que contenia suero de
feto bovino al 10% (fabricado por Life Technologies) (en adelante denomlnado "RPMI1640-FBS(10)") se
sus endleron en 500 pl de RPMI1640-FBS(10) a una densidad de 1x10° células y se afiadieron 3,7 MBq de
Na>*'CrO4 al mismo, seguido del cultivo a 37°C durante 30 minutos para el marcaje de las células con el isétopo
radioactivo. Tras la centrifugacion a 1.200 rpm durante 5 minutos, se descarté el sobrenadante y las células
diana se suspendieron en 5 ml de RPMI1640-FBS(10). Se repiti6 la etapa de lavado tres veces y después la
suspension celular se incubd durante 30 minutos sobre hielo para la disociacion espontanea de la sustancia
radioactiva. Se repiti6 nuevamente dos veces la etapa de lavado y después las células se suspendieron en 5 ml
de RPMI1640-FBS(10), preparando de esta manera 2x10° células/ml de una suspension de células diana.

Por otra parte, se recolectaron 30 ml de sangre periférica de una persona sana y se mezclaron suavemente con
0,5 ml de heparina sodio (fabricada por Shimizu Pharmaceutical) y después se mezclaron con 30 ml de solucion
salina fisioldgica (fabricada por Otsuka Pharmaceutical). Tras la mezcla, se aplicaron suavemente como capa
superior 10 ml de la mezcla sobre 4 ml de Lymphoprep (fabricado por Nycomed Pharma AS) y se centrifugé a
temperatura ambiente a 2.000 rpm durante 30 minutos. Las fracciones de células mononucleares separadas se
recolectaron de los tubos de centrifugacién, se agruparon y después se suspendieron en 30 ml de RPMI1640-
FBS(10). Tras la centrifugacién a temperatura ambiente a 1.200 rpm durante 5 minutos, se descartd el
sobrenadante y las células se suspendieron en 20 ml de RPMI1640-FBS(10). Se repitié dos veces la etapa de
lavado y después se prepararon 2x10° células/ml de una suspension de células efectoras utilizando RPMI1640-
FBS(10).

La suspension de células diana se dispens6 a razén de 50 ul (1x10* células/pocillo) en cada pocillo de una placa
de 96 pocillos de fondo en U (fabricada por Falcon). A continuacion, se dispensd la suspension de células
efectoras a razén de 100 pl (2x10° células/pocillo) en cada pocillo, ajustando de esta manera la proporcién de
células efectoras a célula diana a 20: 1. A continuacion, utilizando un tampon citrato 10 M (pH 6,0), se preparo
una serie de soluciones diluidas de 0,01 pg/ml, 0,1 pg/ml, 1 pg/ml y 10 pg/ml de cada anticuerpo anti-GD3
obtenido en el item (4), y las soluciones diluidas se dispensaron a razén de 50 pl en los pocillos, proporcionando
concentraciones finales de 0,0025 pg/ml, 0,025 pg/ml, 0,25 pg/ml y 2,5 pg/ml, respectivamente. Tras llevar a
cabo la reaccién a 37°C durante 4 horas en 5% de COy, la placa se centrifug6 a 1.200 rpm durante 5 minutos. En
un tubo de RIA de 12 mm de diametro (fabricado por lwaki), se transfirieron 50 pl del sobrenadante en cada
pocillo y se midi6 la cantidad del >'Cr disociado utilizando el contador MINAX-y auto-gamma 5550 (fabricado por
Packard).

Ademas, se estimé la cantidad de *'Cr disociado espontaneamente llevando a cabo la misma reaccién en una
mezcla de reaccion a la que se afadieron 150 pl de RPMI1640- FBS(lO) en lugar de la suspension de células
efectoras y la solucién de anticuerpo. Se estimé la cantidad de *'Cr total disociado llevando a cabo la misma
reaccion en una mezcla de reaccion a la que se afiadieron 100 pl de acido clorhidrico 1 Ny 50 pl de RPMI1640-
FBS(10) en lugar de la suspension de células efectoras y la solucidn de anticuerpo. Utilizando dichos valores se
calculd la actividad de ADCC basandose en la férmula (I1) indicada en el item 2(3) del Ejemplo 2.

La figura 29 muestra la actividad de ADCC de cada uno de los anticuerpos anti-GD3 para la célula G-361. Tres
estirpes celulares, mfFUT8-1, mfFUT8-2 y mfFUT8-4, con nivel de expresién de FUT8 bajo, tal como se muestra
en la figura 28, mostraban una actividad de ADCC potente, equivalente a la de la estirpe celular de control
negativo, en la que se habia introducido pAGE249. Por otra parte, otras tres estirpes celulares, mfFUT8-3,
mfFUT8-6 y mfFUT8-7, con nivel de expresion de FUT8 elevado, tal como se muestra en la figura 28, mostraban
una actividad de ADCC reducida, equivalente a la del anticuerpo anti-GD3 producido en células CHO.
Basandose en estos resultados se demostrd que la actividad de ADCC de los anticuerpos producidos podia
controlarse mediante la regulacion del nivel de expresion de FUT8 en las células hospedadoras.

(6) Andlisis de cadenas de azucar del anticuerpo producido por una estirpe celular sobreexpresante de gen de a-
1,6-fucosiltransferasa (FUT8) de ratén

Se analizaron las cadenas de azlcar de los anticuerpos anti-GD3 purificados en el item (4). Las cadenas de
azucar de unién a los anticuerpos producidos por las estirpes celulares mfFUT8-6 y con introduccion de
PAGE249 fueron cortadas de las proteinas al someter los anticuerpos a hidrazinolisis [Methods in Enzymology
83:263, 1982]. Tras eliminar la hidrazina mediante evaporacion bajo presion reducida, se llevé a cabo la N-
acetilacion mediante la adicion de una solucién acuosa de acetato amoénico y anhidrido acético. Tras la
liofilizacion, se llevo a cabo el marcaje fluorescente con 2-aminopiridina [J. Biochem. 95:197, 1984]. La cadena
de azucar marcada fluorescentemente (cadena sacérida tratada con PA) se separ6 del exceso de reactivos
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utilizando una columna Superdex Peptide HR 10/30 (fabricada por Pharmacia). Las fracciones de cadena de
azucar se secaron utilizando un concentrador centrifugo y se utilizaron como cadena de azlcar tratada con PA
purificada. A continuacion, el grupo purificado de cadena de azlcar tratado con PA se sometié a andlisis de
HPLC de fase inversa utilizando una columna CLC-ODS (fabricada por Shimadzu) (figura 30). Al calcularlo a
partir del area del pico, el contenido de cadenas de azucar libres de a-1,6-fucosa en mfFUT8-6 era de 10% y el
contenido de cadenas de azlcar unidas a a-1,6-fucosa, de 90%. El contenido de cadenas de azlcar libres de a-
1,6-fucosa en pAGE249 era de 20% vy el contenido de cadenas de azlcar unidas a a-1,6-fucosa, de 80%.
Basandose en estos resultados se encontrd que el contenido de cadenas de azlcar con union de a-1,6-fucosa
del anticuerpo producido se incrementa sobreexpresando el gen de FUTS.

La figura 30 muestra los patrones de elucidn obtenidos al llevar a cabo el analisis de HPLC de fase inversa de
cada una de las cadenas de azlcar tratadas con PA preparadas a partir de los anticuerpos producidos por las
estirpes celulares con introduccion de mfFUT8-6 y pAGE249. Las figuras 30A y 30B muestran los patrones de
elucién de mfFUT8-6 y pAGE249, respectivamente. La intensidad relativa de fluorescencia y el tiempo de eluciéon
se han representado graficamente como ordena y abscisa, respectivamente. Utilizando un tampdn de fosfato
sédico (pH 3,8) como tampdn A y un tampdn de fosfato sodico (pH 3,8) + 1-butanol al 0,5% como tampon B, se
llevé a cabo el andlisis mediante el gradiente siguiente.

Tiempo (min.) 0| 80 | 90 | 90,2 | 120
TampénB (%) | 0 | 60 | 60 0 0

Los picos (i) a (ix) mostrados en las figuras 30 y 31 muestran las estructuras siguientes.
(i) GleNAcS1—2Man ]
% Man B 1—4GleNAc B 1—4GIcNAc—PA

/3

(ii) Gal 81—4GlcNAc B 1—2Manal

GlcNAcB1—2Mana1

s

GlcNAc S 1—2Man a1 /
(iii) GlcNAcBI—ZMano{l\
6

Man 8 1—4GIcNAc B 1—4GIcNAc—PA

W

Man 8 1—4GlcNAc 81—~4GIcNAc—PA

3
GalBl—4GlcNACBI—2Nhna'1/
Gal B1—4GIcNAc B 1—2Vvan a1

(iv)
6 Man 81—4GIcNAc B 1—4GIcNAc—PA
3
Gal B1—4GIcNAc B1—2Men a1
GlcNAcB1—2Man a1 Fuco 1\
W) 6
6 Man 81 —4GIcNAc 8 1 ~4GIcNAc—PA
/3
GlcNAc81—2Man @1
(vi)

Gal B 1—4GIcNAC B1—2Mmn a1 F“““‘\

6
6 Man 8 1—4GIcNAc 8 1 —4GIcNAc—PA
/3
GlcNAcB1—2Mmal

77



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2639222713

GlcNAc A1—2Mn 'l Fucarl)

(vii) \6 )
Man 3 1—4GlcNAc 8 1 —4GIcNAc—PA
/3
Gal 81—4GIcNAc S 1—2Man &1
(viii) Gal B1—4GIcNAc S 1—Man a1 Foeal,
6
6 Men B 1—4GicNAG 81 —4GIcNAc—PA
3
Gal B1—4GIcNAc B 1—2Man a1
Fuca
(ix) GlcNAcB1—2Man a1 1\6
GlcNAcB 1—431 M B 1—4GIcNAc B 1—4GIcNAc—PA

GlcNAc B 1—2Man a1 /
GIcNAc, Gal, Man, Fuc y PA indican N-acetilglucosamina, galactosa, manosa, fucosa y un grupo piridilamino,
respectivamente. En las figuras 30 y 31, se calcul6 la proporcién de grupos de cadena de azucar libres de a-1,6-
fucosa a partir del area ocupada por los picos (i) a (iv) respecto a la ocupada por (i) a (ix), y la proporcién de
grupos de cadena de azlcar con union de a-1,6-fucosa, a partir del area ocupada por los picos (v) a (ix) respecto
ala ocupada por (i) a (ix).
Ejemplo 12
Preparacion de gen de a-1,6-fucosiltransferasa (FUT8) de célula CHO:

(1) Preparacién de la secuencia de ADNc de a-1,6-fucosiltransferasa (FUT8) de célula CHO

A partir de ADNc de cadena sencilla preparado a partir de células CHO/DG44 el segundo dia de cultivo en el
Ejemplo 9(1), se obtuvo ADNc de FUT8 de hamster chino mediante el procedimiento a continuacion (figura 32).

En primer lugar se disefid un cebador directo especifico para una secuencia no traducible 5'-terminal (mostrada
en SEC ID n° 21) y un cebador inverso especifico para una secuencia no traducible 3'-terminal (mostrada en
SEC ID n° 22) a partir de una secuencia de ADNc de FUT8 de ratdn (GenBank, AB025198).

A continuacion, se prepararon 25 pl de una solucion de reaccion [tampon ExTaq (fabricado por Takara Shuzo),
0,2 mmoles/I de los dNTP, DMSO al 4% y 0,5 umoles/l de cebadores especificos (SEC ID n° 21 y SEC ID n° 22)]
que contenia 1 yl del ADNc derivado de células CHO/DG44 y se llevd a cabo una PCR utlizando una ADN
polimerasa ExTaq (fabricada por Takara Shuzo). La PCR se llevd a cabo mediante el calentamiento a 94°C
durante 1 minuto, seguido de 30 ciclos de calentamiento a 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30
segundos y 72°C durante 2 minutos en un ciclo, y calentamiento final a 72°C durante 10 minutos.

Tras la PCR, la solucién de reaccién se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y se purificé un
fragmento amplificado especifico de aproximadamente 2 kb. En un pldsmido pCR2.1, se utilizaron 4 pl del
fragmento de ADN para la insercién siguiendo las instrucciones del fabricante del kit de clonacion TOPO TA
(fabricado por Invitrogen) y se transformé E. coli DH5a con la solucién de reaccién. Se aislaron los ADN
plasmidicos de acuerdo con un método conocido a partir de 8 clones con insercién de ADNc de entre las
colonias resistentes a canamicina obtenidas.

La secuencia de nucleétidos de cada ADNc insertado en el plasmido se determiné utilizando el secuenciador de
ADN 377 (fabricado por Perkin Elmer) y el kit BigDye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction
(fabricado por Perkin Elmer) siguiendo el método en las instrucciones del fabricante. Se confirmdé mediante el
método que la totalidad de los ADNc insertados codificaban una secuencia que contenia el ORF completo de
FUT8 de las células CHO. Entre ellos, se seleccion6 un ADN plasmidico que no contenia ningun error de bases
en absoluto en la PCR de las secuencias. En la presente memoria, el plasmido se denomina CHfFUT8-pCR2.1.
La secuencia de nucleotidos determinada y la secuencia de aminoacidos del ADNc de FUT8 de CHO se
muestran en las SEC ID n° 1 y n°® 23, respectivamente.
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(2) Preparacioén de la secuencia genémica de a-1,6-fucosiltransferasa (FUT8) de célula CHO

Utilizando como sonda el fragmento de ADNc del ORF de longitud completa de FUT8 de las células CHO
obtenido en el item (1), se obtuvo un clon genémico de FUT8 de células CHO de acuerdo con un método de
cribado gendmico conocido que se describe en, por ejemplo, Molecular Cloning, segunda edicion, Current
Protocols in Molecular Biology, A Laboratory Manual, segunda edicion, 1989. A continuacién, tras digerir el clon
gendmico obtenido utilizando diversos enzimas de restriccion, se llevd a cabo la hibridacion southern utilizando
un fragmento Afal-Sau3Al (aproximadamente 280 pb) que contenia el coddn de inicio del ADNc de FUT8 de
células CHO como sonda, y después se seleccioné un fragmento Xbal-Xbal (aproximadamente 2,5 kb) y un
fragmento Sacl-Sacl (aproximadamente 6,5 kb) de entre los fragmentos de enzima de restriccion que mostraban
reaccién positiva, ser insert6 en pBluescript Il KS(+) (fabricado por Stratagene).

La secuencia de nuclettidos de cada uno de los fragmentos genémicos obtenidos se determind utilizando el
secuenciador de ADN 377 (fabricado por Perkin Elmer) y el kit BigDye Terminator Cycle Sequencing FS Ready
Reaction (fabricado por Perkin Elmer) siguiendo el método en las instrucciones del fabricante. De esta manera se
confirmo que el fragmento Xbal-Xbal codificaba una secuencia de un intrén cadena arriba de aproximadamente
2,5 kb que contenia el exén 2 de FUT8 de célula CHO y el fragmento Sacl-Sacl codificaba una secuencia de un
intrén cadena abajo de aproximadamente 6,5 kb que contenia el exén 2 de FUT8 de célula CHO. En la presente
memoria, el pladsmido que contenia el fragmento Xbal-Xbal se denomind pFUT8fgE2-2 y el plasmido que
contenia el fragmento Sacl-Sacl se denomind pFUT8fgE2-4. La secuencia de nucleétidos determinada
(aproximadamente 9,0 kb) de la regiébn genémica que contenia el exén 2 de FUT8 de célula CHO se muestra en
la SEC ID n° 3.

Ejemplo 13 (ejemplo ilustrativo)

Preparacion de célula CHO en la que se ha interrump  ido el gen de a-1,6-fucosa-transferasa y produccion
de anticuerpo utilizando la célula:

Se prepard una célula CHO de la que se habia delecionado la regiéon gendémica que comprendia el exén 2 del
gen de a-1,6-fucosiltransferasa (FUT8) de célula CHO y se evalud la actividad de ADCC del anticuerpo producido
por la célula.

1. Construcciéon del plasmido vector pKOFUT8Puro con diana en el exén 2 del gen de a-1,6-fucosiltransferasa
(FUT8) de hamster chino

(1) Construccion del pldsmido ploxPPuro

Se construy6 el plasmido ploxPPuro mediante el procedimiento a continuacion (figura 33).

En primer lugar se disolvié 1,0 ug de plasmido pKOSelectPuro (fabricado por Lexicon) en 35 pl de tampdn
NEBuffer 4 (fabricado por New England Biolabs) y se afadieron 20 unidades del enzima de restriccion Ascl
(fabricado por New England Biolabs), seguido de la reaccion de digestion a 37°C durante 2 horas. Tras la
reaccion de digestién, la solucién se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, purificando un
fragmento de ADN de aproximadamente 1,5 kb que contenia una unidad de expresion de gen de resistencia a la
puromicina.

Por otra parte, se disolvio 1,0 ug de plasmido ploxP descrito en la solicitud publicada de patente japonesa
examinada n°® 314512/99 en 35 pl de tampdn NEBuffer 4 (fabricado por New England Biolabs) y se afiadieron 20
unidades del enzima de restriccion Ascl (fabricado por New England Biolabs), seguido de la reaccion de
digestion a 37°C durante 2 horas. Tras la reaccion de digestion, la solucion se someti6 a electroforesis en gel de
agarosa al 0,8%, purificando un fragmento de ADN de aproximadamente 2,0 kb.

El fragmento Ascl-Ascl obtenido (4,5 pl, aproximadamente 1,5 kb) obtenido del plasmido pKOSelectPuro, 0,5 pl
de fragmento Ascl-Ascl (aproximadamente 2,0 kb) obtenido del plasmido ploxP y 5,0 pl de Ligation High
(fabricado por Toyobo) se mezclaron y seguidamente se llevo a cabo la reaccion de ligacion a 16°C durante 30
minutos. Se transformé E. coli DH5a utilizando la solucién de reaccién y se aislé un ADN plasmidico de acuerdo
con un método conocido a partir de los clones resistentes a ampicilina obtenidos. En la presente memoria el
plasmido se denomina ploxPPuro.

(2) Construccion del pldsmido pKOFUT8gE2-1

Se construy6 el plasmido pKOFUT8gE2-1 mediante el procedimiento a continuacion (figura 34), utilizando el
plasmido pFUT8fgE2-2 obtenido en el Ejemplo 12(2), que presentaba una regién genémica que comprendia el
exon 2 de FUT8 de hamster chino.

En 35 ul de tampon NEBuffer 1 (fabricado por New England Biolabs), que contenia 100 pg/ml de BSA (fabricado
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por New England Biolabs), se disolvieron 2,0 ug del plasmido pFUT8fgE2-2 y se afiadieron 20 unidades del
enzima de restriccion Sacl (fabricado por New England Biolabs), seguido de la reaccion de digestién a 37°C
durante 2 horas. Se recuper6 un fragmento de ADN de la solucion de reaccion mediante precipitacion con etanol
y se disolvio en 35 pl de tampdn NEBuffer 2 (fabricado por New England Biolabs) que contenia 100 pg/ml de
BSA (fabricado por New England Biolabs) y se afiadieron 20 unidades del enzima de restriccion EcoRV
(fabricado por New England Biolabs), seguido de la reaccion de digestion a 37°C durante 2 horas. Tras la
reaccion de digestién, la solucién se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, purificando un
fragmento de ADN de aproximadamente 1,5 kb.

Separadamente, en 35 ul de tampén NEBuffer 1 (fabricado por New England Biolabs), que contenia 100 pg/ml
de BSA (fabricado por New England Biolabs), se disolvié 1,0 pug del plasmido LITMUS28 y se afadieron 20
unidades del enzima de restriccion Sacl (fabricado por New England Biolabs), seguido de la reaccion de
digestion a 37°C durante 2 horas. Se recuperd un fragmento de ADN de la solucidon de reaccion mediante
precipitacién con etanol y se disolvié en 35 pl de tampdn NEBuffer 2 (fabricado por New England Biolabs) que
contenia 100 pg/ml de BSA (fabricado por New England Biolabs) y se afiadieron 20 unidades del enzima de
restriccion EcoRV (fabricado por New England Biolabs), seguido de la reaccion de digestion a 37°C durante 2
horas. Tras la reaccion de digestion, la solucion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8%,
purificando un fragmento de ADN de aproximadamente 2,8 kb.

El fragmento EcoRV-Sacl obtenido (4,5 pl, aproximadamente 1,5 kb) obtenido del plasmido pFUT8fgE2-2, 0,5 pl
de fragmento EcoRV-Sacl (aproximadamente 2,8 kb) obtenido del plasmido LITMUS28 y 5,0 ul de Ligation High
(fabricado por Toyobo) se mezclaron y seguidamente se llevo a cabo la reaccion de ligacion a 16°C durante 30
minutos. Se transformé E. coli DH5a utilizando la solucién de reaccién y se aislé un ADN plasmidico de acuerdo
con un método conocido a partir de los clones resistentes a ampicilina obtenidos. En la presente memoria el
plasmido se denomina pKOFUT8gE2-1.

(3) Construccion del pldsmido pKOFUT8gE2-2

Se construy6 el plasmido pKOFUT8gE2-2 mediante el procedimiento a continuacion (figura 35), utilizando el
plasmido pKOFUT8gE2-1 obtenido en el item (2).

En 30 ul de tampon NEBuffer 2 (fabricado por New England Biolabs), que contenia 100 pg/ml de BSA (fabricado
por New England Biolabs), se disolvieron 2,0 ug del plasmido pKOFUT8gE2-1 y se afiadieron 20 unidades del
enzima de restriccién EcoRV (fabricado por New England Biolabs), seguido de la reaccién de digestion a 37°C
durante 2 horas. Se recuper6 un fragmento de ADN de la solucion de reaccion mediante precipitacion con etanol
y se disolvio en 30 pl de tampdn NEBuffer 1 (fabricado por New England Biolabs) que contenia 100 pg/ml de
BSA (fabricado por New England Biolabs) y se afiadieron 20 unidades del enzima de restricciéon Kpnl (fabricado
por New England Biolabs), seguido de la reaccion de digestion a 37°C durante 2 horas. Tras la reaccion de
digestion, la solucién se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, purificando un fragmento de ADN de
aproximadamente 1,5 kb.

Separadamente, se disolvio 1,0 ug de plasmido ploxPPuro en 30 pl de tampén NEBuffer 4 (fabricado por New
England Biolabs) y se afiadieron 20 unidades del enzima de restriccion Hpal (fabricado por New England
Biolabs), seguido de la reaccion de digestion a 37°C durante 2 horas. Se recuperé un fragmento de ADN de la
solucién de reaccién mediante precipitacion con etanol y se disolvié en 30 pl de tampon NEBuffer 1 (fabricado
por New England Biolabs) que contenia 100 pg/ml de BSA (fabricado por New England Biolabs) y se afiadieron
20 unidades del enzima de restriccion Kpnl (fabricado por New England Biolabs), seguido de la reaccién de
digestion a 37°C durante 2 horas. Tras la reaccion de digestion, la solucion se someti6 a electroforesis en gel de
agarosa al 0,8%, purificando un fragmento de ADN de aproximadamente 3,5 kb.

Una porcion de 4,0 pl del fragmento EcoRV-Kpnl obtenido (aproximadamente 1,5 kb) del plasmido
pKOFUT8gE2-1, 1,0 ul de fragmento Hpal-Kpnl (aproximadamente 3,5 kb) obtenido del plasmido ploxPPuro y
5,0 pl de Ligation High (fabricado por Toyobo) se mezclaron y seguidamente se llevé a cabo la reaccion de
ligacion a 16°C durante 30 minutos. Se transformé E. coli DH5a utilizando la solucién de reaccion y se aislé un
ADN plasmidico de acuerdo con un método conocido a partir de los clones resistentes a ampicilina obtenidos. En
la presente memoria el plasmido se denomina pKOFUT8gE2-2.

(4) Construccion del pldsmido pscFUT8gE2-3

Se construyd el plasmido pscFUT8gE2-3 mediante el procedimiento a continuacion (figura 36), utilizando el
plasmido pFUT8fgE2-4 obtenido en el Ejemplo 12(2), que presentaba una regién genémica que comprendia el
exon 2 de FUT8 de hamster chino.

Se disolvieron 2,0 pug de plasmido pFUT8fgE2-3 en 35 ul de tamp6n NEBuffer 1 (fabricado por New England

Biolabs) y se afadieron 20 unidades del enzima de restriccidon Hpall (fabricado por New England Biolabs),
seguido de la reaccion de digestion a 37°C durante 2 horas. Se recuperd un fragmento de ADN a partir de la
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solucién de reaccion mediante precipitacion con etanol y después se convirtieron los extremos del ADN en romos
utilizando Blunting High (fabricado por Toyobo) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se recuperé el
fragmento de ADN mediante precipitacién con fenol/cloroformo y precipitacion con etanol y se disolvié en 35 pl
de tampdn NEBuffer 2 (fabricado por New England Biolabs) y se afiadieron 20 unidades del enzima de restriccion
Hindlll (fabricado por New England Biolabs), seguido de la reaccion de digestion a 37°C durante 2 horas. Tras la
reaccion de digestién, la solucién se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, purificando un
fragmento de ADN de aproximadamente 3,5 kb.

Por otra parte, en 35 yl de tamp6n NEBuffer 2 (fabricado por New England Biolabs) se disolvié 1,0 ug del
plasmido LITMUS39 (fabricado por New England Biolabs) y la solucién se mezclé con 20 unidades del enzima de
restriccion EcoRV (fabricado por New England Biolabs) y se afiadieron 20 unidades del enzima de restriccion
Hindlll (fabricado por New England Biolabs), seguido de la reaccion de digestion a 37°C durante 2 horas. Tras la
reaccion de digestién, la solucién se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, purificando un
fragmento de ADN de aproximadamente 2,8 kb.

El fragmento Hpall-Hindlll obtenido (4,0 pl, aproximadamente 3,5 kb) del plasmido pFUT8fgE2-4, 1,0 pl de
fragmento EcoRV-Hindlll (aproximadamente 2,8 kb) obtenido del plasmido LITMUS39 y 5,0 ul de Ligation High
(fabricado por Toyobo) se mezclaron y seguidamente se llevo a cabo la reaccion de ligacion a 16°C durante 30
minutos. Se transformé E. coli DH5a utilizando la solucién de reaccién y se aislé un ADN plasmidico de acuerdo
con un método conocido a partir de los clones resistentes a ampicilina obtenidos. En la presente memoria el
plasmido se denomina pscFUT8gE2-3.

(5) Construccion del plasmido pK OFUT8gE2-3

Se construy6 el plasmido pKOFUT8gE2-3 mediante el procedimiento a continuacion (figura 37), utilizando el
plasmido pFUT8fgE2-4 obtenido en el Ejemplo 12(2), que presentaba una regién genémica que comprendia el
exon 2 de FUT8 de hamster chino.

En 35 pl de tampon NEBuffer para EcoRI (fabricado por New England Biolabs) se disolvieron 2,0 pg del plasmido
pFUT8fgE2-4 y se afiadieron 20 unidades del enzima de restriccion EcoRI (fabricado por New England Biolabs) y
20 unidades del enzima de restriccion Hindlll (fabricado por New England Biolabs), seguido de la reaccion de
digestion a 37°C durante 2 horas. Tras la reaccion de digestion, la solucion se someti6 a electroforesis en gel de
agarosa al 0,8%, purificando un fragmento de ADN de aproximadamente 1,8 kb.

Separadamente se disolvié 1,0 ug de plasmido pBluescript Il KS(+) (fabricado por Stratagene) en 35 pl de
tampon NEBuffer 2 (fabricado por New England Biolabs) y se afiadieron 20 unidades del enzima de restriccion
EcoRI (fabricado por New England Biolabs) y 20 unidades del enzima de restriccion Hindlll (fabricado por New
England Biolabs), seguido de la reaccidén de digestién a 37°C durante 2 horas. Tras la reaccion de digestion, la
soluciébn se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, purificando un fragmento de ADN de
aproximadamente 3,0 kb.

El fragmento Hindlll-EcoRI obtenido (4,0 pl, aproximadamente 1,8 kb) del plasmido pFUT8fgE2-4, 1,0 ul de
fragmento Hindlll-EcoRI (aproximadamente 3,0 kb) obtenido del plasmido pBluescript Il KS(+) y 5,0 pl de Ligation
High (fabricado por Toyobo) se mezclaron y seguidamente se llevd a cabo la reaccion de ligacién a 16°C durante
30 minutos. Se transform6 E. coli DH5a utilizando la solucion de reaccién y se aisl6 un ADN plasmidico de
acuerdo con un método conocido a partir de los clones resistentes a ampicilina obtenidos. En la presente
memoria el plasmido se denomina pKOFUT8gE2-3.

(6) Construccion del plasmido pKOFUT8gE2-4

Se construy6 el plasmido pKOFUT8gE2-4 mediante el procedimiento a continuacién (figura 38), utilizando los
plasmidos pscFUT8fgE2-3 y pKOFUT8gE?2-3 obtenido en los items (4) y (5).

En 35 pl de tampdn NEBuffer para Sall (fabricado por New England Biolabs), que contenia 100 pg/ml de BSA
(fabricado por New England Biolabs), se disolvié 1,0 ug del plasmido pscFUT8fgE2-3 y se afiadieron 20 unidades
del enzima de restriccion Sacl (fabricado por New England Biolabs), seguido de la reaccion de digestion a 37°C
durante 2 horas. Se recuper6 un fragmento de ADN de la solucion de reaccion mediante precipitacion con etanol
y se disolvio en 30 pl de tampdn NEBuffer 2 (fabricado por New England Biolabs) que contenia 100 pg/ml de
BSA (fabricado por New England Biolabs) y se afiadieron 20 unidades del enzima de restriccién Hindlll (fabricado
por New England Biolabs), seguido de la reaccion de digestion a 37°C durante 2 horas. Tras la reaccion de
digestion, la solucion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, purificando un fragmento de ADN de
aproximadamente 3,6 kb.

Separadamente, se disolvio 1,0 yg de plasmido pKOFUT8gE2-3 en 35 pl de tampdn NEBuffer para Sall

(fabricado por New England Biolabs) y se afiadieron 20 unidades del enzima de restriccion Sall (fabricado por
New England Biolabs), seguido de la reaccion de digestion a 37°C durante 2 horas. Se recuperé un fragmento de
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ADN de la solucién de reaccién mediante precipitacion con etanol y se disolvié en 35 pl de tampon NEBuffer 2
(fabricado por New England Biolabs) y se afiadieron 20 unidades del enzima de restriccion HindlIl (fabricado por
New England Biolabs), seguido de la reaccion de digestion a 37°C durante 2 horas. Tras la reaccion de digestion,
se afiadieron 35 pl de tampdn Tris-HCI 1 mol/l (pH 8,0) y 3,5 pl de fosfatasa alcalina derivada de E. coli C15
(fabricada por Takara Shuzo), seguido de la reaccién a 65°C durante 30 minutos para desfosforilar los extremos
del ADN. Tras el tratamiento de desfosforilacion, se recupero el fragmento de ADN llevando a cabo la extraccion
con fenol/cloroformo y la precipitacién con etanol y se disolvié en 10 ul de agua estéril.

El fragmento Sall-HindlIl obtenido (4,0 pl, aproximadamente 3,1 kb) del plasmido pscFUT8fgE2-3, 1,0 ul de
fragmento EcoRV-Hindlll (aproximadamente 4,8 kb) obtenido del plasmido LITMUS39 y 5,0 ul de Ligation High
(fabricado por Toyobo) se mezclaron y seguidamente se llevo a cabo la reaccion de ligacion a 16°C durante 30
minutos. Se transformé E. coli DH5a utilizando la solucién de reaccién y se aislé un ADN plasmidico de acuerdo
con un método conocido a partir de los clones resistentes a ampicilina obtenidos. En la presente memoria el
plasmido se denomina pKOFUT8gE2-4.

(7) Construccion del plasmido pK OFUT8gE2-5

Se construy6 el plasmido pKOFUT8gE2-5 mediante el procedimiento a continuacién (figura 39), utilizando los
plasmidos pKOFUT8fgE2-2 y pKOFUTB8gE2-4 obtenido en los items (3) y (6).

Se disolvié 1,0 pg de plasmido pKOFUT8fgE2-2 en 30 ul de tamp6n NEBuffer 4 (fabricado por New England
Biolabs) y se afadieron 20 unidades del enzima de restriccion Smal (fabricado por New England Biolabs),
seguido de la reaccion de digestion a 25°C durante 2 horas. Se recuperd un fragmento de ADN de la solucién de
reaccion mediante precipitacion con etanol y se disolvié en 30 pl de tampén NEBuffer 2 (fabricado por New
England Biolabs) y se afiadieron 20 unidades del enzima de restriccion BamHI (fabricado por New England
Biolabs), seguido de la reaccion de digestién a 37°C durante 2 horas. Tras la reaccion de digestion, se afiadieron
30 pl de tampdn Tris-HCI 1 mol/l (pH 8,0) y 3,0 ul de fosfatasa alcalina derivada de E. coli C15 (fabricada por
Takara Shuzo), seguido de la reaccion a 65°C durante 1 hora para desfosforilar los extremos del ADN. Tras el
tratamiento de desfosforilacion, se recuperé el fragmento de ADN llevando a cabo la extraccion con
fenol/cloroformo y la precipitacion con etanol y se disolvié en 10 yl de agua estéril.

Separadamente, se disolvio 1,0 ug de plasmido pKOFUT8gE2-4 en 30 pl de tampon NEBuffer 4 (fabricado por
New England Biolabs) y se afiadieron 20 unidades del enzima de restriccion Smal (fabricado por New England
Biolabs), seguido de la reaccion de digestion a 25°C durante 2 horas. Se recuperé un fragmento de ADN de la
solucién de reaccién mediante precipitacion con etanol y se disolvié en 30 pl de tampon NEBuffer 2 (fabricado
por New England Biolabs) y se afadieron 20 unidades del enzima de restriccion BamHI (fabricado por New
England Biolabs), seguido de la reaccidén de digestion a 37°C durante 2 horas. Tras la reaccion de digestion, la
soluciébn se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, purificando un fragmento de ADN de
aproximadamente 5,2 kb.

El fragmento Smal-BamHI obtenido (0,5 pl, aproximadamente 5,0 kb) del plasmido pKOFUT8fgE2-2, 4,5 ul de
fragmento Smal-BamHI (aproximadamente 5,4 kb) obtenido del plasmido pKOFUT8gE2-4 y 5,0 ul de Ligation
High (fabricado por Toyobo) se mezclaron y seguidamente se llevd a cabo la reaccion de ligacién a 16°C durante
15 horas. Se transformé E. coli DH5a utilizando la solucién de reaccion y se aislé un ADN plasmidico de acuerdo
con un método conocido a partir de los clones resistentes a ampicilina obtenidos. En la presente memoria el
plasmido se denomina pKOFUT8gE2-5.

(8) Construccion del plasmido pKOFUT8Puro

Se construyd el plasmido pKOFUT8Puro mediante el procedimiento a continuacion (figura 40), utilizando el
plasmido pKOFUT8gE2-5 obtenido en el item (7).

En primer lugar se disolvi6 1,0 ug de plasmido pKOSelectDT (fabricado por Lexicon) en 50 ul de tampoén
NEBuffer 4 (fabricado por New England Biolabs) y se afadieron 16 unidades del enzima de restriccion Rsrll
(fabricado por New England Biolabs), seguido de la reaccion de digestion a 37°C durante 2 horas. Tras la
reaccion de digestién, la solucién se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, purificando un
fragmento de ADN de aproximadamente 1,2 kb que contenia una unidad de expresion de una toxina diftérica.

Separadamente, se disolvio 1,0 uyg de plasmido pKOFUT8gE2-5 en 50 pl de tampon NEBuffer 4 (fabricado por
New England Biolabs) y se afiadieron 16 unidades del enzima de restriccion Rsrll (fabricado por New England
Biolabs), seguido de la reaccién de digestién a 37°C durante 2 horas. Tras la reaccion de digestion, se afiadieron
30 pl de tampdn Tris-HCI 1 mol/l (pH 8,0) y 3,0 pl de fosfatasa alcalina derivada de E. coli C15 (fabricada por
Takara Shuzo), seguido de la reaccion a 65°C durante 1 hora para desfosforilar los extremos del ADN. Tras el
tratamiento de desfosforilacion, se recuperé el fragmento de ADN llevando a cabo la extraccion con
fenol/cloroformo y la precipitacion con etanol y se disolvié en 10 ul de agua estéril.
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El fragmento Rsrll-Rsrll obtenido (1,0 pl, aproximadamente 1,2 kb) obtenido del plasmido pKOSelectDT, 1,0 pl
de fragmento Rsrll-Rsrll (aproximadamente 10,4 kb) obtenido del plasmido pKOFUT8gE2-5 y 3,0 ul de Ligation
High (fabricado por Toyobo) se mezclaron y seguidamente se llevd a cabo la reaccion de ligacién a 16°C durante
30 minutos. Se transform6 E. coli DH5a utilizando la solucion de reaccién y se aisl6 un ADN plasmidico de
acuerdo con un método conocido a partir de los clones resistentes a ampicilina obtenidos. En la presente
memoria el plasmido se denomina pKOFUT8Puro.

2. Preparacién de células CHO en las que se ha interrumpido una copia de la regién genémica que contiene el
exén 2 del gen de a-1,6-fucosiltransferasa (FUT8)

(1) Introduccién de vector de reconocimiento

Se introdujo el vector de reconocimiento pKOFUT8Puro de la region gendmico de FUT8 de hamster chino
construido en el item 1 del presente ejemplo, en la cepa 5-03 preparada en el item 1(2) del Ejemplo 8.

Se introdujo un gen del plasmido pKOFUT8Puro en la cepa 5-03 tal como se indica a continuacién de acuerdo
con el método de electroporacién [Cytotechnology 3:133, 1990]. En primer lugar, se disolvieron 150 ug de
plasmido pKOFUT8Puro en 1,8 ml de NEBuffer para Sall (fabricado por New England Biolabs) y se afiadieron
600 unidades del enzima de restriccion Sall (fabricado por New England Biolabs), seguido de la reaccion de
digestion a 37°C durante 5 horas, obteniendo un fragmento lineal. La soluciéon de reaccion se sometié a
extraccion con fenol/cloroformo, seguido de precipitacién con etanol y el plasmido lineal recuperado se prepar6
en forma de una solucion acuosa 1 pg/pl. Separadamente, se suspendi6 la cepa 5-03 en un tampdén K-PBS (KCI
137 mmoles/l, NaCl 2,7 mmoles/l, Na;HPO, 8,1 mmoles/l, KH,POs 1,5 mmoles, MgCl> 4,0 mmoles),
proporcionando una densidad de 8x10’ células/ml. Tras mezclar 200 pl de la suspensién celular (1,6x10° células)
con 4 pl (4 pg) del plasmido lineal, se transfirid un volumen entero de la mezcla de células-ADN a una cubeta de
Gene Pulser (distancia entre electrodos: 2 mm) (fabricado por Bio-Rad) y después se llevé a cabo la
electroporacion utilizando un aparato de fusién celular Gene Pulser (fabricado por Bio-Rad) a un voltaje de pulso
de 350 V y 250 pF de capacidad eléctrica. Tras llevar a cabo la electroporacion utilizando 30 cubetas de la
misma manera, se suspendié la suspensidon celular en medio IMDM (fabricado por Life Technologies)
complementado con suero de feto bovino al 10% (fabricado por Life Technologies) y complemento HT a
concentracion 1x (fabricado por Life Technologies) y se inoculé en 30 placas de cultivo celular adherente de 10
cm de diametro (fabricadas por Falcon). Tras el cultivo de las mismas a 37°C durante 24 horas en 5% de CO, se
separ0 el sobrenadante de cultivo y se dispensé medio IMDM (fabricado por Life Technologies) complementado
con 15 pg/ml de puromicina (fabricado por Sigma) y suero de feto bovino al 10% dializado (fabricado por Life
Technologies) en porciones de 10 ml. Tras cultivarlas durante 10 dias, repitiendo el intercambio de medio a
intervalos de 3 a 4 dias, se obtuvieron estirpes celulares resistentes a puromicina.

(2) Preparacién de estirpes celulares con vector de reconocimiento introducido

Se obtuvieron 900 colonias arbitrarias tal como se indica a continuacion, a partir de las estirpes celulares
resistentes a puromicina obtenidas en el item (1).

En primer lugar, se separ6 el sobrenadante de cultivo de la placa de 10 cm en la que habian formado estirpes
celulares resistentes a puromicina y se afladieron 7 ml de tampén fosfato a la placa, que seguidamente se coloco
bajo un estereomicroscopio. A continuacion, se rasp6 cada colonia y se aspiro utilizando Pipetteman (fabricado
por Gilson) y se transfirid a una placa de fondo redondo de 96 pocillos (fabricada por Falcon). Tras el tratamiento
de tripsina, se inoculd cada clon en una placa de fondo redondo de 96 pocillos para la utilizacién en cultivo
celular adherente (fabricado por lwaki Glass) y se cultivd durante 1 semana utilizando medio IMDM (fabricado por
Life Technologies) complementado con 15 pg/ml de puromicina (fabricada por Sigma) y suero de feto bovino al
10% dializado (fabricado por Life Technologies).

Tras el cultivo de las mismas, cada clon en la placa se sometid a tratamiento de tripsina y después se mezcld
con dos volumenes de un medio liofilizante (DMSO al 20%, suero de feto bovino al 40% e IMDM al 40%). Se
inoculdé una mitad de la mezcla en una placa de fondo plano de 96 pocillos para el cultivo celular adherente
(fabricada por lwaki Glass) como placa réplica, mientras que la mitad restante de la mezcla se sometié a
crioconservaciéon como placas maestras. La placa réplica se cultivd durante 1 semana utilizando medio IMDM
(fabricado por Life Technologies) complementado con 15 pg/ml de puromicina (fabricado por Sigma) y suero de
feto bovino al 10% dializado (fabricado por Life Technologies).

(3) Diagnéstico de la recombinacién homéloga mediante PCR gendmica

El diagndstico de la recombinacion homologa en los 900 clones obtenidos en el item (2) se llevd a cabo mediante
PCR gendmica.

En primer lugar, se prepar6 el ADN gendmico de cada clon a partir de la placa réplica preparada en el item (2) de
acuerdo con un método conocido [Analytical Biochemistry 201:331, 1992] y se disolvié durante la noche en 30 pl
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de un tampon TE-ARNasa (pH 8,0 (Tris-HCI 10 mmoles/l, EDTA 1 mmol/l, 200 pg/ml de ARNasa A). Ademas, se
disefié un cebador (mostrado en la SEC ID n° 26) que se une a una secuencia fuera de la regién homéloga del
vector de reconocimiento en la regiéon genémica de FUT8 obtenida en el Ejemplo 12 y un cebador (mostrado en
la SEC ID n° 27) que se une a la secuencia de loxP en el vector.

Utilizando la ADN polimerasa ExTag (fabricada por Takara Shuzo), se prepararon 25 ul de una solucion de
reaccion [tampon ExTaq (fabricado por Takara Shuzo), 0,2 mmoles/l de los dNTP y 0,5 pmoles/l de cebadores
especificos (SEC ID n° 26 y SEC ID n° 27)] que contenia 10 ul de la soluciéon de ADN gendémico anteriormente
preparada y se llevd a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR se llevo a cabo mediante
calentamiento a 94°C durante 3 minutos y 38 ciclos posteriores de calentamiento utilizando la reaccién a 94°C
durante 1 minuto, 60°C durante 1 minuto y 72°C durante 2 minutos en un ciclo.

Tras la PCR, la solucion de reaccion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (p/v) y se identificd
como clon positivo un fragmento de amplificacion especifica de aproximadamente 1,7 kb que contenia una region
de limite entre la region gendmica de las células CHO y la region homologa del vector de reconocimiento.
Mediante el método se encontré un clon positivo.

(4) Diagnéstico de la recombinacién homdéloga mediante transferencia southern del genoma

El diagnéstico de la recombinacion homéloga en el clon, la sefial positiva del cual se confirmé en el item (3), se
llevé a cabo mediante transferencia southern del genoma.

Entre las placas maestras crioconservadas en el item (2), se selecciond una placa de 96 pocillos que contenia el
clon positivo encontrado en el item (3) y se incubd a 37°C durante 10 minutos en 5% de CO.. Tras la incubacién,
se recolectaron las células de un pocillo correspondiente al clon positivo y se inocularon en una placa de fondo
plano de 24 pocillos para células adherentes (fabricada por Greiner). Tras cultivarlas durante 1 semana utilizando
medio IMDM (fabricado por Life Technologies) complementado con 15 pg/ml de puromicina (fabricado por
Sigma) y suero de feto bovino al 10% dializado (fabricado por Life Technologies), las células se inocularon en
una placa de fondo plano de 6 pocillos para la adhesion celular (fabricada por Greiner). Se preparé el ADN
gendmico del clon en la placa de acuerdo con un método conocido [Nucleic Acids Research 3:2303, 1976] y se
disolvié durante la noche en 150 pl de un tampén TE-ARNasa (pH 8,0) (Tris-HCI 10 mmoles/l, EDTA 1 mmol/l,
200 pg/mlde ARNasa A).

Se disolvieron 12 pg del ADN genémico obtenido en 120 pl de tampén NEBuffer 3 (fabricado por New England
Biolabs) y se afiadieron 25 unidades del enzima de restriccién Pstl (fabricado por New England Biolabs), seguido
de la reaccion de digestion a 37°C durante la noche. Se recuperé un fragmento de ADN a partir de la solucion de
reaccion mediante precipitacién con etanol, se disolvié en 20 pl de tampodn TE (pH 8,0) (Tris-HCI 10 mmoles/I,
EDTA 1 mmol/l) y después se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (p/v). Tras la electroforesis, se
transfirid el ADN gendémico a una membrana de nilén de acuerdo con un método conocido [Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 76:3683, 1979]. Tras completar la transferencia, la membrana de nilon se calentd a 80°C durante 2 horas.

Separadamente se preparé una sonda utilizada en la transferencia southern de la manera siguiente. En primer
lugar, se disefiaron cebadores (SEC ID n° 28 y n° 29) que unen una secuencia fuera de la region homéloga del
vector de reconocimiento con la regién genémica de FUT8 obtenida en el Ejemplo 12. A continuacion, utilizando
la ADN polimerasa ExTaq (fabricada por Takara Shuzo), se prepararon 20 ul de una solucién de reaccion
[tampdn ExTaq (fabricado por Takara Shuzo), 0,2 mmoles/l de los dNTP y 0,5 umoles/I de cebadores especificos
(SECID n° 28 y SEC ID n° 29)] que contenia 4,0 ng del plasmido pFUT8fgE2-2 obtenido en el Ejemplo 12(2) y se
llevé a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR se llevé a cabo mediante calentamiento a
94°C durante 1 minuto y posteriores 25 ciclos de calentamiento a 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30
segundos y 74°C durante 1 minuto en un ciclo. Tras la PCR, la solucién de reaccion se sometid a electroforesis
en gel de agarosa al 1,75% (p/v), purificando un fragmento de ADN de sonda de aproximadamente 230 pb. La
solucién de ADN de sonda obtenida (5 pl) se marcé con un isétopo radioactivo utilizando 1,75 MBq de [o-
32pP]dCTP y el sistema de marcaje de ADN Megaprime, dCTP (fabricado por Amersham Pharmacia Biotech).

La hibridacion se llevé a cabo de la manera siguiente. En primer lugar, la membrana de nilén se sell6 dentro de
una botella centrifugadora y se llevé a cabo una prehibridacion a 65°C durante 3 horas mediante la adicion de 15
ml de una solucién de hibridacion [SSPE 5x, 50 x solucidn de Denhardt, SDS al 0,5% (p/v), ADN de esperma de
salmén 100 pg/ml]. A continuacion, la sonda de ADN marcada con %P se desnaturalizé por calor y se introdujo
en la botella. A continuacion, se calentd la membrana de nilén a 65°C durante la noche.

Tras la hibridacién, la membrana de nilén se sumergié en 50 ml de SSC 2x-SDS al 0,1% (p/v) y se calentd a
65°C durante 15 minutos. Tras repetir la etapa de lavado dos veces, la membrana se sumergioé en 50 ml de SSC
0,2-SDS al 0,1% (p/v) y se calenté a 65°C durante 15 minutos. Tras el lavado, la membrana de nilén se expuso a
una pelicula para rayos X a -80°C durante dos noches para el revelado.

Mediante tratamiento con el enzima de restriccion Pstl, se formé un fragmento de ADN de aproximadamente 4,4
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kb a partir de un alelo de FUT8 de tipo salvaje. Por otra parte, se formé un fragmento de ADN de
aproximadamente 6,0 kb a partir de un alelo en el que se habia generado la recombinacién homaéloga con un
vector de reconocimiento.

Mediante el método, dichos fragmentos especificos de aproximadamente 4,4 kb y aproximadamente 6,0 kb se
encontraron a partir del ADN gendmico del clon positivo en el item (3). Debido a que la proporcién cuantitativa de
ambos fragmentos era de 1: 1, se confirmo que el clon era un clon en el que se habia interrumpido una copia del
alelo de FUT8. En adelante en la presente memoria, el clon se denomina cepa 1st. AFUT8 2-46.

3. Delecién del gen de resistencia a farmaco de la célula CHO en la gue se ha interrumpido 1 copia del gen de a-
1,6-fucosiltransferasa (FUT8)

(1) Introduccién de vector de expresion de la recombinasa Cre

Se introdujo el vector pBS185 de expresion de la recombinasa Cre (fabricado por Life Technologies) en la cepa
1st. AFUT8 2-46 preparada en el item 2 del presente ejemplo.

Se introdujo un gen del plasmido pBS185 en la cepa 1st.AFUT8 2-46 tal como se indica a continuacion de
acuerdo con el método de electroporacion [Cytotechnology 3:133, 1990]. En primer lugar, se suspendio la cepa
1st. AFUT8 2-46 en un tampoén K-PBS (KCI 137 mmoles/l, NaCl 2,7 mmoles/l, NaHPO4 8,1 mmoles/l, KH2PO4
1,5 mmoles, MgCl, 4,0 mmoles), proporcionando una densidad de 8x10’ células/ml. Tras mezclar 200 ul de la
suspension celular (1,6x10° células) y 4 pg del plasmido pBS185, se transfirié un volumen entero de la mezcla de
células-ADN a una cubeta de Gene Pulser (distancia entre electrodos: 2 mm) (fabricado por Bio-Rad) y después
se llevd a cabo la electroporacion utilizando un aparato de fusion celular Gene Pulser (fabricado por Bio-Rad) a
un voltaje de pulso de 350 V y 250 pF de capacidad eléctrica. Tras la transferencia génica, se suspendié la
suspension celular en 10 ml de medio IMDM (fabricado por Life Technologies) complementado con suero de feto
bovino al 10% (fabricado por Life Technologies) y complemento HT a concentracién 1x (fabricado por Life
Technologies) y se diluy6 adicionalmente 20.000 veces utilizando el mismo medio. Las células se inocularon en 7
placas de cultivo celular adherente de 10 cm de diametro (fabricadas por Falcon) y después se cultivaron a 37°C
durante 24 horas con 5% de CO;. Tras cultivarlas, se separ6 el sobrenadante de cultivo y se dispensaron 10 ml
del medio IMDM (fabricado por Life Technologies) complementado con suero de feto bovino al 10% dializado
(fabricado por Life Technologies). El cultivo se llevé a cabo durante 10 dias, repitiendo el intercambio de medio a
intervalos de 3 a 4 dias.

(2) Preparacion de estirpes celulares con vector de expresién de recombinasa Cre introducido

Se obtuvieron 400 colonias arbitrarias tal como se indica a continuacién, a partir de la estirpe celular obtenida en
el item (1).

En primer lugar, se separd el sobrenadante de cultivo de la placa de 10 cm y se afiadieron 7 ml de tampdn
fosfato a la placa, que seguidamente se colocO bajo un estereomicroscopio. A continuacion, se raspd cada
colonia y se aspir6 utilizando Pipetteman (fabricado por Gilson) y se transfirié a una placa de fondo redondo de
96 pocillos (fabricada por Falcon). Tras el tratamiento de tripsina, se inoculé cada clon en una placa de fondo
redondo de 96 pocillos para la utilizacién en cultivo celular adherente (fabricado por Iwaki Glass) y se cultivd
durante 1 semana utilizando medio IMDM (fabricado por Life Technologies) complementado con suero de feto
bovino al 10% dializado (fabricado por Life Technologies).

Tras el cultivo de las mismas, cada clon en la placa se sometid a tratamiento de tripsina y después se mezcld
con dos volumenes de un medio liofilizante (DMSO al 20%, suero de feto bovino al 40% e IMDM al 40%). Se
inoculdé una mitad de la mezcla en una placa de fondo plano de 96 pocillos para el cultivo celular adherente
(fabricada por lwaki Glass) como placa réplica, mientras que la mitad restante de la mezcla se sometié a
crioconservacién como placa maestra.

A continuacion, la placa réplica se cultivé durante 6 dias utilizando medio IMDM (fabricado por Life Technologies)
complementado con 15 pg/ml de puromicina (fabricado por Sigma) y suero de feto bovino al 10% dializado
(fabricado por Life Technologies). Un clon positivo del que se habia eliminado el gen de resistencia a puromicina
interpuesto entre las secuencias de loxP mediante la expresion de la recombinasa Cre moria en presencia de
puromicina. Mediante este método de seleccion se encontraron 91 clones positivos.

(3) Diagnéstico de la eliminacién de genes de resistencia a farmaco mediante transferencia southern del genoma

El diagnéstico de la eliminacion del gen de resistencia a farmaco mediante transferencia southern del genoma se
llevé a cabo en 6 clones opcionales de entre los clones positivos encontrados en el item (2).

Entre las placas maestras crioconservadas en el item (2), se selecciond una placa de 96 pocillos que contenia
los 6 clones positivos y se incubd a 37°C durante 10 minutos en 5% de CO». Tras la incubacion, se recolectaron
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las células de un pocillo correspondiente a cada clon positivo y se inocularon en una placa de fondo plano de 24
pocillos para células adherentes (fabricada por Greiner). Tras cultivarlas durante 1 semana utilizando medio
IMDM (fabricado por Life Technologies) complementado con suero de feto bovino al 10% dializado (fabricado por
Life Technologies), las células se inocularon en una placa de fondo plano de 6 pocillos para la adhesién celular
(fabricada por Greiner). Se prepararon los ADN genomicos de cada clon en la placa de acuerdo con un método
conocido [Nucleic Acids Research 3:2303, 1976] y se disolvieron durante la noche en 150 pl de un tampén TE-
ARNasa (pH 8,0) (Tris-HCI 10 mmoles/l, EDTA 1 mmol/l, 200 pg/ml de ARNasa A).

Se disolvieron 12 pg del ADN gendmico obtenido en 120 ul de tampdn NEBuffer para BamHI (fabricado por New
England Biolabs) y se afiadieron 20 unidades del enzima de restriccion BamHI (fabricado por New England
Biolabs), seguido de la reaccion de digestién a 37°C durante la noche. Se recupero un fragmento de ADN a partir
de la solucion de reaccion mediante precipitacion con etanol, se disolvié en 20 pl de tampd6n TE (pH 8,0) (Tris-
HCI 10 mmoles/l, EDTA 1 mmol/l) y después se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 0,4% (p/v). Tras la
electroforesis, se transfiri6 el ADN genémico a una membrana de niléon de acuerdo con un método conocido
[Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:3683, 1979]. Tras completar la transferencia, la membrana de nilon se calentd a
80°C durante 2 horas.

Por otra parte, se prepard una sonda utilizada en la transferencia southern de la manera siguiente. En primer
lugar, se disefiaron cebadores (SEC ID n° 30 y n° 31) que se unen a una secuencia fuera de la regién homéloga
del vector de reconocimiento en la regién gendmica de FUT8 obtenida en el Ejemplo 12. A continuacion, se llevo
a cabo una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando una ADN polimerasa ExTaq (fabricada por
Takara Shuzo) mediante la preparacién de 20 yl de una solucién de reaccion [tampdén ExTaq (fabricado por
Takara Shuzo), 0,2 mmoles/I de los dNTP y 0,5 ymoles/l de cebadores especificos (SEC ID n° 30 y SEC ID n°
31)] que contenia 4,0 ng del plasmido pFUT8fgE2-2 obtenido en el Ejemplo 12(2). La PCR se llevo a cabo
mediante calentamiento a 94°C durante 1 minuto y posteriores 25 ciclos de calentamiento a 94°C durante 30
segundos, 55°C durante 30 segundos y 74°C durante 1 minuto en un ciclo. Tras la PCR, la solucién de reaccion
se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 1,75% (p/v), purificando un fragmento de ADN de sonda de
aproximadamente 230 pb. Una porcion de 5 pl de la solucion de ADN de sonda obtenida se marcd con un
isétopo radioactivo utilizando 1,75 MBq de [a-**P]dCTP y el sistema de marcaje de ADN Megaprime, dCTP
(fabricado por Amersham Pharmacia Biotech).

La hibridacion se llevé a cabo de la manera siguiente. En primer lugar, la membrana de nilén se sell6 dentro de
una botella centrifugadora y se llevé a cabo una prehibridacion a 65°C durante 3 horas mediante la adicion de 15
ml de una solucién de hibridacion [SSPE 5x, 50 x solucidn de Denhardt, SDS al 0,5% (p/v), ADN de esperma de
salmén 100 pg/ml]. A continuacion, la sonda de ADN marcada con %P se desnaturalizé por calor y se introdujo
en la botella y la membrana de nilén se calenté durante la noche a 65°C.

Tras la hibridacién, la membrana de nilén se sumergié en 50 ml de SSC 2x-SDS al 0,1% (p/v) y se calentd a
65°C durante 15 minutos. Tras repetir la etapa de lavado dos veces, la membrana se sumergi6é en 50 ml de SSC
0,2-SDS al 0,1% (p/v) y se calenté a 65°C durante 15 minutos. Tras el lavado, la membrana de nilén se expuso a
una pelicula para rayos X a -80°C durante dos noches para el revelado.

Mediante tratamiento con el enzima de restriccion BamHI, se formé un fragmento de ADN de aproximadamente
19,0 kb a partir de un alelo de FUT8 de tipo salvaje. Ademés, se formé un fragmento de ADN de
aproximadamente 12,5 kb a partir de un alelo en el que se habia generado la recombinacién homéloga con un
vector de reconocimiento. Ademas, al delecionar el gen de resistencia a puromocina (aproximadamente 1,5 kb)
en el que se habia generado recombinacién homologa, se forméd un fragmento de ADN de aproximadamente
11,0 kb mediante el mismo tratamiento.

Mediante el método, dichos fragmentos especificos de aproximadamente 19,0 kb y aproximadamente 11,0 kb se
encontraron a partir del ADN gendmico de 5 de los 6 clones. Debido a que la proporcion cuantitativa de ambos
fragmentos era de 1: 1, se demostré6 que el gen de resistencia a puromicina habia sido delecionado de las
estirpes celulares en las que se habia interrumpido 1 copia de la region genémica de FUT8. En adelante en la
presente memoria, uno de los clones se denomina 1st. AFUT8 2-46-1. Ademas, los resultados de la transferencia
southern del genoma de las cepas 1st.AFUT8 2-46-1, 1st.AFUT8 2-46 y 5-03 se muestran en la figura 41.
Adicionalmente, la cepa 1st AFUT8 2-46-1, denominada 2-46-1, fue depositada el 26 de septiembre de 2001
como FERM n° BP-7755 en el depésito internacional de organismos de patente, National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology (AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken 305-
8566 Japdn)

4. Purificacién del anticuerpo producido por una estirpe celular con interrupcién del gen de a-1,6-
fucosiltransferasa (FUT8)

La cepa 1st.AFUT8 2-46-1 obtenida en el item 3 del presente ejemplo mediante la interrupcién de una copia del
alelo de FUT8 se suspendié en medio IMDM (fabricado por Life Technologies) complementado con 15 pg/ml de
puromicina (fabricado por Sigma) y suero de feto bovino al 10% dializado (fabricado por Life Technologies),
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proporcionando una densidad de 3x10° células/ml y después se inocularon 60 ml en total de la suspensién en
dos matraces T182 para la utilizacion en el cultivo celular adherente (fabricados por Greiner). Tras cultivarlas
durante 3 dias, se descart6 el sobrenadante y se cambi6 por el total de 60 ml de medio EXCELL301 (fabricado
por JRH Biosciences).

Tras cultivarlas a 37°C durante 7 dias en un incubador con 5% de CO», se contd el nimero de células intactas
con el fin de confirmar que la viabilidad de las mismas era practicamente igual (diferentes en 30% o menos) y
después se recuperd cada suspension celular. Se centrifug6 la suspension celular a 3.000 ppm a 4°C durante 10
minutos y el sobrenadante recuperado se centrifugd a 10.000 rpm a 4°C durante 1 hora y después se filtrd
utilizando una unidad de filtracion PES (fabricada por Nalgene) de 150 ml de capacidad con un diametro de poro
de 0,22 pm.

Se empaquetd Prosep-A HighCapacity (fabricado por bioProcessing) en una columna de 0,8 cm de diametro
hasta un grosor de 2 cm y se lavé con 10 ml de tampon citrato 0,1 moles/l (pH 3,0) y 10 moles de tampdn de
glicina/NaOH 1 mol/l-NaCl 0,15 moles/l (pH 8,6) en ese orden para conseguir el equilibrado del portador. A
continuacion, se pasaron 100 ml d ecada uno de los sobrenadantes de cultivo por la columnay se lavaron con 50
ml de tampén de glicina/NaOH 1 mol/l-NaCl 0,15 moles/I (pH 8,6). Tras lavarlas, el anticuerpo adsorbido en
Prosep-A se eluyé utilizando 2,5 ml de tampén citrato 0,1 moles/l (pH 3,0), el eluido se fracciond en porciones de
500 pl y cada fraccidon se neutralizd mediante la mezcla con 100 pl de Tris-HCI 2 moles/l (pH 8,5). Se
seleccionaron dos fracciones que contenian el anticuerpo a concentracion elevada (1,2 ml en total) mediante el
método de BCA [Anal. Biochem. 150:76, 1985], se agruparon y después se dializaron frente a tampon citrato 10
moles/I-NaCl 0,15 moles/l (pH 6,0) a 4°C durante un dia y noche completos. Tras la dialisis, se recupero la
solucién de anticuerpo y se sometio a esterilizacion mediante filtracion utilizando un Millex GV de 0,22 um de
tamafio de poro (fabricado por Millipore).

5. Actividad citotdxica in vitro (actividad de ADCC) del anticuerpo producido por una estirpe celular con
interrupcioén del gen de a-1,6-fucosiltransferasa (FUT8)

Con el fin de evaluar la actividad citotoxica in vitro del anticuerpo anti-CCR4 purificado en el item 4 del presente
ejemplo, se midié la actividad de ADCC utilizando la estirpe celular CCR4/EL-4 positiva para CCR4 indicada en
el Ejemplo 8.

Las células CCR4/EL-4 subcultivadas en medio RPMI1640 (fabricado por Life Technologies) que contenia suero
de feto bovino al 10% (fabricado por Life Technologies) (en adelante denominado "RPMI1640-FBS(10)") se
suspendieron en 500 pl de RPMI1640-FBS(10) a una densidad de 1x10° células y se afiadieron 3,7 MBq de
Na>>'CrO4 al mismo, seguido del cultivo a 37°C durante 90 minutos para el marcaje de las células con el isétopo
radioactivo. Tras la centrifugacion a 1.200 rpm durante 5 minutos, se descarté el sobrenadante y las células
diana se suspendieron en 5 ml de RPMI1640-FBS(10). Se repiti6 la etapa de lavado tres veces y después la
suspension celular se incubd durante 30 minutos sobre hielo para la disociacion espontanea de la sustancia
radioactiva. Se repiti6 nuevamente dos veces la etapa de lavado y después las células se suspendieron en 5 ml
de RPMI1640-FBS(10), preparando de esta manera 2x10° células/ml de una suspension de células diana.

Separadamente, se recolectaron 30 ml de sangre venosa de una persona sana, se mezclé suavemente con 0,5
ml de heparina sodio (fabricada por Shimizu Pharmaceutical) y después se mezclé con 30 ml de solucion salina
fisiologica (fabricada por Otsuka Pharmaceutical). Tras la mezcla, se aplicaron suavemente como capa superior
10 ml de la mezcla sobre 4 ml de Lymphoprep (fabricado por Nycomed Pharma AS) y se centrifugé a
temperatura ambiente a 2.000 rpm durante 30 minutos. Las fracciones de células mononucleares separadas se
recolectaron de los tubos de centrifugacién, se agruparon y después se suspendieron en 30 ml de RPMI1640-
FBS(10). Tras la centrifugacién a temperatura ambiente a 1.200 rpm durante 15 minutos, se descartd el
sobrenadante y las células se suspendieron en 20 ml de RPMI1640-FBS(10). Se repitié dos veces la etapa de
lavado y después se prepararon 2,5x10° células/ml de una suspension de células efectoras utilizando RPMI1640-
FBS(10).

La suspension de células diana se dispens6 a razén de 50 ul (1x10* células/pocillo) en cada pocillo de una placa
de 96 pocillos de fondo en U (fabricada por Falcon). A continuacion, se dispensd la suspension de células
efectoras a razén de 100 pl (2,5x10° células/pocillo) en cada pocillo, ajustando de esta manera la proporcién de
células efectoras a célula diana a 25: 1. A continuacion, utilizando RPMI1640-FBS(10), se prepard una serie de
soluciones diluidas de 0,01 pg/ml, 0,1 pg/ml, 1 pg/mly 10 pg/ml de cada uno de los anticuerpos anti-CCR4
obtenidos en el item 5 del Ejemplo 13 y las soluciones diluidas se dispensaron a razén de 50 pl en los pocillos,
proporcionando concentraciones finales de 0,0025 pg/ml, 0,025 pg/ml, 0,25 pg/mly 2,5 pg/ml, respectivamente.
Tras llevar a cabo la reaccion a 37°C durante 4 horas en 5% de COy, la placa se centrifugd a 1.200 rpm durante
5 minutos. En un tubo de RIA de 12 mm de diametro (fabricado por Iwaki), se extrajeron 75 pl del sobrenadante
de cada pocillo y se midi6 la cantidad del **Cr disociado utilizando el contador MINAX-y auto-gamma 5550
(fabricado por Packard).

Ademas, se estimo la cantidad de ®'Cr disociado espontaneamente llevando a cabo la misma reaccién en una
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mezcla de reaccion a la que se afadieron 150 pl de RPMI1640-FBS(10) en lugar de la suspension de células
efectoras y la solucién de anticuerpo. Se estimé la cantidad de *'Cr total disociado llevando a cabo la misma
reaccion en una mezcla de reaccion a la que se afiadieron 100 pl de acido clorhidrico 1 Ny 50 pl de RPMI1640-
FBS(10) en lugar de la suspension de células efectoras y la solucién de anticuerpo. Utilizando estos valores se
calculd la actividad ADCC utilizando la ecuacion (11).

La figura 42 muestra la actividad de ADCC de cada uno de los anticuerpos anti-CCR4. El anticuerpo obtenido de
la cepa 1stAFUT8 2-46-1 en la que se habia interrumpido 1 copia del alelo de FUT8 mostro una actividad de
ADCC significativamente mas potente que la del anticuerpo producido por la cepa 5-03, que es la linea de
células CHO antes de la disrupcion génica. Ademas, no se observaron cambios en la actividad de union a
antigeno de dichos anticuerpos. Basandose en estos resultados se confirm6 que la actividad de ADCC de los
anticuerpos producidos podia mejorarse mediante la disrupcion del alelo de FUT8 en las células hospedadoras.

Ejemplo 14
Preparacion de células CHO/DG44 resistentes a lecti  na y produccion de anticuerpo utilizando las célula s:

(1) Preparacién de CHO/DGA44 resistentes a lectina

Se cultivaron células CHO/DG44 hasta alcanzar un estadio inmediatamente previo a la confluencia, mediante
cultivo en un matraz de 75 cm? para el cultivo adherente (fabricado por Greiner) utilizando medio IMDM-FBS(10)
[medio IMDM que comprende suero de feto bovino al 10% (FBS) y una concentracion 1x de complemento HT
(fabricado por Gibco BRL)]. Tras el lavado de las células con 5 ml de PBS de Dulbecco (fabricado por Invitrogen),
se afiadieron a las mismas 1,5 ml de tripsina al 0,05% (fabricado por Invitrogen) diluido con PBS de Dulbecco y
se incubé a 37°C durante 5 minutos para desenganchar las células del fondo del matraz. Las células
desenganchadas se recuperaron mediante una operacién de centrifugacion utilizada generalmente en el cultivo
celular y se suspendieron en medio IMDM-FBS(10), proporcionando una densidad de 1x10° células/ml y después
se afiadi6 o no se afiadid6 0,1 pg/ml del agente alquilante N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (en adelante
denominado "MNNG", fabricado por Sigma). Tras incubarlas a 37°C durante 3 dias en un incubador de CO;
(fabricado por Tabai), se descartdé el sobrenadante de cultivo y las células se lavaron nuevamente, se
desengancharon y se recuperaron mediante las mismas operaciones, se suspendieron en medio IMDM-FBS(10)
y después se inocularon en una placa de 96 pocillos de cultivo adherente (fabricada por Iwaki Glass),
proporcionando una densidad de 1.000 células/pocillo. A cada pocillo, como concentracién final en medio, se
afiadié 1 mg/ml de aglutinina de Lens culinaris (en adelante denominada "LCA", fabricada por Vector), 1 mg/mi
de aglutinina de Aleuria aurantia (lectina de Aleuria aurantia, en adelante denominada "AAL", fabricada por
Vector) o 1 mg/ml de aglutinina de haba (leucoaglutinina de Phaseolus vulgaris, en adelante denominada "L-
PHA", fabricada por Vector). Tras cultivarlas a 37°C durante 2 semanas en un incubador de COy, las colonias
que aparecieron eran CHO/DG44 resistentes a lectina. Con respecto a la célula CHO/DG44 resistente a lectina
obtenida, la estirpe celular resistente a LCA se denomind CHO-LCA, la estirpe celular resistente a AAL se
denominé CHO-AAL vy la estirpe celular resistente a L-PHA se denominé CHO-PHA. Al examinar la resistencia de
dichas estirpes celulares a diversos tipos de lectina, se encontré que CHO-LCA también era resistente a AAL y
que CHO-AAL también era resistente a LCA. Ademas, CHO-LCA y CHO-AAL también mostraron resistencia a
una lectina que reconoce una estructura de cadena de azlcar idéntica a la estructura de cadena de azucar
reconocida por LCA y AAL, es decir, una lectina que reconoce una estructura de cadena de azucar en la que la
posicion 1 de la fucosa se encuentra unida a la posicién 6 del residuo de N-acetilglucosamina en el extremo
reductor mediante enlace a en la cadena de azicar unida mediante N-glucésido. Especificamente, se encontrd
que CHO-LCA y CHO-AAL pueden mostrar resistencia y sobreviven incluso en un medio complementado con 1
mg/ml a una concentracion final de aglutinina de guisante (aglutinina de Pisum sativum, en adelante denominada
"PSA", fabricada por Vector). Ademas, incluso en caso de no afiadir el agente alquilante MNNG, se pudieron
obtener estirpes celulares resistentes a lectina mediante el incremento del nimero de células que debian
tratarse. En adelante en la presente memoria, se utilizaron dichas estirpes celulares en los analisis.

(2) Preparacioén de células productoras de anticuerpos hibridos anti-CCR4 humanos

Se introdujo el plasmido pKANTEX2160 de expresion de anticuerpos hibridos humanos anti-CCR4 en tres
estirpes celulares resistentes a lectina obtenidas en (1) mediante el método descrito en el Ejemplo 8, y se llevé a
cabo la amplificacion génica con el farmaco MTX para preparar una estirpe celular productora de anticuerpos
hibridos humanos anti-CCR4. Mediante la medicion del nivel de expresion de anticuerpo mediante el ELISA
descrito en el Ejemplo 8-2, se obtuvieron transformantes expresantes de anticuerpos a partir de CHO-LCA, CHO-
AAL y CHO-PHA. Con respecto a cada uno de los transformantes obtenidos, un transformante obtenido de CHO-
LCA se denominé CHO/CCR4-LCA, un transformante obtenido de CHO-AAL se denomind CHO/CCR4-AAL y un
transformante obtenido de CHO-PHA se denominé CHO/CCR4-PHA. Ademéas, CHO/CCR4-LCA, nombre de
Nega-13, fue depositado el 26 de septiembre de 2001, como FERM n® BP-7756 en el depdsito internacional de
organismos de patentes, National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (AIST Tsukuba
Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japon).
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(3) Produccién de anticuerpo de potente actividad de ADCC por células CHO resistentes a lectina

Utilizando los tres transformantes obtenidos en (2), se obtuvieron anticuerpos purificados mediante el método
descrito en el Ejemplo 8-3. La actividad de unidn a antigeno de cada uno de los anticuerpos hibridos purificados
humanos anti-CCR4 se evalud utilizando el ELISA descrito en el Ejemplo 8-2. Los anticuerpos producidos por
todos los transformantes mostraron una actividad de unién a antigeno similar a la del anticuerpo producido por
una linea de células recombinantes (cepa 5-03) preparada en el Ejemplo 8 utilizando células CHO/DG44
generales como huésped. Utilizando dichos anticuerpos purificados, se evalué la actividad de ADCC de cada uno
de los anticuerpos hibridos purificados humanos anti-CCR4 de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 8-7.
Se muestran los resultados en la figura 43. En comparacion con el anticuerpo producido por la cepa 5-03, se
observo una actividad de ADCC incrementada en aproximadamente 100 veces en los anticuerpos producidos por
CHO/CCR4-LCA y CHO/CCR4-AAL. Por otra parten, no se observd ningun incremento significativo de la
actividad de ADCC en el anticuerpo producido por CHO/CCR4-PHA. Ademas, al comparar las actividades de
ADCC de los anticuerpos producidos por CHO/CCR4-LCA e YB2/0 de acuerdo con el método descrito en el
Ejemplo 8-7, se encontr6 que el anticuerpo producido por CHO/CCR4-LCA mostraba una actividad de ADCC
mas potente que el anticuerpo producido por la cepa 5-03 similar al caso del anticuerpo KM2760-1 producido por
la estirpe celular YB2/0 preparada en el Ejemplo 8-1 (figura 44).

(4) Andlisis de cadenas de azucar de anticuerpos producidos por células CHO resistentes a lectinas

Se analizaron las cadenas de azulcar de los anticuerpos hibridos anti-CCR4 purificados humanos en el item (3).
La solucién de cada uno de los anticuerpos purificados se intercambié por KH2.PO4 10 mM utilizando Ultra Free
0,5-10K (fabricado por Millipore). El intercambio se llevé a cabo de manera que la proporcion de intercambio
fuese de 80 veces o superior. La concentracion de los anticuerpos tras el intercambio de soluciones se midié
utilizando UV-1600 (fabricado por Shimadzu). Se calcul6 el coeficiente de absorcion molar a partir de la
secuencia de aminoacidos de cada anticuerpo basandose en la ecuacion (lll) a continuacion [Advances in
Protein Chemistry 12:303, 1962], y se determind la concentracion definiendo la absorbancia a 280 nm en 1,38
mg/ml.

Eimot =Axnl+Bxn2+Cxn3 (Il
E imotmt = Emor/ PM

E1lmolll: coeficiente de absorcion a 280 nm (mg™ ml cm™)

E1mol/ml: coeficiente de absorcién molar a 280 nm (M*cm™)

A: coeficiente de absorcién molar del triptéfano a 280 nm = 5.550 (M*cm™)
B: coeficiente de absorcién molar de la tirosina a 280 nm = 1340 (M'cm™)
C: coeficiente de absorcién molar de la cistina a 280 nm = 200 (Mcm™)
ni: nimero de triptéfanos por cada molécula de anticuerpo

n2: nimero de tirosinas por cada molécula de anticuerpo

n3: nimero de cistinas por cada molécula de anticuerpo

PM: peso molecular de anticuerpo (g/mol)

En una probeta Hydraclub S-205, se introdujeron 100 pg de cada anticuerpo y se secaron utilizando un
evaporador centrifugo. La muestra seca en la probeta se sometié a hidrazinolisis utilizando Hydraclub, fabricado
por Hohnen. Se dej6 que la muestra reaccionase con la hidrazina a 110°C durante 1 hora utilizando un reactivo
de hidrazinolisis fabricado por Hohnen hydrazinolysis [Method of Enzymology 83:263, 1982]. Tras la reaccion, se
evaporo la hidrazina bajo presién reducida y el tubo de reaccion se retornd a la temperatura ambiente dejandolo
en reposo durante 30 minutos. A continuacion, se afiadieron 250 pl de un reactivo de acetilaciéon fabricado por
Hohnen y se afiadieron 25 pl de anhidrico acético al mismo, seguido de agitacion intensa para la reaccion a
temperatura ambiente durante 30 minutos. A continuacion, se afiadieron 250 pl de un reactivo de acetilaciony 25
pl de anhidrico acético al mismo, seguido de agitacion intensa para la reaccidn a temperatura ambiente durante 1
hora. La muestra se congel6 a -80°C en un congelador y se liofilizé durante aproximadamente 17 horas. Se
recuperaron las cadenas de azlcar de la muestra liofilizada utilizando el kit de preparacion de glicanos de
cartucho de celulosa fabricado por Takara Shuzo Co., Ltd. La solucién de cadenas de azlicar de muestra se seco
utilizando un evaporador centrifugo y después de someti6 a marcaje fluorescente con 2-aminopiridina [J.
Biochem. 95:197, 1984]. La solucién de 2-aminopiridina se prepardé mediante la adicion de 760 pl de HCI por
cada 1 g de 2-aminopiridina (solucién 1x PA) y diluyendo la solucion 10 veces con agua purificada mediante
6smosis inversa (solucion de PA diluida 10 veces). La solucién de cianoborohidruro sédico se prepard mediante
la adicion de 20 pl de solucion 1x PA y 430 pl de agua purificada mediante 6smosis inversa por cada 10 mg de
cianoborohidruro sédico. A la muestra se afiadieron 67 pl de una solucién de PA diluida 10 veces, seguido de la
reaccion a 100°C durante 15 minutos y se enfrié espontaneamente y se afiadieron adicionalmente a lo anterior 2
pl de cianoborohidruro sédico, seguido de la reaccién a 90°C durante 12 horas para el marcaje fluorescente de
las cadenas de azlcar de muestra. Los grupos de cadena de azUcar marcados fluorescentemente (grupo de
cadena de azlcar tratado con PA) se separaron del exceso de reactivos utilizando una columna Superdex
Peptide HR 10/30 (fabricada por Pharmacia). Esta etapa se llevo a cabo utilizando bicarbonato amoénico 10 mM
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como eluyente a un caudal de 0,5 ml/min. y a una temperatura de columna la temperatura ambiente y utilizando
un detector de fluorescencia de 320 nm de longitud de onda de excitacion y 400 nm de longitud de onda de
fluorescencia. El eluido se recuper6 20 a 30 minutos después de la adicién de la muestra y se sec6 utilizando un
evaporador centrifugo para la utilizacion como cadenas de azlcar tratadas con PA purificadas. A continuacion,
se llevé a cabo el andlisis de HPLC de fase inversa de las cadenas de azlcar tratadas con PA purificadas,
utilizando una columna CLC-ODS (fabricada por Shimadzu, ¢ 6,0 nm x 159 nm). La etapa se llevd a cabo a una
temperatura de columna de 55°C y a un caudal de 1 ml/min. y utilizando un detector de fluorescencia de 320 nm
de longitud de onda de excitacién y 400 nm de longitud de onda de fluorescencia. La columna se equilibré con un
tampon de fosfato sédico 10 mM (pH 3,8) y la elucidn se llevo a cabo durante 80 minutos con un gradiente lineal
de densidades de 1-butanol al 0,5%. Cada una de las cadenas de azlcar tratadas con PA se identific6 mediante
analisis de la descomposicién de los iones metastables de cada pico de las cadenas de azucar tratadas con PA
separadas, utilizando espectrometria de masas de tiempo de vuelo mediante ionizacién laser asistida por matriz
(andlisis de EM MALDI-TOF, por sus siglas en inglés), la comparacion de las posiciones de elucidon con
estandares de cadena de azlcar tratada con PA fabricados por Takara Shuzo, y el andlisis de HPLC de fase
inversa tras la digestion de cada cadena de azlcar tratada con PA utilizando diversos enzimas (figura 45). El
contenido de cada una de las cadenas de azlcar se estim6 a partir del area de cada pico de cadena de azlcar
tratada con PA mediante andlisis de HPLC de fase inversa. Se excluyeron de la estimacion de area de pico las
cadenas de azlcar tratadas con PA el extremo reductor de las cuales no fuese N-acetilglucosamina, debido a
que constituian impurezas o productos secundarios durante la preparacion de las cadenas de azlcar tratadas
con PA.

El analisis se llevé a cabo de la misma manera que en el Ejemplo 11(6), utilizando un tampon de fosfato sédico
(pH 3,8) como tampdn A y un tampén de fosfato sédico (pH 3,8) + 1-butanol al 0,5% como tampdn B.

En la figura 45, se calcul6 la proporciéon de grupos de cadena de azucar libre de a-1,6-fucosa a partir del area
ocupada por los picos (i) a (iv) respecto a la ocupada por (i) a (viii), y la proporcién de grupos de cadena de
azucar con union de a-1,6-fucosa, a partir del area ocupada por los picos (v) a (viii) respecto a la ocupada por (i)
a (viii).

Los resultados del andlisis de estructuras de cadena de azucar de los anticuerpos hibridos humanos anti-CCR4
purificados producidos por las estirpes celulares resistentes a lectina se muestran en la Tabla 6. Los resultados
muestran el analisis de cadenas de azlcar del anticuerpo hibrido humano anti-CCR4 producido por estirpes
celulares resistentes a lectina. La proporcion de cadenas de azUcar libres de a-1,6-fucosa (%) calculada a partir
de las areas de pico mediante el andlisis segin el método descrito en el Ejemplo d(4) se muestra en la tabla.

Tabla 6
Célula productora de anticuerpos Complejo de doble cadena de azucar libre de a-1,6-fucosa (%)
Cepa 5-03 9
Cepa CHO/CCR4-LCA 48
Cepa CHO/CCR4-AAL 27
Cepa CHO/CCR4-PHA 8

En comparacion con el anticuerpo producido por la cepa 5-03, la proporcion de cadenas de azucar libres de a-
1,6-fucosa se increment6 de 9% a 48% en el anticuerpo producido por CHO/CCR4-LCA al calcularla a partir del
area del pico analizado. La proporcion de cadenas de azucar libres de a-1,6-fucosa se incrementd a de 9% a
27% en el anticuerpo producido por CHO/CCR4-AAL. Por otra parte, no se observaron practicamente cambios
en el patron de cadenas de azlcar y en la proporcidn de cadenas de azUcar libres de a-1,6-fucosa en la estirpe
celular resistente a PHA en comparacion con la cepa 5-03.

Ejemplo 15
Analisis de las estirpes celulares CHO resistentes a lectina:

1. Andlisis del nivel de expresidbn de enzima GMD en la estirpe celular CHO/CCR4-LCA productora de
anticuerpos hibridos humanos anti-CCR4

Mediante el método de RT-PCR se analizé el nivel de expresion de cada uno de los genes de la GMD (GDP-
manosa 4,6-deshidratasa), de GFPP (GDP-ceto-6-desoximanosa 3,5-epimerasa, 4-reductasa) y de FX (GDP-
beta-L-fucosa pirofosforilasa) conocidos como enzimas biosintéticos de la fucosa y de FUT8 (o-1,6-
fucosiltransferasa) como fucosa transferasa, en la estirpe celular CHO/CCR4-LCA productora de anticuerpos
hibridos humanos anti-CCR4 obtenida en el Ejemplo 14.

(1) Preparacién de ARN a partir de diversas estirpes celulares

Cada una de las estirpes celulares CHO/DGA44, la estirpe celular 5-03 productora de anticuerpos hibridos
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humanos anti-CCR4 obtenida en el Ejemplo 8-1(2) y la estirpe celular CHO/CCR4-LCA productora de
anticuerpos hibridos humanos anti-CCR4 obtenida en el Ejemplo 14(2), se subcultivé a 37°C en un incubador
con 5% de CO;y después se cultivd durante 4 dias. Tras el cultivo de las mismas, se preparé ARN total a partir
de 1x10’ células de cada estirpe celular utilizando el minikit RNeasy Protect (fabricado por Qiagen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. A continuacion, se sintetiz6 ADNc de cadena sencilla a partir de 5 pg de cada ARN
en 20 pl de una solucién de reaccion utilizando el sistema de sintesis de primera cadena Super Script para RT-
PCR (fabricado por Gibco Brl) siguiendo las instrucciones del fabricante.

(2) Andlisis del nivel de expresién del gen GMD mediante RT-PCR

Con el fin de amplificar el ADN de GMD mediante PCR, se prepard un cebador de ADN sintético 24-mero que
presentaba la secuencia de nucle6tidos mostrada en SEC ID n° 32 y un cebador de ADN sintético 26-mero que
presentaba la secuencia de nucleétidos mostrada en SEC ID n° 33, basandose en la secuencia de ADNc
obtenida de células CHO que se muestra en el Ejemplo 17-1.

A continuacion, se prepararon 20 pl de una solucién de reaccion [tampon Ex Taq 1x (fabricado por Takara
Shuzo), dNTP 0,2 mM, 0,5 unidades de polimerasa Ex Taq (fabricada por Takara Shuzo) y 0,5 uM de los
cebadores de ADN sintéticos de SEC ID n® 32 y n° 33] que contenian 0,5 pl del ADNc de cadena sencilla
preparada a partir de cada estirpe celular en el item (1) como molde, y se llevd a cabo la PCR utilizando el
ciclador térmico de ADN 480 (fabricado por Perkin EImer) mediante calentamiento a 94°C durante 5 minutos y 30
ciclos posteriores de calentamiento a 94°C durante 1 minuto y 68°C durante 2 minutos en un ciclo. Tras someter
10 ul de la solucion de reaccion de PCR a electroforesis en agarosa, se tifieron los fragmentos de ADN utilizando
verde Cybrer (fabricado por BMA) y después se midi6 la cantidad del fragmento de ADN de aproximadamente
350 pb utilizando un Fluor Imager Sl (fabricado por Molecular Dynamics).

(3) Andlisis del nivel de expresién del gen GFPP mediante RT-PCR

Con el fin de amplificar el ADNc de GFPP mediante PCR, se prepar6 un cebador de ADN sintético 27-mero que
presentaba la secuencia de nucle6tidos mostrada en SEC ID n° 34 y un cebador de ADN sintético 23-mero que
presentaba la secuencia de nucleétidos mostrada en SEC ID n° 35, basandose en la secuencia de ADNc de
GFPP obtenida de células CHO que se muestra en el Ejemplo 16-2.

A continuacion, se prepararon 20 pl de una solucién de reaccion [tampon Ex Taq 1x (fabricado por Takara
Shuzo), dNTP 0,2 mM, 0,5 unidades de polimerasa Ex Taq (fabricada por Takara Shuzo) y 0,5 uM de los
cebadores de ADN sintéticos de SEC ID n® 34 y n° 35] que contenian 0,5 pl del ADNc de cadena sencilla
preparada a partir de cada estirpe celular en el item (1) como molde, y se llevd a cabo la PCR utilizando el
ciclador térmico de ADN 480 (fabricado por Perkin EImer) mediante calentamiento a 94°C durante 5 minutos y 24
ciclos posteriores de calentamiento a 94°C durante 1 minuto y 68°C durante 2 minutos en un ciclo. Tras someter
10 ul de la solucion de reaccion de PCR a electroforesis en agarosa, se tifieron los fragmentos de ADN utilizando
verde Cybrer (fabricado por BMA) y después se midi6 la cantidad del fragmento de ADN de aproximadamente
600 pb utilizando un Fluor Imager Sl (fabricado por Molecular Dynamics).

(4) Andlisis del nivel de expresién del gen FX mediante RT-PCR

Con el fin de amplificar el ADNc de FX mediante PCR, se prepard un cebador de ADN sintético 28-mero que
presentaba la secuencia de nucle6tidos mostrada en SEC ID n° 36 y un cebador de ADN sintético 28-mero que
presentaba la secuencia de nucleotidos mostrada en SEC ID n° 37, basandose en la secuencia de ADNc de FX
obtenida de células CHO que se muestra en el Ejemplo 16-1.

A continuacion, se prepararon 20 pl de una solucién de reaccion [tampon Ex Taq 1x (fabricado por Takara
Shuzo), dNTP 0,2 mM, 0,5 unidades de polimerasa Ex Taq (fabricada por Takara Shuzo) y 0,5 uM de los
cebadores de ADN sintéticos de SEC ID n® 36 y n° 37] que contenian 0,5 pl del ADNc de cadena sencilla
preparada a partir de cada estirpe celular en el item (1) como molde, y se llevd a cabo la PCR utilizando el
ciclador térmico de ADN 480 (fabricado por Perkin EImer) mediante calentamiento a 94°C durante 5 minutos y 22
ciclos posteriores de calentamiento a 94°C durante 1 minuto y 68°C durante 2 minutos en un ciclo. Tras someter
10 ul de la solucion de reaccion de PCR a electroforesis en agarosa, se tifieron los fragmentos de ADN utilizando
verde Cybrer (fabricado por BMA) y después se midi6 la cantidad del fragmento de ADN de aproximadamente
300 pb utilizando un Fluor Imager Sl (fabricado por Molecular Dynamics).

(5) Andlisis del nivel de expresién del gen FUT8 mediante RT-PCR

Con el fin de amplificar el ADNc de FUT8 mediante PCR, se prepararon 20 pl de una soluciéon de reaccion
[tampdn Ex Taq 1x (fabricado por Takara Shuzo), dNTP 0,2 mM, 0,5 unidades de polimerasa Ex Taq (fabricada
por Takara Shuzo) y 0,5 uM de los cebadores de ADN sintéticos de SEC ID n° 13 y n° 14] que contenian 0,5 pl
del ADNc de cadena sencilla preparada a partir de cada estirpe celular en el item (1) como molde, y se llevo a
cabo la PCR utilizando el ciclador térmico de ADN 480 (fabricado por Perkin EImer) mediante calentamiento a
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94°C durante 5 minutos y 20 ciclos posteriores de calentamiento a 94°C durante 1 minuto y 68°C durante 2
minutos en un ciclo. Tras someter 10 pl de la solucién de reaccion de PCR a electroforesis en agarosa, se tifieron
los fragmentos de ADN utilizando verde Cybrer (fabricado por BMA) y después se midié la cantidad del
fragmento de ADN de aproximadamente 600 pb utilizando un Fluor Imager Sl (fabricado por Molecular
Dynamics).

(6) Anadlisis del nivel de expresién del gen de 3-actina mediante RT-PCR

Con el fin de amplificar el ADNc de B-actina mediante PCR, se prepararon 20 ul de una solucidn de reaccion
[tampdn Ex Taq 1x (fabricado por Takara Shuzo), dNTP 0,2 ml, 0,5 unidades de polimerasa Ex Taq (fabricada
por Takara Shuzo) y 0,5 uM de los cebadores de ADN sintéticos de SEC ID n° 15 y n°® 16] que contenian 0,5 pl
del ADNc de cadena sencilla preparada a partir de cada estirpe celular en el item (1) como molde, y se llevo a
cabo la PCR utilizando el ciclador térmico de ADN 480 (fabricado por Perkin EImer) mediante calentamiento a
94°C durante 5 minutos y 14 ciclos posteriores de calentamiento a 94°C durante 1 minuto y 68°C durante 2
minutos en un ciclo. Tras someter 10 pl de la solucién de reaccion de PCR a electroforesis en agarosa, se tifieron
los fragmentos de ADN utilizando verde Cybrer (fabricado por BMA) y después se midié la cantidad del
fragmento de ADN de aproximadamente 800 pb utilizando un Fluor Imager Sl (fabricado por Molecular
Dynamics).

(7) Niveles de expresién de los genes de GMD, GFPP, FX y FUT8 en cada estirpe celular

La cantidad de fragmento amplificado por PCR de cada gen en las cepas 5-03 y CHO/CCR4-LCA se calculd
dividiendo los valores de las cantidades de los fragmentos amplificados por PCR obtenidos del ADNc de GMD,
GFPP, FX y FUT en cada estirpe celular medidos en los items (2) a (6) por el valor de la cantidad del fragmento
amplificado por PCR obtenido del ADNc de B-actina en cada estirpe celular, y definiendo la cantidad de los
fragmentos amplificados por PCR en las células CHO/DG44 como 1. Se muestran los resultados en la Tabla 7.

Tabla?7

GMD GEPP FX FUT8
Cepa CHO/DG44 1 1 1 1
Cepa 5-03 1,107 0,793 1,093 0,901
Células CHO/CCR4-LCA resistentes a LCA obtenidas de la cepa 5-03 0,160 0,886 0,920 0,875

Tal como se muestra en la Tabla 7, el nivel de expresion del gen GDM en CHO/CCR4-LCA se redujo a
aproximadamente 1/10 en comparacion con las otras estirpes celulares. En este caso el ensayo se llevé a cabo
independientemente dos veces y se utilizé el valor promedio.

2. Andlisis utilizando CHO/CCR4-LCA productor de anticuerpos hibridos humanos anti-CCR4 en la que se ha
forzado la expresién del gen GMD

(1) Construccion del vector de expresién pAGE249GMD del gen GMD obtenido de células CHO

Basandose en la secuencia de ADN de GMD derivada de células CHO obtenida en el Ejemplo 17-1, se prepard
un cebador 28-mero que presentaba la secuencia de nucleétidos mostrada en SEC ID n° 38 y un cebador 29-
mero que presentaba la secuencia de nucle6tidos mostrada en SEC ID n° 39. A continuacion, se prepararon 20
pl de una solucién de reaccién [tampén Ex Taq 1x (fabricado por Takara Shuzo), dNTP 0,2 mM, 0,5 unidades de
polimerasa Ex Taq (fabricada por Takara Shuzo) y 0,5 uM de los cebadores de ADN sintéticos de SEC ID n° 38 y
n° 39] que contenian 0,5 pl del ADNc de cadena sencilla de GMD preparado a partir de las células CHO en el
item (1) como molde, y se llevé a cabo la PCR utilizando el ciclador térmico de ADN 480 (fabricado por Perkin
Elmer) mediante calentamiento a 94°C durante 5 minutos y 8 ciclos posteriores de calentamiento a 94°C durante
1 minuto, 58°C durante 1 minuto y 72°C durante 1 minuto en un ciclo, y después 22 ciclos de calentamiento a
94°C durante 1 minuto y 68°C en un ciclo. Tras completar la reaccion, la solucién de reacciéon de PCR se
fraccioné mediante electroforesis en agarosa y después se recupero un fragmento de ADN de aproximadamente
600 pb utilizando el kit Gene Clean Il (fabricado por BIO 101) siguiendo las instrucciones del fabricante. El
fragmento de ADN recuperado se conecté al vector pT7Blue(R) (fabricado por Novagen) utilizando el kit de
ligacion de ADN (fabricado por Takara Shuzo) y E. coli DH5a (fabricado por Toyobo) se transformd utilizando ele
ADN plasmidico recombinante obtenido para obtener un plasmido mt-C (ver la figura 46).

A continuacion, basandose en la secuencia de ADNc de GMD derivada de células CHO obtenida en el Ejemplo
17-1, se prepar6 un cebador 45-mero que presentaba la secuencia de nucleétidos mostrada en SEC ID n° 40 y
un cebador 31-mero que presentaba la secuencia de nucleétidos mostrada en SEC ID n°® 41. A continuacion, se
prepararon 20 ul de una solucién de reaccion [tampén Ex Taq 1x (fabricado por Takara Shuzo), dNTP 0,2 mM,
0,5 unidades de polimerasa Ex Taq (fabricada por Takara Shuzo) y 0,5 uyM de los cebadores de ADN sintéticos
de SEC ID n°® 40 y n°® 41] que contenian 0,5 ul del ADNc de cadena sencilla de GMD preparado a partir de las
células CHO en el item (1) como molde, y se llevd a cabo la PCR utilizando el ciclador térmico de ADN 480
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(fabricado por Perkin Elmer) mediante calentamiento a 94°C durante 5 minutos y 8 ciclos posteriores de
calentamiento a 94°C durante 1 minuto, 57°C durante 1 minuto y 72°C durante 1 minuto en un ciclo, y después
22 ciclos de calentamiento a 94°C durante 1 minuto y 68°C durante 2 minutos en un ciclo. Tras completar la
reaccion, la solucion de reaccion de PCR se fracciond mediante electroforesis en agarosa y después se recuperé
un fragmento de ADN de aproximadamente 150 pb utilizando el kit Gene Clean Il (fabricado por BIO 101)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El fragmento de ADN recuperado se conectd al vector pT7Blue(R)
(fabricado por Novagen) utilizando el kit de ligacion de ADN (fabricado por Takara Shuzo) y E. coli DH5a
(fabricado por Toyobo) se transformé utilizando ele ADN plasmidico recombinante obtenido para obtener el
plasmido ATG (ver la figura 47).

A continuacion, se dej6 reaccionasen 3 ug del plasmido CHO-GMD preparado en el Ejemplo 17-1 con el enzima
de restriccion Sacl (fabricado por Takara Shuzo) a 37°C durante 16 horas, se recuperé un ADN llevando a cabo
la extraccion con fenol/cloroformo y la precipitacion con etanol y se dejé que reaccionase con el enzima de
restriccion EcoRlI (fabricado por Takara Shuzo) a 37°C durante 16 horas, el ADN digerido se fracciond mediante
electroforesis en agarosa y después se recuperd un fragmento de ADN de aproximadamente 900 pb utilizando el
kit Gene Clean Il (fabricado por Bio 101) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se dejé que el plasmido mt-C
(1,4 pg) reaccionase con el enzima de restriccion Sacl (fabricado por Takara Shuzo) a 37°C durante 16 horas, se
recuperd un ADN llevando a cabo la extraccion con fenol/cloroformo y la precipitacion con etanol y se dejé que
reaccionase con el enzima de restriccion EcoRI (fabricado por Takara Shuzo) a 37°C durante 16 horas, el ADN
digerido se fracciond6 mediante electroforesis en agarosa y después se recuperd un fragmento de ADN de
aproximadamente 3,1 kpb utilizando el kit Gene Clean Il (fabricado por Bio 101) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los fragmentos de ADN recuperados se ligaron utilizando el kit de ligacion de ADN (fabricado por
Takara Shuzo) y E. coli DH5a se transformo utilizando el ADN plasmidico recombinante obtenido, obteniendo el
plasmido WT-N(-) (ver la figura 48).

A continuacién, se dejo que 2 pg del plasmido WT-N(-) reaccionasen con el enzima de restriccion BamHI
(fabricado por Takara Shuzo) a 37°C durante 16 horas, se recuperé un ADN llevando a cabo la extraccién con
fenol/cloroformo y la precipitacion con etanol y se dejé que reaccionase con el enzima de restriccion EcoRI
(fabricado por Takara Shuzo) a 37°C durante 16 horas, el ADN digerido se fracciond mediante electroforesis en
agarosa y después se recuperd un fragmento de ADN de aproximadamente 1 kpb utilizando el kit Gene Clean Il
(fabricado por Bio 101) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se dej6 que el plasmido pBluescript SK(-) (3
Mg, fabricado por Stratagene) reaccionase con el enzima de restriccion BamHI (fabricado por Takara Shuzo) a
37°C durante 16 horas, se recuperd un ADN llevando a cabo la extraccién con fenol/cloroformo y la precipitacion
con etanol y se dejé que reaccionase con el enzima de restriccion EcoRI (fabricado por Takara Shuzo) a 37°C
durante 16 horas, el ADN digerido se fraccion6 mediante electroforesis en agarosa y después se recuperd un
fragmento de ADN de aproximadamente 3 kpb utilizando el kit Gene Clean Il (fabricado por Bio 101) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Los fragmentos de ADN recuperados se ligaron utilizando el kit de ligacion de
ADN (fabricado por Takara Shuzo) y E. coli DH5a se transformé utilizando el ADN plasmidico recombinante
obtenido, obteniendo el plasmido WT-N(-) en pBS (ver la figura 49).

A continuacion, se dejé que 2 g del plasmido WT-N(-) en pBS reaccionasen con el enzima de restriccion Hindlll
(fabricado por Takara Shuzo) a 37°C durante 16 horas, se recuperé un ADN llevando a cabo la extraccién con
fenol/cloroformo y la precipitacion con etanol y se dejé que reaccionase con el enzima de restriccion EcoRI
(fabricado por Takara Shuzo) a 37°C durante 16 horas, el ADN digerido se fracciond mediante electroforesis en
agarosa y después se recuperd un fragmento de ADN de aproximadamente 4 kpb utilizando el kit Gene Clean Il
(fabricado por Bio 101) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se dej6 que una porcion de 2 pg del plasmido
ATG reaccionase con el enzima de restriccion HindlIl (fabricado por Takara Shuzo) a 37°C durante 16 horas, se
recuperd un ADN llevando a cabo la extraccion con fenol/cloroformo y la precipitaciéon con etanol y se dejo que
reaccionase con el enzima de restriccion EcoRI (fabricado por Takara Shuzo) a 37°C durante 16 horas, el ADN
digerido se fracciond6 mediante electroforesis en agarosa y después se recuper6 un fragmento de ADN de
aproximadamente 150 pb utilizando el kit Gene Clean Il (fabricado por Bio 101) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los fragmentos de ADN respectivos recuperados se ligaron utilizando el kit de ligacion de ADN
(fabricado por Takara Shuzo) y E. coli DH5a se transformé utilizando el ADN plasmidico recombinante obtenido,
obteniendo el plasmido WT en pBS (ver la figura 50).

A continuacion, se dejo que reaccionasen 2 pg del plasmido pAGE249 con los enzimas de restriccién Hindlll y
BamHI (ambos fabricados por Takara Shuzo) a 37°C durante 16 horas y el digerido se fracciond6 mediante
electroforesis en agarosa y después se recuper6 un fragmento de ADN de aproximadamente 6,5 kpb utilizando el
kit Gene Clean Il (fabricado por Bio 101) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se dejé que reaccionase el
plasmido WT (2 ug) con los enzimas de restriccion Hindlll y BamHI (ambos fabricados por Takara Shuzo) a 37°C
durante 16 horas y el digerido se fraccion6 mediante electroforesis en agarosa y después se recuperd un
fragmento de ADN de aproximadamente 1,2 kpb utilizando el kit Gene Clean Il (fabricado por Bio 101) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Los fragmentos de ADN respectivos recuperados se ligaron utilizando el kit de
ligacion de ADN (fabricado por Takara Shuzo) y E. coli DH5a se transform¢ utilizando el ADN plasmidico
recombinante obtenido, obteniendo el plasmido pAGE249GMD (ver la figura 51).
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(2) Expresion estable del gen GMD en CHO/CCR4-LCA

El vector de expresion pAGE249GMD (5 pg) del gen GMD obtenido de células CHO linearizado mediante la
digestion del mismo con el enzima de restriccion Fspl (fabricado por New England Biolabs), introducido en
1,6x10° células CHO7CCR4-LCA mediante electroporacién [Cytotechnology 3:133, 1990]. A continuacion, las
células se suspendieron en 30 ml de medio IMDM-dFBS(10) [medio IMDM (fabricado por Gibco BRL)
complementado con 10% de dFBS] que contenia MTX 200 nM (fabricado por Sigma) y cultivadas utilizando un
matraz de 182 cm? (fabricado por Greiner) a 37°C durante 24 horas en un incubador con 5% de CO». Tras
cultivarlas, el medio se cambio por medio IMDM-dFBS(10) que contenia 0,5 mg/ml de higromicinay MTX 200 nM
(fabricado por Sigma), seguido del cultivo durante 19 dias, obteniendo colonias de transformantes resistentes a
higromicina.

De la misma manera, se introdujo el vector pAGE249 en CHO/CCR4-LCA mediante el mismo método,
obteniendo colonias de transformantes resistentes a higromicina.

(3) Cultivo de CHO/CCR4-LCA expresantes de gen GMD y purificacién del anticuerpo

Utilizando el medio IMDM-dFBS(10) que comprendia MTX 200 nM (fabricado por Sigma) y 0,5 mg/ml de
higromicina, las células transformantes expresantes de GMD obtenidas en el item (2) se cultivaron utilizando un
matraz de 182 cm? (fabricado por Greiner) a 37°C en un incubador con 5% de CO. Varios dias después, tras
alcanzar la densidad celular la confluencia, se descarté el sobrenadante del cultivo y las células se lavaron con
25 ml de tampén PBS (fabricado por Gibco BRL) y después se mezclaron con 35 ml de medio EXCELL 301
(fabricado por JRH). Tras cultivarlas a 37°C en un incubador con 5% de CO, durante 7 dias, se recuperé el
sobrenadante de cultivo. Se purifico el anticuerpo hibrido anti-CCR4 a partir del sobrenadante de cultivo
utilizando una columna Prosep-A (fabricada por Millipore) siguiendo las instrucciones del fabricante.

De la misma manera, las células transformantes en las que se habia introducido el vector pAGE249 se cultivaron
mediante el mismo método y después se recuperé el anticuerpo hibrido anti-CCR4 y se purifico a partir del
sobrenadante de cultivo.

(4) Medicién de la resistencia a lectinas en células transformadas

Las células transformantes expresantes de GMD obtenidas en el item (2) se suspendieron en medio IMDM-
dFBS(10) que comprendia MTX 200 nM (fabricado por Sigma) y 0,5 mg/ml de higromicina, proporcionando una
densidad de 6x10* células/ml, y la suspensién se dispensé en porciones de 50 pl/pocillo en una placa de cultivo
de 96 pocillos (fabricada por Iwaki Glass). A continuacidon, un medio preparado mediante suspension a
concentraciones de 0 mg/ml, 0,4 mg/ml, 1,6 mg/ml o 4 mg/ml de LCA (aglutinina de Lens culinaris: fabricada por
Vector Laboratories) en medio IMDM-dFBS(10) que contenia MTX 200 nM (fabricado por Sigma) y se afadieron
0,5 mg/ml de higromicina a la placa a razén de 50 pl/pocillo, seguido del cultivo de las mismas a 37°C durante 96
horas en un incubador con 5% de CO,. Tras cultivarlas, se afiadi6 WST-I (fabricado por Boehringer) a razén de
10 pl/pocillo y se incubaron a 37°C durante 30 minutos en un incubador con 5% de CO; para producir el revelado
del color y después se midié la absorbancia a 450 nm y a 595 nm (en adelante denominada "DO450" y "DO595",
respectivamente) utilizando un lector de microplacas (fabricado por Bio-Rad). De la misma manera, se midieron
mediante el mismo método las células transformantes en las que se habia introducido el vector pAGE249. El
ensayo se llevo a cabo dos veces de manera independiente.

La figura 52 muestra el nimero de células supervivientes en cada pocillo en porcentaje al utilizar un valor
calculado restando DO595 de DO450 medidas anteriormente, como el nimero de supervivientes de cada grupo
celular y el nimero de células supervivientes en cada uno de los pocillos libres de LCA se define como 100%. Tal
como se muestra en la figura 52, se observé una reduccion de la resistencia a LCA en las células CHO/CCR4-
LCA expresantes de GMD vy la proporcion de supervivencia era de aproximadamente 40% en presencia de 0,2
mg/ml de LCA vy la proporcion de supervivencia era de aproximadamente 20% en presencia de 0,8 mg/ml de
LCA. Por otra parte, en las células CHO/CCR4-LCA en las que se habia introducido el vector pAGE249, la
proporcion de supervivencia era de 100% en presencia de 0,2 mg/ml de LCA y la proporcion de supervivencia
era de aproximadamente 80% incluso en presencia de 0,8 mg/ml de LCA. Basandose en estos resultados, se
sugiere que el nivel de expresion del gen GMD en las células CHO/CCR4-LCA se encuentra reducido y, como
resultado, se obtuvo una resistencia a LCA.

(5) Actividad citotéxica (actividad de ADCC) in vitro de anticuerpo hibrido anti-CCR4 obtenido de CHO/CCR4-
LCA expresantes de GMD

Con el fin de evaluar la actividad citotdxica in vitro del anticuerpo hibrido anti-CCR4 purificado obtenido en el item
(3), se midi6 la actividad de ADCC de acuerdo con los métodos siguientes.
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i) Preparacion de una suspension de células diana

Se afiadieron 3,7 MBq equivalentes de una sustancia radioactiva Na,>*CrO4 a 1x10 6 células de CCR4-EL4 (ver
el Ejemplo 8-7) cultivadas utilizando un medio preparado mediante la adicion de 500 ug/ml de G418 sulfato
(fabricado por Nacalai Tesque) al medio RPMI1640-FBS(10), seguido de la reaccidn a 37°C durante 90 minutos,
marcando de esta manera las células con un isotopo radioactivo. Tras la reaccion, las células se lavaron tres
veces en la suspension de medio RPMI1640-FBS(10) y la posterior centrifugacion, se resuspendieron en el
medio y después se incubaron a 4°C durante 30 minutos en hielo para la disociacién espontanea de la sustancia
radioactiva. Tras la centrifugacion, se ajustaron las células a 2x10° células/ml mediante la adicién de 5 ml de
medio RPMI1640-FBS(10) y se utilizaron como suspension de células diana.

ii) Preparacién de una suspension de células efectoras

De una persona sana se recolectaron 50 ml de sangre venosa y se mezclaron suavemente con 05 ml de
heparina sodio (fabricado por Takeda Pharmaceutical). Utilizando Lymphoprep (fabricado por Nycomed Pharma
AS), la mezcla se centrifugd siguiendo las instrucciones del fabricante para separar una capa de células
mononucleares. Las células se lavaron tres veces mediante centrifugacion utilizando medio RPMI1640-FBS(10) y
después se resuspendieron en el medio, proporcionando una densidad de 2x10° células/ml y se utilizaron como
suspension de células efectoras.

iil) Medicion de la actividad ADCC

La suspension de células diana preparada en 1) se dispensé a razén de 50 pl (1x10” células/pocillo) en cada
pocillo de una placa de 96 pocillos de fondo en U (fabricada por Falcon). A continuacion, se afiadieron 100 pl de
la suspension de células efectoras humanas preparada en 2) a lo anterior (2x10° células/pocillo, la proporcion de
células efectoras humanas a células diana era de 25: 1). Se afiadié a lo anterior cada uno de los diversos
anticuerpos hibridos anti-CCR4 (el anticuerpo hibrido anti-CCR4 purificado en el item (3), y KM2760-1 y
MM3060), proporcionando una concentracion final de entre 0,0025 y 2,5 pg/ml, seguido de la reaccion a 37°C
durante 4 horas. Tras la reaccién, se centrifugo la Placa y se midi6 la cantidad de >'Cr en el sobrenadante
utilizando un contador y. Se calculé la cantidad de >'Cr disociado espontaneamente llevando a cabo el mismo
procedimiento, utilizando Gnicamente el medio en Iugar de la suspensién de células efectoras humanas Y la
solucion de anticuerpo y midiendo la cantidad de *’Cr en el sobrenadante. Se calculé la cantidad de *'Cr
disociado total llevando a cabo el mismo procedimiento, utilizando Unicamente el medio en lugar de la solucién
de anticuerpo y una solucién 1 N de acido clorhidrico en lugar de la suspension de células efectoras humanas y
midiendo la cantidad de **Cr en el sobrenadante. Se calculé la actividad ADCC basandose en la férmula (11).

Los resultados de las mediciones de actividad de ADCC se muestran en la figura 53. Tal como se muestra en la
figura 53, la actividad de ADCC del anticuerpo hibrido anti-CCR4 purificado obtenido de las CHO7CCR4-LCA
expresantes de GMD se redujo en medida similar a la de KM3060 obtenido en el Ejemplo 8. Por otra parte, la
actividad de ADCC del anticuerpo hibrido anti-CCR4 purificado obtenido de las CHO7CCR4-LCA en las que se
habia introducido el vector pAGE249 mostro un grado de actividad de ADCC similar a la del anticuerpo hibrido
anti-CCR4 purificado obtenido a partir de las CHO/CCR4-LCA. Basandose en estos resultados, se sugiere que el
nivel de expresion del gen GMD en las células CHO/CCR4-LCA se encuentra reducido y, como resultado, puede
producirse un anticuerpo con una potente actividad de ADCC.

(6) Andlisis de cadenas de aztcar del anticuerpo hibrido anti-CCR4 obtenido de CHO/CCR4-LCA expresantes de
GMD

Las cadenas de azlcar que se unian al anticuerpo hibrido anti-CCR4 purificado obtenido en el item (3) se
analizaron de acuerdo con el método mostrado en el Ejemplo 14(4), mostrandose los resultados del andlisis en la
figura 55. En comparacion con el anticuerpo hibrido anti-CCR4 purificado preparado a partir de CHO/CCR4-LCA
en el Ejemplo 14, la proporcién de cadenas de azlcar que no presentan a-1,6-fucosa en el anticuerpo hibrido
anti-CCR4 purificado obtenido de las CHO/CCR4-LCA expresantes de GMD se redujo a 9% al calcular a partir
del area del pico. De esta manera, se demostrd que la proporcion de cadenas de azlcar que no presentaban a-
1,6-fucosa en el anticuerpo producido por la célula se reducia a un nivel similar al del anticuerpo producido por la
cepa 5-03, mediante la expresion del gen GMD en las CHO/CCR4-LCA.

Ejemplo 16

Preparacion de diversos genes codificantes de enzim  as relacionados con la sintesis de cadenas de
azucar en las células CHO:

1. Determinacién de la secuencia de ADNc de FX obtenido de células CHO

(1) Extraccion de ARN total de las células CHO/DG44
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Las células CHO/DG44 se suspendieron en medio IMDM que contenia suero de feto bovino al 10% (fabricado
por Life Technologies) y complemento HT a concentracién 1x (fabricado por Life Technologies) y se inocularon
15 ml de la suspension en un matraz T75 para la utilizacion en cultivo celular adherente (fabricado por Greiner),
proporcionando una densidad de 2x10° células/ml. El segundo dia después del cultivo de las mismas a 37°C en
un incubador con 5% de CO,, se recuperaron 1x10° células y se extrajo el ARN total de las mismas utilizando
RNAeasy (fabricado por Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

(2) Preparacién de ADNc de cadena sencilla a partir de células CHO/DG44

El ARN total preparado en (1) se disolvié en 45 pl de agua estéril y se afiadié a lo anterior 1 pyl de ADNasa libre
de ARNasa RQ1 (fabricada por Promega), 5 ul del tamp6n 10x de ADNasa adjunto y 0,5 ul de inhibidor de
ribonucleasa RNasin (fabricado por Promega), seguido de la reaccion a 37°C durante 30 minutos para degradar
el ADN gendémico contaminante en la muestra. Tras la reaccion, se purificd nuevamente el ARN total utilizando
RNAeasy (fabricado por Qiagen) y se disolvié en 50 pl de agua estéril.

En 20 pl de la mezcla de reaccion utilizando oligo(dT) como cebador, se sintetizo6 ADNc de cadena sencilla a
partir de 3 ug de cada una de las muestras de ARN total obtenidas mediante reaccién de transcripcion inversa
utilizando el sistema de preamplificacién Superscript™ para la sintesis del ADNc de primera cadena (fabricado
por Life Technologies) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizd una solucién acuosa diluida 50 veces
de la solucion de reaccién en la clonacion de GFPP y FX. Lo anterior se almacend a -80°C hasta que fue
utilizado.

(3) Preparacién de fragmento parcial de ADNc de FX obtenido de hamster chino

Mediante el procedimiento a continuacion se prepard el fragmento parcial de ADNc de FX obtenido de hamster
chino.

En primer lugar, se disefiaron cebadores (mostrados en SEC ID n°® 42 y n° 43) especificos para secuencias de
nucleétidos comunes registradas en una base de datos publica, es decir, un ADNc de FX humano (GeneBank n°
de acceso U58766) y un ADNc de raton (GenBank n° de acceso M30127).

A continuacion, se prepararon 25 pl de una solucion de reaccion [tampon ExTaq (fabricado por Takara Shuzo),
0,2 mmoles/l de los dNTP y 0,5 uymoles/l de cebadores especificos (SEC ID n° 42 y SEC ID n° 43)] que contenia
1 ul del ADNc de cadena sencilla obtenido de células CHO/DG44 y se llevo a cabo una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando una ADN polimerasa ExTaq (fabricada por Takara Shuzo). La PCR se llev6 a cabo
mediante el calentamiento a 94°C durante 5 minuto, seguido de 30 ciclos de calentamiento a 94°C durante 1
minuto, 58°C durante 2 minutos y 72°C durante 3 minutos en un ciclo, y calentamiento final a 72°C durante 10
minutos.

Tras la PCR, la solucion de reaccion se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 2% y un fragmento
amplificado especifico de 301 pb se purificd utilizando el kit Quiaexll Gel (fabricado por Qiagen) y se eluyd con
20 ul de agua estéril (en adelante el método se utiliza para la purificacion de fragmentos de ADN a partir de un
gel de agarosa). En un plasmido pCR2.1, se utilizaron 4 ul del fragmento amplificado para la insercién siguiendo
las instrucciones del fabricante del kit de clonacion TOPO TA (fabricado por Invitrogen) y se transformé E. coli
DH5a con la solucién de reaccion mediante el método de Cohen et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69:2110, 1972]
(en adelante el método se utiliza para la transformacién de E. coli). Se aislaron muestras de ADN plasmidico
siguiendo un método conocido [Nucleic Acids Research 7:1513, 1979] (en adelante se utiliz6 el método para el
aislamiento de plasmido) a partir de las colonias resistentes a canamicina obtenidas para obtener 2 clones en los
que se habian insertado fragmentos parciales de ADNc de FX, respectivamente. Se denominan pCRFX clon 8 y
pCRFX clon 12.

La secuencia de nucleétidos del ADNc insertado en cada uno de los clon 8 de FX y clon 12 de FX se determind
utilizando el secuenciador de ADN 377 (fabricado por Perkin Elmer) y el kit BigDye Terminator Cycle Sequencing
FS Ready Reaction (fabricado por Perkin Elmer) siguiendo el método en las instrucciones del fabricante. Se
confirmo que cada uno de los ADNc insertados la secuencia de los cuales se habia determinado codificaba una
secuencia parcial de marco de lectura abierta (ORF) de FX de hamster chino.

(4) Sintesis de ADNc de cadena sencilla para RACE

Se prepararon muestras de ADNc de cadena sencilla para 5'- y 3'-RACE a partir del ARN total de CHO/DG44
extraido en el iftem (1) utilizando el kit de amplificacion de ADNc RACE SMART™ (fabricado por Clontech)
siguiendo las instrucciones del fabricante. En este caso como transcriptasa inversa se utilizo la transcriptasa
inversa PowerScript™ (fabricada por Clontech). Cada ADNc de cadena sencilla tras la preparacion se diluy6 10
veces con el tampdn de tricina-EDTA adjunto en el kit y se utiliz6 como molde para la PCR.

96



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2639222713

(5) Determinacién mediante el método RACE del ADNc de longitud completa de FX obtenido de hamster chino

Basandose en la secuencia parcial del FX obtenida de hamster chino determinada en el item (3), se disefiaron
los cebadores FXGSP1-1 (SEC ID n° 44) y FXGSP1-2 (SEC ID n° 45) para 5'-RACE especifico de FX de hamster
chino y cebadores FXGSP2-1 (SEC ID n° 46) y FXGSP2-2 (SEC ID n° 47) para 3'-RACE especifico de FX de
hamster chino.

A continuacion, se llevd a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utlizando el kit de PCR
Advantage?2 (fabricado por Clontech), mediante la preparacion de 50 pl de una solucién de reaccion [tampon para
PCR Advantage2 (fabricado por Clontech), dNTP 0,2 mM, 0,2 pmoles/l de cebadores especificos de FX de
hamster chino y concentracién 1x de cebadores comunes (fabricados por Clontech)] que contenia 1 pul del ADNc
de cadena sencilla obtenido de CHO/DG44 para RACE preparado en el item (4).

La PCR se llevo a cabo repitiendo 20 ciclos de calentamiento a 94°C durante 5 segundos, 68°C durante 10
segundos y 72°C durante 2 minutos en un ciclo.

Tras completar la reaccion, se diluyd 1 pl de la solucion de reaccion 50 veces con el tampén de tricina-EDTA y se
utilizé a modo de molde 1 pl de la solucién diluida. La solucién de reaccion se prepard nuevamente y la PCR se
llevé a cabo bajo las mismas condiciones. Los moldes, la combinacién de cebadores utilizada en la primera 'y
segunda PCR y la longitud de los fragmentos de ADN amplificados por las PCR se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8

Combinacion de cebadores utilizados en PCR RACE de ADNc de FX de hamster chino y tamafio de los
productos de PCR

Tamafio del producto

5'RACE  Cebadores especificos de FX Cebadores comunes amplificado por PCR

Primera FXGSP1-1 MCU (mezcla de cebadores universales)

Segunda FXGSP1-2 CUA (cebador universal anidado) 300 pb

3'RACE  Cebadores especificos de FX Cebadores comunes Tamario del producto
amplificado por PCR

Primera FXGSP2-1 MCU (mezcla de cebadores universales)

Segunda FXGSP2-2 CUA (cebador universal anidado) 1.100 pb

Tras la PCR, la solucién de reaccion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 1% y el fragmento
amplificado especifico de interés se purifico utilizando el kit de extraccién en gel Qiaexll (fabricado por Qiagen) y
se eluyd con 20 ml de agua estéril. En un plasmido pCR2.1, se insertaron 4 pl del fragmento amplificado y se
transformo E. coli DH5a utilizando la solucidn de reaccion de acuerdo con las instrucciones adjuntas al kit de
clonacion TOPO TA (fabricado por Invitrogen).

Se aislaron los ADN plasmidicos a partir de las colonias resistentes a canamicina que aparecieron, con el fin de
obtener 5 clones de ADNc que contenian la region 5' de FX de hamster chino. Se denominaron FX5' clon 25,
FX5' clon 26, FX5' clon 27, FX5' clon 28, FX5' clon 31 y FX5' clon 32.

De la misma manera, se obtuvieron 5 clones de ADNc que contenian la region 3' de FX de hamster chino. Estos
clones 3' de FX se denominaron FX3' clon 1, FX3' clon 3, FX3' clon 6, FX3' clon 8 y FX3' clon 9.

La secuencia de nucleétidos de la fraccion de ADNc de cada uno de los clones obtenidos mediante RACE 5'y 3'
se determind utilizando el secuenciador de ADN 377 (fabricado por Perkin Elmer) segun el método descrito en
las instrucciones del fabricante. Mediante la comparacion de las secuencias de nucledtidos del ADNc
determinadas mediante el método, se excluyeron los errores de lectura de las bases nucledtidas debidos a la
PCR y se determin6 la secuencia de nucledtidos de longitud completa del ADNc de FX de hamster chino. La
secuencia determinada se muestra en SEC ID n° 48.

2. Determinacién de la secuencia de ADNc de GFPP obtenida de células CHO

(1) Preparacién de fragmento parcial de ADNc de GFPP obtenido de hamster chino

Mediante el procedimiento a continuacion se prepard el fragmento parcial de ADNc de GFPP obtenido de
hamster chino.

En primer lugar, se compararon las secuencias de nucledtidos de un ADNc de GFPP (GenBank n° de acceso

AF017445), las secuencias de EST de ratdn con alta homologia con la secuencia (GenBank n° de acceso
Al467195, AA422658, BE304325 y Al466474) y secuencias de EST de rata (GenBank n° de acceso BF546372,
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AI058400 y AW144783), registradas en bases de datos publicas y se disefiaron los cebadores GFPP FW9 y
GFPP RV9 (SEC ID n° 49 y n° 50) especificos para GFPP de rata en una region altamente conservada en estas
tres especies.

A continuacion, se llevd a cabo una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando una ADN polimerasa
ExTaq (fabricada por Takara Shuzo) mediante la preparacion de 25 pl de una solucién de reaccién [tampon
ExTaq (fabricado por Takara Shuzo), 0,2 mM de los dNTP y 0,5 umoles/I de cebadores especificos para GFPP
FW9 y GFPP RV9 (SEC ID n° 49 y SEC ID n° 50)] que contenia 1 pg del ADNc de cadena sencilla obtenido de
CHO/DG44 preparado en el item 1(2). La PCR se llevd a cabo mediante el calentamiento a 94°C durante 5
minuto, seguido de 30 ciclos de calentamiento a 94°C durante 1 minuto, 58°C durante 2 minutos y 72°C durante
3 minutos en un ciclo, y calentamiento final a 72°C durante 10 minutos.

Tras la PCR, la solucién de reaccion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 2% y el fragmento
amplificado especifico de 1,4 Kpb se purifico utilizando el kit de extraccion en gel Qiaexl| (fabricado por Qiagen) y
se eluyd con 20 pl de agua estéril. En un plasmido pCR2.1, se utilizaron 4 ul del fragmento amplificado para la
insercion siguiendo las instrucciones del fabricante del kit de clonacion TOPO TA (fabricado por Invitrogen) y se
transformo E. coli DH5a con la solucién de reaccion.

Se aislaron los ADN plasmidicos a partir de las colonias resistentes a canamicina que aparecieron, con el fin de
obtener 3 clones en los que se integraron respectivamente fragmentos parciales de ADNc de GFPP. Se
denominan GFPP clon 8, GFPP clon 11 y GFPP clon 12.

La secuencia de nucleétidos del ADNc insertado en cada uno de los clones GFPP clon 8, GFPP clon 11 y GFPP
clon 12 se determind utilizando el secuenciador de ADN 377 (fabricado por Perkin Elmer) y el kit BigDye
Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction (fabricado por Perkin Elmer) siguiendo el método en las
instrucciones del fabricante. Se confirmé que el ADNc insertado la secuencia del cual se habia determinado
caodificaba una secuencia parcial de marco de lectura abierta (ORF) de GFPP de hamster chino.

(2) Determinacion mediante el método RACE del ADNc de longitud completa de GFPP obtenido de hamster
chino

Basandose en la secuencia parcial del FX obtenida de hamster chino determinada en el item 2(1), se disefiaron
los cebadores GFPP GSP1-1 (SEC ID n° 52) y GFPP GSP1-2 (SEC ID n° 53) para 5'-RACE especifico de FX de
hamster chino y cebadores GFPP GSP2-1 (SEC ID n° 54) y GFPP GSP2-2 (SEC ID n° 55) para 3'-RACE
especifico de GFPP de hamster chino.

A continuacion, se llevd a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utlizando el kit de PCR
Advantage?2 (fabricado por Clontech), mediante la preparacion de 50 pl de una solucién de reaccion [tampon para
PCR Advantage?2 (fabricado por Clontech), dNTP 0,2 mM, 0,2 pmoles/l de cebadores especificos de GFPP de
hamster chino para RACE y concentracion 1x de cebadores comunes (fabricados por Clontech)] que contenia 1
pl del ADNc de cadena sencilla obtenido de CHO/DG44 para RACE preparado en el item (4).

La PCR se llevo a cabo repitiendo 20 ciclos de calentamiento a 94°C durante 5 segundos, 68°C durante 10
segundos y 72°C durante 2 minutos en un ciclo.

Tras completar la reaccion, se diluyd 1 pl de la solucion de reaccion 50 veces con el tampén de tricina-EDTA y se
utilizé a modo de molde 1 pl de la solucién diluida. La solucién de reaccion se prepard nuevamente y la PCR se
llevé a cabo bajo las mismas condiciones. Los moldes, la combinacién de cebadores utilizada en la primera 'y
segunda PCR y la longitud de los fragmentos de ADN amplificados mediante las PCR se muestran en la Tabla 9.

Tabla9
Combinacion de cebadores utilizados en PCR RACE de ADNc de GFPP de hamster chino y tamafio de los
productos de PCR
. Cebadores especificos Tamafio del producto
5' RACE de GEPP Cebadores comunes amplificado por PCR
Primera GFPPGSP1-1 MCU (mezcla de cebadores universales)
Segunda GFPPGSP1-2 CUA (cebador universal anidado) 1.100 pb
. Cebadores especificos Tamafio del producto
3' RACE de GEPP Cebadores comunes amplificado por PCR
Primera GFPPGSP2-1 MCU (mezcla de cebadores universales)
Segunda GFPPGSP2-2 CUA (cebador universal anidado) 1.400 pb

Tras la PCR, la solucién de reaccion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 1% y el fragmento
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amplificado especifico de interés se purificd utilizando el kit de extraccién en gel Qiaexl| (fabricado por Qiagen) y
se eluyd con 20 pl de agua estéril. En un plasmido pCR2.1, se insertaron 4 ul del fragmento amplificado y se
transformo E. coli DH5a utilizando la solucidn de reaccion de acuerdo con las instrucciones adjuntas al kit de
clonacion TOPO TA (fabricado por Invitrogen).

Se aislaron los ADN plasmidicos a partir de las colonias resistentes a canamicina que aparecieron, con el fin de
obtener 4 clones de ADNc que contenian la region 5' de GFPP de hamster chino. Se denominaron GFPP5' clon
1, GFPP5' clon 2, GFPP5' clon 3 y GFPP5' clon 4.

De la misma manera, se obtuvieron 5 clones de ADNc que contenian la region 3' de GFPP de hamster chino. Se
denominaron GFPP3' clon 10, GFPP3' clon 16 y GFPP3' clon 20.

La secuencia de nucledtidos del ADNc de cada uno de los clones obtenidos mediante RACE 5' y 3' se determind
utilizando el secuenciador de ADN 377 (fabricado por Perkin Elmer) segun el método descrito en las
instrucciones del fabricante. Mediante la comparacion de las secuencias de nucleétidos del ADNc después de la
determinacion de las secuencias de nucledtidos, se excluyeron los errores de lectura de las bases debidos a la
PCR y se determiné la secuencia de nucleétidos de longitud completa del ADNc de GFPP de hamster chino. La
secuencia determinada se muestra en SEC ID n° 51.

Ejemplo 17
Preparacion de gen GDM obtenido de células CHO:

1. Determinacién de la secuencia de ADNc de GMD obtenida de células CHO

(1) Preparacién de ADNc de gen GMD obtenido de células CHO (preparacion de ADNc parcial excluyendo las
secuencias 5'- y 3'-terminales)

Se buscod el ADNc de GMD obtenido de roedores en una base de datos publica (BLAST) utilizando una
secuencia de ADNc de GMD de origen humano (GenBank n° de acceso AF042377) registrada en GenBank
como pregunta y se obtuvieron tres tipos de secuencia EST de ratdon (GenBank n° de acceso BE986856,
BF158988 y BE284785). Mediante la ligacién de estas secuencias EST, se determind una secuencia de ADNc de
GMD de raton deducida.

Basandose en la secuencia de ADNc de GMD de origen ratén, se generd un cebador 28-mero que presentaba la
secuencia representada por SEC ID n° 56, un cebador 27-mero que presentaba la secuencia representada por
SEC ID n° 57, un cebador 25-mero que presentaba la secuencia representada por SEC ID n° 58, un cebador 24-
mero que presentaba la secuencia representada por SEC ID n® 59 y un cebador 25-mero que presentaba la
secuencia representada por SEC ID n° 60.

A continuacién, con el fin de amplificar el ADNc de GMD obtenido de células CHO, se llevé a cabo una PCR
mediante el método a continuacidon. Una porcion de 20 pl de una solucién de reaccién [tampdén Ex Tag 1x
(fabricado por Takara Shuzo), dNTP 0,2 mM, 0,5 unidades de polimerasa Ex Taq (fabricada por Takara Shuzo) y
0,5 uM de dos cebadores de ADN sintéticos] que contenian 0,5 pl del ADNc de cadena sencilla obtenido de
células CHO preparado en el Ejemplo 15-1(1) como molde. En este caso, se utilizaron las combinaciones de
SECIDn°56 ySECIDn°57,SECIDn°58 y SECIDn°57,SECIDn°56y SECIDn°59 0 SECIDn°56y SEQ
ID n° 60 a modo de cebadores de ADN sintéticos. La reaccion se llevo a cabo utilizando un ciclador térmico de
ADN 480 (fabricado por Perkin Elmer) mediante calentamiento a 94°C durante 5 minutos y los posteriores 30
ciclos de calentamiento a 94°C durante 1 minuto y 68°C durante 2 minutos en un ciclo.

La solucién de reaccion de PCR se fraccion6 mediante electroforesis en agarosa para encontrar que se habia
amplificado un fragmento de ADN de aproximadamente 1,5 kpb en el producto de PCR al utilizar los cebadores
de ADN sintéticos de SEC ID n® 56 y n° 57, se amplific6 un fragmento de aproximadamente 1,1 kpb en el
producto de PCR al utilizar los cebadores de ADN sintéticos de SEC ID n® 57 y n° 59, se amplificé de fragmento
de aproximadamente 350 pb en el producto de PCR al utilizar los cebadores de ADN sintéticos de SEC ID n° 56
y n° 59 y se amplificé un fragmento de aproximadamente 1 kpb en el producto de PCR al utilizar los cebadores
de ADN sintéticos de SEC ID n° 56 y n° 60. Se recuperaron los fragmentos de ADN utilizando el kit Gene Clean Il
(fabricado por BIO 101) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los fragmentos de ADN recuperados se
ligaron a un vector pT7Blue(R) (fabricado por Novagen) utilizando el kit de ligacion de ADN (fabricado por Takara
Shuzo) y se transformé E. coli DH (preparado por Toyobo) utilizando las muestras obtenidas de ADN plasmidico
recombinante, obteniendo de esta manera los plasmidos 22-8 (que presenta un fragmento de ADN de
aproximadamente 1.2 kpb amplificado a partir de cebadores de ADN sintéticos de SEC ID n° 56 y SEC ID n° 57),
23-3 (que presenta un fragmento de ADN de aproximadamente 1,1 kpb amplificado a partir de cebadores de
ADN sintéticos de SEC ID n° 58 y SEC ID n° 57), 31-5 (un fragmento de ADN de aproximadamente 350 pb
amplificado a partir de cebadores de ADN sintéticos de SEC ID n° 56 y SEC ID n° 59) y 34-2 (que presenta un
fragmento de ADN de aproximadamente 1 kpb amplificado a partir de cebadores de ADN sintéticos de SEC ID n°
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56 y SEC ID n° 60). La secuencia de ADNc de GMD obtenida de células CHO contenida en dichos plasmidos se
determin6 del modo habitual utilizando un secuenciador de ADN ABI PRISM 377 (fabricado por Perkin Elmer) (ya
gue una secuencia de 28 bases situada cadena abajo del codén de inicio metionina en el lado 5'-terminal y una
secuencia de 27 bases situada cadena arriba del codon de terminacién en el lado 3'-terminal originadas en
secuencias de ADN de oligo sintético, son secuencias de ADNc de GMD de ratén).

Ademas, se llevaron a cabo las etapas siguientes con el fin de preparar un plasmido en el que se combinaron los
fragmentos de ADNc de GMD obtenidos de células CHO contenidos en los plasmidos 22-8 y 34-2. Se dej6 que
reaccionase el plasmido 22-8 (1 ug) con el enzima de restriccion EcoRI (fabricado por Takara Shuzo) a 37°C
durante 16 horas y el digerido se sometié a electroforesis en agarosa y después se recuperd un fragmento de
ADN de aproximadamente 4 kpb utilizando el kit Gene Clean Il (fabricado por Bio 101) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se dej6 que reaccionase el plasmido 34-2 (2 ug) con el enzima de restriccion EcoRI
a 37°C durante 16 horas y el digerido se sometié a electroforesis en agarosa y después se recuperé un
fragmento de ADN de aproximadamente 150 pb utilizando el kit Gene Clean Il (fabricado por Bio 101) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Los fragmentos de ADN recuperados se sometieron respectivamente a
desfosforilacion terminal utilizando fosfatasa alcalina de intestino bovino (fabricada por Takara Shuzo) y después
se ligaron utilizando el kit de ligacion de ADN (fabricado por Takara Shuzo) y se transformé E. coli DH5a
(preparado por Toyobo) utilizando el ADN plasmidico recombinante obtenido, obteniendo un plasmido CHO-GMD
(ver la figura 54).

(2) Determinacién de la secuencia 5'-terminal de ADNc de GMD obtenida de células CHO

Se prepard un cebador 24-mero que presentaba la secuencia de nucledtidos representada por SEC ID n° 61 a
partir de las secuencias de nucledtidos de la regidn no codificante del lado 5'-terminal del ADNc de GMD humano
y de raton obtenido de células CHO, y un cebador 32-mero que presentaba la secuencia de nucleotidos
representada por SEC ID n° 62 a partir de la secuencia de ADNc de GMD obtenida de células CHO y se llevo a
cabo la PCR mediante el método proporcionado a continuacion para la amplificacion del ADNc. A continuacion,
se prepararon 20 pl de una solucién de reaccion [tamp6n Ex Taq 1x (fabricado por Takara Shuzo), dNTP 0,2 mM,
0,5 unidades de polimerasa Ex Taq (fabricada por Takara Shuzo) y 0,5 uM de los cebadores de ADN sintéticos
de SECID n° 61 y n° 62] que contenian 0,5 pl del ADNc de cadena sencilla de GMD preparado en el Ejemplo 15-
1(1) como molde, y se llevé a cabo la reaccion en el mismo utilizando el ciclador térmico de ADN 480 (fabricado
por Perkin Elmer) mediante calentamiento a 94°C durante 5 minutos y 20 ciclos posteriores de calentamiento a
94°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto y 72°C durante 2 minutos en un ciclo, seguido de 18 ciclos de
calentamiento a 94°C durante 1 minuto y 68°C durante 2 minutos en un ciclo. Tras el fraccionamiento de la
solucién de reaccion de PCR mediante electroforesis en agarosa, se recuperé un fragmento de ADN de
aproximadamente 300 pb utilizando el kit Gene Clean Il (fabricado por BIO 101) siguiendo las instrucciones del
fabricante. El fragmento de ADN recuperado se ligd a un vector pT7Blue(R) (fabricado por Novagen) utilizando el
kit de ligacion de ADN (fabricado por Takara Shuzo) y E. coli DH5a (fabricado por Toyobo) se transformé
utilizando el ADN plasmidico recombinante obtenido para obtener de esta manera 5-GMD del plasmido.
Utilizando un secuenciador de ADN 377 (fabricado por Perkin Elmer), se determiné la secuencia de nucle6tidos
de 28 bases situada cadena bajo de la metionina de inicio del ADNc de GMD obtenida de células CHO contenida
en el plasmido.

(3) Determinacién de la secuencia 3'-terminal del ADNc de GMD obtenido de células CHO

Con el fin de obtener la secuencia 3'-terminal del ADNc de GMD obtenida de células CHO, se llevd a cabo el
método RACE mediante el método a continuacion. Se prepar6 ADNc de cadena sencilla para 3'-RACE a partir
del ADNc obtenido de células CHO obtenido en el Ejemplo 15-1(1) utilizando el kit de amplificacion de ADNc
RACE SMART™ (fabricado por Clontech) siguiendo las instrucciones del fabricante. En este caso como
transcriptasa inversa se utilizé la transcriptasa inversa PowerScript™ (fabricada por Clontech). Cada ADNc de
cadena sencilla tras la preparacion se diluyé 10 veces con el tampon de tricina-EDTA adjunto en el kit y se utilizd
como molde parala PCR.

A continuacion, se prepararon 20 pl de una solucién de reaccion [tampon Ex Taq 1x (fabricado por Takara
Shuzo), dNTP 0,2 mM, 0,5 unidades de polimerasa Ex Taq (fabricada por Takara Shuzo) y 0,5 yM del cebador
de ADN sintético 25-mero mostrado en SEC ID n° 63 generado basandose en la secuencia del ADNc de GMD
obtenido de células CHO determinada en el item (1)] y una concentracién 1x de mezcla de cebadores
universales (adjunta al kit de amplificacién de ADNc por RACE SMART™, fabricado por Clontech] que contenia 1
pl del ADNc para 3'-RACE como molde, y se llevd a cabo la PCR utilizando el ciclador térmico de ADN 480
(fabricado por Perkin Elmer) mediante calentamiento a 94°C durante 5 minutos y 30 ciclos posteriores de
calentamiento a 94°C durante 1 minuto y 68°C durante 2 minutos en un ciclo.

Tras completar la reaccion, 1 pl de la solucion de reaccion de PCR se diluyd 20 veces con tampdn de tricina-
EDTA (fabricado por Clontech). A continuacion, se prepararon 20 ul de una solucién de reaccion [tampdén Ex Taq
1x (fabricado por Takara Shuzo), dNTP 0,2 mM, 0,5 unidades de polimerasa Ex Taq (fabricada por Takara
Shuzo) y 0,5 uM del cebador de ADN sintético 25-mero mostrado en SEC ID n° 64 generado basandose en la
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secuencia del ADNc de GMD obtenido de células CHO determinada en el item (1)] y 0,5 uM de cebador universal
anidado (adjunto al kit de amplificacién de ADNc por RACE SMART™, fabricado por Clontech] que contenia 1 pl
de la solucién acuosa diluida 20 veces a modo de molde] y se llevo a cabo la PCR utilizando el ciclador térmico
de ADN 480 (fabricado por Perkin Elmer) mediante calentamiento a 94°C durante 5 minutos y 30 ciclos
posteriores de calentamiento a 94°C durante 1 minuto y 68°C durante 2 minutos en un ciclo.

Tras completar la reaccion, la solucién de reaccion de PCR se fracciond6 mediante electroforesis en agarosa y
después se recuperé un fragmento de ADN de aproximadamente 700 pb utilizando el kit Gene Clean Il (fabricado
por BIO 101) siguiendo las instrucciones del fabricante. El fragmento de ADN recuperado se ligd a un vector
pT7Blue(R) (fabricado por Novagen) utilizando el kit de ligacion de ADN (fabricado por Takara Shuzo) y E. coli
DH5a (fabricado por Toyobo) se transformé utilizando el ADN plasmidico recombinante obtenido para obtener de
esta manera 3'-GMD plasmidico. Utilizando un secuenciador de ADN 377 (fabricado por Perkin Elmer), se
determiné la secuencia de nucledtidos de 27 bases situada cadena arriba del cod6n de terminacion del ADNc de
GMD obtenido de células CHO contenido en el plasmido.

La secuencia del ADNc de longitud completa del gen de GMD obtenido de células CHO determinada en los items
1), 2) y (3) y la secuencia de aminoéacidos correspondiente se muestran en SEC ID n°® 65 y n°® 71,
respectivamente.

2. Determinacién de la secuencia gendémica que contenia el gen de GMD obtenido de células CHO/DG44

Se prepard un cebador 25-mero que presentaba la secuencia de nucledtidos representada por SEC ID n° 66 a
partir de la secuencia de ADNc de GMD de raton determinada en el Ejemplo 17-1. A continuacion, se obtuvo un
ADN gendmico obtenido de células CHO mediante el método a continuacion. Se suspendido KC861 obtenido de
células CHO/DG44 en medio IMDM-dFBS(10)-HT(1) [medio IMDM-dFBS(10) que comprendia una concentracion
1x de complemento HT (fabricado por Invitrogen)], proporcionando una densidad de 3x10° células/ml y la
suspension se dispensd a razén de 2 ml/pocillo en una placa de fondo plano de 6 pocillos para la utilizacion
como célula adherente (fabricado por Greiner). Tras cultivarlas a 37°C en un incubador con 5% de CO2 hasta la
confluencia de las células sobre la placa, se prepar6 ADN genémico a partir de las células sobre la placa
mediante un método conocido [Nucleic Acids Research 3:2303, 1976] y se disolvié durante la noche en 150 pl de
tampon TE-ARNasa (pH 8,0) (Tris-HCI 10 mmoles/I, EDTA 1 mmol/l, 200 pg/ml de ARNasa A).

Se preparé una solucién de reaccion (20 pl) [tamp6n Ex Taq 1x (fabricado por Takara Shuzo), dNTP 0,2 mM, 0,5
unidades de polimerasa Ex Taq (fabricada por Takara Shuzo) y 0,5 uM de los cebadores de ADN sintéticos de
SEC ID n° 59 y n° 66] que contenian 100 ng del ADN gendmico obtenido a partir de células CHO/DG44 y se llevo
a cabo la PCR utilizando el ciclador térmico de ADN 480 (fabricado por Perkin EImer) mediante calentamiento a
94°C durante 5 minutos y 30 ciclos posteriores de calentamiento a 94°C durante 1 minuto y 68°C durante 2
minutos en un ciclo. Tras completar la reaccién, la soluciéon de reaccion de PCR se fraccion6 mediante
electroforesis en agarosa y después se recuperd un fragmento de ADN de aproximadamente 100 pb utilizando el
kit Gene Clean Il (fabricado por BIO 101) siguiendo las instrucciones del fabricante. El fragmento de ADN
recuperado se ligd a un vector pT7Blue(R) (fabricado por Novagen) utilizando el kit de ligacion de ADN (fabricado
por Takara Shuzo) y E. coli DH5a (preparado por Toyobo) se transformé utilizando el ADN plasmidico
recombinante obtenido para obtener de esta manera un plasmido ex3. Utilizando un secuenciador de ADN 377
(fabricado por Perkin Elmer), se determind la secuencia de nucledtidos del ADN gendmico obtenido de células
CHO contenido en el plasmido. Se muestra el resultado en la SEC ID n° 67.

A continuacién, se generé un cebador 25-mero que presentaba la secuencia de nucleétidos representada por
SEC ID n ° 68 y un cebador 25-mero que presentaba la secuencia de nucleotido representada por SEC ID n° 69
basados en la secuencia del ADNc de GMD obtenido de células CHO determinada en el Ejemplo 17-1. A
continuacion, se prepararon 20 pl de una solucion de reaccién [tampon Ex Taq 1x (fabricado por Takara Shuzo),
dNTP 0,2 mM, 0,5 unidades de polimerasa Ex Taq (fabricada por Takara Shuzo) y 0,5 uM de los cebadores de
ADN sintéticos de SEC ID n° 68 y SEC ID n° 69] que contenian 100 ng del ADN gendémico obtenido de células
CHO/DG44 y se llevo a cabo la PCR utilizando el ciclador térmico de ADN 480 (fabricado por Perkin Elmer)
mediante calentamiento a 94°C durante 5 minutos y 30 ciclos posteriores de calentamiento a 94°C durante 17
minuto y 68°C durante 2 minutos en un ciclo.

Tras completar la reaccion, la solucién de reaccion de PCR se fraccion6 mediante electroforesis en agarosa y
después se recuperé un fragmento de ADN de aproximadamente 200 pb utilizando el kit Gene Clean Il (fabricado
por BIO 101) siguiendo las instrucciones del fabricante. El fragmento de ADN recuperado se ligd a un vector
pT7Blue(R) (fabricado por Novagen) utilizando el kit de ligacion de ADN (fabricado por Takara Shuzo) y E. coli
DH5a (preparado por Toyobo) se transformé utilizando el ADN plasmidico recombinante obtenido para obtener
de esta manera un plasmido ex4. Utilizando un secuenciador de ADN 377 (fabricado por Perkin Elmer), se
determind la secuencia de nucleotidos del ADN gendmico obtenido de células CHO contenido en el plasmido. Se
muestra el resultado en la SEC ID n° 70.
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Ejemplo 18
Analisis de cadenas de azUcar de anticuerpos dispon ibles convencionalmente:

Las cadenas de azUcar de unién al anticuerpo herceptina anti-HER2neu disponible convencionalmente (fabricado
por Genentech y Roche) producidas por células CHO como célula hospedadora se analizaron siguiendo el
método del Ejemplo 10(6) (figura 31). Al calcularlo a partir del area de cada pico del diagrama de elucion, el
contenido de cadenas de azlcar libres de a-1,6-fucosa en la herceptina era de 16% y el contenido de cadenas
de azlcar unidas a a-1,6-fucosa era de 84%. Se llevd a cabo el mismo andlisis en otros anticuerpos disponibles
comercialmente, el Rituxan (fabricado por Genentech, Roche e IDEC) y el Zenapax (fabricado por Roche y PDL)
y el contenido de cadenas de azUcar libres de a-1,6-fucosa era inferior al de la herceptina.

La figura 31 es un grafico que muestra el patron de elucion de las cadenas de azlcar tratadas con PA
preparadas a partir de herceptina, obtenido mediante el andlisis de la misma mediante HPLC de fase inversa. La
intensidad relativa de fluorescencia y el tiempo de elucion se han representado graficamente como ordena y
abscisa, respectivamente. Las condiciones del analisis mediante HPLC de fase inversa, el andlisis de la
estructura de las cadenas de azlcar y el célculo de las proporciones de grupos de cadena de azlcar que no
contenian cadenas de azlcar con a-1,6-fucosa se llevé a cabo mediante los métodos del Ejemplo 11(6).

Aplicabilidad industrial

La presente divulgacion proporciona una célula que puede producir una composicion de anticuerpo, un
procedimiento para producir una composicion de anticuerpo utilizando la célula, la composicién de anticuerpo y la
utilizacion de la misma.

Texto libre del listado de secuencias

SEC ID n° 4 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético

SEC ID n° 5 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético

SEC ID n° 8 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético

SEC ID n° 9 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético

SEC ID n° 10 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 11 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 12 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 13 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 14 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 15 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 16 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 17 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 18 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 19 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 20 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 21 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 22 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 26 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 27 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 28 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 29 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 30 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 31 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 32 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 33 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 34 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 35 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 36 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 37 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 38 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 39 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 40 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 41 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 42 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 43 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 44 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 45 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 46 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 47 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
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SEC ID n° 49 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 50 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 52 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 53 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 54 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 55 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 56 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 57 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 58 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 59 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 60 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 61 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 62 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 63 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 64 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 66 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 68 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético
SEC ID n° 69 - Explicacion de la secuencia sintética: ADN sintético

<110> KYOWA HAKKO KIRIN CO., LTD.

<120> CELULA QUE PRODUCE UNA COMPOSICION DE ANTICUERPO

<130> P-38524

<150> JP 2000-308526
<151> 2000-10-06

<160> 73

<170> Patentin Ver. 2. 1

<210>1
<211> 2008
<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400>1

aacagaaact

tgagctcega

tggegttgga

catttggttc

gcaaagetgg

cgaataccag

gaacagcttg

ctgggaaagg

ttttttctac

catgcagatg

tactacctca

tattttcctg

gaagacagaa

ttatgctcat

gagataatga

agcgcttaaa

aaggccctat

ttaaggccaa

atcatgaaat

aaagtgaatt

aaattctttt

gtcaaacaga

tgtggectaac

gggagttgaa

tctttttgee

ccaccctgac

acaacaaaat

tgatcagggg

agaacagatt

cttaaggagg

gaagaaatta

ggatttagga

tggagcaggt

tagaaccaga

actctgaaaa

tgggggacct

cattctagca

gaagacttga

acagctacag

gaaaattaca

aggattgaaa

aagaaattag

catcatgaaa

gagtggeggs

gtacaatgtt

tgecgggeatg

tattgtttta

gagaactctc

ggagaatgge

gaagagtccg

agaaacaagc

atggagctaa

aaggaaacga

ggtctatcat

aaaaagaagc
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tccaattett

gactggticce

tataggtggt

caagattctt

tgagtctcte

tgttttagaa

taggaatgat

agagctetgg

actccaaaga

gacagatcta

caaagatctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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acagagctgg

agaaagctgg

gtttactget

tggcgetatg

gacaggtctg

gtggtcgage

gtaccagaag

gtatcccagt

gaaaccacca

gacaaagtgg

gaacattttc

actgatgacc

agtgataact

cggggegtga

tcatcccagg

gcaaacttce

attgcagttt

atcattggtg

ggaaaaacag

cctacatate

gttcagacca

gcteegeace

gaagggetge tgtgecctea

<210>2
<211>1728
<212> ADN

tccagcggag
tatgtaatat
tcatgattge
ctactggagg
geetetecac
tcccecattgt
accttgcaga
ttgtcaaata
agaagcttgg
gaacagaagc
agcttctcga
cttetttgtt
ctatttcttg
tectggatat
tctgtagggt
attctttaga
atcctcacca
tggctggaaa
geetgtaccee
ctgaagctga
tctcagecaa

aagagcaagt

<213> Mus musculus

<400> 2

aataacatat

caacaaaggc

ttatggcace

atgggagact

tggacactgg

agacagcctc

tegactectg

cttgatcegt

cttcaaacat

agecttecat

acgcagaatg

aaaggaggea

gtcagctgga

acactttcte

tgcttatgaa

tgacatctac

acctcgaact

ccattggaat

ttcctacaaa

aaaatagaga

gcagaagacc

gggaacccte

agcccatg
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ctgcagaatc

tgtggetatg

cagcgaacac

gtgtttagac

tcaggtgaag

catcctegte

agagtccatg

ccacaacctt

ccagttattg

cccattgagg

aaagtggata

aagacaaagt

ctacacaacc

tcccaggetg

atcatgcaaa

tattttggag

aaagaggaaa

ggttactcta

gtccgagaga

tggagtgtaa

cagactaaca

agatgctgca

ccaaggactg

gatgtcaact

tcatcttgga

ctgtaagtga

tgaaggacaa

ctccttactt

gtgatcectge

ggctggaaag

gagtccatgt

aatacatggt

aaaaaagagt

actccaatta

gatacacaga

acttccttgt

cactgcatcc

gccaaaatge

tceccatgga

aaggtgtcaa

agatagaaac

gagattaaca

tatggttcat

ctggtggaac
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cagcaaagcc

ccatcatgtg

atctcagaat

gacatgcaca

aaatgttcaa

acccttgget

agtgtegtes

ggaaatagaa

cagacgcact

acacgttgaa

gtatctggee

tgaatttatt

aaattcactt

gtgtactttt

tgatgectet

ccacaaccag

acctggagat

cagaaaacta

agtcaaatac

acagaattta

tgacagacat

gcetetttgt

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2008



atgcgggecat

ttgttatttt

agagaactct

aggcgaatgg

ggaagagtcc

aagaaacaag

aatggagcta

gaaggaaatg

aggtctatca

gaagaaagagsg

cctaaggact

gegttgtcaac

ctcatcttgg

cctgtaagtg

gtaaatgaca

cctecttact

ggtgaccctg

ggactggttc

atataggtgg

ccaagattct

ctgagtctet

gtgttttaga

ctagaaatgg

aagagctctg

aactccaaag

tgacagatct

ccaaagatet

gcagcaaage

tccatcacgt

aatctcagaa

agacatgtac

aaaacattca

taccactgge

cagtgtggtg

ctggegttgg
tcatttggtt
tgcaaagctt
ccgaatacca
agaacagctt
tctggggaag
gttttttcta
acatgcagat
atactacctc
gacagagctg
caggaagctg
ggtctactgt
ttggegetat
agacagatct
agtggtcgag
tgttccagaa

ggtgtcccag
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attatgctca

cgagataatg

gaacgcttaa

gaaggcccea

gttaaggcca

gatcatgaaa

caaagcgaac

gaaattcttt

agtcaaacag

gtccagegga

gtgtgtaaca

ttcatgattg

gctactggte

ggccteteca

ctceccattg

gaccttgcag

tttgtcaaat

105

ttetttttge

accaccctga

aacagcaaaa

ttgaccaggg

aagaacagat

tcttaagaag

tgaagaaatt

tggatttagg

atggagcagg

gaataacata

tcaataaagg

cttatggcac

gatgggagac

ctggacactg

tagacagcct

accgactcct

acttgattcg

ctgggggace

tcactccage

tgaagacttg

gacagctaca

tgaaaattac

gaggattgaa

aaagcattta

acaccatgaa

ggattggegt

tctccagaat

ctgtggetat

ccagcgaaca

tgtgtttaga

gtcaggtgaa

ccatcctegg

aagagtccat

tccacaacct

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



10

tggctggaaa

ggagtccatg

gagtacatgg

aaaaaaagag

tactccaatt

cggtacacag

gactttctag

accctgecate

ggccaaaatg

attccaatgg

aaaggtatca

aagatagaaa

<210>3
<211> 9196
<212> ADN

aggaaataga

tcagacgcac

tacacgttga

tatatctgge

atgaatttat

aaaattcact

tgtgtacttt

ctgatgecte

cccacaatca

aacctggaga

acagaaaact

cagtcaagta

<213> Cricetulus griseus

<400> 3

tctagaccag

ggattaaagg

atttacatta

attattcttt

ttttgtctat

ggtatgtaat

getggteteg

tgtgcaccac

taattgtaag

tttgaaagtt

gtatttgcat

agcttcaaca

agaagccace

agacaaagtg

agaacatttt

tactgatgat

tagtgataac

tegggetgte

ttcatcccag

tgegaactte

gattgetgtt

tatcattggt

tggaaaaaca

tcccacatat

aactcacaga

caccgeecgg

taaaaatttt

ttgttgtcca

atatatctat

tgtggtatga

ES 2639222713

aagaagcttg

ggaacagaag

cagcttctceg

cctactttgt

tetatttett

atcctggata

gtctgteggg

cattctttgg

tatcctcaca

gtggctggaa

ggcttatate

cctgaagetg

gaaccacctg

cgtaaaatca

cagcctattt

taatagtcta

ttaatctect

tagaattttt

gcttcaaaca
cagcctteca
cacgcagaat
taaaggaggce
ggtcagetgg
tacactttct
ttgettatga
atgacatcta
aacctcgaac
accattggga
cctcctacaa

aaaaatag

cctetgecac
tatttttgaa
tgttatacat
gggaaacata
aatgtccagg

cagtgctata

106

tccagttatt

ccccatcgag

gcaagtggat

aaagacaaag

actacacaat

ctcacaggct

aatcatgcaa

ctattttgga

tgaagaggaa

tggttattet

agtccgagag

ctgagtgetg

tattgtgata

ttttgegtaa

aagttataat

aaataaatag

taagttgtta

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1728

60

120

180

240

300

360



cagcaaagtg

atccttaage

ctttctatat

ggtccaagaa

gatgagtctt

ttccteccag

tacttgtttc

atgattttat

aaagttgget

cccaccaccet

aatgatagat

cagtagagtt

agtagacaag

atagtcagtg

gtttctggta

caataaaaat

cagcttttcet

tagccttgta

tctataatat

tttcatatat

tgattgagaa

ttattaattc

tgccagaact

atgtggaaag

tggagttatg

gtgaccttag

gtggatagga

tatgtcttta

acttgtgtga

attgtatgag

ccagagtggt

ggggatatca

taacaacaac

acattaaata

agtataccce

cattcttttg

taaggttcag

atttaatcte

tatgtaaatg

atgacttttc

gttctttgtg

atggcaaaca

atatgtccat

agaattttat

gtaggcctca

taaggggaat

tttctttaaa

gtgagtttat

tagaaaaaca

ctcttaactce

acttcagcce

aaacaacttg

gatttatagg

aaaaagtata

ttcettggga

tcececcatte

tagagaattt

taatagaaaa

ttaatgataa

ttttaaccaa

ttccataget

gegaggagata

aaacacataa

ES 2639222713

atttcaattt

tttaatcagg

ctaactgatt

tacaagtgtg

aacacaaaat

ttcagattat

tatttttttt

tcagagtata

acttcaatta

aaccattaaa

cacagggttt

ctttgtaaac

ttagtgettt

tatattttag

attttctttg

aaaactctga

tttaatttgt

cctgeettta

ttagagttge

attttatttc

ttaaagctga

107

tttatgaatt

aagccccaaa

cttcacctgt

agaaaactcc

tcttggaatg

ttattacaac

gccacatgcea

aattgtctga

ttggetteat

cagactttag

tgagaaaggg

gtaaaactat

ttgaattttg

cagaaatcag

ggtttttgtg

tttttggaat

ggcecatgtgg

cagtaactat

ccagtcactt

taagagaatc

taaagaacga

attaaattga

tetgttecatt

tttagaacat

tagaaaacaa

tgttttcatg

tggetgttgt

gettgteett

tgctatgaat

tctctcagat

tetttatttg

agaaggtaaa

ttattaaagt

ctttcaaata

aataaatggt

catttaaagt

cccectttett

tcaaagtata

ataattttat

taagttacat

ctaagcatac

acatttggag

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



tttaaaatac

ttagttcata

tacatcatat

ggtttgatcee

ataacctttg

gttgcaagtt

ttcacttata

tagccgaatt

cacaacaatt

aggtagaacc

agctaattgt

ctatatctca

gcacaggaca

acagtatacc

attttcctgt

aagacagaasg

tatgctcatt

agataatgac

gcgettaaaa

aaatactcaa

ctgttgaaaa

tttttaaaag

atagccaccc

tagaaaaatg

ccacctgtaa

atttgaacct

cttctctaag

aagtagtgag

ctgagaactt

gattaattat

caagaaagat

ctaacgtgtg

ctttcagect

aacaactcag

agaaagctgc

agagagacta

gtggetaact

ggagttigaaa

ctttttgecet

caccctgacc

caacaaaatg

ggatttgatg

atataattte

tcagtgatac

taagggttta

gattttatcg

ttattagtgt

tttgatgttt

gttcaagtca

atgacagcga

gttttgettt

tcaaagatat

agaattagac

tggttgactt

cctggecaaa

getegtttett

ctccttgtat

attttgtcte

agaaccagag

ctctgaaaat

gggggacctt

attctagcag

aagacttgag

aaatactgtg

tacaaaccgt

atctatatag

ES 2639222713

actgttgtta

tgacattice

ttttaaatat

gotgtggttg

gtttgagaat

gatggagtga

tagataatga

aatcttttaa

ttccagtatt

aaagtgttta

gataccatga

actctttcca

caccaggaag

aagcatcatg

tacaatgttt

gegggeatgg

attgttttat

agaactctcc

gagaatgget

cttgaccttt

ctttgtaaaa

tcaatatagg

108

gecttetttt

atatatgtat

atttgaaaaa

ccaattggtt

atgtcctcta

tgagaatttg

acatattage

tcectataaa

ggagtgaacc

ctttttacct

aagtcaactt

cagcatgtag

atctttttgt

tgttgaaaca

ccaattettt

actggtteet

ataggtggtc

aagattcttg

gagtctetec

aggtataggg

ttttaagtat

tttacatagt

ggaattttta

ataatatatt

ataatggtct

gatggttatg

aaaatgacag

tagaaatgaa

ctgaagtaca

agaggtatta

atttgttatc

gatactgggt

acgttgtatt

agcccaggaa

aagagtcatc

acagaaactt

gagctccgag

ggcgttggat

atttggttcg

caaagctgga

ggtaggtttg

tctcagtetg

tgtagcagac

tgcaatctta

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940



ttttgecatat

attatgttta

attctatgga

tgatgaaaag

tgeccatattt

gaaagccaaa

ttaacttgca

tctaagaatg

tgcagatatg

agatacagct

tagagaggat

cttttagaac

aaatgtctat

tccteggtgt

agtcagggac

cagggagggt

gatttaggcce

gtcatgggece

tgttttcage

aagattatac

tcegaactet

gaatcagtat

gacgaacaca

ctacaacaga

caaaaattca

ctagtctact

gtctgattta

gttactgagt

atcatgtgta

aagactttga

gaatatatta

gecttetgge

tcagatgttt

ggatgataat

gagttgtgat

aagaagtggg

tatgaaagtt

ttgctaatag

agacagcgtg

cattttacag

gttaacaaat

tatcttccta

ES 2639222713

atagaagcag
aactttatgt
gacataaatt
ttgttaaata
aaaaattgtg
aatggaaaac
ttacaagttg
cagtgcttac
cattagatgt
ctttttgagg
teteccacac
catatggtat
gttgtatgtt
ggtggtaatt
cgatactttg
gtggtetttg
taactatcat
ttttactgaa
atgaagaatc
ggtagaacct

agctgaaaac

tggcatttat

gatttggatt

ttgaaaggct

gaacagtgca

gcataactgt

ataaacaatg

tctgacaact

tgtcacttta

ggtaattgge

aacataattc

cactgtttge

attgtgtaac

aacactttta

gtcacaatag

ttggattaaa

aactgaaatt

ttattgggaa

tttctagata

ttaaaaaatg

tctitgaatt

agaaaaagca

109

atgcttatgt

agtgctecatt

tagttactct

tcecggaatgt

tcaaagtcat

atatctattt

ttggattcte

aaaaactgca

actaccagca

atgaatggaa

atccattgea

tcaccatcag

caaaaacaaa

gattattcag

tcattttact

atatgtgatt

tttgtcatat

tctttatgag

ttaaataatt

ctggcagtat

atgacccaga

tgcatttaca

aaattttttt

taaattctta

gggtaattat

cagttgtttg

ctagatacct

ttacttcata

gggetagaca

agtggtatta

agtggagcat

tttcacactg

ttttatcttt

tgaagccata

caaggaacta

ggaagttcat

cattattctt

gtgccaattt

attctagtac

tagtttgece

ggctacacag

aaattttatt

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200



taaaagtctc
gctcetgaat
tectttttic
aatgtgaaat
agaggctgta
ctgtcttaat
caaggaaagg
cgatttccta
ggccaatcag
gacttcccece
taatttttat
ttgtgetcat
agagtttatt
cagaaatgtg
gatgcatgca
tgatgtcttt
catctcteca
aattgaattc
aatgtaaata
gcatggttat
tagtaatget

tggacatget

aggagagact
aatcactgaa
ttaccacaaa
tetetgtecee
ttaattatga
tattaaacca
gtccagggac
tttgtetetg
ccaatcagtg
atcatgttat
aaaaaattaa
aagtagcatg
cagattacat
aagaagctgg
ttccfgtgct
gctgggaact
gtccctecata
ctaacaactg
caatctagaa
tttccttecat
gtttgtacac

tgttagecatt

ES 2639222713

tceccatcetg

ttttctecat

gtatcttgtt

tgcagggtcc

aactgttggt

taactactat

ctcttactee

cttattttct

ttttattcat

ttgtatgagt

ttgtattgaa

gagtgcagaa

tttaaggtga

tcacattaca

cagctcactt

aactcaaagg

tggtctetta

cattcaaatt

catttttata

tagggaagta

catccacagg

tagacttttt

agaagatctc

gttccatcta

tttgetgtat

cacatccgcec

cagttggeta

tgtaagtatt

tctggegtgt

gattctgectce

tagccaataa

tcttcagaaa

aattatgtgt

gagggaatca

taatgtatga

tccagagtca

ttcetggage

caagttcaaa

agacactttc

acaaaatagt

aataagcata

tgtetcccea

ggttttattt

tccttactat

110

ttttecettt

tagtactgtt

gaaagaaaat

tcaatcccaa

gggettetta

tccatgtggt

tggcagtgaa

agctatgtca

aagaaacatt

atcatagtat

atatgtgtct

gatctttttit

ttgcaaggtt

agagtagaga

tgagetgatt

acctgttctt

tttatattct

ttttaaaage

ttaactcagt

gegctgticte

taaagctaag

aattgagcta

tataatttag

atttetgttt

gtgttattgt

ataaacacac

ttggctaget

cttatcttac

gaggagagag

cttcetgeet

tacacagaag

cttttaatac

gtgtgtcgat

taagggacaa

atcaacatgg

gcaatgaatt

gtaagccatc

aagtataagc

tgtacataga

tgatataata

aaaaataaat

tagattctac

acatgaatga

gtatttttgt

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520



gctcagtttg

aggcatataa

caataatttt

gtgataaatt

tttcaaattt

tcttggttag

tttcttetet

aggtatatat

ttgatttcta

tgttctaaga

atagactgaa

ttttttaata

gaaatgettt

ttctatattt

atttttttegt

tgaatgttgt

attatattct

tggtgaatge

gttgtttgtt

atatttagat

ctggtttttc

atatctgtta

attgaagttg

caaaagcagt

tagacaaaga

aggctagttc

ggaatccagg

atctaggtag

ttctatatte

ctgttagttt

tttcttageca

tgceecttat

tttccatcaa

gaaatctgaa

tttgacaatg

ttgatctgtt

getgttactt

gtattatttt

ttaagaaaaa

aggtagttga

gettgttttg

cattcatctce

attcagataa
gaaaacaaaa
tacccaactt
aatagcacat
actagttgtg
atgatttacg
ctagcacaag
tgtatttttt
gatacttact
agttcatatc
ttgaaatgct
gtttaccage
acttttagag
tcaacctttc
atattttgat
atctttatta
agtttgaatt
cgtgtggtet
ttatgetggt
ttgtctaaga

ttcaagectgt

ES 2639222713

atgtaatagt

gcctgaaatg

tccaaataca

tttaaaatag

tgtaaggtta

tgtttggeca

ttaaaggtgt

tcctetgtea

ttcttacact

actgatttta

tgggatcaga

tgaatgtcct

tgataaagct

attgttatcc

ctgaccatat

ttatttttge

ttactttgte

actgatattg

cagattgtct

acaaagtatg

tttgtgtgtt

111

aggtaatttc
acagttttta
atctgcagtt
ctatttactc
tggctgcaaa
aaatcttgtt
ggtagtattg
tatatttgct
ttetttgega
acagttgett
aactcagatt
gatccaagaa
tcectttaaa
aatgagtgaa
ttataaaatt
ttattttcta
gcttagtaac
gttctaatct
tgagtttatg
cttgctgtet

gaatactaac

tttgtgataa

agattcagaa

ttcttgatat

ttgatttttt

catctttgac

ccattetggg

gaaggctcte

ttetgttita

tttattttge

cttttgtaat

tgaactttitc

tatgaaatct

ttaatttgtg

catattttca

ttatttaatt

gccaaatgaa

tgeettttgt

tatatagcat

caaatgtaaa

cctatcggtt

tccgtactat

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780



cttgttttet

aacaagttta

ggcagaaatg

tgaattaatg

tcataaacct

atcaaccaag

ccagatgatt

gtaaatataa

gattttgtga

aataggtttt

gtatgttcte

ttattttttt

tceetecceet

aggaagggtg

ggectagace

cccaaagtte

tgtcecggacce

tcccagatat

gtttcccecag

ccagagttca

tgagggcectet

aaggtagcct

gtgaattaac

ttcagattac

tgaagaagct

catgcattce

ggggaatagt

gcacatccac

agactgtgte

tgaaaatgtt

agttcctatt

ttagtgttce

ccagtctttg

tatttaaatt

ccteccetge

aggcccteca

ctccccagtg

atttgtgtac

tccaaactga

cagtctgggg

cceggtettg

gctcagtgtt

aggatggcat

cttgattatt

ES 2639222713

cccttttcaa

attttaagct

aggcacatta

tgtggtcage

gctaccacaa

aggaaaaact

aagttgacaa

gattatcacc

caagtccctg

tgtctgtaaa

gcettgtattt

agaaacaaag

tcecccaccta

tgggegaaat

tgtctagget

taggggtaaa

ctteceteett

tccatgagca

acccctttge

tagctgtggg

ataaggtagt

gcttagattg

aggtttettt

gataatgtat

catccacatg

tcacttttce

tgggecatate

gatttagaca

ttaaaactat

ataattcatc

ttecttectt

tactttttta

tcatccette

ctgettttac

agccccaatt

cttcaatgtce

gagagagtat

tactgatcca

cagggagtct

accccttgtt

tcatcacttc

tgtetgeate

catcagtctce

ttagttgggg

112

tetttttttt

gattgcaagg

gagtcaagag

tattcttaga

cacttactte

acctctcatt

cacacctgaa

tgtatccett

aaaaacctgt

aagttagata

aatacatata

atgtcagtct

ccaactcctt

tgtcatatca

cccetetatgt

ctatcagtgg

ggaacagttc

caggtcagtt

tccetetetg

tgettecate

attatcagag

tcaaccttgt

tttaagggac

ttatcaacat

cagagagcag

tagtctagga

agttcatgca

gagactcttc

gccatcacta

tgttattgta

tttttagtta

ttattttcaa

tttttgtaat

cagttcecte

tettetecce

tttggagcag

ggagagggcet

ccccatagat

tatgctggtt

gtttctgtag

caactggatt

agctactgga

aagggetttt

aggtctetgg

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100



10

acagtgacag
tgcteteate
teccettete
gcettatgaga
aatatgctta
accttaattg
tttttttttt
caccagatct
gacctctgga
gtttctttta
actgaattgt
ttgctaaatt
ttttattttt
gtgttgacta
gtcatattet
aaaccccagce
caggtgatge
atgaaaattt
aggatcccaa
<210>4

<211> 25
<212> ADN

aattctettt

cgttectece

ccecttetett

tcttgtectt

tatcaggttt

acatgtatcc

ttaaagattt

cattcaaggt

agaacagtca

aagaggatag

tttagccatt

tcttceectgt

ctgtttttac

catgtatgte

ctgaaactgg

tecctectggaa

caacttttaa

atgcattgcet

gagctce

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2639222713

aaacctataa

ctgactagat

tcttctaact

attttagcaa

attttggcta

ttatatttag

atttattttt

ggttgtgage

gtgctcttaa

cagtgcatca

tatatgtaat

ttgteteate

agtaagttat

tgtgcaccat

tattgtggat

aagcagccac

tggttaccag

atatgggett

tggetcecete

cttectgete

cceteteeee

aacctttttg

gtatttgtat

acacagattt

tatgtettet

caccatgtgg

ccgetgagece

ttttteceett

gctgttacca

tecttattttt

atcaaattaa

gtgetgaccet

gttacgaact

tgetetgage

tggataagag

gtcacttcag

<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 4

actcatcttg gaatctcaga attgg
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tgtggtggta

cctcatgtece

tccacccacg

gctataaaat

gtgtttggtt

aaatatttga

gcetgeatge

ttgctgggaa

atctctccag

tgaccaatga

ggtttacatt

gtctgttgga

aattatttta

ggtettggee

gccatagggt

cactgagtcc

tgettgtate

cattgtgtga

tcecttttet
tcetetecee
atccccatta
taattaattt
agtgttttta
agtttttttt
cagaagaggg
ttgaactcag
ccectgaagt
ctcctaccett
ttcttttétc
ttatatagge
tggaatgggt
agaagaaggt
gctaggaatc
tctcttcaag
tctagcacce

cagagacagg

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9196

25



10

15

20

25

<210>5
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400>5

cttgaccgtt tctatcttct ctcg

<210>6
<211>979
<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 6

actcatcttg

acctgtaagt

agtgaaggac

tectecttac

tggtgatceet

ttggetggaa

tggagtccat

ggaatacatg

taaaaaaaga

gtactccaat

ccgatacaca

tgacttecett

aacactgcat

aggccaaaat

aatccccatg

taaaggtgtc

gaagatagaa

<210>7
<211>979

gaatctcaga
gagacatgca
aaaaatgttc
ttacccttgg
gecagtgtggt
agggaaatag
gtcagacgca

gtacacgttg

gtgtatctgg
tatgaattta
gaaaattéac
gtgtgtactt
cctgatgeet
gcccacaace
gaacctggag
aacagaaaac

acggtcaag

attggecgecta
cagacaggtc
aagtggtcga
ctgtaccaga
gggtatccca
aagaaaccac
ctgacaaagt

aagaacattt

ccactgatga
ttagtgatéa
tteggggest
tttcatecca
ctgcaaactt
agattgcagt
atatcattgg

taggaaaaac

tgctactgga

tggcetetcee

gcteeccatt

agaccttgca

gtttgtcaaa

caagaagctt

gggaacagaa

tcagettete

ccettetttg

ctctatttcet

gatcctggat

ggtcetgtagg

ccattcttita

ttatcctcac

tgtggetgga

aggecctgtac

114

ES 2639222713

ggatgggaga
actggacact
gtagacagcc
gatcgactcc
tacttgatce
ggcttcaaac
gcagecttce

gaacgcagaa

ttaaaggagg
tggtcagetg
atacactttc
gttgettatg
gatgacatct
caacctcgaa
aaccattgga

ccttectaca

ctgtgtttag

ggtcaggtga

tccatccteg

tgagagtcca

gtccacaacc

atccagttat

atcccattga

tgaaagtgga

caaagacaaa

gactacacaa

tcteccagge

aaatcatgca

actattttgg

ctaaagagga

atggttacte

aagtccgaga

60

120

180

240

300

360

420

480
540

600

660

720

780

840

900

960

979

24
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15

20

<212> ADN

ES 2639222713

<213> Rattus norvegicus

<400>7

actcatcttg

acctgtaagt

agtgaatgac

gcctecttac

tggtgatect

ttggctagaa

tggagtccat

agagtacatg

taaaaaaaga

gtactccaat
tcggtacaca
tgacttccta
aaccctgeat
aggccaaaat
aattccaatg
taaaggtgtc
gaagatagaa
<210>8

<211> 40
<212> ADN

gaatctcaga attggcgcecta tgectactggt

gagacatgca cagacagatc tggcctetce

aaaaatattc aagtggtgga gctccccatt

ttaccactgg ctgttccaga agaccttgea

gcagtgtggt gggtgtcecca gttegtcaaa

aaggaaatag aagaagccac caagaagctt

gtcagacgca cagacaaagt gggaacagag

gtacatgttg aagaacattt tcagcttcte

gtatatctgg ctaccgatga ccetgetttg

tatgaattta ttagtgataa ctctatttet

gaaaattcac ttcggggegt gatcctggat

gtgtgtactt tttcatccca ggtctgtegg

cctgatgeet ctgcaaactt ccactecttta

gcccacaacc agattgeegt ttatcctceac

gaacctggag atatcattgg tgtggectgga

aacagaaaac ttggaaaaac aggcttatat

acggtcaag

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 8

aagtataagc ttacatggat gacgatatcg ctgcgctcgt

<210>9
<211> 40

115

gegatgggaga

actggacact

gtagacagcce

gatcgactcg

tatttgattc

ggcttcaaac

gcagcettee

gcacgcagaa

ttaaaggagg

tggtcagetg

atacactttc

gttgcttatg

gatgacatct

aaacctcgaa

aaccattggg

ccetectaca

ctgtgtttag
ggtcaggtga
ttcatccteg
taagagtcca
gtccacaacd
atccagtcat
atcccatcga
tgcaagtgga

caaagacaaa

gactacacaa
tctetcagge
aaatcatgca
actattttgg
ctgatgagga
atggttatte

aagtccgaga

120

180

240

300

360

420

480

540
600

660

720

780

840

900

960

979

40
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 9

atttaactgc aggaagcatt tgcggtggac gatggagggg

<210> 10

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 10
atttaaggta ccgaagcatt tgcggtgcac gatggagggg
<210>11
<211>23

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 11
ctccaattat gaatttatta gtg
<210> 12
<211>25

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 12
ggatgtttga agccaagctt cttgg

<210> 13

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 13

gtccatggtg atcctgcagt gtgg
<210> 14

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

116

40

40

23

25

24
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<400> 14
caccaatgat atctccaggt tcc
<210> 15
<211>24

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 15
gatatcgctg cgctcgttgt cgac
<210> 16
<211>24

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 16
caggaaggaa ggctggaaaa gagc

<210> 17

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 17
gatatcgctg cgctcgtegt cgac
<210> 18
<211>24

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 18

caggaaggaa ggctggaaga gagc

<210> 19

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 19

atgcgggcat ggactggttc ctgg

<210> 20
<211> 27

117

23

24

24

24

24

24
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<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2639222713

<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 20
ctatttttca gcttcaggat atgtggg

<210> 21

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 21
gtctgaagca ttatgtgttg aagc

<210> 22

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 22

gtgagtacat tcattgtact gtg
<210> 23

<211>575

<212> PRT
<213> Cricetulus griseus

<400> 23

Met Arg Ala Trp Thr Gly Ser
1 5

Ala Trp Gly Thr Leu Leu Phe
20

Asn Asp His Pro Asp His Ser
35

Lys Leu Glu Arg Leu Lys Gln
50 55

Glu Ser Leu Arg Ile Pro Glu

Trp Arg Trp Ile Met Leu Ile Leu Phe
10 15

Tyr Ile Gly Gly His Leu Val Arg Asp
25 30

Ser Arg Glu Leu Ser Lys Ile Leu Ala
40 45

Gln Asn Glu Asp Leu Arg Arg Met Ala
60

Gly Pro Ile Asp Gln Gly Thr Ala Thr

118



65

Gly

Ile

Glu

Phe

Leu

145

Arg

Gly

Arg

Lys

His

225

Leu

Thr

Ser

Val

Arg Val Arg

Glu Asn Tyr

Ile

Leu

130

Gln

Ser

Glu

Arg

Leu

210

His

Ile

Val

Thr

Glu
290

Leu
115

Glin

Arg

Ile

Trp

Ile

195

Val

Val

Leu

Phe

Gly

275

Leu

100

Arg

Ser

His

Met

Arg

180

Thr

Cys

Val

Glu

Arg

260

His

Pro

70

Val Leu
85

Lys Lys

Arg Arg

Glu Leu

Ala Asp
150

Thr Asp
165

Glu Lys

Tyr Leu

Asn Ile

Tyr Cys

230
Ser Gln
245
Pro Val

Trp Ser

Ile Val

ES 2639222713

75

Glu Glu Gln Leu Val
90

Gln Ala Arg Asn Asp
105

Ile Glu Asn Gly Ala
120

Lys Lys Leu Lys Lys
135

Glu Ile Leu Leu Asp
155

Leu Tyr Tyr Leu Ser
170

Glu Ala Lys Asp Leu
185

Gln Asn Pro Lys Asp
200

Asn Lys Gly Cys Gly
215

Phe Met Ile Ala Tyr
235

Asn Trp Arg Tyr Ala
250

Ser Glu Thr Cys Thr
265

Gly Glu Val Lys Asp
280

Asp Ser Leu His Pro
295

119

Lys

Leu

Lys

Leu

140

Leu

Gln

Thr

Cys

Tyr

220

Gly

Thr

Asp

Lys

Arg
300

Ala Lys
Gly Lys
110

Glu Leu
125

Glu Gly

Gly His

Thr Asp

Glu Leu
190

Ser Lys
205

Gly Cys

Thr Gln

Gly Gly

Arg Ser
270

Asn Val
285

Pro Pro

Glu

95

Asp

Trp

Asn

His

Gly

175

Val

Ala

Gln

Arg

Trp

255

Gly

Gln

Tyr

80

Gln

His

Phe

Glu

Glu

160

Ala

Gln

Arg

Leu

Thr

240

Glu

Leu

Val

Leu



Pro Leu Ala Val Pro Glu Asp

305

Gly Asp

Arg Pro

Leu Gly

Lys Val
370

His Val
385

Lys Lys

Ala Lys

Ser Trp

Gly Val
450

Cys Thr
465

Thr Leu

Tyr Tyr

His Gln

Pro Ala
Gln Pro
340

Phe Lys
355

Gly Thr

Glu Glu

Arg Val

Thr Lys
420

Ser Ala
435

Tle Leu

Phe Ser

His Pro

Phe Gly

500

Pro Arg
515

310

Val Trp Trp
325

Trp Leu Glu

His Pro Val

Glu Ala Ala

375

His Phe Gln
390

Tyr Leu Ala
405

Tyr Ser Asn

Gly Leu His

Asp Ile His

455

Ser Gln Val
470

Asp Ala Ser
485

Gly Gln Asn

Thr Lys Glu

Leu

Val

Arg

Ile

360

Phe

Leu

Thr

Tyr

Asn

440

Phe

Cys

Ala

Ala

Glu
520

ES 2639222713

Ala Asp Arg Leu Leu Arg
315

Ser Gln Phe Val Lys Tyr
330

Glu Ile Glu Glu Thr Thr
345 350

Gly Val His Val Arg Arg
365

His Pro Ile Glu Glu Tyr
380

Leu Glu Arg Arg Met Lys
395

Asp Asp Pro Ser Leu Leu
410

Glu Phe Ile Ser Asp Asn
425 430

Arg Tyr Thr Glu Asn Ser
445

Leu Ser Gln Ala Asp Phe
460

Arg Val Ala Tyr Glu Ile
475

Asn Phe His Ser Leu Asp
490

His Asn Gln Ile Ala Val
505 510

Ile Pro Met Glu Pro Gly
525

120

Val

Leu

335

Lys

Thr

Met

Val

Lys

415

Ser

Leu

Leu

Met

Asp

495

Tyr

Asp

His

320

Ile

Lys

Asp

Val

Asp

400

Glu

Ile

Val

Gln

480

Ile

Pro

Ile



10

ES 2639222713

Ile Gly Val Ala Gly Asn His Trp Asn Gly Tyr Ser Lys Gly Val Asn

530

535

540

Arg Lys Leu Gly Lys Thr Gly Leu Tyr Pro Ser Tyr Lys Val Arg Glu

545 550

Lys Ile Glu Thr Val Lys

565

<210> 24

<211> 575

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 24

Met Arg Ala Trp Thr Gly
1 5
Ala Trp Gly Thr Leu Leu
20

His Pro Asp His
35

Asn Asp

Lys Leu Glu Arg Leu Lys

50

Glu Ser
65

Leu Arg Ile Pro
70

Gly Arg Val Arg Val Leu

85
Ile Glu Asn Tyr Lys Lys
100
Glu Ile Leu Arg Arg Arg
115

Phe Leu
130

Gln Ser Glu Leu

Tyr

Ser

Phe

Ser

Gln

55

Glu

Glu

Gln

Ile

Lys
135

bbb
Pro Thr Tyr Pro

570

Trp Ile
10

Trp Arg

Tyr Ile
25

Gly Gly

Ser Arg Glu Leu

40

Gln Asn Glu Asp

Gly Pro Ile Asp

75

Glu Gln Leu Val

90

Ala Arg Asn Gly
105

Glu Asn Gly Ala
120

Lys Leu Lys His

121

Glu

Met

His

Ser

Leu

60

Gln

Lys

Leu

Lys

Leu
140

Ala Glu Lys

575

Leu Ile Leu
15

Leu Val Arg
30

Lys Ile Leu
45

Arg Arg Met

Gly Thr Ala

Ala Lys Glu

95

Gly Lys Asp
110

Glu Leu Trp
125

Glu Gly Asn

560

Phe

Asp

Ala

Ala

Thr

80

Gln

His

Phe

Glu



Leu

145

Arg

Gly

Arg

Lys

His

225

Leu

Thr

Ser

Val

Pro

305

Gly

Arg

Leu

Gln Arg His

Ser Ile Met

Asp Trp Arg

180

Arg Ile Thr
195

Leu Val Cys
210

His Val Val

Ile Leu Glu

Val Phe Arg

260

Thr Gly His
275

Glu Leu Pro
290

Leu Ala Val

Asp Pro Ala

Pro Gln Pro
340

Gly Phe Lys
355

Ala

Thr

165

Glu

Tyr

Asn

Tyr

Ser

245

Pro

Trp

Ile

Pro

Val

325

Trp

His

Asp Glu Ile

150

Asp Leu Tyr

Glu Ala

Lys

Gln Asn
200

Leu

Ile Asn Lys

215
Cys Phe Met
230

Gln Asn Trp

Val Ser Glu

Gly Glu
280

Ser

Val Asp Ser
295

Glu Asp Leu
310

Trp Trp Val

Leu Glu Lys

Pro Val Ile
360

ES 2639222713

Leu

Tyr

Lys

185

Pro

Gly

Ile

Arg

Thr

265

Val

Leu

Ala

Ser

Glu

345

Gly

Asp
155

Leu

Leu Ser

170

Asp Leu

Lys Asp

Cys Gly

Ala Tyr

235
Tyr Ala
250

Cys Thr

Asn Asp

His Pro

Asp Arg

315

Gln
330

Phe
Ile Glu

Val His

122

Leu

Gln

Thr

Cys

Tyr

220

Gly

Thr

Asp

Lys

Arg

300

Leu

Val

Glu

Val

Gly His

Thr Asp

Glu Leu
190

Ser Lys
205

Gly Cys

Thr Gln

Gly Gly

Arg Ser

270

Asn Ile
285

Pro Pro

Leu Arg

Lys Tyr

Ala Thr
350

His

Gly

175

Val

Ala

Gln

Arg

Trp

255

Gly

Gln

Tyr

Val

Leu

335

Lys

Glu

160

Ala

Gln

Arg

Leu

Thr

240

Glu

Leu

Val

Leu

His

320

Ile

Lys

Arg Arg Thr Asp

365



Val
370

Lys

His
385

Val

Lys Lys

Ala Lys

Ser Trp

Gly Val

450

Cys Thr

465

Thr Leu

Tyr Tyr

His Lys

Ile Gly

530

Arg Lys

5456

Lys Ile

<210> 25
<211>18

<212> PRT

Gly Thr

Glu Glu

Arg Val

Thr Lys
420

Ser Ala
435

Ile Leu

Phe Ser

His Pro

Phe Gly

500
Pro Arg
515
Val Ala

Leu Gly

Glu Thr

<213> Homo sapiens

<400> 25

Glu

His

Tyr

405

Tyr

Gly

Asp

Ser

Asp

485

Gly

Thr

Gly

Lys

Val
565

ES 2639222713

Ala Ala Phe
375

Phe Gln Leu
390

Leu Ala Thr

Ser Asn Tyr

Asn
440

Leu His

Ile His
455

Phe

Gln Val
470

Cys

Ala Ser Ala

Gln Asn Ala

Glu Glu Glu
520

Asn His Trp
535

Thr Gly Leu
550

Lys Tyr Pro

His Pro

Leu Ala

Asp Asp
410

Glu Phe
425

Arg Tyr

Leu Ser

Arg Val

Asn Phe

490

His Asn

505

Ile Pro

Asp Gly

Tyr Pro

Thr Tyr
570

Ile

Arg

395

Pro

Ile

Thr

Gln

Ala

475

His

Gln

Met

Tyr

Ser

555

Pro

123

Glu Glu Tyr
380

Arg Met Gln

Thr Leu Leu

Ser Asp Asn

430

Glu Asn Ser
445

Ala Asp
460

Phe

Tyr Glu Ile

Ser Leu Asp

Ile Ala Val

510

Glu Pro
525

Gly

Ser Lys Gly

540

Tyr Lys Val

Glu Ala Glu

Met

Val

Lys

415

Ser

Leu

Leu

Met

Asp

495

Tyr

Asp

Ile

Arg

Lys
575

Val

Asp

400

Glu

Tle

Arg

Val

Gln

480

Ile

Pro

Ile

Asn

Glu
560
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Asp Glu Ser Ile Tyr Ser Asn Tyr Tyr Leu Tyr Glu Ser Ile Pro Lys
1 5 10 15

Pro Cys

<210> 26

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 26
cttgtgtgac tcttaactct cagag 25
<210> 27
<211>23

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 27
ccctcgagat aacttcgtat age 23
<210> 28
<211>18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 28
ggtaggcctc actaactg 18

<210> 29

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 29

catagaaaca agtaacaaca gccag 25
<210> 30

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 30

gagacttcag cccacttcaa ttattggc 28

124
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<210> 31

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 31
gaggccactt gtgtagcgec aagtg

<210> 32

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 32

aggaaggtgg cgctcatcac gggc

<210> 33

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 33
taaggccaca agtcttaatt gcatcc

<210> 34

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 34

caggggtgtt cccttgagga ggtggaa

<210> 35

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 35
cccctcacge atgaagcectg gag
<210> 36
<211>28

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

125
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<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 36
ggcaggagac caccttgcga gtgcccac
<210> 37
<211>28

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 37

ggcgctggct tacccggaga ggaatggg

<210> 38

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 38
aaaaggcctc agttagtgaa ctgtatgg
<210> 39
<211> 29

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 39
cgcggatcct caagegttgg ggttggtee
<210> 40
<211>45

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 40

cccaagcttg ccaccatgge tcacgceteee getagcetgee cgage
<210>41

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 41

ccggaattct gccaagtatg agccatectg g

126
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28

29

45
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<210> 42

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 42

gccatccaga aggtggt

<210> 43

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 43
gtcttgtcag ggaagat

<210> 44

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 44
ggcaggagac caccttgcga gtgcccac

<210> 45

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 45

gggtgggctg taccttctgg aacagggce

<210> 46

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 46

ggcgctggct tacccggaga ggaatggg

<210> 47

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

127

17

17

28

28

28



10

15

<220>

ES 2 639

<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 47

ggaatgggtg tttgtctcctc caaagatge

<210> 48
<211> 1316
<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 48

gceeegeeee

tggactggtg

gatcctagtg

tggegetgge

ggatgcagca

tgctgecaatg

gaatgtgcac

ggtctectge

aatgatccac

gattgacgtg

ccctaccaat

ctccacctgg

gaaccctgeg

acaggggget

ttacccggag

caaacccaag

gtaggaggcc

atcaatgaca

ctgtecacct

aatggtccac

cagaacaggg

gtctttggac

accgagagta

caggtgcage

ctggactggt

aggaatgggt

ccctgtteca

ttttccggaa

acgtcctgea

gtatcttcce

cccacagcag

cctacttcca

ctcatgacaa

gctggagaat

aacaatgggt

gggeagaget

gtttgtetee

gaaggtacag

tatcaaatac

ctcagettte

tgacaagacc

caattttggg

gcagcatgge

cttcaacatt

128

22213

tgtgcaccgg
gagccccagg
atccagaagg
tccaaagatg
cccacccatg
aacttggatt
gaggtgggea
acctatccta
tactcgtatg
tgcaccttca

gaagatggcc

aagtagctct

gatccaggag

tggtegeaga

cagatctgac

tcatccatcet

tctggaggaa

ctcgcaaggt

ttgatgaaac

ccaagaggat

ctgetgteat

atgtgetgee

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

28



10

15

20

25

30

tggeetecate

tacagggaaa

ggtectgegg

agtctccatt

cacttttgat

tcgggectac

tgeetggttce

tcagctggea

gacagtatcc

atccagtagg

ctgettetge

<210> 49
<211>23
<212> ADN

cataaggtgc

ccacggaggce

gagtacaatg

aaggaggcag

tcaacaaagt

ttgeetgatt

accgacaact

atgcccagte

agcaacctga

gcecatgttt

cccaacctea

<213> Secuencia artificial

<220>

atctggecaa

agttcatcta

aagttgagce

ctgaggetgt

cagatgggca

tcegttteac

atgagcaggce

agtaggctge

gccacatget

gtccatecte

gtgcatccat

ES 2639222713

gagtaatggt

ctcactggac

catcatcctc

agtggaggcc

gtataagaag

acccttcaag

ccggaagtga

agtctcatca

ggtctctetg

g8gggaaggce

getggteetg

<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 49

gatcctgcty ggaccaaaat tgg

<210> 50
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 50

cttaacatcc caagggatgc tg

<210>51
<211> 1965
<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 51

tcagccttga

ctagccegge

tcagtgggeg

atggacttct

acagccagca

caggctgtga

agcatgggac

tttgettgte

ccagggggcet

cagaccaaca

ctgtcececttg

129

ctgtttgggs

tcttecatetg

aggaagatga

gtggggaagt

atggcaaget

aggagacctg

aagcgggtgce

aagaactgag

tcatgcagee

ccttgtttgt

tctaga

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1316

23

22



acgggggget

tgeggegett

ttgtaataac

agctgaagag

gaaccaaaat

atggagacaa

gacttcccaa

tttatcagat

ctggagtttt

ccattgcatt

gcaccacaca

agtacaggca

atgcecgtigea

gtcatccatt

cagccaaaaa

cctatggtga

ccecggaageg

ttccgagatg

agcagctgac

aaaggaattg

tggaaatgga

gtggaatice

tgcaageget

gttggactta

ggtcacctgt

tgagcageet

tggagtattt

atgccaccgt

tagactagga

gcactctgag

gctacttgat

ctttctgecag

gggaccatgg

agaggcaaac

gaaaagcagg

ccccttggag

ggatcaacac

ttcacagtcc

ttaggaaaaa

aaactagcca

gcagatgata

ggetttactg

gtattggact

ttcctecata

agctttggte

tatgtctaca

ttctatgaaa

gcactgggac

ES 2639222713

cgtetetgeg

ctgtggcaac

agcttgetta

ttaactacca

tttgttctet

tgttaatteca

tcttcacgge

tgtacatgga

ttgaactata

ccctagecca

ctgeeggttc

agcccagceat

aacaggactt

cagatagcct

gtgtaggece

ctggagcaac

130

cgaagcgage

tgggaaattc

caagcaacag

tgttttcact

tcagtgectg

ctetggtgge

tttaccactt

tttcecectea

cagcattggg

tccatctagt

tttgcaacat

tgaaaacatg

gagtggeegt

attttacatg

actgaactgt

tgcagagtac

ctgcggaage

tgggatgtag

ttgtcggaga

gatccteetg

gaaagcctet

tacagtcaac

ggtgagccca

cgcatgaage

gactctgagt

ctggetgtag

ggtgacctag

caccacttta

gacaccacct

gatcataaat

gaaatagatg

accaagaaca

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



10

15

20

cctcacacgt

tcctcaaggg

gaacaacgga

gcttgecaate

cctgtgtecat

aatattccag

tcatagaaaa

atggacactt

ttaaaaccat

tagatatttg

gcetgtggac

cccttgggat

tgetgtecat

agcaactctt

tacaatggat

gttcttettt

aaatggccac

<210> 52
<211> 27
<212> ADN

cactaaagag

aacacccctg

ggagtatctg

catagctttc

tcacagcatc

attaggacct

agctgttctg

agaatattca

atcagatata

gaaccttaaa

tgctcgaatt

gttaaatgcce

ccaggaaatg

tctagaaatc

tttgectgga

ctttctecece

ttctgatgga

<213> Secuencia artificial

<220>

gaatcacact

aatgttgttg

ctacatttca

agtgtctttc

ctgaattcag

gaggtgtcca

ccccecatgtt

actatggtgt

aagatgcttc

gctatggaag

ttcectgtet

attcgaaacc

cttctetgea

agttcaaaga

aacaggattg

tcteteettt

adaaaaaaaaa

ES 2639222713

tgttggacat

tccttaataa

cttccaatgg

caaatgtgcc

gatgetgtgt

tctcggaaaa

ctttcgtgtg

ttggcatgga

agttctttgg

aactatttte

gttcttctet

attcgecatt

aagatgtagg

gaaaacagtc

caaatgcagg

ccttteectt

aaaaaaaaaa

<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 52

caggggtgtt cccttgagga ggtggaa

<210> 53
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 53

131

gaggcagaaa

ctccaggtit

ttcgttacag

tgaagactce

ggccectgge

ctgecattate

ctctttaagt

agacaacttg

agtctgttic

aggaagtaag

gagtgagtcg

cagcctgage

agacatgett

tgattcggag

catattctat

tgatgtaatg

aaaaa

atattccacc

tatcacattg

gcagagctgg

catgagaaac

tcagtggtag

agcggttetg

gtggagataa

aagaacagtg

ctgacttgtt

acgcagctga

gttgcagcat

aacttcaagc

gcttacaggg

aaatcttaaa

agatctctgg

acaaaggtaa

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1965

27
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ES 2639222713

cactgagcca ggggccacac agcatcc

<210> 54

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 54
cccctcacge atgaagcectg gag
<210> 55
<211> 27

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 55
tgccaccgtt tcctccataa geccage
<210> 56
<211>28

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 56
atggctcaag ctccegcetaa gtgeeega
<210> 57
<211> 27

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 57
tcaagcgttt gggttggtee tcatgag
<210> 58
<211>25

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 58
tccggggatg gcgagatggg caage
<210> 59

<211> 24
<212> ADN

132

27

23

27

28

27

25
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 59
cttgacatgg ctctgggctc caag
<210> 60
<211>25

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 60
ccacttcagt cggtcggtag tattt

<210> 61

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 61
cgctcacceg cctgaggega catg
<210> 62
<211> 32

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 62

ggcaggtgct gtcggtgagg tcaccatagt gc

<210> 63

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 63
ggggccatgc caaggactat gtcg
<210> 64
<211>25

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 64

133

24

25

24

32

24



10

15

ES 2639222713

atgtggctga tgttacaaaa tgatg

<210> 65
<211> 1504
<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<220>
<221>CDS
<222> (1) .. (1119)

<400> 65

atg get cac get
Met Ala His Ala
1

ggc gat aag gge
Gly Asp Lys Gly
20

gge cag gat gge
Gly Gln Asp Gly
35

gag gtt cat gga
Glu Val His Gly

ccc get age tge ccg age tce agg
Pro Ala Ser Cys Pro Ser Ser Arg
5 10

aag ccc agg aag gtg geg cte ate
Lys Pro Arg Lys Val Ala Leu Ile
25

tca tac ttg gca gaa ttc ctg ctg
Ser Tyr Leu Ala Glu Phe Leu Leu
40

att gta cgg cga tcc agt tca ttt
Ile Val Arg Arg Ser Ser Ser Phe

134

aac tct
Asn Ser

acg gsgc
Thr Gly
30

gag aaa
Glu Lys
45

aat aca
Asn Thr

ggg gac
Gly Asp
15

atc acc
Ile Thr

gga tac
Gly Tyr

ggt cga
Gly Arg

48

96

144

192

25



50

att gaa
Ile Glu
65

aag ttg
Lys Leu
85

atc aat
Ile Asn

cat gtc
His Val

gga gtt
Gly Val

ata aat
Ile Asn
150

aaa gtg
Lys Val
165

tecg ccc

Ser Pro

ttt cga
Phe Arg

cat gag
His Glu

cgg tca

cat
His

cac
His

gaa
Glu

aag
Lys

gg8c
Gly
135

tct

Ser

caa

Gln

tat
Tyr

gag
Glu

agt
Ser
215

gta

tta
Leu

tat
Tyr

gte
Val

att
Ile
120

acce

Thr

gtg
Val

gaa

Glu

gga
Gly

get
Ala
200

cct
Pro

gct

tat
Tyr

gst
Gly

aaa
Lys
105

tce

Ser

ttg
Leu

aag
Lys

ata
Ile

gea
Ala
185

tat
Tyr

aga
Arg

aag

aag

55

aat

cca

Lys Asn Pro

70

gac
Asp
90

cct

Pro

ttt
Phe

cgg
Arg

ttc
Phe

cce
Pro
170

gce
Ala

aat
Asn

aga
Arg

att

cte
Leu

aca
Thr

gac
Asp

ctt
Leu

tac
Tyr
155

cag
Gln

aaa
Lys

cte
Leu

gga
Gly

tac

acc
Thr

gag
Glu

tta
Leu

ctg
Leu
140

cag

Gln

aaa
Lys

ctt
Leu

ttt
Phe

gct
Ala
220

ctt

ES 2639222713

cag

Gln

gac
Asp

atc
Ile

gca
Ala
125

gat

Asp

gee
Ala

gag
Glu

tat
Tyr

gcg
Ala
205

aat
Asn

gga

get
Ala

age
Ser

tac
Tyr
110

gag
Glu

gca
Ala

tca
Ser

acc
Thr

gee
Ala
190

gtg
Val

ttt
Phe

caa

cat
His

75
acc
Thr

95
aat

Asn

tac
Tyr

att
Ile

act
Thr

acc
Thr
175
tat
Tyr

aac
Asn

gtt
Val

ctg

135

60
att

Ile

tge
Cys

ctt
Leu

act
Thr

aag
Lys

agt
Ser
160

cct
Pro

tgg
Trp

gge
Gly

act
Thr

gaa

gaa

Glu

cta
Leu

got
Gly

geca
Ala

act
Thr
145

gaa

Glu

tte
Phe

att
Ile

att
Ile

cga
Arg
225

tgt

gga

aac

atg

Gly Asn Met

80

gta aaa atc

Val

gce
Ala

gat
Asp
130

tgt

Cys

ctg
Leu

tat
Tyr

gta
Val

cte
Leu
210

aaa
Lys

tte

Lys

cag
Gln
115

gtt

Val

ggce
Gly

tat
Tyr

cca
Pro

gtg
Val
195

tte
Phe

att
Ile

agt

Iie
100

agce

Ser

gat
Asp

ctt
Leu

gga
Gly

agg
Arg
180

aac
Asn

aat
Asn

agce
Ser

ttg

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720



Arg Ser Val Ala

gga
Gly
245

gag

Glu

ata
Ile

ttc
Phe

gaa
Glu

ctg
Leu
325

tce
Ser

gag
Glu

aac

230
aat

Asn

get
Ala

get
Ala

atg
Met

gtg
Val
310

aaa
Lys

aag
Lys

ctg
Leu

cce

ctg

gac

Leu Asp

atg
Met

act
Thr

cac
His
295

ggc
Gly

tac
Tyr

gcg
Ala

gtg
Val

aac

teg
Trp

gEg
Gly
280

att

Ile

aga
Arg

tac
Tyr

cag
Gln

agg
Arg
360

gee

Asn Pro Asn Ala

375

cagagccage
cctgtgtegt
actccagage
caagaagttt

ttttgagtet
aaaaaaaaaa

<210> 66
<211>25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

Lys

gee
Ala

ctg
Leu
265

gaa

Glu

gga
Gly

tgt
Cys

cga
Arg

cag
Gln
345

gag

ES 2639222713

Ile Tyr Leu Gly Gln Leu Glu Cys Phe

aaa
Lys
250

atg

Met

gtt
Val

aag
Lys

aaa
Lys

cca
Pro
330

aaa
Lys

atg

235
cga

Arg

tta
Leu

cat
His

acc

Thr

gag
Glu
315

act
Thr

ctg
Leu

gtg

Glu Met Val

tga

gac
Asp

caa
Gln

agt
Ser

att
Ile
300

acc

Thr

gaa
Glu

aac
Asn

caa
Gln

tgg
Trp

aat
Asn

gte
Val
285

gtg
Val

gsece
Gly

gtg
Val

tgg
Trp

gee
Ala
365

ggce
Gly

gat
Asp
270

cgt
Arg

tgg
Trp

aaa
Lys

gac
Asp

aag
Lys
350

gat
Asp

cat
His
255
gaa

Glu

gaa
Glu

gaa

Glu

att
Ile

tte
Phe
3356

cce
Pro

gtg

Val Glu Leu

240
gee

Ala

cca
Pro

ttt
Phe

gga
Gly

cat
His
320

ctg
Leu

cge
Arg

gag

aag gac
Lys Asp

gag gac
Glu Asp

gtt gag
Val Glu
290

aag aat
Lys Asn
305

gtg act

Val Thr

cag gga
Gln Gly

gtt gce
Val Ala

ctc atg

370

Ser

tat
Tyr

ttt
Phe
275

aaa

Lys

gaa
Glu

gtg
Val

gac
Asp

ttt
Phe
355

aga

Leu

gte
Val
260

gte

Val

tca
Ser

aat
Asn

gat
Asp

tge
Cys
340

gac
Asp

acc

Met Arg Thr

gcacctctac aaaaaaattc gcgagacatg gactatggtg

136

caaccagagt ccagccactc ctgagaccat cgaccataaa ccctcgactg
ccccacaget aagagetggg ccacaggttt gtgggcacca ggacggggac
taaggccact tcgettttgt caaaggetcce tctcaatgat tttgggaaat

aaaatcacat actcatttta cttgaaatta tgtcactaga caacttaaat
tgagattgtt tttctcetttt cttattaaat gatctttcta tgacccagca

aaaaaaggga tataaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaa

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1159

1219
1279
1339

1399
1459

1504
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<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 66
atgaagttgc actatggtga cctca
<210> 67
<211>59

<212> ADN
<213> Cricetulus griseus

<400> 67
ccgacagcac ctgcectagta aaaatcatca atgaagtcaa acctacagag atctacaat
<210> 68
<211>25

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 68

gacttagcag agtacactgc agatg
<210> 69

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: ADN sintético

<400> 69

accttggata gaaaggggtg gtctc
<210>70

<211> 125

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 70

25

59

25

25

ttgatggagt tggcaccttig cggettctgg atgecaattaa gacttgtgge cttataaatt 60
ctgtgaagtt ctaccaggeec tcaactagtg aactgtatgg aaaagtgcaa gaaataccce 120

agaaa

<210>71

<211> 376

<212> PRT

<213> Cricetulus griseus

<400> 71

137

126



Met Ala His Ala
1

Gly Asp Lys Gly
20

Gly Gln Asp Gly
35

Glu Val His Gly
50

Pro Ala

5

Lys Pro

Ser Tyr

Ile Val

Ile Glu His Leu Tyr Lys

65

Lys Leu His Tyr
85

Ile Asn Glu Val

70

Gly Asp

90

ES 2639222713

Ser Cys Pro Ser Ser Arg Asn Ser Gly Asp

10

15

Arg Lys Val Ala Leu Ile Thr Gly Ile Thr

25

30

Leu Ala Glu Phe Leu Leu Glu Lys Gly Tyr

40

45

Arg Arg Ser Ser Ser Phe Asn Thr Gly Arg

55

60

Asn Pro Gln Ala His Ile Glu Gly Asn Met

75

80

Leu Thr Asp Ser Thr Cys Leu Val Lys Ile

95

100

Lys Pro Thr Glu Ile Tyr Asn Leu Gly Ala Gln Ser

105

110

138

115



His Val Lys Ile Ser
120

Phe Asp

Leu

Gly Val Gly Thr Leu Arg Leu Leu

135

Ile Asn Ser Val Lys
150

Lys Val Gln Glu Ile
165

Ser Pro Tyr Gly Ala
185

Phe Arg Glu Ala Tyr
200

His Glu Ser Pro Arg
215

Arg Ser Val Ala Lys
230

Gly Asn Leu Asp Ala
245

Glu Ala Met Trp Leu
265

Ile Ala Thr Gly Glu
280

Phe Met His Ile Gly
295

Glu Val Gly Arg Cys
310

Leu Lys Tyr Tyr Arg
325

Phe Tyr
155

Pro Gln
170

Ala Lys

Asn Leu

Arg Gly

Ile Tyr
235

Lys Arg
250

Met Leu

Val His

Lys Thr

Lys Glu

315

Pro Thr
330

140

Gln

Lys

Leu

Phe

Ala

220

Leu

Asp

Gln

Ser

Ile

300

Thr

Glu

ES 2639222713

Ala Glu
125

Asp Ala

Ala Ser

Glu Thr

Tyr Ala

190

Ala Val
205

Asn Phe

Gly Gln

Trp Gly

Asn Asp

270
Val Arg
28H
Val Trp

Gly Lys

Val Asp

Tyr

Ile

Thr

Thr

175

Tyr

Asn

Val

Leu

His

255

Glu

Glu

Glu

Ile

Phe
335

139

Thr

Lys

Ser

160

Pro

Trp

Gly

Thr

Giu

240

Ala

Pro

Phe

Gly

His

320

Leu

Ala Asp
130

Thr Cys
145

Glu Leu

Phe Tyr

Ile Val

Ile Leu
210

Arg Lys
225

Cys Phe

Lys Asp

Glu Asp

Val Glu

290

Lys Asn
305

Val Thr

Gln Gly

Val

Gly

Tyr

Pro

Val

195

Phe

Ile

Ser

Tyr

Phe

275

Lys

Glu

Val

Asp

Asp
Leu
Gly
Arg
180
Asn
Asn
Ser
Leu
Val
260
Val
Ser
Asn

Asp

Cys
340



ES 2639222713

Ser Lys Ala Gln Gln Lys Leu Asn Trp Lys Pro Arg Val Ala Phe Asp
345 350 355

Glu Leu Val Arg Glu Met Val Gln Ala Asp Val Glu Leu Met Arg Thr
360 365 370

Asn Pro Asn Ala

375
<210> 72
<211> 321
5 <212> PRT
<213> Cricetulus griseus

<400> 72

Met Gly Glu Pro Gln Gly Ser Arg Arg Ile Leu Val Thr Gly Gly Ser
1 5 10 15

Gly Leu Val Gly Arg Ala Ile Gln Lys Val Val Ala Asp Gly Ala Gly
20 25 30

Leu Pro Gly Glu Glu Trp Val Phe Val Ser Ser Lys Asp Ala Asp Leu
35 40 45

Thr Asp Ala Ala Gln Thr Gln Ala Leu Phe Gln Lys Val Gln Pro Thr
50 5b 60

His Val Ile His Leu Ala Ala Met Val Gly Gly Leu Phe Arg Asn Ile
65 70 75 80

Lys Tyr Asn Leu Asp Phe Trp Arg Lys Asn Val His Ile Asn Asp Asn
85 90 95

Val Leu His Ser Ala Phe Glu Val Gly Thr Arg Lys Val Val Ser Cys
100 105 110

Leu Ser Thr Cys Ile Phe Pro Asp Lys Thr Thr Tyr Pro Ile Asp Glu
115 120 125

Thr Met Ile His Asn Gly Pro Pro His Ser Ser Asn Phe Gly Tyr Ser
10 130 135 140

140



10

Tyr Ala Lys Arg Met Ile Asp Val

145

150

His Gly Cys Thr Phe Thr Ala Val

165

His Asp Asn Phe Asn Ile Glu Asp

180

His Lys Val His Leu Ala Lys Ser

195

200

Gly Thr Gly Lys Pro Arg Arg Gln

210

Arg Leu Phe Ile Trp Val

225

230

215

Leu Arg

Ile Leu Ser Val Gly Glu Glu Asp

245

Glu Ala Val Val Glu Ala Met Asp

260

Ser Thr Lys Ser Asp Gly Gln Tyr

275

Leu Arg Ala Tyr Leu Pro

290

Val Lys Glu Thr Cys Ala

305

Lys

<210> 73

<211>590

<212> PRT

<213> Cricetulus griseus

<400> 73

310

280

Asp Phe
295

Trp Phe

ES 2639222713

Gln Asn Arg Ala Tyr Phe Gln

Ile Pro
170

Gly His
185

Asn Gly

Phe 1le

Glu Tyr

Glu Val

250

Phe Cys
265

Lys Lys

Arg Phe

Thr Asp

155

Thr Asn Val

Val Leu Pro

Ser Ala Leu

205

Tyr Ser Leu
220

Asn Glu Val
235

Ser Ile Lys

Gly Glu Val

Thr Ala Ser

285

Thr Pro Phe
300

Asn Tyr Glu
315

Phe Gly
175

Gly Leu
190

Thr Val

Asp Leu

Glu Pro

Glu Ala

2b5
Thr Phe
270
Asn Gly

Lys Gln

Gln Ala

Met Ala Ser Leu Arg Glu Ala Ser Leu Arg Lys Leu Arg Arg Phe Ser

141

Gln

160

Pro

Ile

Trp

Ala

Ile

240

Ala

Asp

Lys

Ala

Arg
320



Glu

Val

Leu

His

65

Thr

Asn

Leu

Gly

Asp

145

Asp

Gln

Thr

Gly

Ile
225

Met

Ile

Ser

50

Val

Leu

Ser

Pro

Glu

130

Phe

Ile

Pro

Thr

Asp
210

Arg

Thr

35

Glu

Phe

Cys

Phe

Asn

115

Pro

Pro

Glu

Gly

His

195

Leu

Gly Lys
20

Ala Ala

Lys Leu

Thr Asp

Ser Leu
85

Thr Val
100

Ala Ser

Ile Tyr

Ser Arg

Leu Tyr

165

Phe Thr
180

Gly Val

Glu Tyr

Glu Asn Met His

Pro Val

Asp Glu

Lys Arg
55

Pro Pro
70

Gln Cys

Leu Leu

Ala Leu

Gln Met

135

Met Lys

150

Ser Ile

Ala Leu

Phe Val

Arg Gln
215

ES 2639222713

10

Ala Thr Gly
25

Lys Gln Glu
40

Lys Glu Leu

Gly Thr Lys

Leu Glu Ser

90

Ile His Ser
105

Gly Lys Ile
120

Leu Asp Leu

Pro Gly Val

Gly Asp Ser

170

Ala His Pro
185

Leu Asp Ser
200

Cys His Arg

Lys Phe Trp
Leu Ala Tyr
45

Pro Leu Gly
60

Ile Gly Asn
75

Leu Tyr Gly

Gly Gly Tyr

Phe Thr Ala

125

Lys Leu Ala
140

Leu Val Thr
155

Glu Ser Ile

Ser Ser Leu

Ala Gly Ser
205

Phe Leu His
220

15

Asp Val
30

Lys Gln

Val Asn

Gly Gly

Asp Lys

95

Ser Gln
110

Leu Pro

Met Tyr

Cys Ala

Ala Phe

175

Ala Val
190

Leu Gln

Lys Pro

His Phe Asn Ala Val His Arg Leu Gly Ser

230

235

142

Val

Gln

Tyr

Ser

80

Trp

Arg

Leu

Met

Asp

160

Glu

Gly

His

Ser

Phe
240



Gly Gln Gln Asp
Ser Glu Tyr Val
260

Ala Lys Lys Leu
275

Glu Ile Asp Ala
290

Thr Ala Glu Tyr
305

His Leu Leu Asp
Pro Leu Asn Val
340

Thr Thr Glu Glu
355

Ala Glu Leu Gly
370

Pro Glu Asp Ser
385

Ser Gly Cys Cys
Gly Pro Glu Val
420

Ile Glu Lys Ala
435

Val Glu Ile Asn
450

Leu

245

Tyr

Leu

Tyr

Thr

Met

325

Val

Tyr

Leu

His

Val

405

Ser

Val

Gly

Ser Gly

Thr Asp

Asp Phe

Gly Asp

295

Lys Asn
310

Arg Gln

Val Leu

Leu Leu

Gln Ser

375

Glu Lys

390

Ala Pro

Ile Ser

Leu Pro

His Leu
455

ES 2639222713

Gly Asp Thr Thr

Ser

Tyr

280

Phe

Thr

Lys

Asn

His

360

Ile

Pro

Gly

Glu

Pro

440

Glu

250

Leu Phe
265

Glu Ser

Leu Gln

Ser His

Ile Phe
330

Asn Ser
345

Phe Thr

Ala Phe

Cys Val

Ser Val
410

Asn Cys
425

Cys Ser

Tyr

Val

Ala

Val

315

His

Arg

Ser

Ser

Ile

395

Val

Ile

Phe

Cys

Met

Gly

Leu

300

Thr

Leu

Phe

Asn

Val

380

His

Glu

Ile

Val

Tyr Ser Thr Met

143

460

His

Asp

Pro

285

Gly

Lys

Leu

Tyr

Gly

365

Phe

Ser

Tyr

Ser

Cys

445

Val

Pro

His

270

Leu

Pro

Glu

Lys

His

350

Ser

Pro

Ile

Ser

Gly

430

Ser

Phe

Leu His
255

Lys Ser

Asn Cys

Gly Ala

Glu Ser
320

Gly Thr
335

Ile Gly

Leu Gln

Asn Val

Leu Asn

400
Arg Leu
415
Ser Val

Leu Ser

Gly Met



Glu Asp Asn
465

Leu Gln Phe

Leu Lys Ala

Leu Trp Thr
515

Val Ala Ala
530

Phe Ser Leu
545

Cys Lys Asp

Glu Ile Ser

Leu Lys Asn
470

Phe Gly Val
485

Met Glu Glu
500

Ala Arg Ile

Ser Leu Gly

Ser Asn Phe

550

Val Gly Asp
565

Ser Lys Arg
580

ES 2639222713

Ser Val Lys Thr
Cys Phe Leu Thr
490

Leu Phe Ser Gly
505

Phe Pro Val Cys
520

Met Leu Asn Ala
535

Lys Leu Leu Ser
Met Leu Ala Tyr
570

Lys Gln Ser Asp
585

Ile
475

Cys

Ser

510

Ser
525

Ile
540

Ile
555

Arg

Ser Glu Lys Ser
590

144

495

575

Ser Asp Ile Lys Met

480

Leu Asp Ile Trp Asn

Lys Thr Gln Leu Ser

Ser Leu Ser Glu Ser

Arg Asn His Ser Pro

Gln Glu Met Leu Leu

560

Glu Gln Leu Phe Leu



10

15

20

25

30

35

40

ES 2639222713

REIVINDICACIONES

1. Utilizacion de una estirpe celular resistente a la lectina para la produccién de una composicién de anticuerpo,
comprendiendo la composicién unas moléculas de anticuerpo que presentan unas cadenas de azlcar unidas a
N-glucdsido complejas unidas a la regién Fc, en la que de entre las cadenas de azlcar unidas a N-glucésido
complejas totales unidas a la region Fc en la composicion, la proporcion para una cadena de azlcar en la que la
fucosa no esta unida a la N-acetilglucosamina en el extremo reductor en la cadena de azlicar es 20% o superior,
en la que la estirpe celular resistente a la lectina puede obtenerse por seleccién utilizando un medio que
comprende la lectina a una concentracion de 1 pg/ml a 1 mg/ml, y en la que los anticuerpos son expresados
utilizando la estirpe celular de CHO resistente a la lectina,

en la que la lectina es una lectina que reconoce una estructura de cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la
fucosa esta unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor a través de un enlace a en la
cadena de azlcar unida a N-glucésido.

2. Utilizacién de la estirpe celular segun la reivindicacién 1, en la que la lectina es una lectina que reconoce una
estructura de cadena de azlcar en la que la fucosa se une a la N-acetilglucosamina en el extremo reductor en la
cadena de azlcar unida a N-glucésido compleja.

3. Utilizacién de la estirpe celular segin la reivindicacién 1 o 2, en la que la lectina es seleccionada de entre una
lectina de Lens culinaris LCA, una lectina de Pisum sativum PSA, una lectina de Vicia faba VFA o una lectina de
Aleuria aurantia AAL.

4. Utilizacion de la estirpe celular segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la estirpe celular
es obtenida mediante un procedimiento que comprende

(a) cultivar una estirpe celular en un medio que comprende una concentracion predeterminada de lectina y
seleccionar a continuacion una célula que adquiere una propiedad tal que su tasa de supervivencia es
aumentada por lo menos 2 veces en comparacion con la estirpe celular madre, o,

(b) cultivar una estirpe celular en un medio que comprende lectina y seleccionar a continuacion una estirpe
celular que puede ser cultivada a una tasa de supervivencia de 80%, a una concentracion de lectina de
por lo menos 2 veces la de la estirpe celular madre,

en la que la lectina es una lectina que reconoce una estructura de cadena de azucar en la que la posicion 1 de la
fucosa esta unida a la posicién 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor mediante un enlace a en la
cadena de azlcar unida a N-glucésido.

5. Utilizacién de la estirpe celular segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas
cultivar dicha estirpe celular.

6. Utilizacién de la estirpe celular segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas
recuperar la composicion de anticuerpo.
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ACTIVIDAD DE UNION (DO415)
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FIG. 2
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FIG. 3
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FIG. 5
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FIG, 8A
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FIG. 9
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FIG. 10 <

ACTIVIDAD DE UNION (DO415/490)

ACTIVIDAD CITOTOXICA (%)

ES 2639222713

16 1
14
12
1 -
08
0.6 F
04
02 r

1 ] 1 —1

0
0.0001 0001 001 0.1 1
CONCENTRACION DE ANTICUERPO (ug/ml)

80 r
70
60
50
40 |
30 |

20 t
10 +
0 ' : ‘ ’

0 0001 001 0.1 1 10
CONCENTRACION DE ANTICUERPO (ug/ml)

155



ES 2639222713

("NIW) OdiWaIL

VION3OS3H0NT4 3d VAILYT3Y AVAISNILNI

gLl Old

('NIN) OdW3IL
00 08 09 OF 02

V8687

€198 "

008" hoog

T e

6269 ] ]
pLeg i
0G'6Y %/
8e'gy il
€99y /|
oYt
eeep’
AR L%
8e'12’

VION3OS3H0N 14 3d VAILY13H AVAISNALNI

156



ES 2639222713

FIG. 12A FIG. 12B
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FIG. 16A
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