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DESCRIPCION
Procedimiento de produccién de una proteina.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento para integrar un fragmento génico insertado entre un par de
secuencias de transposon en un cromosoma de una célula de mamifero, que comprende introducir por lo menos
un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una proteina
de interés y que comprende ademas un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento
génico, en una célula de mamifero en suspension, y un procedimiento para producir la proteina que comprende
cultivar en suspension una célula de mamifero en suspensiéon que produce la proteina, una célula de mamifero
en suspension que expresa la proteina y un vector de expresion que comprende un fragmento génico que
comprende un ADN que codifica una proteina de interés y que comprende ademas un par de secuencias de
transposén en ambos extremos del fragmento génico.

Antecedentes de la técnica

La produccioén de proteinas exdgenas mediante técnicas de ADN recombinante se utiliza en diversas industrias,
tales como la industria farmacéutica y la industria alimentaria. En la mayoria de casos, se lleva a cabo la
produccion de proteinas recombinantes mediante la introduccién de un vector de expresién que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica una proteina de interés en un hospedador, tal como Escherichia coli,
levadura, célula de insecto, célula vegetal y célula animal, la seleccion de un transformante en el que se integra
el vector de expresion en el cromosoma, y el cultivo adicional de la linea celular transformadas bajo condiciones
de cultivo apropiados.

Sin embargo, con el fin de desarrollar un hospedador que pueda producir una proteina exégena eficientemente,
resulta necesario seleccionar una célula hospedadora que presente una buena productividad de cada proteina
de interés, de manera que se desea una innovacién técnica adicional de las técnicas de produccién de proteinas
exogenas para cada huésped.

En los sistemas bacterianos, tales como Escherichia coli, y en los sistemas de levaduras, los cuales son
diferentes de las células animales, las modificaciones postraduccionales, tales como la modificacién de las
cadenas sacaridas, resultan dificiles de conseguir en muchos casos y de esta manera provocan un problema en
la produccién de una proteina que presente su actividad.

Debido a que la proteina producida se somete a una modificacion postraduccional, tal como la fosforilacion y la
adicion de cadenas sacaridas en el sistema de insecto, dicho sistema presenta el mérito de que puede
expresarse la proteina que presenta su actividad fisioldgica original.

Sin embargo, debido a que la estructura de cadenas sacaridas de la proteina secretada es diferente de la de las
células derivadas de mamiferos, la antigenicidad y similares se tornan problematicas al aplicar la proteina al uso
farmacéutico.

Ademas, debido a que se utiliza un virus recombinante en el sistema de células de insecto al introducir un gen
ex0geno, existe el problema de que su inactivacion y contencién del virus resultan necesarios desde el punto de
vista de la seguridad.

En el sistema de células animales, pueden llevarse a cabo modificaciones postraduccionales, tales como la
fosforilacion, la adicion de cadenas sacaridas y el pliegue, en proteinas derivadas de animales superiores,
incluyendo el ser humano, de manera mas similar a las producidas en el cuerpo in vivo. Dichas modificaciones
postraduccionales exactas resultan necesarias para recrear la actividad fisiolégica que presenta originalmente
una proteina en su proteina recombinante, y habitualmente se aplica un sistema de produccion de proteinas en
el que se utiliza una célula de mamifero como huésped a productos farmacéuticos y similares que requieren
dicha actividad fisioldgica.

Sin embargo, un sistema de expresion de proteinas en el que se utiliza una célula de mamifero como huésped
presenta generalmente una productividad baja y también provoca un problema de estabilidad de los genes
introducidos en muchos casos. La mejora de la productividad de una proteina utilizando una célula de mamifero
en cultivo como huésped no sélo resulta muy importante para producir medicamentos destinados al tratamiento,
agentes diagndsticos y similares, sino que también contribuye en gran medida a la investigacion y al desarrollo
de los mismos. De esta manera, resulta urgente desarrollar un sistema de expresion génica que posibilite la facil
obtencién de una linea celular de elevada productividad utilizando una célula de mamifero en cultivo, en
particular una célula de ovario de hamster chino (célula CHO), a modo de huésped.

Un transposo6n es un elemento genético transponible que puede desplazarse de un locus a otro locus en el
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cromosoma. Un transposon es una herramienta potente para el estudio en biologia molecular y genética y se
utiliza con un propdsito, tal como la mutagénesis, la captura génica y la preparacion de individuos transgénicos,
en insectos o nematodos (por ejemplo Drosophila melanogaster o Caenorhabditis elegans) y plantas. Sin
embargo, se ha desarrollado dicha técnica para los animales vertebrados, incluyendo las células de mamifero.

Sin embargo, en los ultimos afios se ha informado de transposones que también presentan actividades en los
animales vertebrados y se ha demostrado que algunos de ellos presentan una actividad en las células de
mamifero, tales como las células derivadas de raton y del ser humano. Entre los ejemplos tipicos se incluyen los
transposones Tol1 (referencia de patente n® 1) y Tol2 (referencia no de patente n° 1) que se clonan a partir de un
medaka (afanio), Sleeping Beauty reconstruido a partir de un transposén no auténomo existente en genoma de
peces Onchorhynchus (referencia no de patente n® 2), un transposén artificial Frog Prince (referencia no de
patente n° 3) que se deriva de la rana y el transposén piggyBac (referencia no de patente n° 4) que se deriva de
insectos.

Dichos transposones de ADN han sido utilizados para la mutagénesis, la captura génica, la preparacion de
individuos transgénicos, la expresion de proteinas resistentes a farmacos y similares, como herramienta de
introduccion génica para producir un nuevo fenotipo en un genoma de una célula de mamifero (referencias no de
patente n° 5 a n° 12).

En el caso de los insectos, se ha estudiado un procedimiento en el que se introduce un gen exdgeno en el
cromosoma del gusano de la seda utilizando el transposoén piggyBac derivado de un insecto lepidoptero para
expresar la proteina codificada por dicho gen exdgeno y se ha dado a conocer un procedimiento de produccion
de proteinas utilizando las técnicas anteriormente indicadas (referencia de patente n° 2).

Sin embargo, debido a que la proteina de interés no se expresa a niveles suficientes y se produce en todo el
cuerpo del gusano de la seda, provoca un problema econdémico debido a la necesidad de una técnica avanzada
de purificacion para recuperar la proteina exdgena expresada en una forma altamente purificada a partir del
liquido corporal, incluyendo una gran cantidad de proteinas contaminadas.

Ademas, es conocido un ejemplo en el que se expresa una proteina relacionada con la resistencia a G418 en
una célula de mamifero utilizando el transposén Tol2 derivado de medaka (referencias no de patente n® 12 y n°®
13).

En el caso de la produccién de un farmaco de proteinas para el uso médico utilizando una célula en cultivo
derivada de mamifero, resulta importante que un componente de origen animal no se encuentre contenido
durante su procedimiento de produccién con el fin de evitar la contaminaciéon inesperada por un virus
desconocido o polipéptido patogénico. La célula de CHO se utiliza mas frecuentemente como célula animal para
la produccién de un farmaco de proteinas y gracias a los estudios realizados en los ultimos afos, también se ha
establecido una linea de células de CHO en suspension capaz de cultivar en un medio seguro que no utiliza un
suero componente de origen animal. Sin embargo, la productividad de una linea celular en la que se ha
introducido un gen bajo condiciones libres de suero o libres de proteinas se encuentra limitada a la mitad de la de
la linea celular en la que un gen ha sido introducido bajo las condiciones de utilizacion de suero (literatura no de
patente n° 14). Se demuestra que la transduccién génica bajo condiciones libres de suero o libres de proteinas
resulta técnicamente dificil.

En general se introduce un marcador seleccionable para cribar una célula que expresa una proteina de interés
en el mismo vector de expresion génica. Lo anterior se basa en la hipotesis de que existe una regién en la que
un gen existente en el genoma se expresa facilmente y una regiéon en la que un gen presente en el genoma
practicamente no se expresa (denominados 'efectos de posicion', literatura no de patente n° 15) y de que la
proteina de interés también se expresa al expresarse el marcador seleccionable.

Por otra parte, en el caso de que una proteina de interés comprenda dos o mas polipéptidos, tal como un
anticuerpo y similares, es conocido ademas que cada polipéptido se expresa utilizando diferentes vectores. En el
caso de un anticuerpo, se ha demostrado que la productividad es mas alta en el caso de que la expresion de la
cadena pesada del anticuerpo sea mas elevada que la expresion de la cadena ligera (literatura no de patentes n°®
16). Debido a que se predice que las expresiones de las cadenas pesada y ligera sean constantes en el mismo
vector, resulta posible obtener una linea celular que expresa las cadenas pesada y ligera utilizando diferentes
vectores con el fin de obtener una productividad elevada. Sin embargo, en el caso de que se exprese una
proteina utilizando dos o mas vectores diferentes, también resultan necesarios dos o0 mas genes marcadores
seleccionables.

Como medio para superar lo anterior, se informa de un caso en el que un gen dhfr originalmente consistente en
una cadena polipeptidica se dividid en dos cadenas polipeptidicas y una de ellas se dispuso en un vector de
expresion de cadena pesada y la otra se dispuso en un vector de expresion de cadena ligera (literatura no de
patentes n°® 17).
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Sin embargo, la célula indicada en la literatura no de patentes n° 17 es una célula de CHO que es dependiente
del componente proteina afiadido al medio y, tal como se ha indicado anteriormente, existe la posibilidad de que
la eficiencia de introduccion génica sea elevada, diferente del caso de la introduccién génica bajo condiciones
libres de suero o libres de proteinas. Se predice que la seleccidon de una célula de alta productividad seguira
resultando dificil al introducir un gen bajo condiciones libres de suero o libres de proteinas con elevada seguridad
y libres del peligro de infeccion virica y similares.
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Exposicion de la invencion

Problemas gue debe resolver la invencién

Con el fin de producir y analizar una proteina de interés, resulta necesario seleccionar una linea celular que
exprese establemente y a nivel elevado una proteina de interés utilizando una célula de cultivo derivada de
mamifero. Sin embargo, la preparaciéon y cultivo de la célula que produce la proteina de interés requiere
considerable esfuerzo y tiempo.

Ademas, aunque es conocida la expresion de una proteina de interés en una célula de mamifero utilizando una
secuencia de transposén, no se conoce la preparacién de una célula que pueda expresar a nivel elevado una
proteina de interés y que de esta manera pueda utilizarse como sistema de produccién de proteinas mediante la
utilizacién de una secuencia de transposoén, no se conoce un procedimiento de preparacién de una célula de
mamifero que pueda producir a nivel elevado una proteina de interés mediante la utilizacion de una secuencia de
transposén y no se conoce un procedimiento de produccion de una proteina utilizando la célula.

Tal como se ha indicado anteriormente, existe la necesidad de expresar una proteina de interés en gran cantidad
mediante el establecimiento de un sistema de producciéon de proteinas que pueda producir a nivel elevado la
proteina de interés utilizando un cultivo celular de mamifero de manera eficiente y en un corto periodo de tiempo.
Ademas, se ha deseado el establecimiento de una célula productora que no requiera ningin componente de
origen animal entre la introduccién génica y el establecimiento de la célula productora.

De esta manera, los objetivos de la invencién son proporcionar una célula capaz de expresar a nivel elevado una
proteina de interés que pueda establecerse eficientemente y un procedimiento para producir la proteina de
interés utilizando la célula.

Medios para resolver los problemas

Con el fin de resolver los problemas anteriormente indicados, los presentes inventores han llevado a cabo
estudios intensivos y han encontrado como resultado que puede producirse eficientemente una proteina de
interés mediante la introduccion de por lo menos un vector de expresion que comprende un fragmento génico
que comprende un ADN que codifica la proteina de interés y que comprende ademas un par de secuencias de
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transposon en ambos extremos del fragmento génico en una célula de mamifero en suspension y la integracion
del fragmento génico insertado entre un par (dos) de secuencias de transposon en un cromosoma de la célula de
mamifero. Ademas, se ha encontrado que la proteina de interés puede producirse eficientemente mediante la
utilizacién de la célula y de esta manera se ha llevado a cabo la invencion.

Especificamente, la invencion se refiere a lo siguiente:

1. Un procedimiento para producir un anticuerpo, que comprende introducir en una célula de CHO en
suspension:

(a) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H de un anticuerpo y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos
extremos del fragmento génico, un vector de expresion que comprende un fragmento génico que
comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un gen marcador seleccionable y que comprende
ademas un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico, o

(b

~

un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo
y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento
génico, o

un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena L de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena H de un anticuerpo
y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento
génico,

(c

~

en el que cada par de secuencias de transposén son secuencias de nucleétidos de Tol1 o secuencias de
nucledtidos de Tol2, permitiendo que actde una transposasa sobre las secuencias de transposoén, integrando
de esta manera los fragmentos génicos en un cromosoma de la célula de CHO con el fin de obtener una
célula de CHO que expresa el anticuerpo y cultivando en suspension la célula de CHO.

2. Un procedimiento para producir un anticuerpo, que comprende las etapas (A) a (C) a continuacion:
(A) introducir simultaneamente en una célula de CHO en suspension:

(a) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica
una cadena H de un anticuerpo y que comprende ademas un par de secuencias de transposon en
ambos extremos del fragmento génico, un vector de expresién que comprende un fragmento
génico que comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y que comprende
ademas un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector
de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un gen marcador seleccionable
y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento
génico, o

(b) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica
una cadena H de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas un par
de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion
que comprende un fragmento génico que comprende un AND codificante de una cadena L de un
anticuerpo y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos extremos del
fragmento génico, o

un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica
una cadena L de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas un par
de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion
que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena H de un
anticuerpo y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos extremos del
fragmento génico,

—
O
-~

en el que cada par de secuencias de transposén son secuencias de nucleétidos de Tol1 o secuencias de
nucleotidos de Tol2, y un vector de expresion que comprende un ADN que codifica una transposasa que
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reconoce las secuencias de transposén y presenta actividad de transferencia de un fragmento génico
insertado entre un par de secuencias de transposén en un cromosoma,

(B) obtener una célula de CHO en suspension que expresa el anticuerpo mediante la expresion transitoria
de la transposasa a partir del vector de expresion que se introduce en la célula de CHO en suspension
en la etapa (A) para integrar los fragmentos génicos en un cromosoma de la célula de CHO, y

(C) cultivar en suspension la célula de CHO en suspension que expresa el anticuerpo obtenido en la etapa
(B) para producir el anticuerpo,

Un procedimiento para obtener una célula de CHO en suspension que expresa un anticuerpo, que
comprende introducir en una célula de CHO en suspension:

(a) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H de un anticuerpo y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos
extremos del fragmento génico, un vector de expresidon que comprende un fragmento génico que
comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un gen marcador seleccionable y que comprende
ademas un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico, o

(b

~

un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo
y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento
génico, o

(c

~

un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena L de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena H de un anticuerpo
y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento
génico,

en el que cada par de secuencias de transposén son secuencias de nucledtidos de Tol1 o secuencias de
nucledtidos de Tol2, y que permite que actle una transposasas sobre las secuencias de transposon,
integrando de esta manera los fragmentos génicos en un cromosoma de la célula de CHO.

4.

10.

11.

El procedimiento descrito en cualquiera de los items 1 a 3, anteriormente, en el que las secuencias de
nucledtidos de Tol2 son las secuencias de nucleétidos mostradas en la SEC ID n° 2 y la secuencia de
nucleétidos mostrada en la SEC ID n° 3.

El procedimiento descrito en cualquiera de los items 1 a 3, anteriormente, en el que las secuencias de
nucledtidos de Tol1 son las secuencias de nucleétidos mostradas en la SEC ID n° 14 y las secuencias de
nucleétidos mostradas en la SEC ID n° 15.

El procedimiento descrito en cualquiera de los items 1 a 5, anteriormente, en el que la célula de CHO en
suspension es una célula capaz de sobrevivir y proliferar en un medio libre de suero.

El procedimiento descrito en cualquiera de los items 1 a 6, anteriormente, en el que la célula de CHO en
suspension es una célula de CHO adaptada para el cultivo en suspension.

El procedimiento descrito en cualquiera de los items 1 a 7, anteriormente, en el que la célula de CHO es
por lo menos una seleccionada de entre CHO-K1, CHO-K1SV, DUKXB11, CHO/DG44, Pro-3 y CHO-S.

El procedimiento descrito en cualquiera de los items 1 a 8, anteriormente, en el que el gen marcador
seleccionable es un gen de resistencia a la cicloheximida.

El procedimiento descrito en el item 9, anteriormente, en el que el gen de resistencia a la cicloheximida es
un gen codificante de un mutante de la proteina ribosémica humana L36.

El procedimiento descrito en cualquiera de los items 1 a 10, anteriormente, en el que el anticuerpo es un
anticuerpo que reconoce un antigeno de tipo tumoral, un antigeno relacionado con una alergia o
inflamacion, un antigeno relacionado con una enfermedad cardiovascular, un antigeno que se relaciona
con una enfermedad autoinmunitaria o un antigeno que relaciona con una infeccion bacteriana.
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Una célula de CHO en suspensién que presenta un cromosoma en el que se ha integrado:

(a) un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena H de un anticuerpo y que
presenta un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico, un fragmento
génico que comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y que presenta un par de
secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico y un fragmento génico que
comprende un gen marcador seleccionable y que presenta un par de secuencias de transposén en
ambos extremos del fragmento génico, o

(b) un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena H de un anticuerpo y un gen
marcador seleccionable y que presenta un par de secuencias de transposén en ambos extremos del
fragmento génico y un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena L de un
anticuerpo y que presenta un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento
génico, o

(c) un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y un gen
marcador seleccionable y que presenta un par de secuencias de transposén en ambos extremos del
fragmento génico y un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena H de un
anticuerpo y que presenta un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento
génico,

en el que cada par de secuencias de transposén son secuencias de nucleétidos de Tol1 o secuencias de
nucledtidos de Tol2 y que produce el anticuerpo y es capaz de sobrevivir y proliferar en un medio libre de
suero.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

La célula de CHO indicada en el item 12, anteriormente, en le que la célula de CHO en suspension es una
célula de CHO adaptada para el cultivo en suspension.

La célula de CHO indicada en cualquiera de los items 12 y 13, anteriormente, en el que la célula de CHO
es cualquier célula seleccionada de entre CHO-K1, CHO-K1SV, DUKXB11, CHO/DG44, Pro-3 y CHO-S.

La célula de CHO indicada en cualquiera de los items 12 a 14, anteriormente, en el que el gen marcador
seleccionable es un gen de resistencia a la cicloheximida.

La célula de CHO indicada en el item 15, anteriormente, en el que el gen de resistencia a cicloheximida
es un gen codificante de un mutante de la proteina ribosémica humana L36a.

La célula de CHO indicada en cualquiera de los items 12 a 16, anteriormente, en el que el anticuerpo es
un anticuerpo que reconoce un antigeno de tipo tumoral, un antigeno relacionado con una alergia o
inflamacion, un antigeno relacionado con una enfermedad cardiovascular, un antigeno que se relaciona
con una enfermedad autoinmunitaria o un antigeno que relaciona con una infeccion bacteriana.

La célula de CHO indicada en cualquiera de los items 12 a 17, anteriormente, en el que las secuencias de
nucledtidos de Tol2 son la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC ID n° 2 y la secuencia de
nucleétidos mostrada en la SEC ID n° 3.

La célula de CHO indicada en cualquiera de los items 12 a 17, anteriormente, en el que las secuencias de
nucledtidos de Tol1 son la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEC ID n® 14 y la secuencia de
nucledtidos mostrada en la SEC ID n° 15.

Utilizacion en un procedimiento para producir un anticuerpo de:

(a) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H de un anticuerpo y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos
extremos del fragmento génico, un vector de expresion que comprende un fragmento génico que
comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un gen marcador seleccionable y que comprende
ademas un par de secuencias de transposdn en ambos extremos del fragmento génico, o

(b) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo
y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento
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génico, o

(c) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena L de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena H de un anticuerpo
y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento
génico,

en el que cada par de secuencias de transposén son secuencias de nucleétidos de Tol1 o secuencias de
nucleétidos de Tol2.

21. La utilizacién indicada en el item 20, anteriormente, en el que las secuencias de nucleétidos de Tol2 son
la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC ID n° 2 y la secuencia de nucleétidos mostrada en la
SECIDn°3,y

22. La utilizacién indicada en el item 20, anteriormente, en el que las secuencias de nucleétidos de Tol1 son
las secuencias de nucleétidos mostrada en la SEC ID n° 14 y la secuencia de nucleétidos mostrada en la
SEC ID n° 15.

Efecto de la invencion

Segun el procedimiento de produccién de proteinas de la invencion, puede producirse eficientemente una
proteina de interés mediante la utilizacién de una célula de mamifero en suspension. Ademas, la célula de la
presente invencion puede utilizarse como célula de produccion para producir una proteina recombinante o un
polipéptido recombinante con una elevada eficacia.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1] La figura 1 muestra una ilustracion esquematica de un vector transposdn para expresar un
anticuerpo anti-M2 de influenza humano. Tol2-L representa un transposon Tol2 de extremo izquierdo (SEC ID
n° 2), Tol2-R representa un transposon Tol2 de extremo derecho (SEC ID n° 3), CMV representa un promotor
del CMV; poliA representa un sitio de poliadenilacion; Hc representa un ADNc de cadena H de anticuerpo
humano; Lc representa un ADNc de cadena L de anticuerpo humano y CHX-r representa un gen de
resistencia a la cicloheximida.

[Figura 2] La figura 2 muestra una ilustracion esquematica de un vector de expresiéon de anticuerpo anti-M2
de influenza humano. CMV representa un promotor del CMV; poliA representa un sitio de poliadenilaciéon; He
representa un ADNc de cadena H de anticuerpo humano; Lc representa un ADNc de cadena L de anticuerpo
humano y CHX-r representa un gen de resistencia a cicloheximida.

[Figura 3] La figura 3 muestra una ilustracion esquematica de un vector de expresion de transposasa Tol2.
CAGGS representa un promotor de CAGGS; poliA representa un sitio de poliadenilacion, y ADNc de TPasa
representa un ADNc de la transposasa Tol2.

[Figura 4] La figura 4 muestra el resultado de examinar el nivel de expresion del anticuerpo anti-M2 de
influenza humano en una suspensién de células de CHO-K1 y células de CHO-K1 adhesivas al utilizar un
vector de transposén Tol2 para expresar el anticuerpo anti-M2 de influenza humano. La figura 4A representa
el resultado de una suspension de células de CHO-K1 y la figura 4B representa el resultado de células de
CHO-K1 adhesivas. En ambas figuras, la ordenada muestra el nivel de produccion de anticuerpo (ug/ml) y la
abscisa muestra el nimero de clones transgénicos de cada célula.

[Figura 5] La figura 5 muestra una ilustracién esquematica de un vector de transposén Tol1 para expresar el
anticuerpo anti-M2 de influenza humana. Tol1-L representa un transposon Tol1 en el extremo izquierdo (SEC
ID n°® 14), Tol1-R representa un transposén Tol1 del extremo derecho (SEC ID n° 15); CMV representa un
promotor del CMV; poliA representa un sitio de poliadenilacion; Hc representa un ADNc de cadena H de
anticuerpo humano; Lc representa un ADNc de cadena L de anticuerpo humano, y CHX-r representa un gen
de resistencia a la cicloheximida.

[Figura 6] La figura 6 muestra una ilustracion esquematica de un vector de expresion de la transposasa Tol1.
CAGGS presenta un promotor CAGGS; poliA representa un sitio de poliadenilacion y ADNc de TPasa
representa un ADNc de la transposasa Tol1.

[Figura 7] La figura 7 muestra el resultado de examinar el nivel de expresién de un anticuerpo anti-M2 de
influenza humano en una suspension de células de CHO-K1 al utilizar un vector de transposén Tol1 para la
expresion del anticuerpo anti-M2 de influenza. La ordenada muestra el nivel de produccién de anticuerpos
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(nug/ml) y la abscisa muestra el nimero de clones transgénicos de cada célula.

[Figura 8] La figura 8 muestra una ilustracion esquematica de un vector transposén para la expresion de una
cadena pesada de anticuerpo anti-CD98 humano. Tol2-L representa un transposén Tol2 de extremo izquierdo
(SEC ID n° 2); Tol2-R representa un transposon Tol2 de extremo derecho (SEC ID n° 3); Pmo representa un
promotor del virus de la leucemia murina de Moloney; poliA representa un sitio de poliadenilacion y Hc
representa un ADNc de cadena pesada de anticuerpo anti-CD98 humano (SEC ID n° 18).

[Figura 9] La figura 9 muestra una ilustracion esquematica de un vector transposén para expresar cadena
ligera de anticuerpo anti-CD98 humano. Tol2-L representa un transposén Tol2 de extremo izquierdo (SEC ID
n° 2); Tol2-R representa un transposon Tol2 de extremo derecho (SEC ID n° 3); CMV representa un promotor
del CMV; poliA representa un sitio de poliadenilacién y Lc representa un ADNc de cadena ligera de
anticuerpo anti-CD98 humano (SEC ID n°® 21).

[Figura 10] La figura 10 muestra una ilustracion esquematica de un vector transposon para la expresion de un
gen de resistencia a la cicloheximida. Tol2-L representa un transposén Tol2 de extremo izquierdo (SEC ID n°
2); Tol2-R representa un transposon Tol2 de extremo derecho (SEC ID n° 3); CMV representa un promotor
del CMV; poliA representa un sitio de poliadenilacion y CHX-r representa un gen de resistencia a la
cicloheximida (SEC ID n° 7).

[Figura 11] La figura 11 muestra el nivel de produccién de anticuerpo anti-TNFa humano al introducir
génicamente en una célula de CHO-K1 el vector en tandem TNFa-CHX o vector TNFaH-CHX y vector
TNFaL. La ordenada muestra la concentracién del anticuerpo (ug/ml) que es producida en el medio; el grafico
de control se indica como Control y el grafico de ensayo se indica como Exp.

[Figura 12] La figura 12 muestra el nivel de produccién de anticuerpo anti-CD20 humano al introducir
génicamente en una célula de CHO-K1 el vector en tandem CD20-CHX o vector CH20H-CHX y vector
CD20L. La ordenada muestra la concentracion del anticuerpo (ug/ml) que se produce en el medio; el grafico
de control se indica como Control y el grafico de ensayo se indica como Exp.

[Figura 13] La figura 13 muestra la estructura del vector A de expresion de anticuerpo. En la figura 13, Tol2-L
representa un fragmento de ADN que comprende la secuencia de Tol2-L (SEC ID n°® 2) y Tol2-R representa
un fragmento de ADN que comprende la secuencia de Tol2-R (SEC ID n° 3); CMV representa un promotor
del CMV; poliA representa un sitio de poliadenilacion; Hc representa un gen de cadena pesada de anticuerpo
de CD98; Lc representa un gen de cadena ligera de anticuerpo anti-CD98 humano; SO representa un
promotor del SV40; SV representa un sitio de poliadenilacion del SV40 y Neo-r representa un gen de
resistencia a la neomicina.

Formas de realizacion para poner en practica la invencion

La presente invencién se refiere a un procedimiento para la producciéon de una proteina de interés, que
comprende introducir por lo menos un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende
un ADN que codifica una proteina de interés y que comprende ademas secuencias de transposén en ambos
extremos del fragmento génico, en una célula de mamifero en suspension; integrar el fragmento génico insertado
entre un par (dos) de secuencias de transposén en un cromosoma de la célula de mamifero con el fin de obtener
una célula de mamifero en suspensién que expresa dicha proteina de interés y cultivar en suspension la célula
de mamifero.

Los ejemplos del procedimiento para la produccion de una proteina de interés en la presente invencion (en
adelante denominados procedimiento de la presente invencion) comprenden un procedimiento para la
produccion de una proteina de interés, que comprende las etapas (A) a (C) siguientes.

(A) una etapa de introduccion simultanea de los vectores de expresion (a) y (b) siguientes en una célula de
mamifero en suspension:

(a) por lo menos un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN
que codifica una proteina de interés y que comprende ademas secuencias de transposén en ambos
extremos del fragmento génico,

(b) un vector que comprende un ADN que codifica una transposasa que reconoce las secuencias de
transposon y presenta actividad de transferencia de un fragmento génico insertado entre un par de
secuencias de transposon al interior de un cromosoma,

(B) una etapa de expresion transitoria de la transposasa a partir del vector de expresion (b) que se introduce
en la célula de mamifero en suspension en la etapa (a) para integrar el fragmento génico insertado entre
un par de las secuencias de transposén en un cromosoma de la célula de mamifero con el fin de obtener



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 661981 T3

una célula de mamifero en suspension que expresa la proteina de interés y

(C)una etapa de cultivo en suspension de la célula de mamifero en suspension que expresa la proteina de
interés obtenida en la etapa (B) con el fin de producir la proteina de interés.

Ademas, la presente invencion se refiere a una célula de mamifero en suspension, en la que se introduce por lo
menos un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
proteina de interés y que comprende ademas un par de secuencias de transposon en ambos extremos del
fragmento génico y un vector de expresion, con el fin de integrar el fragmento génico insertado entre el par de
secuencias de transposon en el cromosoma, y que produce la proteina de interés.

En la presente invencion, la proteina de interés es una proteina que comprende uno o mas polipéptidos, y segun
el procedimiento de la invencién, puede llevar a cabo la expresion de la proteina de interés.

El vector o vectores de expresién que comprenden un fragmento génico que comprende un ADN que codifica
una proteina de interés y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos extremos del
fragmento génico se refiere a una o dos o mas especies del vector de expresion. En particular, con el fin de
expresar una proteina de interés que comprende dos o mas polipéptidos, resulta necesario utilizar dos o mas
vectores que comprenden un fragmento génico que incluye un ADN que codifica los polipéptidos respectivos y
que comprende ademas un par de secuencias de transpos6n en ambos extremos del fragmento génico.

Mas particularmente, la proteina de interés anteriormente indicada que comprende dos o mas polipéptidos es un
anticuerpo. La cadena H y la cadena L del anticuerpo pueden expresarse utilizando un vector de expresion o
pueden expresarse utilizando dos vectores de expresion: un vector que expresa la cadena H y un vector que
expresa la cadena L, respectivamente.

Segun el procedimiento de la presente invencion, puede producirse una proteina de interés utilizando una célula
de mamifero en suspension que produce la proteina de interés, en la que un fragmento génico insertado entre un
par de secuencias de transposon se integra en el cromosoma, mediante la introduccion del vector de expresion
que comprende un fragmento génico que incluye un ADN que codifica la proteina de interés y que comprende
ademas un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico.

El gen marcador seleccionable que debe utilizarse como indice de insercion génica puede integrarse en el mismo
vector como el vector de expresion que comprende el ADN que codifica la proteina de interés o puede integrarse
en un vector diferente.

Es decir, por lo menos uno de los vectores de expresion que comprenden un fragmento génico que incluye un
ADN que codifica una proteina de interés y que comprende ademas un par de secuencias de transposon en
ambos extremos del fragmento génico puede utilizarse como el vector de expresion que comprende un
fragmento génico que incluye un ADN que codifica una proteina de interés y un gen marcador seleccionable y
que comprende ademas un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico.

Adicionalmente, ademas del vector de expresion que comprende un fragmento génico que incluye un ADN que
codifica la proteina de interés y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos extremos
del fragmento génico, puede introducirse adicionalmente en una célula de mamifero un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que incluye un gen marcador seleccionable y que comprende ademas un par de
secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico.

Especificamente, entre los ejemplos del procedimiento para producir una proteina de interés de la presente
invencion se incluye un procedimiento que comprende las etapas (A) a (C) a continuacion:

(A) una etapa de introduccion simultanea de los vectores de expresion (a) y (b) a continuacion en una célula
de mamifero en suspension:

(a) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
proteina de interés y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos extremos
del fragmento génico,

(b) un vector que comprende un ADN que codifica una transposasa que reconoce las secuencias de
transposon y que presenta actividad de transferencia del fragmento génico insertado entre un par de
secuencias de transposon en un cromosoma,

(B)una etapa de expresion transitoria de la transposasa a partir del vector de expresion (b) que se ha
introducido en la célula de mamifero en suspension en la etapa (A) con el fin de integrar el fragmento
génico insertado entre un par de secuencias de transpos6n en un cromosoma de la célula de mamifero y
obtener una célula de mamifero en suspension que expresa la proteina de interés, y
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(C)una etapa de cultivo en suspension de la célula de mamifero en suspension que expresa la proteina de
interés obtenida en la etapa (B) con el fin de producir la proteina de interés.

Ademas, entre los ejemplos del procedimiento para producir una proteina de interés de la presente invencién se
incluye un procedimiento que comprende las etapas (A) a (C) a continuacion:

(A) una etapa de introduccién simultanea de los vectores de expresion (a), (b) y (c), a continuacién, en una
célula de mamifero en suspension:

(a) por lo menos un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN
que codifica una proteina de interés y que comprende ademas un par de secuencias de transposon en
ambos extremos del fragmento génico,

(b) un vector de expresion que comprende un marcador seleccionable y un par de secuencias de
transposén en ambos extremos del marcador seleccionable,

(c) un vector que comprende un ADN que codifica una transposasa que reconoce las secuencias de
transposon y que presenta actividad de transferencia del fragmento génico insertado entre un par de
las secuencias de transposon al interior de un cromosoma,

(B) una etapa de expresion transitoria de la transposasa a partir del vector de expresion (c) que se introduce
en la célula de mamifero en suspension en la etapa (A) para integrar el fragmento génico insertado entre
un par de secuencias de transposén en un cromosoma de la célula de mamifero y obtener una célula de
mamifero en suspension que expresa la proteina de interés, y

(C)una etapa de cultivo en suspension de la célula de mamifero en suspension que expresa la proteina de
interés obtenido en la etapa (B) para producir la proteina de interés.

La presente invencion se refiere a una célula de mamifero en suspension, en la que se introduce por lo menos un
vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una proteina de
interés y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico
y un vector de expresion que comprende un marcador seleccionable y un par de secuencias de transposon en
ambos extremos del marcador seleccionable, para integrar el fragmento génico y el marcador seleccionable
insertado entre un par de secuencias de transposén en un cromosoma, y que produce una proteina de interés.

Ademas, la presente invencién se refiere a una célula de mamifero en suspensiéon en la que se introduce un
vector de expresion de proteina que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
proteina de interés y un marcador seleccionable, y que comprende ademas un par de secuencias de transposon
en ambos extremos del fragmento génico, a fin de integrar el fragmento génico insertado entre un par de
secuencias de transposon en un cromosoma, y que produce una proteina de interés.

Ademas, entre los ejemplos de la célula de mamifero en suspensiéon que produce una proteina de interés de la
presente invencion se incluyen una célula de mamifero en suspension en la que un vector de expresion (a) que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una proteina de interés y un gen marcador
seleccionable y que comprende ademas secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y
un vector (b) que comprende un ADN que codifica una transposasa (una transferasa) que reconoce las
secuencias de transposén y que presenta actividad de transferencia del fragmento génico insertado entre un par
de las secuencias de transposén en un cromosoma para integrar el fragmento génico insertado entre un par de
secuencias de transposon en el cromosoma se introducen simultdneamente y producen la proteina de interés.

Segun la presente invencion, el nimero de vectores de expresion que comprende un fragmento génico que
incluye un ADN que codifica la proteina de interés y que comprende ademas un par de secuencias de
transposon en ambos extremos del fragmento génico, que debe introducirse en una célula de mamifero en
suspension, no se encuentra particularmente limitado con la condicion de que la expresion y produccion de la
proteina de interés puedan ser llevadas a cabo por la célula de mamifero, y entre los ejemplos se incluye
preferentemente 1 a 20 especies de vectores de expresion, mas preferentemente pueden indicarse 2 a 10
especies de vectores de expresion y, por ejemplo, resultan preferentes 3 a 8 especies de vectores de expresion,
4 a 7 especies de vectores de expresion, 1 a 6 especies de vectores de expresion, 1 a 5 especies de vectores de
expresion, 1 a 4 especies de vectores de expresion 'y 1 a 3 especies de vectores de expresion.

Ademas, entre los ejemplos de la puesta en practica de la presente invencion se incluye un procedimiento para
incrementar la integracion de un fragmento génico insertado entre un par de secuencias de transposén en un
cromosoma de la célula de mamifero, mediante la introduccién simultanea en la célula de mamifero en
suspension de por lo menos uno de entre (a) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que
comprende un ADN que codifica una proteina de interés y que comprende ademas un par de secuencias de
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transposén en ambos extremos del fragmento génico y (b) un vector que comprende un ADN que codifica una
transposasa capaz de reconocer las secuencias de transposon y que presenta la actividad de introducir el
fragmento génico insertado entre el par de secuencias de transposén en un cromosoma, un procedimiento para
integrar un ADN que codifica una proteina de interés en un cromosoma de la célula de mamifero a una
frecuencia elevada y una célula de mamifero en suspension que se obtiene mediante dichos procedimientos y
que puede producir una proteina de interés.

El término "transposon” en la presente memoria es un elemento genético transponible y se refiere a una unidad
génica que se desplaza dentro de un cromosoma o de un cromosoma a otro cromosoma (transposicion)
manteniendo simultaneamente una determinada estructura.

El transposén comprende secuencias de transposon repetitivas (también denominadas secuencias repetidas
invertidas (secuencias RI) o secuencias repetidas invertidas terminales (secuencias RIT)) que se situa en la
misma direccién o en direccion inversa en ambos extremos de una unidad génica y una secuencia de nucleétidos
codificante de una transposasa que reconoce la secuencia de transposoén para introducir un gen existente entre
las secuencias de transposoén.

La transposasa traducida a partir del transposéon puede introducir un ADN mediante el reconocimiento de
secuencias de transposon de ambos extremos del transposon, extrayendo el fragmento de ADN insertado entre
un par de secuencias de transposon e insertando el fragmento en el sitio en que debe introducirse.

La expresion "secuencia de transposon” en la presente memoria se refiere a la secuencia de nucleétidos de un
transposon reconocido por una transposasa y que presenta el mismo significado que la secuencia Rl o la
secuencia RIT. Un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos puede comprender una fraccién repetida
imperfecta con la condicién de que pueda introducirse (insertarse en otra posicién del genoma) mediante la
actividad de una transposasa y exista una secuencia de transposon especifica de una transposasa.

Como secuencia de transposén que debe utilizarse en la invencion, se utiliza una secuencia de nucleétidos
derivada de un par de transposones de tipo ADN naturales o artificiales que pueden ser reconocidos por una
transposasa y transponerse en células de mamifero.

Las secuencias de nucledtidos derivadas de un transposoén de tipo ADN son las secuencias de nucleétidos de
Tol1 o las secuencias de nucleétidos de Tol2 derivadas del pez medaka.

En particular, entre ellos, las secuencias de nucleétidos derivadas del transposén Tol2 derivado del pez medaka
que comprende la secuencia de nuclettidos mostrada en SEC ID n° 6 y el transposon Tol2 derivada del pez
medaka que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en SEC ID n° 13 resultan preferidas.

Entre los ejemplos de la secuencia de nucleétidos derivada de un par de transposones Tol2 se incluyen la
secuencia de nucleotidos entre las posiciones 1y 2.229 y la secuencia de nucledtidos en las posiciones 4.148 a
4.682 en la secuencia de nucleétidos del transposén Tol2 mostrada en la SEC ID n° 6 del Listado de secuencias.

Como secuencia de nucleétidos derivada de un par de transposones Tol2, la secuencia de nucleétidos en las
posiciones 1 a 200 (SEC ID n° 2) (en adelante denominada "secuencia Tol2-L") y la secuencia de nucledtidos en
las posiciones 2.285 a 2.788 (SEC ID n° 3) (en adelante denominada "secuencia Tol2-R") de la secuencia de
nucleétidos del transposén Tol2 mostrada en la SEC ID n° 1 del Listado de secuencias resultan mas preferentes.

Como secuencia de transposon derivada de un par de transposones Tol1, entre los ejemplos se incluye la
secuencia de nucleétidos que comprende una secuencia de nucledtidos en las posiciones 1 a 157 y la secuencia
de nucledtidos en las posiciones 1.748 a 1.855 en la secuencia de nucleétidos del transposén Tol1 mostrada en
la SEC ID n° 13 del Listado de secuencias.

Como secuencia de transposon derivada de un par de transposones Tol1, la secuencia de nucleétidos en las
posiciones 1 a 200 (SEC ID n° 14) (en adelante denominada "secuencia Tol1-L") y la secuencia de nucleotidos
en las posiciones 1.351 a 1.855 (SEC ID n° 15) (en adelante denominada "secuencia Tol1-R") de la secuencia de
nucleétidos del transposon Tol1 mostrada en la SEC ID n° 13 del Listado de secuencias resultan preferentes.

Entre los ejemplos de la secuencia de transposon que debe utilizarse en la invencion se incluyen secuencias de
transposon en las que las reacciones de transposicion se controlan mediante la utilizacién de una secuencia
parcial de una secuencia de transposon derivada del transposoén anteriormente indicado, mediante el ajuste de la
longitud de la secuencia de nucleétidos y mediante la modificacion de la secuencia de nucleétidos mediante
adicion, delecion o sustitucion.

Como procedimiento para producir la proteina de interés de la presente invencion, entre los ejemplos se incluye

ademas un procedimiento en el que se produce por lo menos una de las proteinas de interés utilizando por lo
menos dos secuencias de transposon y por lo menos dos transposasas.
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Especificamente, entre los ejemplos se incluye un procedimiento de produccion de proteinas que comprende las
etapas de introducir un vector que comprende un ADN que codifica una primera proteina de interés insertada
entre dos secuencias de transposoén Tol1, un vector que comprende un ADN que codifica una segunda proteina
de interés insertada entre dos secuencias de transposén Tol2, un vector de expresion de transposasa Tol1 y un
vector de expresion de transposasa Tol2, simultaneamente o en orden dentro del cromosoma de la célula de
mamifero, obteniendo de esta manera una célula de mamifero que produce las dos proteinas de interés.

Ademas, la primera proteina de interés y la segunda proteina de interés pueden ser iguales y la productividad de
la proteina de interés también puede mejorarse mediante el incremento del nimero de copias del gen que debe
introducirse en la célula.

Con respecto al control de la reaccién de transposicion de un transposon, la reaccion de transposicion puede
acelerarse o suprimirse mediante la aceleracion o supresion del reconocimiento de la secuencia de transposén
por una transposasa, respectivamente. Ademas, con respecto a la reaccion de transposicién del transposon, la
reaccion de transposicion puede potenciarse mediante acortamiento de la longitud de la secuencia de
nucleédtidos insertada entre un par (dos) de las secuencias de transposon y la reaccion de transposicion puede
reducirse mediante el alargamiento de la longitud. Por lo tanto, en el caso de que se exprese y se prepare una
proteina de interés que comprenda una pluralidad de proteinas, las proteinas de interés pueden prepararse
mediante la insercion de ADN que codifica cada proteina en un vector de expresion diferente, integrando el ADN
en el cromosoma de la célula hospedadora y preparando una célula de mamifero en suspension que sea capaz
de preparar la proteina de interés con el fin de producir la proteina de interés mediante la utilizacion de la célula.

El término "transposasa" en la presente memoria se refiere a un enzima que reconoce secuencias de nucleétidos
que presentan secuencias de transposon y que transfieren un fragmento génico existente entre las secuencias
de nucledtidos en un cromosoma o de un cromosoma a otro cromosoma.

Entre los ejemplos de la transposasa se incluyen los enzimas derivados de Tol1 y Tol2, los cuales se derivan del
pez medaka, Sleeping Beauty (SB) reconstruido a partir de un transposén no auténomo existente en el genoma
de un pez Onchorhynchus, Sleeping Beauty 11 (SB11), el transposon artificial Frog Prince (FP), que se deriva de
la rana, y el transposon PiggyBac (PB), que se deriva de un insecto.

Como transposasa, puede utilizarse un enzima nativo y puede utilizarse cualquier transposasa en la que se haya
sustituido, eliminado, insertado y/o afiadido una parte de sus aminoacidos, con la condiciéon de que se mantenga
la misma actividad de transposicion que la transposasa. Mediante el control de la actividad enzimatica de la
transposasa puede controlarse la reaccién de transposicion del ADN existente entre las secuencias del
transposon.

Con el fin de analizar si presenta o no una actividad de transposicion similar a la de la transposasa, puede
medirse mediante el sistema de analisis de 2 componentes dado a conocer en la solicitud publicada de patente
japonesa no examinada n° 235575/2003.

En particular, si un elemento Tol2 no auténomo puede transferirse e insertarse en un cromosoma de la célula de
mamifero o no mediante la actividad de una transposasa puede analizarse mediante la utilizacion separada de
un plasmido que comprende un transposén Tol2 con eliminacién de transposasa Tol2 (transposén no autbnomo
derivado de Tol2) y un plasmido que comprende la transposasa Tol2.

La expresion "transposdn no auténomo" en la presente memoria se refiere a un transposén que ha perdido una
transposasa existente dentro del transposon y, por lo tanto, no puede llevarse a cabo su transposicion autbnoma.
El transposén no auténomo puede transferir el ADN insertado entre las secuencias de transposon desde el
transposoén no autdbnomo hasta el interior del cromosoma de la célula hospedadora, al permitir que una proteina
transposasa, un ARNm codificante de la proteina transposasa o un ADN que codifica la proteina transposasa, se
encuentren presentes simultaneamente en la célula.

El gen de transposasa se refiere a un gen codificante de una transposasa. Con el fin de mejorar su eficiencia de
expresion en una célula de mamifero, una secuencia que ajusta un espacio entre la secuencia de consenso de
Kozak (Kozak M., Nucleic Acids Res. 12:857-872, 1984) o una secuencia de unién a ribosoma, una secuencia de
Shine-Dalgarno y el coddn de inicio, a una distancia apropiada (por ejemplo entre 6 y 18 bases) puede
conectarse a un sitio cadena arriba del codén de inicio de traduccion ATG del gen.

Segun el procedimiento de la invencion, con el fin de integrar un fragmento génico que comprende un ADN que
codifica la proteina de interés en por lo menos un vector de expresién en el cromosoma de una célula
hospedadora, un vector de expresion que comprende el fragmento génico que comprende un ADN que codifica
la proteina de interés y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos extremos del
fragmento génico se introduce en la célula hospedadora, y se permite la acciéon de una transposasa sobre las
secuencias de transposén comprendidas en el vector de expresion que se ha introducido en la célula.
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Con el fin de permitir que actlie una transposasa sobre las secuencias de transposén comprendidas en el vector
de expresion que se ha introducido en la célula, la transposasa puede ser inyectada en la célula, o puede
introducirse un vector de expresion que comprende un ADN que codifica por lo menos una proteina de interés o
un ADN que codifica una proteina de interés, en la célula hospedadora junto con un vector de expresion que
comprende un ADN que codifica la proteina de interés y un gen marcador seleccionable. Ademas, mediante la
introduccion de un ARN codificante de un gen de transposasa en la célula hospedadora puede expresarse la
transposasa en la célula.

El vector de expresion no se encuentra particularmente limitado. Puede utilizarse cualquier vector de expresion
mediante la seleccidon opcional de entre los vectores de expresidon conocidos por el experto en la materia,
dependiendo de la célula hospedadora en la que se introduce un vector de expresion que comprende un gen de
transposasa, y similares.

En el caso de que se produzca mediante el procedimiento de la invencidon una proteina de interés que
comprende dos o mas polipéptidos o dos o mas proteinas de interés, puede prepararse una célula productora de
proteina en la que se integra un ADN que codifica cada proteina en un cromosoma de la célula hospedadora,
mediante la insercién del ADN que codifica cada proteina en el mismo vector de expresion o insertando el ADN
en vectores de expresion diferentes respectivos e introduciendo los vectores de expresién en una célula
hospedadora.

La transposasa puede insertarse en un vector de expresion para expresarse junto con la proteina de interés o
puede insertarse en un vector diferente del vector de expresion. La transposasa puede dejarse que actue
transitoriamente o puede dejarse actuar continuamente, aunque preferentemente se deja que la transposasa
actue transitoriamente con el fin de preparar la célula para la produccién estable.

Como procedimiento para permitir que la transposasa actue transitoriamente, entre los ejemplos se incluyen un
procedimiento que comprende preparar un vector de expresion que comprende un ADN que codifica la
transposasa y un vector de expresion que comprende un ADN que codifica una proteina de interés, seguido de la
introduccion de ambos plasmidos de expresion simultdneamente en la célula hospedadora.

La expresién "vector de expresion” en la presente memoria se refiere a un vector de expresion para la utilizacion
en la introduccion en una célula de mamifero y la expresion de una proteina de interés. El vector de expresion
utilizado en la invencién presenta una estructura en la que se encuentra presente por lo menos un par de
secuencias de transposén en ambos lados de un casete de expresion.

La expresién "casete de expresion" en la presente memoria se refiere a una secuencia de nucledtidos que
presenta una region de control de la expresion génica necesaria para expresar una proteina de interés y una
secuencia codificante de la proteina de interés. Entre los ejemplos de la region de control de la expresion génica
se incluyen un intensificador, un promotor y un terminador. El casete de expresion puede incluir un gen marcador
seleccionable.

Puede utilizarse cualquier promotor, con la condicién de que pueda funcionar en una célula animal. Entre los
ejemplos se incluyen un promotor de gen Tl (temprano inmediato) del citomegalovirus (CMV), el promotor
temprano de SV40, un promotor de retrovirus, un promotor metalotioneina, un promotor de choque térmico, el
promotor SRa, el virus de la leucemia murina de Moloney, un intensificador y similares. Ademas, puede utilizarse
el intensificador del gen Tl del CMV humano junto con el promotor.

El "gen marcador seleccionable" se refiere a otro gen marcador opcional que puede utilizarse para distinguir una
célula en la que se ha introducido un vector plasmido respecto de una célula que no presenta el vector.

Entre los ejemplos del gen marcador seleccionable se incluyen un gen de resistencia a farmaco (un gen de
resistencia a la neomicina, un gen de dihidrofolato reductasa (DHFR), un gen de resistencia a la puromicina, un
gen de resistencia a la blasticidina, un gen de resistencia a la zeocina, un gen de resistencia a la higromicina y
un gen de resistencia a la cicloheximida (solicitud publicada de patente japonesa no examinada n°® 262879/2002),
genes marcadores de fluorescencia y bioluminiscencia (tales como la proteina fluorescente verde, PFV) y
similares.

En la invencion, el marcador seleccionable preferente es un gen de resistencia a farmaco y un marcador
seleccionable particularmente preferente es un gen de resistencia a la cicloheximida. Ademas, la propiedad de
resistencia a farmaco y la propiedad de luminiscencia de la proteina marcadora seleccionable también pueden
modificarse mediante la preparacién de una variante con aminoacidos modificados mediante la modificacion
genética del gen marcador seleccionable o mediante el control de la transcripcion o traduccién del gen marcador
seleccionable (por ejemplo, la modificacion de un promotor, la modificacién de un codén de aminoacidos y
similares). Ademas, también puede seleccionarse células en las que se ha introducido un gen marcador
seleccionable que presentan diferentes niveles de resistencia a farmaco mediante el ajuste de la concentracion
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del farmaco.

Para el control de la propiedad de resistencia a farmaco y la propiedad de luminiscencia de la proteina
marcadora seleccionable, resulta preferente utilizar un gen marcador seleccionable atenuado. El gen marcador
seleccionable atenuado es un gen marcador seleccionable que se modifica de manera que se reduce la actividad
de la proteina codificada por el gen marcador seleccionable dentro de la célula.

Entre los ejemplos del gen marcador seleccionable que se modifica de manera que la actividad en la célula sea
baja se incluyen: (A) un gen marcador seleccionable en el que se modifica la secuencia de aminoacidos de una
proteina codificada por un gen marcador seleccionable de manera que se reduce la actividad de la proteina en la
célula, y (B) un gen marcador seleccionable en el que se modifica una secuencia de nucleétidos que controla la
expresion del gen marcador seleccionable o se modifica una secuencia de nucleétidos dentro del ORF (marco de
lectura abierto, por el inglés 'Open Reading Frame') de manera que se reduce la expresion del gen marcador
seleccionable.

Entre los ejemplos del gen marcador seleccionable en el que se ha modificado la secuencia de aminoacidos de
una proteina codificada por el gen marcador seleccionable de manera que la actividad de la proteina en la célula
se haya reducido se incluyen el gen de resistencia a la neomicina descrito por Sauter et al. [Biotech. Bioeng.
89:530-538, 2005] o Chen et al. [Journal of Immunological Methods 295:49-56, 2004].

Entre los ejemplos del procedimiento para reducir el nivel de expresion de una proteina en la célula mediante la
modificacion de una secuencia de nucledtidos que controla la expresion del gen marcador seleccionable se
incluyen un procedimiento para modificar la secuencia del promotor, la secuencia de terminador, la secuencia de
intensificador, la secuencia de consenso de Kozak o la secuencia de Shine-Dalgarno, que controla la expresion
del gen marcador seleccionable. Mas especificamente entre los ejemplos se incluye un procedimiento en el que
una secuencia de promotor que controla la expresion de un gen marcador seleccionable es sustituida por una
secuencia de promotor mas débil.

Entre los ejemplos del procedimiento para reducir el nivel de expresion de la proteina en la célula mediante la
modificacion de una secuencia de nucleétidos en el ORF de un gen marcador seleccionable se incluyen un
procedimiento en el que un codoén en el ORF es sustituido por un codén sindnimo que presenta una frecuencia
todavia mas baja de uso de codones en la célula.

Entre los ejemplos del gen marcador seleccionable atenuado de la invencién se incluyen un marcador
seleccionable en el que el codén anteriormente indicado en el ORF del gen es sustituido por un codén sinénimo
que presenta una frecuencia todavia mas baja de uso de codones en la célula.

En las células de diversas especies bioldgicas, el codén sinénimo que presenta una frecuencia todavia mas baja
de uso entre cada coddn sinénimo puede seleccionarse basandose en la literatura y bases de datos conocidos y
similares.

Entre los ejemplos de dicha sustitucion por un codén sinénimo que presenta una frecuencia mas baja de uso,
especificamente en el caso de una célula HO, se incluyen la sustitucion del codén de la leucina por TTA, la
sustitucién del codon de la arginina por CGA o CGT, la sustitucion del codén de la alanina por GCG, la
sustitucién del codén de la valina por GTA, la sustitucion del codén de la serina por TCG, la sustitucion del codén
de la isoleucina por ATA, la sustitucion del codén de la treonina por ACG, la sustitucién del codén de la prolina
por CCG, la sustitucion del codén del acido glutamico por GAA, la sustitucion del codén de la tirosina por TAT, la
sustituciéon del codén de la lisina por AAA, la sustitucion del codén de la fenilalanina por TTT, la sustitucién del
codon de la histidina por CAT, la sustitucion del coddn de la glutamina por CAA, la sustitucion del codén de la
asparagina por AAT, la sustitucion del codon del acido aspartico por GAT, la sustitucion del codon de la cisteina
por TGT y la sustitucion del codon de la glicina por GGT.

En un gen marcador seleccionable atenuado, el nimero de codones que debe introducirse en comparacion con
el gen marcador seleccionable antes de la modificacion no se encuentra particularmente limitado, con la
condicién de que pueda obtenerse eficientemente una célula productora de proteinas, aunque resulta preferente
sustituir los codones correspondientes a 20 o mas residuos aminoacidos.

En un gen marcador seleccionable atenuado, el nimero de bases que debe modificarse en comparacién con el
gen marcador seleccionable antes de la modificacion no se encuentra particularmente limitado, aunque resulta
preferente modificar 10% o mas de la secuencia de nucledtidos codificante del gen marcador seleccionable.
Ademas, en un gen marcador seleccionable atenuado, los residuos aminoacidos codificados por los codones que
deben sustituirse no se encuentran particularmente limitados, aunque entre los ejemplos preferentes se incluyen
leucina, alanina, serina y valina.

En el caso de un gen marcador seleccionable atenuado los codones correspondientes a la leucina son
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sustituidos sin particular limitacion, aunque resulta preferente sustituir los codones que corresponden a 70% o
mas de los residuos de leucina de los codones respecto al total de residuos de leucina contenidos en el gen
marcador seleccionable.

Ademas, en el caso de un gen marcador seleccionable atenuado en el que se sustituyan los codones que
corresponden a alanina sin particular limitacion, resulta preferente sustituir los codones que corresponden a 70%
o0 mas de los residuos de alanina de los codones respecto al total de residuos de alanina contenidos en el gen
marcador seleccionable.

Entre los ejemplos especificos del gen marcador seleccionable atenuado obtenido mediante dicha modificacion
en la que se sustituyen codones por codones sinénimos con una frecuencia mas baja de uso se incluyen un gen
de resistencia a la neomicina que comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEC ID n° 37, 38 o
39, un gen de resistencia a puromicina que comprende la secuencia de nucledtidos representada por la SEC ID
n® 41, 43 o 44, un gen de resistencia a zeocina que consiste en la secuencia de nucleétidos representada por la
SEC ID n° 45 o0 46 y un gen de resistencia a higromicina que comprende la secuencia de nucleotidos
representada por la SEC ID n° 47 o 48.

Ademas, resulta posible atenuar un gen marcador seleccionable también mediante el incremento considerable de
la concentracion de un farmaco en comparacion con la concentracion utilizada convencionalmente al seleccionar
una célula resistencia al farmaco en la preparacién de una célula productora de anticuerpos o mediante la
realizacion de una administracion adicional antes de que el gen de resistencia a farmaco metabolice y degrade el
farmaco.

La cicloheximida (en adelante en ocasiones denominada CHX) es un inhibidor de la sintesis de proteinas y entre
los ejemplos de utilizacion de un gen de resistencia a CHX como gen marcador seleccionable se incluyen casos
conocidos de levadura [Kondo K., J. Bacteriol. 177(24):7171-7177, 1995] y células animales (documento n® JP-A-
2002-262879).

En el caso de las células animales, se ha revelado que un transformante que expresa una proteina codificada por
la secuencia de nucleétidos representada por la SEC ID n° 7 del LISTADO DE SECUENCAIS en la que la prolina
en la posicidon 54 de la subunidad L36a de la proteina ribosdmica humana codificada por la secuencia de
nucledtidos representada por la SEC ID n° 5 del LISTADO DE SECUENCIAS es sustituida por glutamina,
proporciona resistencia a la cicloheximida. Ademas, entre los ejemplos del marcador de resistencia a la
cicloheximida se incluye la subunidad L44 de la proteina ribosémica humana mutante en la que la prolina en la
posicion 54 de la subunidad L44 de la proteina ribosdmica humana es sustituida por glutamina.

El procedimiento para introducir el vector de expresién de proteinas anteriormente indicado que comprende una
secuencia de transposoén, una secuencia de transposén, un vector plasmido para expresar una transposasa o
ARN no se encuentra particularmente limitado. Entre los ejemplos se incluyen la transfecciéon con fosfato de
calcio, la electroporacién, un procedimiento de liposomas, un procedimiento de pistola génica, la lipofeccion y
similares.

Entre los ejemplos del procedimiento para introducir directamente una transposasa en forma de una proteina se
incluyen una técnica de microinyeccion o suministro a una célula mediante endocitosis. La introduccién génica
puede llevarse a cabo mediante el procedimiento descrito en Shin Idenshi Kogaku Handbook (New Genetic
Engineering Handbook), editado por Masami Muramatsu y Tadashi Yamamoto, publicado por Yodo-sha, ISBN
9784897063737.

La célula hospedadora es una célula de mamifero en suspensién. La célula de mamifero es una célula de CHO,
ovarica de hamster chino (Journal of Experimental Medicine 108, 945, 1958; Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 601275,
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)). Entre los ejemplos de las células de
CHO en suspension se incluyen CHO/DG44, CHO-K1 (ATCC n°® CCL-61), DUKXB11 (ATCC n° CCL-9096), Pro-5
(ATCC n° CCL-1781), CHO-S (Life Technologies, n° de cat. 11619), Pro-3 y la linea celular subclonal de las
células de CHO.

Adicionalmente, la célula hospedadora anteriormente indicada también puede utilizarse en el procedimiento de
produccién de proteinas de la invencién mediante la modificacion de la célula de manera que resulte adecuada
para la produccion de proteinas, debido a la modificacion del ADN cromosémico, la introduccion de un gen
exogeno y similares.

Ademas, con el fin de controlar la estructura de la cadena sacarida unida a la proteina de interés que debe
producirse, también pueden utilizarse como célula hospedadora, Lec13 con resistencia adquirida a lectina
[Somatic Cell and Molecular Genetics 12:55, 1986] y una célula de CHO de la que se ha delecionado el gen de
a1,6-fucosiltransferasa (documentos n°® W02005/35586 y n°® W02002/31140), una célula deficiente en GDP-
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manosa 4,6-deshidratasa (GDM) y una célula deficiente en proteina Fx.

En la presente invencion, la proteina de interés es una proteina compleja que consiste en dos o mas
polipéptidos. Ademas, proteina y polipéptido son sinénimos en la invencion pero una molécula de proteina con
un peso molecular relativamente bajo o una proteina que constituye una proteina compleja puede definirse en
ocasiones como un polipéptido.

La proteina de interés en la invencién es un anticuerpo. En particular, entre los ejemplos de la proteina de interés
se incluyen un anticuerpo monoclonal y un anticuerpo policlonal.

El anticuerpo es una molécula que comprende un polipéptido cadena pesada (cadena H) de anticuerpo y dos
polipéptidos cadena ligera (cadena L) de anticuerpo, y como subclase se conocen las subclases IgA, IgD, IgE,
IgG e IgM. Ademas, IgG se clasifica en IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4.

El anticuerpo IgG es una molécula heterotetramérica que consiste en dos polipéptidos cadena H y dos
polipéptidos cadena L. Cada una de las cadenas H y de las cadenas L consiste en una region variable (V) que se
relaciona con la unién de antigenos y una regién constante (C), y cada una de ellas se denomina VH, CH, VL o
CL, respectivamente. La region CH se clasifica adicionalmente en regiones CH1, CH2 y CH3, y las regiones CH2
y CH3 se denominan, en combinacion, region Fc o simplemente Fc.

El anticuerpo incluye un anticuerpo monoclonal que reacciona con un tnico epitopo, un anticuerpo policlonal que
reacciona con dos o mas epitopos y un anticuerpo recombinante.

El anticuerpo monoclonal es un anticuerpo que es secretado por células productoras de anticuerpos de un solo
clon y reconoce Unicamente un epitopo (también denominado determinante antigénico) y la secuencia de
aminoacidos (la estructura primaria) que constituye un anticuerpo monoclonal es uniforme.

El anticuerpo policlonal es una mezcla de anticuerpos monoclonales y puede reaccionar con dos o mas epitopos.

Entre los ejemplos del anticuerpo recombinante se incluyen un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado,
un anticuerpo humano, una proteina de fusién de Fc, un anticuerpo con modificacion de aminoacidos de Fc y un
anticuerpo multivalente y un fragmento parcial de los mismos. Un anticuerpo con modificacion de aminoacidos
puede presentar una modificacion de aminoacido en una region variable o en una region constante y la actividad
del anticuerpo se encuentra controlada.

El anticuerpo multivalente incluye un anticuerpo multivalente que reacciona con dos o mas epitopos diferentes en
un antigeno, un anticuerpo multivalente que reacciona con dos o mas antigenos diferentes, y similares, pero
puede incluir cualquier anticuerpo multivalente. Ademas, el anticuerpo multivalente puede ser cualquier
anticuerpo multivalente que presente cualquier estructura con la condicidon de que conserve la actividad de unién
al antigeno (documentos n°® WO2001/77342, patente n° US 7.612.181 y documento n® W0O2009/131239).

Segun el procedimiento de produccion de la presente invencion, puede expresarse y producirse cualquiera de
entre la proteina de interés y/o el péptido de interés anteriormente indicados.

Entre los ejemplos de la célula en la que se introduce un ADN que codifica por lo menos una proteina de interés
de la presente invencion se incluye una célula productora de anticuerpos preparada mediante las etapas (A) y (B)
a continuacion.

En la etapa (A) se introducen simultaneamente una combinacion de vector de expresion seleccionado de entre
(a) a (c) a continuacion o vector de expresion (d) y vector de expresion (e) en una célula de mamifero en
suspension:

(a) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H de un anticuerpo y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos
extremos del fragmento génico, un vector de expresion que comprende un fragmento génico que
comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un gen marcador seleccionable y que comprende
ademas un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico,

(b) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y
que comprende ademas un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico,
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(c) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena L de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena H de anticuerpo y que
comprende ademas un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico, y

(d) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H y una cadena L de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas
un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico,

(e) un vector que comprende un ADN que codifica una transposasa que reconoce las secuencias de
transposon y presenta actividad de transferencia de un fragmento génico insertado entre el par de
secuencias de transposon al interior de un cromosoma, y

la Etapa (B), en la que se selecciona una célula de mamifero en suspension que expresa un anticuerpo en la que
los genes de la cadena H, cadena L y marcador seleccionable anteriormente indicados que se han insertado
entre un par de secuencias de transposon, se integran en un cromosoma de la célula de mamifero anteriormente
indicada mediante la expresion transitoria de la transposasa del vector de expresion (e) que se ha introducido en
la célula de mamifero en suspension en la etapa (A).

Entre los ejemplos del procedimiento para producir un anticuerpo de la presente invencion se incluye un
procedimiento para producir una proteina de interés, que comprende las etapas (A) a (C) a continuacion.

En la etapa (A) se introducen simultaneamente una combinacion de vector de expresion seleccionado de entre
(a) a (c), a continuacion, o vector de expresion (d) y vector de expresion (e), en una célula de mamifero en
suspension:

(a) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H de un anticuerpo y que ademas comprende un par de secuencias de transposén en ambos
extremos del fragmento génico, un vector de expresion que comprende un fragmento génico que
comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un gen marcador seleccionable y que comprende
ademas un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico,

(b

~

un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y
que comprende ademas un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico,

un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena L de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena H de un anticuerpo y
que comprende ademas un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico, y

(c

~

(d) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H y una cadena L de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas
un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico,

un vector que comprende un ADN que codifica una transposasa que reconoce las secuencias de
transposon y presenta actividad de transferencia de un fragmento génico insertado entre un par de
secuencias de transposicion al interior de un cromosoma,

(e

~

En la etapa (B) se obtiene una célula de mamifero en suspension que expresa un anticuerpo en el que los genes
de la cadena H, cadena L y marcador seleccionable anteriormente indicados que han sido insertados entre un
par de secuencias de transposon se integran en un cromosoma de la célula de mamifero anteriormente indicada
mediante la expresion transitoria de la transposasa a partir del vector de expresion 8e) que ha sido introducido en
la célula de mamifero en suspension en la etapa (A), y

en la etapa C, se produce el anticuerpo mediante el cultivo en suspensién de una célula de mamifero obtenida en
la etapa (B), que expresa un anticuerpo.

Ademas, la presente invencion incluye un procedimiento para producir una linea celular que presenta una

elevada productividad de anticuerpos y un procedimiento para el cribado de la linea celular que comprende las
etapas (A) y (B) a continuacion.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 661981 T3

En la etapa (A), se introduce simultaneamente una combinacion de vector de expresion seleccionado de entre (a)
a (c), a continuacion, o vector de expresion (d) y vector de expresion (e) en una célula de mamifero en
suspension:

(a) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una

(b

(c

(d

(e

~

~

)

~

cadena H de un anticuerpo y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos
extremos del fragmento génico, un vector de expresion que comprende un fragmento génico que
comprende un AND codificante de una cadena L de un anticuerpo y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un gen marcador seleccionable y que comprende
ademas un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico,

un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y
que comprende ademas un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico,

un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena L de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena H de un anticuerpo y
que comprende ademas un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico, y

un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H y una cadena L de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas
un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico,

un vector que comprende un ADN que codifica una transposasa que reconoce las secuencias de
transposon y presenta actividad de transferencia de un fragmento génico insertado entre un par de
secuencias de transposon al interior de un cromosoma, y

en la etapa (B), se selecciona una célula de mamifero en suspension de expresion elevada de un anticuerpo en
la que los genes de la cadena H, cadena L y marcador seleccionable anteriormente indicados que estan
insertados entre un par de secuencias de transposon, se integran en un cromosoma de la célula de mamifero
anteriormente indicada mediante la expresion transitoria de la transposasa a partir del vector de expresion (e)
que ha introducido en la célula de mamifero en suspension en la etapa (A).

Ademas, la presente invencion incluye un procedimiento para producir un anticuerpo que comprende las etapas
(A), (B) y (C) a continuacion.

En la etapa (A) se introduce simultaneamente una combinacion de vector de expresion seleccionado de entre (a)
a (c) a continuacién o vector de expresion (d) y vector de expresion (e) en una célula de mamifero en
suspension:

(a) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una

(b

(c

)

~

cadena H de un anticuerpo y que comprende ademas un par de secuencias de transposén en ambos
extremos del fragmento génico, un vector de expresion que comprende un fragmento génico que
comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un gen marcador seleccionable y que comprende
ademas un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico,

un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y
que comprende ademas un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico,

un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena L de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena H de un anticuerpo y
que comprende ademas un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico, y

(d) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
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cadena H y una cadena L de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y que comprende ademas
un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico,

(e) un vector que comprende un ADN que codifica una transposasa que reconoce las secuencias de
transposon y presenta actividad de transferencia de un fragmento génico insertado entre un par de
secuencias de transposicion al interior de un cromosoma,

en la etapa (B), se obtiene una célula de mamifero en suspension que expresa un anticuerpo en el que los genes
de la cadena H, la cadena L y el marcador seleccionable anteriormente indicados que han sido insertados entre
un par de secuencias de transposén, se insertan en un cromosoma de la célula de mamifero anteriormente
indicada mediante la expresion transitoria de la transposasa a partir del vector de expresion (e) que ha sido
introducido en la célula de mamifero en suspension en la etapa (A), y

en la etapa (C) se produce el anticuerpo mediante el cultivo en suspensién de una célula de mamifero en
suspension obtenida en la etapa (B) que expresa un anticuerpo.

Entre los ejemplos de la célula de mamifero en la que se ha introducido un ADN que codifica por lo menos una
proteina de interés de la presente invencion se incluye una célula productora de anticuerpos policlonales en la
que se han introducido varios genes de anticuerpo diferentes, una célula productora de una molécula de
complejo y similares.

Entre los ejemplos de una célula productora de anticuerpos policlonales se incluye una célula en la que se han
introducido por lo menos dos o mas genes de anticuerpo monoclonal diferentes, una célula en la que se han
introducido genes de varios anticuerpos monoclonales contra varios antigenos, una célula que ha sido
inmunizada con un antigeno y en la que se ha introducido una biblioteca génica de un anticuerpo no humano,
una célula en la que se ha introducido una biblioteca génica de un anticuerpo derivado de un paciente, y
similares.

La célula productora de una molécula compleja puede ser cualquier célula con la condicion de que se hayan
introducido los ADN codificantes de las proteinas respectivas que se coexpresan en una célula para formar una
molécula compleja. Entre los ejemplos especificos se incluyen una célula cotransfectada con FcyRIIl (CD16) y
cadena y comun, una célula en la que se coexpresan el receptor de Fc neonatal (FcRn) y la macroglobulina 32,
una célula cotransfectada con CD98 y LAT1 (documento n® WO2007/114496) y similares.

El anticuerpo que se produce mediante el procedimiento de produccion de anticuerpos de la presente invencion
puede ser cualquier anticuerpo y entre los ejemplos se incluye un anticuerpo que reconoce un antigeno de tipo
tumoral, un anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con una alergia o inflamacién, un anticuerpo que
reconoce un antigeno relacionado con una enfermedad cardiovascular, un anticuerpo que reconoce un antigeno
que se relaciona con enfermedades autoinmunitarias, un anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con
la infeccion virica o bacteriana y similares.

Entre los ejemplos del antigeno de tipo tumoral se incluyen CD1a, CD2, CD3, CD4, CD5, CD6, CD7, CD9, CD10,
CD13, CD19, CD20, CD21, CD22, CD25, CD28, CD30, CD32, CD33, CD38, CD40, ligando de CD40 (CD40L),
CD44, CD45, CD46, CD47, CD52, CD54, CD55, CD55, CD59, CD63, CD64, CD66b, CD69, CD70, CD74, CD80,
CD89, CD95, CD98, CD105, CD134, CD137, CD138, CD147, CD158, CD160, CD162, CD164, CD200, CD227,
adrenomedulina, proteina 4 de tipo angiopoyetina (ARP4), aurora, B7-H1, B7-DC, integlina, antigeno 2 del
estroma de la médula 6sea (BST2), CA125, CA19.9, anhidrasa carbdnica 9 (CA9), cadherina, receptor de
quimiocina cc (CCR) 4, CCR7, antigeno carcinoembrionario (CEA), receptor 1 del factor de crecimiento
fibroblastico rico en cisteina (CFR-1), c-Met, c-Myc, colageno, CTA, factor de crecimiento del tejido conectivo
(CTGF), CTLA-4, citoqueratina-18, DF3, E-cadherina, receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR),
EGFRUVIIl, EGFR2 (HER2), EGFR3 (HER3), EGFR4 (HER4), endoglina, molécula de adhesion de las células
epiteliales (EpCAM), receptor endotelial de la proteina C (EPCR), efrina, receptor de la efrina (Eph), EphA2,
endoteliasa-2 (ET2), FAM3D, proteina activadora de los fibroblastos (FAP), homodlogo 1 de receptor de Fc
(FcRH1), ferritina, factor-8 de crecimiento fibroblastico (FGF-8), receptor del FGF8, FGF basico (bFGF), receptor
de bFGF, receptor de FGF (FGFR) 3, FGFR4, FLT1, FLT3, receptor de folato, homdlogo 10 de Frizzled (FZD10),
receptor 4 de Frizzled (FZD-4), G250, receptor de G-CSF, gangliésido (tal como GD2, GD3, GM2 y GM3), globo
H, gp75, gp88, GPR-9-6, heparanasa |, factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), receptor de HGF, antigeno
HLA (tal como HLA-DR), HM1.24, glébulo de grasa lactea humana (HMFG), hRS7, proteina 90 de choque
térmico (hsp90), epitopo idiotipo, factor de crecimiento similar a insulina (IGF), receptor de IGF (IGFR),
interleucina (tal como IL-6 e IL-15), receptor de interleucina (tal como IL-6R e IL-15R), integrina, receptor
inmunolégico 4 asociado a la traslocacion (IRTA-4), calicreina 1, KDR, KIR2DL1, KIR2DL2/3, KS1/4, lamp-1,
lamp-2, laminina-5, Lewis vy, sialil-Lewis x, receptor de linfotoxina-beta (LTBR), LUNX, proteoglicano condroitin-
sulfato asociado al melanoma (MCSP), mesotelina, MICA, receptor de tipo Il de la sustancia inhibidora mulleriana
(MISIIR), mucina, molécula de adhesion de células neurales (NCAM), Necl-5, Notch1, osteopontina, factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), receptor de PDGF, factor plaquetario 4 (PF-4), fosfatidilserina,
antigeno especifico de la prostata (PSA), antigeno de las células madre prostaticas (PSCA), antigeno
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membranario especifico de la prostata (PSMA), proteina/péptido relacionado con la hormona paratiroidea
(PTHrP), activador receptor del ligando de NF-kappaB (RANKL), receptor de motilidad mediada por el acido
hialurénico (RHAMM), ROBO1, SART3, semaforina 4B (SEMA4B), inhibidor secretorio de proteasa de leucocitos
(SLPI), SM5-1, esfingosina-1-fosfato, glucoproteina-72 asociada a tumor (TAG-72), receptor de transferrina
(TfR), TGF-beta, Thy-1, Tie-1, receptor de Tie2, dominio de inmunoglobulina de células T y dominio-1 de mucina
(TIM-1), factor tisular humano (hTF), antigeno Tn, factor de necrosis tumoral (TNF), antigeno de Thomsen-
Friedenreich (antigeno TF), receptor de TNF, ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis
tumoral (TRAIL), receptor de TRAIL (tal como DR4 y DR5), sistema ASC de transporte de aminoacidos 2
(ASCT2), trkC, TROP-2, receptor Fn14 de TWEAK, colagenasa de tipo IV, receptor de uroquinasa, factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), receptor de VEGF (tal como VEGFR1, VEGFR2 y VEGFR3), vimentina,
VLA-4 y similares, y anticuerpos contra los antigenos anteriormente indicados.

Adicionalmente, entre los ejemplos del anticuerpo que reconoce un antigeno de tipo tumoral se incluyen
[AntiCancer Res. 13:331, 1993], anticuerpo anti-GD3 [Cancer Immunol. Immunother. 36:260, 1993], anticuerpo
anti-GM2 [Cancer Res. 54:1511, 1994], anticuerpo anti-CD52 [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4285, 1992],
anticuerpo anti-MAGE [British J. Cancer 83:493, 2000], anticuerpo anti-HM1.24 [Molecular Immunol. 36:387,
1999], anticuerpo relacionado con la hormona anti-paratiroidea (PTHrP) [Cancer 88:2909, 2000], anticuerpo anti-
bFGF, anticuerpo anti-FGF-8 [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:9911, 1989], anticuerpo anti-bFGFR, anticuerpo anti-
FGFRI (documento n°® W0O2005/037235), anticuerpo anti-FGF-8R [J.Biol. Chem. 265:16455, 1990], anticuerpo
anti-IGF [J. Neurosci. Res., 40:647, 1995], anticuerpo anti-IGF-IR [J. Neurosci. Res. 40:647, 1995], anticuerpo
anti-PSMA [J. Urology 160:2396, 1998], anticuerpo anti-VEGF [Cancer Res. 57:4593, 1997, Avastin®], anticuerpo
anti-VEGFR [Oncogene 19:2138, 2000; documento n°® W096/30046], anticuerpo anti-CD20 [Curr. Opin. Oncol.
10:548, 1998; US5, 736, 137, Rituxan®, Ocrelizumab, Ofatumumab], anticuerpo anti-EGFR (Erbitux®, Vectivix®),
anticuerpo anti-HER2 (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4285, 1992; US5, 725, 856, Herceptin®, Pertuzumab),
anticuerpo anti-HER3 (documento n°® US2008/0124345), anticuerpo c-Met (US6, 468, 529), anticuerpo anti-CD10,
anticuerpo anti-EGFR (documento n® WQ096/402010), anticuerpo anti-Apo-2R (documento n° WQ98/51793),
anticuerpo anti-ASCT2 (documento n® W0O2010/008075), anticuerpo anti-CEA [Cancer Res. 55 (23 supl.):5935s-
5945s, 1995], anticuerpo anti-CD38, anticuerpo anti-CD33, anticuerpo anti-CD22, anticuerpo anti-CD20 con
modificacion de aminoacidos (Immunology 115:4393, 2010), anticuerpo anti-EpCAM, anticuerpo anti-A33,
anticuerpo anti-receptor del folato (MRAb-003) y similares.

Entre los ejemplos del anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con una alergia o con la inflamacion se
incluyen el anticuerpo anti-interleucina-6 [Immunol. Rev. 127:5, 1992], el anticuerpo anti-receptor de interleucina-
6 [Molecular Immunol. 31:371, 1994], anticuerpo anti-interleuquina-5 [Immunol. Rev. 127:5, 1992], anticuerpo
anti-receptor de interleucina-5, anticuerpo anti-interleucina-4 [Cytokine 3:562, 1991], anticuerpo anti-receptor de
interleucina-4 [J. Immunol. Meth. 217:41, 1998], anticuerpo anti-factor de necrosis tumoral [Hybridoma 13:183,
1994], anticuerpo anti-receptor de factor de necrosis tumoral [Molecular Pharmacol. 58:237, 2000], anticuerpo
anti-CCR4 [Nature 400:776, 1999], anticuerpo anti-quimiocina [Peri et al., J. Immuno. Meth. 174:249-257, 1994],
anticuerpo anti-receptor de quimiocina [J. Exp. Med. 186:1373, 1997] y similares. Entre los ejemplos del
anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con una enfermedad cardiovascular se incluye anticuerpo anti-
Gpllb/llla [J. Immunol. 152:2968, 1994], anticuerpo anti-factor de crecimiento derivado de plaquetas [Science
253:1129, 1991], anticuerpo anti-receptor de factor de crecimiento derivado de plaquetas [J. Biol. Chem.
272:17400, 1997], anticuerpo anti-factor de coagulacion sanguinea [Circulation 101:1158, 2000], anticuerpo anti-
IgE, anticuerpo anti-aV3, anticuerpo anti-a437 y similares.

Entre los ejemplos del anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con una infeccion virica o bacteriana se
incluye el anticuerpo anti-gp120 [Structure 8:385, 2000], anticuerpo anti-CD4 [J. Rheumatology 25:2065, 1998],
anticuerpo anti-CCRS5, anticuerpo anti-verotoxina [J. Clin. Microbiol. 37:396, 1999], anticuerpo anti-M2
(documento n°® JP2003-235575) y similares.

La actividad efectora de un anticuerpo monoclonal producido mediante el procedimiento de la presente invencién
puede controlarse mediante diversos procedimientos. Entre los ejemplos de los procedimientos conocidos se
incluye un procedimiento para controlar la cantidad de fucosa (en adelante denominada "fucosa nuclear") que se
encuentra unida a N-acetilglucosamina (GlcNAc) mediante enlace a1,6 en un extremo reductor de una cadena
sacarida unida mediante N de tipo complejo que se encuentra unida a asparagina (Asn) en la posicion 297 de
una region Fc de un anticuerpo (documentos n°® W02005/035586, n° W02002/31140 y n° WO00/61739), un
procedimiento para controlar una actividad efectora mediante la modificacién de uno o mas residuos aminoacidos
de una region Fc del anticuerpo y similares. La actividad efectora del anticuerpo monoclonal producido mediante
el procedimiento de la presente invencidon puede controlarse mediante la utilizaciéon de cualquiera de los
procedimientos.

La expresion "actividad efectora" se refiere a una actividad dependiente de anticuerpos que resulta inducida por
una region Fc de un anticuerpo. Como actividad efectora, se conoce la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (actividad ADCC), la citotoxicidad dependiente del complemento (actividad CDC), la fagocitosis
dependiente de anticuerpos (actividad ADP) por células fagociticas, tales como macréfagos o células dendriticas,
y similares.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 661981 T3

Ademas, mediante el control del contenido de fucosa nuclear de una cadena sacarida unida a N de tipo complejo
de un anticuerpo monoclonal que es producido mediante el procedimiento de la presente invencion, puede
incrementarse o reducirse una actividad efectora del anticuerpo.

Como procedimiento para la reducciéon del contenido de fucosa que se encuentra unido a una cadena sacarida
unida a N de tipo complejo unida a la region Fc del anticuerpo, puede obtenerse un anticuerpo al que la fucosa
no se encuentra unida mediante la expresién de un anticuerpo utilizando una célula de CHO que es deficiente en
un gen codificante de a1,6-fucosiltransferasa. El anticuerpo al que no se encuentra unido la fucosa presenta una
elevada actividad de ADCC.

Por otra parte, como procedimiento para incrementar el contenido de fucosa que se encuentra unida a una
cadena sacarida unida mediante N de tipo complejo unida a Fc de un anticuerpo, puede obtenerse un anticuerpo
al que se encuentra unido la fucosa mediante la expresién de un anticuerpo utilizando una célula hospedadora
en la que se ha introducido un gen codificante de a1,6-fucosiltransferasa. El anticuerpo al que se encuentra
unido la fucosa presenta una actividad de ADCC mas baja que el anticuerpo al que no se encuentra unido la
fucosa.

Ademas, mediante la modificaciéon de uno o mas residuos aminoacidos en una region Fc de un anticuerpo, puede
incrementarse o reducirse la actividad de ADCC o de CDC. Por ejemplo, puede incrementarse la actividad de
CDC de un anticuerpo mediante la utilizacion de la secuencia de aminoacidos de la regiéon Fc del anticuerpo
descrito en el documento n° US2007/0148165.

Ademas, la actividad de ADCC o la actividad de CDC de un anticuerpo puede incrementarse o reducirse
realizando las modificaciones de aminoacidos indicadas en las patentes US n°® 6.737.056, n° 7.297.775 o n°
7.317.091.

La expresion "célula de mamifero en suspension” en la presente invencion se refiere a una célula que no se
adhiere a un anclaje de cultivo celular recubierto para facilitar la adhesion de las células en cultivo, tal como
microperlas, un recipiente de cultivo para el cultivo de tejidos (también denominado cultivo tisular o recipiente de
cultivo de adhesion y similares) y similares, y puede sobrevivir y crecer bajo suspension en la solucién de cultivo.

Con la condicién de que la célula no se adhiere al anclaje de cultivo celular, la célula puede sobrevivir y crecer en
un estado unicelular en la solucién de cultivo o sobrevivir y crecer en un estado de masa de células formado por
agregacion de dos o mas células.

Ademas, como célula de mamifero en suspensién que debe utilizarse en la presente invencion, resulta preferente
una célula que pueda sobrevivir y crecer en un medio libre de suero que no contenga suero de feto bovino (en
adelante denominado FCS) y similares, bajo suspension en la solucion de cultivo sin adherencia al anclaje de
cultivo celular, y resulta mas preferente una célula de mamifero que pueda sobrevivir y crecer bajo suspension
en un medio libre de proteinas que no contenga proteinas.

El recipiente de cultivo para el cultivo de tejidos puede ser cualquiera, tal como un matraz, una placa Petri y
similares, con la condicion de que se encuentre recubierto para el cultivo de adhesion. En particular, por ejemplo,
puede confirmarse que es o no es una célula de mamifero en suspensioén utilizando un matraz de cultivo tisular
disponible comercialmente (fabricado por Greiner), un matraz de cultivo de adhesién (fabricado por Sumitomo
Bakelite) y similares.

Como célula de mamifero en suspension que debe utilizarse en la presente invencion, puede utilizarse una célula
de CHO preparada mediante la adaptacion adicional de una célula de CHO que originalmente presenta una
propiedad de suspensién al cultivo en suspensién, o una célula de CHO en suspensién preparada mediante la
adaptacion de una célula de CHO adhesiva a las condiciones de cultivo en suspension.

Entre los ejemplos de la célula que originalmente presenta una propiedad de suspension se incluye la célula de
CHO-S (preparada por Invitrogen).

La "célula de mamifero en suspensién preparada mediante la adaptacion de una célula de mamifero adhesiva a
las condiciones de cultivo en suspension" puede prepararse mediante el procedimiento descrito en Mol.
Biotechnol. 15(3):249-57, 2000, o mediante el procedimiento mostrado a continuacion, y puede prepararse
mediante el establecimiento de una célula que muestra una propiedad de proliferacién y una propiedad de
supervivencia similares a las anteriores a la adaptacion del cultivo en suspensién o superiores a las anteriores a
la adaptacion al cultivo en suspension (J. Biotechnol. 130(3):282-90, 2007).

La expresion "similar a las anteriores a la adaptacién al cultivo en suspension” se refiere a que la proporciéon de

supervivencia, la tasa de proliferacion (tiempo de duplicacién) y similares de la célula adaptada al cultivo en
suspension son sustancialmente iguales a las de la célula antes de la adaptacion del cultivo en suspension.
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En la presente invencion, entre los ejemplos del procedimiento para adaptar una célula de mamifero adhesiva a
las condiciones de cultivo en suspension se incluye el procedimiento siguiente. El contenido en suero de un
medio que contiene suero se reduce a 1710 y el subcultivo se repite a una densidad relativamente elevada de
células. En el momento en que la célula de mamifero es capaz de sobrevivir y proliferar, se reduce
adicionalmente el contenido de suero y se repite el subcultivo. Mediante este procedimiento puede prepararse
una célula de mamifero en suspension que puede sobrevivir y proliferar bajo condiciones libres de suero.

Ademas, también puede prepararse una célula de mamifero en suspension mediante un procedimiento que
comprende el cultivo con la adicién de un surfactante no iénico apropiado, tal como Pluronic-F68 o similar, en la
solucion de cultivo.

En la presente invencién, como propiedad que g)resenta la célula de mamifero en suspension, se lleva a cabo el
cultivo en suspension bajo la condicion de 2x10” células/ml y después la densidad celular tras el cultivo durante 3
0 4 dias preferentemente es de 5x1 0° células/ml o superior, mas preferentemente de 8x1 0° células/ml o superior,
particularmente preferentemente es de 1x10° células/ml o superior, mas preferentemente de 1,56x10° células/ml o
superior.

Ademas, el tiempo de duplicacién de la célula de mamifero en suspensién de la presente invencion
preferentemente es de 48 horas o inferior, mas preferentemente de 24 horas o inferior, particularmente
preferentemente de 18 horas o inferior, mas preferentemente de 11 horas o inferior.

Entre los ejemplos del medio para el cultivo en suspension se incluye medio disponible comercialmente, tal como
medio CD-CHO (Invitrogen), medio EX-CELL 325-PF (SAFC Biosciences), medio SFM4CHO (HyClone) y
similares. Ademas, también puede obtenerse mediante la mezcla de sacaridos, aminoacidos y similares, los
cuales resultan necesarios para el cultivo de las células de mamifero.

La célula de mamifero en suspension puede cultivarse utilizando un recipiente de cultivo que puede utilizarse
para el cultivo en suspension bajo condiciones de cultivo que permiten el cultivo en suspensién. Entre los
ejemplos del recipiente de cultivo se incluyen una placa de 96 pocillos para el cultivo celular en suspension
(fabricada por Corning), un matraz T (fabricado por Becton Dickinson), un matraz cénico (fabricado por Corning)
y similares.

Con respecto a las condiciones de cultivo puede, por ejemplo, cultivarse en estatico en una atmosfera de 5% de
CO, a una temperatura de cultivo de 37°C. También puede utilizarse un equipo de cultivo de agitacion, tal como
equipo de cultivo para el uso exclusivo en el cultivo en suspension, por ejemplo Wave Bioreactor (fabricado por
GE Healthcare Biosciences).

Con respecto a las condiciones de cultivo en suspension para una célula de mamifero en suspension utilizando
el equipo Wave Bioreactor, la célula puede cultivarse mediante el procedimiento descrito en la pagina inicial de
GE Healthcare Bioscience http://www.gelifesciences.co.jp/tech_support/manual/pdf/cellcult/wave_03_16.pdf.

Ademas del cultivo de agitacién, también puede realizarse el cultivo mediante un equipo de rotacién-agitacion, tal
como un biorreactor. El cultivo con un biorreactor puede llevarse a cabo mediante el procedimiento descrito en
Cytotechnology 52:199-207, 2006, y similares.

En la presente invencion, en el caso de que se utilice una linea celular diferente de las células de mamifero en
suspension, puede utilizarse cualquier linea celular con la condiciéon de que sea una linea celular de mamifero
adaptada al cultivo en suspension mediante el procedimiento anteriormente indicado y sea una linea celular que
pueda utilizarse en el procedimiento de produccién de proteinas de la presente invencion.

La purificacion de la proteina de interés producida mediante la célula de mamifero en suspensioén se lleva a cabo
mediante la separacion de la proteina de interés respecto de impurezas aparte de la proteina de interés en una
solucion de cultivo u homogeneizado celular que contiene la proteina de interés. Entre los ejemplos del
procedimiento de separacion se incluyen la centrifugacion, la didlisis, la precipitacion con sulfato amonico, la
cromatografia de columna, la filiracion y similares. La separacion puede llevarse a cabo basandose en la
diferencia en propiedades fisicoquimicas de la proteina de interés y de las impurezas o de diferencias en su
avidez para el portador de columna mismo.

Como procedimiento para la purificacion de la proteina de interés, la purificacion se lleva a cabo mediante el
procedimiento descrito en Protein Experimentation Note (el primer volumen) - Extraction, Separation and
Expression of Recombinant Protein (traducciéon de un libro de texto escrito en japonés) (editado por Masato
Okada y Kaori Miyazaki, publicado por Yodo-sha, ISBN 9784897069180) y similares.

La presente invencion ha sido descrita anteriormente mostrando formas de realizaciéon preferentes de la misma
en aras de una facil comprensioén. A continuacioén en la presente memoria se describe adicionalmente la presente

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 661981 T3

invencion basandose especificamente en ejemplos, aunque las explicaciones anteriormente indicadas y los
ejemplos siguientes se proporcionan meramente a titulo ejemplar y no se proporcionan con fines limitativos de la
invencion. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, el alcance de la invencién no se encuentra limitado a las
formas de realizacion y ejemplos que se describen especificamente en la presente memoria, sino que se
encuentra limitado Unicamente por las reivindicaciones.

Se llevaron a cabo diversas técnicas experimentales relacionadas con la recombinacién descritas a continuacion,
tales como la clonacion y similares, de acuerdo con las técnicas de ingenieria genética descritas en Molecular
Cloning, 2a edicion, editada por J. Sambrook, E.F. Frisch y T. Maniatis, Current Protocols in Molecular Biology,
editado por Frederick M. Ausubel et al., publicado por Current Protocols, y similares.

Ejemplos

[Ejemplo 1]

Preparaciéon de vector transposén para la expresion de anticuerpo anti-M2 de influenza humano

Se utiliz6 como vector plasmido para la expresién de proteinas un plasmido que comprendia un casete de
expresion génica para células de mamifero que comprendia un gen de anticuerpo humano arbitrario y un gen
marcador de resistencia a farmaco insertado entre un par de secuencias de transposon Tol2.

Cada ADN de los genes utilizados se sintetizd quimica y artificialmente basandose en una secuencia de
nucledtidos conocida u obtenida mediante la preparacion de cebadores para ambas secuencias terminales y
después llevar a cabo la PCR utilizando una fuente de ADN apropiada como molde. Con el fin de llevar a cabo la
manipulacién génica poseriormente, se afiadié un sitio de restriccion para un enzima de restriccion al extremo del
cebador.

En la secuencia de nucleétidos (SEC ID n° 1) del transposén Tol2 no autbnomo dado a conocer en la solicitud
publicada de patente japonesa no examinada n° 235575/2003, se utilizé la secuencia de nucledtidos en las
posiciones 1 a 200 (secuencia Tol2-L) (SEC ID n°® 2) y la secuencia de nucleétidos en las posiciones 2.285 a
2.788 (secuencia Tol2-R) (SEC ID n° 3) como las secuencias de transposon.

Cada fragmento de ADN sintético que comprende un par de secuencias de transposon (fabricados por TAKARA
BIO INC.) se prepard mediante el procedimiento siguiente. Se prepard un fragmento de ADN que comprendia
una secuencia de nucleétidos en la que se unié una secuencia de reconocimiento de un enzima de restriccion
Nrul a ambos extremos, 3'y 5', de la secuencia Tol2-R. A continuacion, se prepar6 un fragmento de ADN que
comprendia una secuencia de nucleétidos en la que se unié una secuencia de reconocimiento del enzima de
restriccion Fsel al extremo 5'-terminal de la secuencia Tol2-L y se uni6 un sitio de enzima de restriccion Ascl al
extremo 3'-terminal de la misma.

A continuacion, los fragmentos de ADN preparados de esta manera que comprendia secuencia Tol2-R y
secuencia Tol2-L se insertaron en un vector de expresion N5SLG1_M2_Z3 (documento n°® WO2006/061723) que
comprendia una secuencia de nucleétidos codificante de una secuencia de aminoacidos del anticuerpo anti-M2
de influenza humano Z3G1.

Se utilizé el vector NSLG1_M2_Z3 (documento n® WO2006/061723) en que se habia insertado una secuencia de
nucleodtidos (SEC ID n° 9) codificante de la cadena H (SEC ID n° 10) y una secuencia de nucleétidos (SEC ID n°
11) codificante de la cadena L (SEC ID n° 12) del anticuerpo anti-M2 de influenza humano Z3G1 (ATCC depdsito
n® PTA-5968, depositado el 13 de marzo de 2004, American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) bajo
el control del intensificador/promotor del CMV a modo de casete de expresiéon génica de anticuerpo.

El fragmento de ADN que comprendia la secuencia Tol2-R se insert6 en el sitio de enzima de restriccion Nrul en
el lado 5'-terminal de un fragmento génico que comprendia el casete de expresion génica de anticuerpo y un gen
marcador seleccionable en el vector N5SLG1_M2_Z3. A continuacion, se inserté el fragmento de ADN que
comprendia la secuencia Tol2-L en los sitios de restriccion de enzima Fsel y Ascl situados en el lado 3'-terminal.

Ademas, se construy6 un vector transposon para la expresion de un anticuerpo anti-M2 de influenza humano
(figura 1) mediante la inserciéon de un casete de expresion de gen de resistencia a la cicloheximida en el que se
conecto6 una secuencia de nucledtidos (SEC ID n° 5) codificante de un gen de resistencia a la cicloheximida (un
gen en el que la prolina en la posicion 54 de la proteina ribosémica humana L36a se habia sustituido por
glutamina) bajo el control de intensificador/promotor del CMV en el sitio de reconocimiento Fsel del vector
N5LG1_M2_Z3 conectado con la secuencia de transposon Tol2.

Por otra parte, un vector que no comprendia secuencias de transposén se denomind vector de expresion de
anticuerpo anti-M2 de influenza humano y se utilizé6 a modo de vector de control (figura 2).
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[Ejemplo 2]

Preparacion de vector de expresion de transposasa

Se expresd la transposasa utilizando un vector de expresiéon independiente del vector de expresion del
anticuerpo de interés. Es decir, se inserté un gen que era codificante de una transposasa Tol2 derivada de pez
medaka (SEC ID n° 4) cadena abajo del promotor CAGGS de un vector pCAGGS (Gene 108:193-200, 1991) con
el fin de preparar un vector de expresion de transposasa Tol2 (en adelante denominado vector Tol2) (figura 3).

[Ejemplo 3]

Preparacion de transformante utilizando células animales de mamifero

(1) Preparacion de células de CHO en suspension

Una célula de CHO adherente que habia sido cultivado en medio a-MEM (Invitrogen) que contenia 10% de suero
(FCS) se desprendid mediante un tratamiento de tripsina y después se recuperd, seguido del cultivo bajo
agitacion a 37°C en un incubador con 5% de CO; utilizando el medio a-MEM fresco que contenia 10% de FCS.
Varios dias después, se confirmé el crecimiento de estas células y después se llevo a cabo el cultivo de agitacion
mediante la inoculacion de las mismas en medio a-MEM que contenia 5% de FCS a una densidad de 2x10°
células/ml, seguido del cultivo bajo agitacion.

Varios dias adicionales después, se llevé a cabo de manera similar la inoculacién utilizando medio a-MEM que
contenia 5% de FCS. Finalmente, se prepard una célula adaptada al cultivo en suspension mediante subcultivo
repetido y cultivo bajo agitacién utilizando el medio o-MEM libre de suero, confirmando que las células
presentaban la misma capacidad de crecimiento que con el cultivo en presencia de suero.

(2) Preparacion de células de CHO productoras de anticuerpo

Como vector de expresion, se utilizé el vector transposoén para la expresion del anticuerpo anti-M2 de influenza
humano preparado en los Ejemplos 1 y 2 (en adelante denominado vector transposon) y el vector de Tol2
pCAGGS-T2TP (figura 3, Kawakami K. y Noda T., Genetics 166:895-899, 2004). Ademas, a modo de control se
utilizé vector de expresion de anticuerpo anti-M2 de influenza humano que no presentaba secuencias de
transposon.

Mediante la introduccién de los vectores de expresion anteriormente indicados en las células de CHO-K1
(American Type Culture Collection, n° de cat. CCL-61) o HEK293 (Invitrogen, células FreeStyle 293F) adaptadas
al cultivo en suspension, se compararon las frecuencias de obtencion de clones resistentes a cicloheximida.

Cada célula (4x‘|06 células) se suspendio en 400 pl de PBS y el vector transposén para la expresion del
anticuerpo anti-M2 de influenza humano (10 ug) y el vector Tol2 (25 ug) se cotransfectaron directamente en
forma de ADN circular mediante electroporacién. En este aspecto, con el fin de expresar la transposasa Tol2
transitoriamente, se introdujo el vector Tol2 directamente en forma de ADN circular con el fin de evitar su
integracion en el cromosoma del hospedador.

Ademas, a modo de control, se linealizé el vector de expresion del anticuerpo anti-M2 de influenza humano (10
Mg) mediante un enzima de restriccion y después se introdujo en cada célula, de acuerdo con el procedimiento
estandar de introduccion génica mediante electroporacion.

La electroporacion se llevo a cabo utilizando una cubeta de 4 mm de anchura de hueco (fabricada por Bio-Rad)
utilizando un electroporador (Gene Pulser Xcell System (fabricado por Bio-Rad)) bajo condiciones de 300 V de
voltaje, 500 pF de capacidad electrostatica y temperatura ambiente.

Tras la introduccion génica mediante electroporacion, se sembré cada célula en tres placas de 96 pocillos y se
cultivé en un incubador de CO; durante 3 dias utilizando el medio EX-CELL 325-PF fabricado por SAFC
Biosciences para las células de CHO y el medio FreeStyle-293 (fabricado por Invitrogen) para las células
HEK293.

A continuacion, desde el dia de intercambio del medio el 4° dia desde la introduccion génica, se afiadieron 3
pg/ml de cicloheximida al medio de manera que se cultivasen las células en presencia de cicloheximida, seguido
del cultivo durante 3 semanas, llevando a cabo el intercambio del medio cada semana.

Tras el cultivo durante 3 semanas, se identificaron y contaron los pocillos en los que se observaban colonias
resistentes a cicloheximida. Se muestran los resultados en las Tablas 1y 2.
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[Tabla 1]
Tabla 1. Comparacion de los numeros de células resistentes a cicloheximida (células CHO)

Vector transposon Vector convencional

Ensayo 1 155/288 0/288

Ensayo 2 100/ 288 0/288

Ensayo 3 94 /288 0/288

Tabla 2. Comparacion de los numeros de células resistentes a cicloheximida (células HEK293)

Vector transposon Vector convencional

Ensayo 1 0/288 0/288

Ensayo 2 0/288 0/288

Ensayo 3 0/288 0/288

Tal como se muestra en la Tabla 1, se introdujo en las células de CHO-K1 en suspension el vector transposoén de
expresion de anticuerpo anti-M2 de influenza humano o el vector de expresion de anticuerpo anti-M2 de influenza
humano. Como resultado, no se obtuvieron transformantes resistentes a cicloheximida a partir de las células en
las que se habia introducido el vector de expresion de anticuerpo anti-M2 de influenza humano, tal como en otras
lineas celulares, aunque se obtuvieron transformantes resistentes a cicloheximida a partir de las células en las
que se habia introducido el vector transposoén para la expresién de anticuerpo anti-M2 de influenza humano a
alta frecuencia.

Por otra parte, tal como se muestra en la Tabla 2, no se obtuvieron transformantes resistentes a cicloheximida al
introducir en las células HEK293, vector transposén para la expresion de anticuerpo anti-M2 de influenza
humana o vector de expresién anticuerpo anti-M2 de influenza humana.

Basandose en dichos resultados, se encontré que el gen codificante de una proteina de interés y un gen de
resistencia a cicloheximida insertados entre un par de secuencias de transposén se habian introducido
eficientemente en el cromosoma de la célula hospedadora en la célula de mamifero en suspension.

(3) Examen de la produccién de anticuerpos en células de CHO en suspension y células de CHO adherentes

Con el fin de examinar la eficiencia de produccién de anticuerpos en células de CHO en suspension o en células
de CHO adherentes, se examinaron las cantidades de anticuerpos producidos por cada linea celular. Como
célula de CHO en suspension, se utilizé una célula de CHO-K1 en suspensiéon adaptada para el cultivo en
suspension. Ademas, como célula de CHO adherente, se utilizé una célula de CHO-K1 adherente antes de la
adaptacion al cultivo en suspension.

El vector transposén de expresion de anticuerpo anti-M2 de influenza humano (10 pg) y el vector Tol2 (25 pg) se
introdujeron en las células de CHO-K1 en suspension y en las células de CHO-K1 adherentes mediante
electroporacion, respectivamente. Después, se inocularon las células de CHO-K1 en suspension y las células de
CHO-K1 adherentes en tres placas de 96 pocillos para cada célula.

Se utilizé un medio para las células en suspension (EX-CELL 325-PF, fabricado por SAFC Biosciences) para las
células de CHO-K1 en suspension y se utilizé el medio a-MEM que contenia 10% de suero para las células de
CHO-K1 adherentes. Se cultivé cada célula en un incubador de CO; durante 3 dias. Desde el dia del intercambio
de medio el 4° dia desde la electroporacion, se afiadieron 3 pg/ml de cicloheximida al medio de manera que se
cultivasen las células en presencia de cicloheximida y las células se cultivaron adicionalmente durante 3
semanas. En este caso, se intercambié el medio cada semana.

Para las células de CHO-K1 en suspension, se sembraron 1x10° células en una placa de 6 pocillos, seguido del
cultivo bajo agitacién en un incubador de CO, durante 3 dias y se midié la cantidad de proteinas anticuerpo
mediante HPLC utilizando el sobrenadante de cultivo.

Para las células de CHO-K1 adherentes, se intercambié el medio al alcanzar las células la confluencia en una
placa de 6 pocillos (2x10° células) y tras el cultivo estatico durante 3 dias, se midi¢ la cantidad de proteinas
anticuerpo mediante HPLC utilizando el sobrenadante de cultivo.

Se midié la concentracion de anticuerpo en el sobrenadante de cultivo de acuerdo con el procedimiento descrito
en Yeast Res. 7:1307-1316, 2007. Se muestran los resultados en la figura 4.

Tal como se muestra en la figura 4A, se obtuvo un gran nimero de células que mostraba un nivel de expresion
de anticuerpos marcadamente elevado al utilizar células de CHO-K1 adaptadas al cultivo en suspension. Por otra
parte, tal como se muestra en la figura 4B, soélo se utilizaron células que mostraban un nivel de expresion igual al
limite de deteccion de HPLC (5 pg/ml) o inferior al utilizar células de CHO-K1 adherentes.
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Basandose en estos resultados, se encontré que, para expresar una proteina de interés utilizando un vector
transposon, la proteina de interés pudo expresarse a nivel elevado al utilizar células de mamifero en suspension.

Ademas, se encontré a partir de los resultados de los Ejemplos 1 a 3 que el procedimiento de la invencion podia
utilizarse como nuevo procedimiento para la produccién de una proteina de interés, mediante la preparacion
eficiente de una célula productora que podia expresar a nivel elevado un gen exégeno utilizando una célula de
mamifero en suspensién adaptada al cultivo en suspension.

[Ejemplo 4]

Preparacion de células de expresion de anticuerpos utilizando transposén Tol1 y preparacién de anticuerpos

(1) Preparacion de vector de transposon Tol1 para la expresion de anticuerpo anti-M2 de influenza humano

De la misma manera que en el Ejemplo 1, se utilizé un plasmido que comprendia un casete de expresion génica
para las células de mamifero, que comprendia un gen de anticuerpo humano arbitrario y un gen marcador de
resistencia a farmaco insertados entre un par de secuencias de transposén Tol1, como vector plasmido de
expresion de proteina.

Se sintetizd quimicamente cada ADN de los genes utilizados basandose en la informacion de secuencia
conocida u obtenida mediante la preparacion de cebadores de ambas secuencias terminales y se llevd a cabo
una PCR utilizando una fuente de ADN apropiada como molde. Para la manipulacidon génica que debia realizarse
posteriormente, se afiadié un sitio para la digestidon con enzima de restriccion al extremo del cebador.

En la secuencia de nucleotido del transposén Tol1 no auténomo representada por la SEC ID n° 13 en el Listado
de secuencias (documento n°® W02008/072540), se utilizé la secuencia de nucledétidos en las posiciones 1 a 200
(secuencia Tol1-L) (SEC ID n°® 14) y la secuencia de nucleétidos en las posiciones 1.351 a 1.855 (secuencia
Tol1-R) (SEC ID n° 15) como secuencias de transposon.

Cada uno de los fragmentos de ADN sintéticos que comprendia un par de secuencias de transposén mediante el
procedimiento siguiente. Un fragmento de ADN que comprendia una secuencia de nucleétidos en el que una
secuencia de reconocimiento de un enzima de restriccion Nrul se conecto tanto el extremo 5'-terminal como al
extremo 3'-terminal de la secuencia Tol1-R. A continuacion, un fragmento de ADN que comprendia una
secuencia de nucleotidos con una secuencia de reconocimiento de enzima de restriccion Fsel se conecté con el
extremo 5'-terminal de la secuencia Tol1-L y un sitio de enzima de restriccion Ascl se conectoé con el extremo 3'-
terminal de la misma.

A continuacion, los fragmentos de ADN preparados de esta manera que comprendia la secuencia Tol1-R y la
secuencia Tol1-L se insertaron en el vector de expresion NSLG1_M2_Z3. El fragmento de ADN que comprendia
la secuencia Tol1-R se insertd en el sitio de enzima de restriccién Nrul, presente en el lado 5'-terminal de un
fragmento génico que comprende el casete de expresion génica de anticuerpo y un gen marcador seleccionable
en el vector N5SLG1_M2_Z3, y el fragmento de ADN que comprendia la secuencia Tol1-L se inserté en los sitios
de enzima de restriccion Fsel y Ascl en el lado 3'-terminal.

Ademas, se construyd el vector del transposén Tol1 para la expresion de anticuerpo anti-M2 de influenza
humano (figura 5) mediante la insercion de un casete de expresion de gen de resistencia a cicloheximida en el
que se conectd un gen de resistencia a cicloheximida (un gen en el que la prolina de la posicién 54 en la proteina
ribosémica humana L36a habia mutado en glutamina) bajo el control del intensificador/promotor del CMV en el
sitio de reconocimiento Fsel del vector NSLG1_M2_Z3 conectado con la secuencia del transposén Tol1.

(2) Preparacion de vector de expresion de transposasa To1-L

La transposasa se expreso utilizando un vector de expresion independiente del vector de expresion del
anticuerpo de interés. Es decir, un casete de expresion de gen de transposasa Tol1 en el que un fragmento de
ADN que codifica una transposasa Tol1 derivada de pez medaka (SEC ID n° 17) comprendia la secuencia de
nucleétidos representada por la SEC ID n® 16 se conectoé bajo el control del intensificador/promotor del CMV en
pBluescriptll SK (+) (fabricado por Stratagene) y se utilizé como vector de expresion de la transposasa Tol1
pTol1ase (figura 6).

(3) Preparacion de células de CHO gue producen anticuerpo

Utilizando los vectores de expresion preparados en (1) a (3), anteriormente, se examin6 la eficiencia de
introduccion del vector de expresion por el transposén Tol1 de la misma manera que en el Ejemplo 3. Se muestra
el resultado en la Tabla 3.
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[Tabla 3]
Vector de transposon Tol1
Ensayo 1 133/192
Ensayo 2 67 /192
Ensayo 3 122 /192

Tal como se muestra en la Tabla 3, al introducir el vector de transposén Tol1 para la expresion del anticuerpo
anti-M2 de influenza humano en células de CHO-K1 en suspensién, se obtuvieron transformantes resistentes a
cicloheximida a una frecuencia elevada tal como en el Ejemplo 3 en el que se habia introducido el vector de
transposoén Tol2 para la expresion de anticuerpo anti-M2 de influenza humano.

Se encontrd, basandose en los resultados, que el gen de anticuerpo y el gen de resistencia a cicloheximida
insertados entre un par de secuencias de transposon resultan transducidos eficientemente al interior del
cromosoma de la célula hospedadora, es decir la célula de mamifero en suspension, también en el caso de la
utilizacién del transposoén Tol1.

(4) Examen de la produccién de anticuerpos en células de CHO en suspension

Se examiné la eficiencia de produccién de anticuerpos de las células de CHO en suspension utilizando el
transposén Tol1 de la misma manera que en el Ejemplo 3(3).

La concentracion de anticuerpos en el sobrenadante de cultivo se midié de acuerdo con el procedimiento descrito
en FEMS Yeast Res. 7:1307-1316, 2007. Se muestran los resultados en la figura 7.

Tal como se muestra en la figura 7, también se obtuvo un gran ndmero de células que mostraba un nivel de
expresion de anticuerpos marcadamente elevado en el caso de la utilizaciéon del transposén Tol1. A partir de este
resultado, se encontré que, de manera similar al caso de utilizacion de la secuencia de nucleétidos derivada del
transposén Tol2, también podia obtenerse una célula de mamifero en suspension capaz de expresar a nivel
elevado la proteina de interés al utilizar una secuencia de nucleétidos derivada del transposén Tol1 como
secuencia de transposon.

[Ejemplo 5] Preparacion de anticuerpos anti-CD98 humanos

(1) Preparacién de vector transposén de expresion de cadena pesada de anticuerpo anti-CD98 humano y vector
transposén de expresion de cadena ligera de anticuerpo anti-CD98 humano

Con el fin de preparar un anticuerpo ganti-CD98 humano que presenta la cadena H y la cadena L de la region
variable presentadas por las secuencias de aminoacidos SEC ID n° 20 y n°® 23, respectivamente, las secuencias
e aminoacidos de las cadenas H y L se prepararon mediante la conexiéon de la secuencia de aminoacidos de la
region constante del anticuerpo IgG1 humano con cada region variable de anticuerpo.

Mediante la utilizacion de las secuencias integradas en un vector (NSKG1-Val C2IgG1NS/I1117L) dado a conocer
en la patente japonesa n° 4324637 como secuencias génicas (SEC ID n® 18 y n°® 21, respectivamente) de la
region variable de la cadena pesada del anticuerpo anti-CD98 humano y la region variable de cadena ligera a la
que se habia conectado una secuencia de sefial, y utilizando una secuencia de transposén y un promotor
similares a los utilizados en el Ejemplo 1, se construy6 respectivamente un vector transposon de expresion de
cadena pesada de anticuerpo anti-CD98 humano (en adelante, denominado vector CD98H) y un vector
transposén de expresion de cadena ligera de anticuerpo anti-CD98 humano (en adelante denominado vector
CD98L) (figs. 8y 9).

El fragmento de ADN que debia utilizarse se sintetiz6 quimicamente de manera artificial basandose en la
secuencia conocida convencionalmente u obtenido mediante la preparacién de cebadores de ambas secuencias
terminales y llevando a cabo la PCR utilizando una fuente de ADN apropiada como molde. Se uni6 un sitio de
digestion con enzima de restriccion a un extremo de cada cebador para las Ultimas operaciones de
recombinacion génica.

(2) Preparacion de vector transposén de expresion gen de resistencia a cicloheximida

Se construyd un vector transposon de expresion de gen de resistencia a cicloheximida (en adelante denominado
vector CHX) mediante la conexion de la secuencia codificante de un gen de resistencia a cicloheximida (SEC ID
n® 7) bajo el control del intensificador/promotor del CMV descrito en el Ejemplo 1 e insertando un par de
secuencias de transposon (Tol-2R, Tol2-R) en ambos extremos del casete de expresion de gen de resistencia a
cicloheximida (figura 10).

El fragmento de ADN que debia utilizarse se sintetiz6 quimicamente de manera artificial basandose en la
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secuencia convencionalmente conocida o se obtuvo mediante la preparacion de cebadores de ambas
secuencias terminales y realizando después una PCR utilizando una fuente de ADN apropiada como molde. Se
unio un sitio de digestidon con enzima de restriccion a un extremo de cada cebador para las ultimas operaciones
de recombinacion génica.

(3) Preparacién de células de CHO gue producen anticuerpo anti-CD98 humano

Se introdujo el vector CD98H (figura 8), el vector CD98L (figura 9) y el vector CHX (figura 10) preparados en (1) y
(2) anteriormente indicados y el vector de Tol2 (figura 3) preparado en el Ejemplo 2, en células de CHO-K1 que
se adaptd al cultivo en suspension y se compar6 el nimero de células que aparecian que eran capaces de
expresar a nivel elevado el anticuerpo.

En el disefio experimental, se suspendieron 4x10° células de CHO-K1 en 400 pl de PBS y se cotransfectaron
directamente el vector CD98H (10 pg), el vector CD98L (10 ug), el vector CHX (10 ug) y el vector de Tol2 (10 pg)
en forma de ADN circular mediante electroporacion. Con el fin de expresar la transposasa Tol1 transitoriamente y
para evitar la integracion en el cromosoma huésped, se introdujo directamente el vector de Tol2 en forma de
ADN circular. La electroporacion se llevd a cabo utilizando un electroporador (sistema Gene Pulser Xcell,
fabricado por Bio-Rad) bajo condiciones de voltaje de 300 V, capacidad electrostatica de 500 yF y temperatura
ambiente y utilizando una cubeta de 4 mm de anchura de hueco (fabricado por Bio-Rad).

Ademas, en el disefio experimental, se linealizé cada uno de los vectores CD98H (10 ug), CD98L (10 ug) y CHX
(10 pg) utilizando un enzima de restriccién Pcil (Takara Bio Inc.) y después se llevoé a cabo la electroporacion de
la misma manera que anteriormente.

Tras la introduccién génica mediante electroporacion, las células en cada cubeta se suspendieron en medio CD
OptiCHO complementado con 0,5% de hidrolizado de soja (en adelante denominado medio 0.5CD), se
inocularon en una placa de 96 pocillos y se cultivaron durante 4 dias en un incubador de CO,. A continuacion,
desde el intercambio de medio 5 dias después de la introduccion génica, se llevé a cabo el cultivo en presencia
de cicloheximida utilizando el medio 0.5CD complementado con 3 pg/ml de cicloheximida (C4859, Sigma-Aldrich)
seguido del cultivo durante 4 semanas, realizando el intercambio de medio a intervalos de una semana.

Tras 4 semanas de cultivo, se determind la expresion del anticuerpo mediante un procedimiento de tipo sandwich
(LENCE™, Perkin-Elmer Corp.) utilizando FRET (transferencia de energia por resonancia fluorescente). Con
respecto a las células con nivel alto de expresion de anticuerpo, se contaron los clones que expresaban el
anticuerpo a una concentracion en el sobrenadante de cultivo de 5,0 ug/ml o superior como células expresantes
de anticuerpo; se muestran los resultados en la Tabla 4.

Tabla 4
Disefo de control Disefio experimental
Placa 1 10/96 29/96
Placa 1 20/96 49/96

Tal como se muestra en la Tabla 4, se encontré un gran numero de células de expresion de anticuerpo anti-
CD98 humano en el disefio experimento, en el que se cotransfectd vector de Tol2 en las células de CHO-K1 en
suspension con vector transposén de expresion de cadena pesada de anticuerpo anti-CD98 humano, vector
transposon de expresion de cadena ligera de anticuerpo anti-CD98 humano y vector de gen de resistencia a
cicloheximida mientras que las células de expresiéon de anticuerpo anti-CD98 humano no se encontraron en el
disefio experimental en el que no se cotransfecté vector de Tol2 a pesar de convertir los vectores en cadenas
lineales.

[Ejemplo 6] Produccion de anticuerpo anti-CD98 humano
(1) Preparacién de vector transposén de expresién que comprende fragmento génico de cadena pesada de

anticuerpo anti-CD98 humano, fragmento génico de cadena ligera de anticuerpo anti-CD98 humano y gen de
resistencia a cicloheximida

Se construy6 un vector transposén de expresion que contenia fragmento génico de cadena pesada de anticuerpo
anti-CD98 humano, fragmento génico de cadena ligera de anticuerpo anti-CD98 humano y gen de resistencia a
cicloheximida (en adelante denominado vector en tandem CD98-CHX) utilizando ADN sintético y un
procedimiento de PCR de la misma manera que anteriormente, mediante la conexién del vector transposén de
expresion de cadena pesada de anticuerpo anti-CD98 humano preparado en el Ejemplo 5(1) con el casete
génico de expresion de cadena ligera de anticuerpo anti-CD98 humano preparado en el Ejemplo 5(1) y el casete
génico de resistencia a la cicloheximida preparado en el Ejemplo 5(2).

(2) Preparaciéon de vector transposén de expresion que comprende fragmento génico de cadena pesada de
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anticuerpo anti-CD98 humano y gen de resistencia a cicloheximida

Se construyd un vector transposén de expresion que comprendia fragmento génico de cadena pesada de
anticuerpo anti-CD98 humano y gen de resistencia a cicloheximida (en adelante denominado vector transposon
de expresion CD98H-CHX) utilizando ADN sintético y un procedimiento de PCR de la misma manera que
anteriormente, mediante la conexion del vector transposén de expresion de cadena pesada de anticuerpo anti-
CD98 humano preparado en el Ejemplo 5(1) con el casete génico de resistencia a cicloheximida preparado en el
Ejemplo 5(2).

(3) Preparacion de células de CHO productoras de anticuerpo anti-CD98 humano

Mediante la utilizacién de los vectores transposén de expresion preparados en los Ejemplos 5(1) y (2)
anteriormente y los Ejemplos 6(1) y (2), anteriormente, se compard la presencia de células capaces de expresar
a nivel elevado anticuerpo anti-CD98 con el caso de transferencia génica de cadenas H y L de anticuerpo anti-
CD98 humano utilizando el mismo vector de expresion (disefio de control), en el caso de transferencia génica de
cadena H o L de gen de anticuerpo anti-CD98 humano o de resistencia a cicloheximida, respectivamente,
utilizando diferentes vectores de expresion (disefio experimental 1) y con el caso de transferencia génica de
cadena H o L utilizando diferentes vectores de expresion (disefio experimental 2).

En el disefio experimental 1, se suspendieron 4x10° células de CHO-K1 en 400 ul de PBS y se cotransfectaron
directamente vector CD98H (10 pg), vector CD98L (10 ug), vector CHX (10 ug) y vector de Tol2 (10 pg) como
ADN circular mediante electroporacion.

En el disefio experimental, se suspendieron 4x10° células de CHO-K1 en 400 pl de PBS y se cotransfectaron
directamente vector CD98H-CHX (10 ug), vector CD98L (10 pg) y vector de Tol2 (10 ug) como ADN circular
mediante electroporacion.

En el disefio experimental, se suspendieron 4x10° células de CHO-K1 en 400 pl de PBS y se cotransfectaron
directamente vector en tdndem CD98H-CHX (10 ug) y vector de Tol2 (20 ug) como ADN circular mediante
electroporacion. Ademas, en todos los ensayos, con el fin de expresar transposasa Tol2 transitoriamente y evitar
la integracion en el cromosoma del huésped, se introdujo el vector de Tol2 directamente en forma de ADN
circular.

En el procedimiento a continuacion, se confirmo la presencia de células productoras de anticuerpo de la misma
manera que en el Ejemplo 5(3). Con respecto a las células productoras de anticuerpos, se contaron como células
expresantes de anticuerpo los clones en los que la concentracion de anticuerpo en el sobrenadante de cultivo era
de 3,0 pg/ml o superior. Se muestran los resultados en la Tabla 5.

Tabla 5
Disefio de control Disefo experimental 1 Disefio experimental 2
Placa 1 18/96 82/96 95/96
Placa 2 21/96 85/96 96/96
Total 39/192 167/192 191/192

En el disefio experimental 1 en el que se habia introducido vector CD98H, vector CD98L y vector CHX y en el
disefio experimental 2 en el que se habia introducido vector CD98H y CD98L, se incrementé marcadamente la
incidencia de células capaces de expresar a nivel elevado el anticuerpo anti-CD98 humano.

Los resultados anteriormente proporcionados demuestran que las células que presentan una productividad
elevada de anticuerpo pueden obtenerse y producirse faciimente al cotransfectar diferentes vectores de
expresion en los que se han insertado, respectivamente, el gen de cadena pesada de anticuerpo y el gen de
cadena ligera de anticuerpo entre las secuencias de transposon, en las células de CHO en suspension, en
comparacion con el caso en que un vector de expresion preparado mediante la integracion del gen de cadena
pesada de anticuerpo y el gen de cadena ligera de anticuerpo en el mismo vector de expresion se introduce en
las células de CHO en suspension. Ademas, se reveld a partir de los resultados del disefio experimental 1 y del
disefio experimental 2 que incluso en el caso de que fuesen dos o mas los vectores que debian introducirse,
resultaba suficiente un gen de resistencia a farmaco (gen marcador seleccionable). Ademas, se reveld que el gen
de resistencia a farmaco puede encontrarse presente en un vector de expresion en el que se ha integrado el gen
de cadena pesada de anticuerpo o en un vector independiente diferente.

Los resultados anteriormente proporcionados demuestran que un vector transposon resulta eficaz como medio
para introducir eficientemente genes situados en dos 0 mas vectores en una suspension de células de mamifero,
lo que resultaba dificil de conseguir convencionalmente. Ademas, se demuestra que para el proposito de
conseguir una productividad elevada de una proteina que comprende mas de un polipéptido o de mas de una
proteina, resulta eficaz introducir polipéptidos y proteinas utilizando diferentes vectores transposones.
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(4) Cultivo de células de CHO gue producen anticuerpo anti-CD98 humano

Se seleccionaron las tres lineas celulares que presentaban la productividad mas elevada de anticuerpos de entre
las células en las que se habia introducido el vector en tandem CD98-CHX obtenido en el Ejemplo 6(3)
anteriormente indicado y se compararon los niveles de expresion de anticuerpos de las células en las que se
habia introducido el vector CD98H-CHX y el vector CD98L. A continuacion se proporciona la informacién de los
ensayos.

La célula de CHO-K1 obtenida en el Ejemplo 683) se seleccioné basandose en la resistencia a la cicloheximida y
que también expresaba el anticuerpo anti-CD98; se expandio el cultivo utilizando una placa de 96 pocillos, una
placa de 24 pocillos y una placa de 6 pocillos (Corning Glassworks), en este orden. Tras expandir los cultivos, se
midio la concentracion de anticuerpo en cada sobrenadante de cultivo y se seleccionaron las tres lineas celulares
de CHO con los niveles mas elevados de expresion de anticuerpo anti-CD98. A continuacién, cada una de las
tres lineas celulares seleccionadas de esta manera se suspendié en 3 ml de medio CD al 0,5% (Invitrogen), es
decir medio 0.5 CD, hasta una densidad de 2x10° células/ml y se cultivaron en un agitador durante 5 dias en una
atmosfera a 37°C y con 5% de CO. utilizando una placa de 6 pocillos. Se determiné la cantidad de anticuerpo en
el medio tras 5 dias de cultivo, mediante HPLC (Waters Associates, Inc.). Se muestran los resultados en la Tabla
6.

Tabla 6
Células derivadas de disefio de control Células derivadas de disefio experimental 2
Nivel de expresion
de anticuerpo 70 67 41 196 87 67
(mgf)

Tal como se muestra en la Tabla 6, las células de CHO-K1 cotransfectadas con vector CD98H y vector CD98L
presentaba un nivel elevado de produccién de anticuerpos en comparacion con las células de CHO-K1 en las
que se habia introducido vector en tandem CD98-CHX.

Los resultados anteriores demuestran que no solo puede obtenerse y producirse facilmente una linea celular de
alta produccion de anticuerpos sino que también las células obtenidas de esta manera presentan una elevada
productividad de anticuerpos, al cotransfectar en las células de CHO en suspension diferentes vectores de
expresion en los que se han insertado el gen de cadena pesada de anticuerpo y el gen de cadena ligera de
anticuerpo, respectivamente, entre un par de secuencias de transposoén.

[Ejemplo 7] Produccion de anticuerpo anti-factor alfa de necrosis tumoral (TNFa) humano
(1) Preparacion de vector transposén de expresién que contiene un fragmento génico de cadena pesada de

anticuerpo _de TNFa, fragmento génico de cadena ligera de anticuerpo de TNFa y gen de resistencia a
cicloheximida

Con el fin de preparar anticuerpo anti-TNFa humano con la secuencia de aminoacidos SEC ID n® 26 y SEC ID n°
29, se construy6 un fragmento génico de cadena pesada de anticuerpo anti-TNFa humano, un fragmento génico
de cadena ligera de anticuerpo anti-TNFa humano y un vector transposon de expresion de gen de resistencia a
cicloheximida (en adelante denominado vector en tandem TNFa-CHX) mediante la sustitucion de los fragmentos
génicos de VH y VL del vector transposon de expresion que comprendia el fragmento génico de cadena pesada
de anticuerpo anti-CD98 humano y el fragmento génico de cadena ligera y el gen de resistencia a cicloheximida
preparados en el Ejemplo 6(1) (vector en tandem CD98-CHX) por VH y VL derivados del anticuerpo anti-TNFa
humano, respectivamente.

Se prepararon las secuencias del gen de cadena pesada del anticuerpo anti-TNFa humano y del gen de la
cadena ligera utilizando un ADN sintético, mediante la preparacion de secuencias de aminoacidos (SEC ID n° 26
y n° 29) en las que se habia conectado una secuencia de sefial a las secuencias de aminoacidos (SEC ID n° 25y
n® 28) de la subunidad de region variable de cadena pesada o de la subunidad de region variable de cadena
ligera de Adalimumab (recombinante), descrito en las figs. 1 y 2, respectivamente, del informe de inspeccion de
HUMIRA® 40 mg para inyeccion subcutanea (Agencia de Dispositivos Farmacéuticos y Médicos, 14 de febrero
de 2008) y se determinaron las secuencias de nucleétidos de manera que las secuencias de aminoacidos no
cambiasen (SEC ID n°® 24 y n° 27). Para las manipulaciones génicas posteriores se afiadio un sitio de digestion
con enzima de restriccion al extremo de las secuencias artificiales.
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(2) Preparacion de vector transposén de expresiéon que comprende fragmento de cadena pesada de anticuerpo
anti-TNFa humano y gen de resistencia a cicloheximida

Se construyd un vector transposon de expresion que contenia fragmento de cadena pesada de anticuerpo anti-
TNFa humano y gen de resistencia a cicloheximida (en adelante denominado vector TNFaH-CHX) mediante la
modificacion de una regién de fragmento génico de VH del vector transposén de expresion que contenia
fragmento de cadena pesada de anticuerpo anti-CD98 humano y gen de resistencia a cicloheximida (vector
CD98H-CHX) preparado en el Ejemplo 6(2) en un fragmento génico de VH de anticuerpo anti-TNFa humano.
Como gen de cadena pesada de anticuerpo anti-TNFa humano, se utilizé una secuencia de la misma secuencia
mostrada en dicho item 81).

(3) Preparacion de vector transposén de vector de gen de cadena ligera de anticuerpo anti-TNFa humano

Se construy6 un vector transposon de expresion de gen de cadena ligera de anticuerpo anti-TNFa humano (en
adelante denominado vector CD98L) mediante la modificacion de la regidon génica de la cadena ligera del vector
transposon de expresion de gen de cadena ligera del anticuerpo anti-CD98 humano en el Ejemplo 6(1) en
cadena ligera de anticuerpo anti-TNFa humano. Como gen de VL del anticuerpo anti-TNFa humano, se utilizé la
misma secuencia que la mostrada en dicho item (1).

(4) Preparacion de células de CHO que producen anticuerpo anti-TNFa humano

Con el fin de preparar células de CHO-K1 que produjesen anticuerpo anti-TNFa humano, se introdujo el vector
en tandem TNFa-CHX (20 ug) preparado en (1) indicado anteriormente y el vector de expresion de la
transposasa Tol2 (vector Tol2) (10 ug) preparado en el Ejemplo 2, en células de CHO-K1 adaptadas para el
cultivo en suspension preparada en el Ejemplo 3 (disefio de control).

De la misma manera, se cotransfectaron directamente en la forma de ADN circular (disefio experimental) el
vector TNFaH-CHX (10 pg), el vector TNFaL (10 pg) y el vector Tol2 (10 pg) preparados en el Ejemplo 2, en
células de CHO-K1 adaptadas para el cultivo en suspensién preparadas en el Ejemplo 3 (disefio de control). Se
compar6 la presencia de células capaces de expresar a nivel elevado el anticuerpo llevando a cabo la
introduccion génica, el cultivo celular y similares de la misma manera que en el Ejemplo 6, excepto en que el
cultivo de las células con introduccién génica se llevé a cabo en cinco placas de 96 pocillos. Con respecto a las
células con una elevada productividad de anticuerpos, se contaron como células expresantes de anticuerpo los
clones en los que la concentracion de anticuerpo en el sobrenadante de cultivo era de 3,0 ug/ml o superior. Se
muestran los resultados en la Tabla 7.

Tabla 7

Disefio de control Disefio experimental
Numero de pocillos en los que se expresa el anticuerpo

Placa 1 20/96 83/96
Placa 2 22/96 76/96
Placa 3 21/96 82/96
Placa 4 20/96 79/96
Placa 5 27/96 81/96
Total 110/480 401/480

Tal como se muestra en la Tabla 7, tal como en el caso de las células productoras de anticuerpo anti-CD98
humano preparadas en el Ejemplo 6, las células de CHO-K1 cotransfectadas con vector TNFaH-CHX y vector
TNFalL mostraron una presencia aproximadamente 4 veces superior de células en las que se expresaba a nivel
elevado el anticuerpo anti-TNFa humano, en comparacién con células de CHO-K1 en las que se habia
introducido vector en tandem TNFa-CHX.

Dicho resultado muestra que, respecto a cualquier anticuerpo, puede obtenerse y producirse facilmente una linea
celular con una elevada productividad de anticuerpos mediante la cotransfeccion del gen de cadena pesada de
anticuerpo y el gen de cadena ligera de anticuerpo, los cuales son insertados, respectivamente, entre un par de
secuencias de transposoén introducidas en diferentes vectores de expresion en las células de CHO en
suspension.

(5) Cultivo de células de CHO que producen anticuerpo anti-TNFa humano

Las células seleccionadas basandose en la resistencia a la cicloheximida a partir de las células en las que se
habia introducido vector en tandem TNFa-CHX obtenidas en (4) indicado anteriormente y las células que habian
sido cotransfectadas con vector TNFaH-CHX y vector TNFaL, y que también expresaban el anticuerpo anti-TNFa
humano, se seleccionaron y se expandieron en cultivo en placa de 96 pocillos, placa de 24 pocillos y placa de 6
pocillos, en ese orden. Con respecto a las 4 lineas celulares de células en las que se habia introducido vector en
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tandem TNFa-CHX que pudieron expandirse en cultivo y 52 lineas celulares que habian sido cotransfectadas con
vector TNFaH-CHX y vector TNFaL, estas células fueron cultivadas de la misma manera que en el Ejemplo 6(4),
excepto en que el periodo de cultivo fue de 7 dias, y se midieron los niveles de expresion de los anticuerpos. Se
muestran los resultados en la figura 11.

Como resultado, las células de CHO-K1 que habian sido cotransfectadas con vector TNFaH-CHX y vector
TNFaL mostraron una productividad de anticuerpos aproximadamente 2,4 veces superior a la de las células de
CHO-K1 en las que se habia introducido el vector en tandem TNFa-CHX.

Dicho resultado muestra que, tal como en el caso del Ejemplo 6(4), no sélo pueden obtenerse y producirse
células que presentan una elevada productividad de anticuerpo sino que las células obtenidas de esta manera
presentan una elevada productividad de anticuerpos al cotransfectarlas en células de CHO en suspension con
diferentes vectores de expresion en los que se ha insertado el gen de cadena pesada de anticuerpo y el gen de
cadena ligera de anticuerpo entre un par de secuencias de transposon.

[Ejemplo 8] Produccion de anticuerpo anti-CD20 humano
(1) Preparacién de vector transposén de expresion que comprende fragmento génico de cadena pesada de

anticuerpo anti-CD20 humano, fragmento génico de cadena ligera de anticuerpo anti-CD20 humano y gen de
resistencia a cicloheximida

Con el fin de preparar un anticuerpo anti-CD20 humano que comprendia VH y VL representado por las
secuencias de aminoacidos de SEC ID n° 32 y n° 35, respectivamente, se construyé un vector transposon de
expresion que comprendia un fragmento génico de cadena pesada de anticuerpo anti-CD20 humano, un
fragmento génico de cadena ligera de anticuerpo anti-CD20 humano y un gen de resistencia a cicloheximida (en
adelante denominado vector en tandem CD98-CHX) mediante la sustitucion de las regiones génicas de VH y VL
de anticuerpo del vector en tandem CD98-CHX preparado en el Ejemplo 6(1) por VH y VL, respectivamente,
derivados de anticuerpo anti-CD20 humano.

Se prepararon las secuencias génicas de la region VH y la region VL de anticuerpo anti-CD20 humano utilizando
un ADN sintético, mediante la preparacién de la secuencia de nucleétidos indicada en GenBank n° de acceso
ARO000013 y las secuencias de aminoacidos (SEC ID n°® 31 y n° 34, respectivamente) en las que una secuencia
de sefal habia sido conectada con las secuencias de aminoacidos (SEC ID n° 32 y n° 35, respectivamente) de la
VH y la VL del rituximab, indicado en la hoja adjunta del informe de inspeccion del Rituxan® para inyeccion 10
mg/ml (informado por el Instituto Nacional de Ciencias de la Salud, n° 3395, 28 de agosto de 2003) y se
determinaron las secuencias de nucleétidos de manera que las secuencias de aminoacidos no cambiasen (SEC
ID n® 30 y n° 33). Para estas ultimas manipulaciones génicas, se afiadié un sitio de digestion con enzima de
restriccion al extremo de las secuencias artificiales.

(2) Preparaciéon de vector transposén de expresion que comprende fragmento génico de cadena pesada de
anticuerpo anti-CD20 humano y gen de resistencia a cicloheximida

Se construyd un vector transposén de expresion que comprendia fragmento génico de cadena pesada de
anticuerpo anti-CD20 humano y gen de resistencia a cicloheximida (en adelante denominado vector CD20H-
CHX) mediante la modificacion de la region génica de VH de anticuerpo del vector CD98H-CHX preparado en el
Ejemplo 6(2) en una VH derivada de anticuerpo anti-CD20 humano. Como gen de la cadena pesada del
anticuerpo anti-CD20 humano, se utilizd la misma secuencia que la mostrada en (1), anteriormente indicado.

(3) Preparacion de vector transposén de expresion de gen de cadena ligera de anticuerpo anti-CD20 humano

Se construy6 un vector transposon de expresion de gen de cadena ligera de anticuerpo anti-CD20 humano (en
adelante denominado vector CD20L) mediante la modificacion de las regiones génicas de VL del anticuerpo anti-
CD98 humano preparado en el Ejemplo 6(1) en la VL derivada de anticuerpo anti-CD20 humano. Como genes de
cadenas pesada y ligera del anticuerpo anti-CD20 humano, se utilizaron las mismas secuencias que las
mostradas en (1), anteriormente indicado.

(4) Preparacion de células de CHO gue producen anticuerpo anti-CD20 humano

Con el fin de preparar células de CHO-K1 que produjesen anticuerpo anti-CD20 humano, se introdujeron en las
células de CHO-K1 adaptadas para el cultivo en suspension preparadas en el Ejemplo 3(1) (disefio de control) el
vector en tandem CD20-CHX preparado en (1), anteriormente indicado, y el vector de expresion de la
transposasa Tol2 (vector Tol2) preparado en el Ejemplo 2.

De la misma manera, el vector CD20H-CHX (10 pg) y el vector CD20L (10 pg) preparados en (2) y (3),

anteriormente, se cotransfectaron en células de CHO-K1 junto con el vector Tol2 (10 pg) (disefio experimental).
Se compard la presencia de células capaces de expresar a nivel elevado el anticuerpo mediante la realizaciéon de
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la introduccién génica, el cultivo celular y similares de la misma manera que en el Ejemplo 6, excepto en que el
cultivo de las células con introduccion génica se llevd a cabo en cinco placas de 96 pocillos. Ademas, se
consideraron pocillos expresantes de anticuerpos las concentraciones de anticuerpos de 3,0 ug/ml o superior. Se
muestran los resultados en la Tabla 8.

Tabla 8

Disefio de control Disefio experimental
Numero de pocillos en los que se expresa el anticuerpo

Placa 1 2/96 4/96
Placa 2 2/96 9/96
Placa 3 4/96 4/96
Placa 4 1/96 8/96
Placa 5 2/96 5/96
Total 11/480 30/480

Como resultado, las células de CHO-K1 que habian sido cotransfectadas con vector CD20-H-CHX y vector
CD20L mostraron 3 veces mas células con nivel alto de expresion de anticuerpo anti-CD20 humano que las
células de CHO-K1 en las que se habia introducido el vector en tandem CD20-CHX.

Dicho resultado es similar al resultado de anticuerpo anti-CD98 humano y anticuerpo anti-TNFa humano del
Ejemplo 6(3) o del Ejemplo 7(3) y muestra que la linea celular productora de un nivel elevado de anticuerpos
puede obtenerse y producirse con facilidad para cada caso de anticuerpo al cotransfectar células de CHO en
suspension con vectores de expresion diferentes en los que se han integrado gen de cadena pesada de
anticuerpo y gen de cadena ligera de anticuerpo, respectivamente, entre secuencias de transposon.

(5) Cultivo de células de CHO gue producen anticuerpo anti-CD20 humano

Las células que habian sido seleccionadas basandose en la resistencia a la cicloheximida a partir de las células
en las que se habia introducido el vector en tandem CD20-CHX obtenidas en (3), anteriormente, y las células
que habian sido cotransfectadas con el vector CD20H-CHX y el vector CD20L, y que también expresaban el
anticuerpo anti-CD20 humano, se seleccionaron y expandieron en cultivo utilizando una placa de 96 pocillos, una
placa de 24 pocillos y una placa de 6 pocillos, en ese orden. Con respecto a las 4 lineas celulares del disefio de
control, las células que pudieron expandirse en cultivo y las 50 lineas celulares del disefio experimental, se
cultivaron de la misma manera que en el Ejemplo 6(4), excepto en que el periodo de cultivo era de 7 dias, y se
midieron sus niveles de expresion de anticuerpos. Se muestran los resultados en la figura 12.

Tal como se muestra en la figura 12, se reveld que las células de CHO-K1 que habian sido cotransfectadas con
vector CD20H-CHX y vector CD20L presentaban una productividad de anticuerpos aproximadamente 1,6 veces
superior que las células de CHO-K1 en las que se habia introducido el vector en tandem CD20-CHX.

Dicho resultado es similar al resultado de anticuerpo anti-CD98 humano y anticuerpo anti-TNFa humano del
Ejemplo 6(4) o del Ejemplo 7(5) y muestra que no sélo puede obtenerse y producirse con facilidad una linea
celular productora de un nivel elevado de anticuerpos para cada caso de anticuerpo al cotransfectar células de
CHO en suspension con vectores de expresion diferentes en los que se han integrado gen de cadena pesada de
anticuerpo y gen de cadena ligera de anticuerpo, respectivamente, entre secuencias de transposoén, sino también
las células obtenidas de esta manera presentan una elevada productividad de anticuerpos.

[Ejemplo 9] Preparacion de un vector transposon que expresa gen de resistencia a la neomicina y
anticuerpo anti-CD98 humano

(1) Preparacion de un vector transposon que expresa gen de resistencia a neomicina de tipo salvaje y anticuerpo
anti-CD98 humano

Se utilizé un plasmido que comprendia un casete de expresion génica para el uso en células de mamifero que
comprendia un gen de anticuerpo humano arbitrario y un gen marcador de resistencia a farmaco insertados entre
un par de secuencias de nucleétidos derivadas de Tol2 como vector plasmido para la expresion de proteinas.

El ADN del gen que debia utilizarse se obtuvo llevando a cabo una sintesis quimica de modo artificial basandose
en la secuencia de nucleétidos conocida convencionalmente o mediante la preparacion de cebadores de las dos
secuencias terminales y llevando a cabo de esta manera una PCR utilizando una fuente de ADN apropiada. Para
las manipulaciones génicas posteriores, se afiadié un sitio de digestion con enzima de restriccion al extremo del
cebador.

En la secuencia de nucleétidos del transposén Tol2 no auténomo (SEC ID n° 1) dada a conocer en el documento
n°® JP-A-2003-235575, se utilizé una secuencia de nucledétidos en las posiciones 1 a 200 (secuencia Tol2-L) (SEC
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ID n° 2) y una secuencia de nucledtidos en las posiciones 2.285 a 2.788 (secuencia Tol2-R) (SEC ID n°® 3) como
las secuencias de transposoén.

Se sintetizé un fragmento de ADN que comprendia la secuencia Tol2-R y la secuencia Tol2-L.

Se prepar6 un fragmento de ADN que incluia una secuencia de nucleétidos (SEC ID n° 18) que codificaba la
cadena H del anticuerpo bajo el control del promotor del CMV, amplificado basandose en el vector N5SKG1-Val
C2IgG1NS/I117L del anticuerpo anti-CD98 humano (patente japonesa n° 4324637), como casete génico de la
cadena pesada del anticuerpo y se amplificé un fragmento de ADN que comprendia una secuencia de
nucledtidos (SEC ID n°® 21) que codificaba la cadena ligera de anticuerpo bajo el control del promotor del SV40,
amplificada basandose en el vector N5SKG1-Val C2IgG1NS/I1117L del anticuerpo anti-CD98 humano, como casete
génico de la cadena ligera del anticuerpo.

Como casete génico de resistencia a la neomicina, se preparé un fragmento de ADN que comprendia un ADN
que comprendia una secuencia de nucledétidos codificante de un gen de resistencia a la neomicina bajo el control
del promotor del SV40 (un ADN que codifica una neomicina fosfotransferasa que consiste en la secuencia de
nucledtidos representada por la SEC ID n°® 36 y GenBank n° de acceso U47120.2).

Se prepard un vector A de expresion del anticuerpo anti-CD98 mediante la conexién del casete de expresion
génica de la cadena pesada del anticuerpo anteriormente indicado, el casete de expresion génica de la cadena
ligera del anticuerpo y el casete de expresion génica de resistencia a la neomicina y conectando adicionalmente
sus dos extremos con un fragmento de ADN que comprendia una secuencia Tol2-R y un fragmento de ADN que
comprendia una secuencia Tol2-L (figura 13).

(2) Preparacién de vector transposoén de expresion de anticuerpo anti-CD98 humano que comprende un gen 1 de
resistencia a neomicina de tipo modificado

Se prepard un vector transposén B de expresion de anticuerpo anti-CD98 humano en el que se habia sustituido
el gen de resistencia a neomicina del vector transposon A de expresién de anticuerpo anti-CD98 humano
obtenido en (1) que comprendia un gen de resistencia a neomicina de tipo salvaje por un gen 1 de resistencia a
neomicina de tipo modificado que comprendia la secuencia de nucleétidos representada por la SEC ID n° 37.

El gen 1 de resistencia a neomicina de tipo modificado codifica una secuencia de aminoacidos idéntica a la del
gen de resistencia a neomicina de tipo salvaje y fue modificada para que presentase una secuencia de
nucledtidos en la que 167 bases correspondientes a 22% de la secuencia completa fuesen modificados.
Especificamente, de entre el total de 32 residuos de leucina, se modificaron los codones correspondientes a 25
residuos de leucina para que fuesen TTA.

(3) Preparacion de vector transposoén de expresion de anticuerpo anti-CD98 humano que comprende un gen 2 de
resistencia a neomicina de tipo modificado

Un vector transposon C de expresion de anticuerpo anti-CD98 humano en el que el gen de resistencia a
neomicina del vector transposén A de expresidon de anticuerpo anti-CD98 humano obtenido en (1) que
comprende un gen de resistencia a neomicina de tipo salvaje fue sustituido por un gen 2 de resistencia a
neomicina de tipo modificado que comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEC ID n° 38.

El gen 2 de resistencia a neomicina de tipo modificado codificado por una secuencia de aminoacidos idéntica a la
del gen de resistencia a neomicina de tipo salvaje y que presentaba una secuencia de nucledtidos en la que las
180 bases correspondientes a 23% del total habian sido modificados. Especificamente, de entre el total de 32
residuos de leucina, los codones correspondientes a 28 residuos de leucina se modificaron para ser TTA.

(4) Preparacion de vector transposén de expresion de anticuerpo anti-CD98 humano que presenta un gen 3 de
resistencia a neomicina de tipo modificado

Un vector transposon D de expresion de anticuerpo anti-CD98 humano en el que el gen de resistencia a
neomicina del vector transposén A de expresidon de anticuerpo anti-CD98 humano obtenido en (1) que
comprende un gen de resistencia a neomicina de tipo salvaje fue sustituido por un gen 3 de resistencia a
neomicina de tipo modificado que comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEC ID n° 39.

El gen 3 de resistencia a neomicina de tipo modificado codificaba una secuencia de aminoacidos idéntica a la del
gen de resistencia a neomicina de tipo salvaje y presentaba una secuencia de nucleétidos en la que 203 bases,
correspondientes a 26% del total, habian sido modificados. Especificamente, de entre el total de 32 residuos de
leucina, los codones correspondientes a 30 residuos de leucina se modificaron para ser TTA.
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[Ejemplo 10] Produccion de anticuerpos por células de CHO productoras de anticuerpos que expresan un
gen de resistencia a neomicina de tipo modificado

Se prepararon las células A a D productoras de anticuerpos mediante la introduccién en cada célula de los
vectores transposones A a D de expresion de anticuerpo anti-CD98 humano preparados en los Ejemplos 9(1) a
(4) en las células de CHO-K1 en suspension junto con el vector pPCAGGS-T2TP, que expresaba una transposasa
Tol2 que comprendia la secuencia de aminoacidos representada por la SEC ID n° 40 [Kwakami K. y Noda T.,
Genetics 166:895-899, 2004].

La introduccién de vectores en las células de CHO en suspension se llevd a cabo mediante la suspensién de las
células de CHO (4x‘|06 células) en 400 pl de tampdn PBS y cotransfectando el vector transposén de expresion
de anticuerpo anti-CD98 humano (10 pg) y el vector de expresion de transposasa Tol2 pCAGGS-T2TP (20 pg)
directamente en forma de ADN circular mediante electroporacion.

En dicho caso también se introdujo el vector de expresion de transposasa Tol2 directamente como ADN circular
con el fin de expresar transitoriamente la transposasa Tol2.

Ademas, como control que no utilizaba transposasa Tol2, el vector transposén D de expresion del anticuerpo
anti-CD98 humano (10 ug) del Ejemplo 19(4) se linealiz6 utilizando el enzima de restriccion Pcil (TARA BIO INC.)
y después se introdujo en las células de CHO-K1 en suspension mediante electroporacion.

La electroporacion se llevd a cabo utilizando un electroporador [sistema Gene Pulser Xcell (fabricado por Bio-
Rad)] bajo condiciones de voltaje de 300 V, capacidad electrostatica de 500 yF y a temperatura ambiente,
utilizando una cubeta de 4 mm de anchura de hueco (fabricada por Bio-Rad).

Tras la introduccion génica mediante electroporacion, las células en cada cubeta fueron inoculadas en una placa
de 96 pocillos y cultivadas durante 3 dias en un incubador de CO- utilizando medio CD OptiCHO (Invitrogen)
complementado con hidrolizado de soja al 5%.

A continuacion, a partir del intercambio de medio 4 dias después de la introduccién génica, se llevé a cabo el
cultivo en presencia de G418 (Geneticin®, Invitrogen), mediante la adicion de G418 hasta proporcionar una
concentracion final de 500 ug/ml, y se llevé a cabo el cultivo durante 3 semanas cambiando el medio a intervalos
de una semana.

Tras el cultivo, se determind la expresion del anticuerpo utilizando el ensayo LANCE® (Perkin-Elmer Corp.)
mediante un procedimiento de tipo sandwich al que se aplic6 FRET (transferencia de energia mediante
resonancia de fluorescencia). Se muestran los resultados en la Tabla 9.

Tabla 9
Células productoras de anticuerpos
A (tipo B (tipo C (tipo D (tipo Células de
salvaje) modificado 1) modificado 2) modificado 3) control

Nivel de expresion
de anticuerpos
(mg/l) de células 0,5 2,0 1,6 51 -
que mostraban la
expresion maxima
Nivel de expresion
medio de
anticuerpos (mg/l) 0,5 0,7 0,7 1,7 -
de las 10 células
superiores

Tal como se muestra en la Tabla 9, los niveles de expresion de anticuerpo anti-CD98 humano de las células B a
D que expresaban los genes de resistencia a neomicina de tipo modificado eran superiores a los de la célula A,
que expresaba el gen de resistencia a neomicina de tipo salvaje.

En particular, en el caso de la célula D productora de anticuerpo anti-CD98 humano, que expresa el gen 3 de
resistencia a neomicina de tipo modificado, se obtuvo una linea celular que mostraba un nivel de expresién 10
veces mas elevado que el de la célula A productora de anticuerpo anti-CD98 humano, que expresa el gen de
resistencia a neomicina de tipo salvaje.

Ademas, ni siquiera utilizando el gen 3 de resistencia a neomicina de tipo modificado, resulté posible obtener una

célula que expresase el anticuerpo anti-CD98 humano a partir de células de control en las que no se habia
cotransfectado el vector de expresiéon de transposasa Tol2 a pesar de haber linealizado el vector.
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[Ejemplo 11] Preparacion de vector transposon que expresa gen de resistencia a puromicina y anticuerpo
anti-CD98 humano

(1) Preparacién de vector transposén de expresion de anticuerpo anti-CD98 humano que comprende gen 1 de
resistencia a puromicina de tipo modificado

Se prepar6 un vector transposon E de expresion de anticuerpo anti-CD98 humano en el que el gen de resistencia
a neomicina del vector transposon A de expresion de anticuerpo anti-CD98 humano obtenido en el ejemplo 9(1)
que comprendia el gen de resistencia a neomicina de tipo salvaje, se habia sustituido por un gen 1 de resistencia
a puromicina de tipo modificado consistente en la secuencia de nucleétidos representada por la SEC ID n° 41.

El gen 1 de resistencia a puromicina de tipo modificada codificaba una secuencia de aminoacidos idéntica a la
del gen de resistencia a puromicina de tipo salvaje que consistia en la secuencia de nucleétidos representada
por la SEC ID n° 42 (un gen de puromicin-N-acetiltransferasa que consiste en la secuencia de nucleétidos dada a
conocer en GenBank n°® de acceso U07648.1) y presentaba una secuencia de nucleétidos en la que 17 bases,
correspondientes a 3% del total de bases, habian sido modificadas. Especificamente, de entre el total de 28
residuos de alanina contenidos en el gen de resistencia a puromicina, los codones correspondientes a 17
residuos de alanina habian sido modificados a GCG mediante la modificacion y, junto con los codones que ya
eran GCG en el tipo salvaje, los codones que correspondian a todos los residuos de alanina se modificaron a
GCG.

(2) Preparacioén de vector transposon de expresion de anticuerpo anti-CD98 humano que comprende gen 2 de
resistencia a puromicina de tipo modificado

Se prepar6 un vector transposon F de expresion de anticuerpo anti-CD98 humano en el que el gen de resistencia
a neomicina del vector transposon A de expresion de anticuerpo anti-CD98 humano obtenido en el Ejemplo 9(1)
que comprendia el gen de resistencia a neomicina de tipo salvaje se habia sustituido por un gen 2 de resistencia
a puromicina de tipo modificado que comprendia la secuencia de nucleétidos representada por la SEC ID n° 43.
El gen 2 de resistencia a puromicina de tipo modificado codifica una secuencia de aminoacidos idéntica a la del
gen de resistencia a puromicina de tipo salvaje y presenta una secuencia de nucleétidos en la que 79 bases
correspondientes a 14% del total de bases han sido modificadas. Especificamente, ademas de la modificacion de
codones que corresponden a los residuos de alanina del gen 1 de resistencia a puromicina de tipo modificado, se
modificaron los codones correspondientes a los residuos de leucina para que fuesen TTA, y los codones
correspondientes a los residuos de valina se modificaron para que fuesen GTA y el coddén de la serina se
modificé para que fuese TCG.

[Ejemplo 12] Produccion de anticuerpos por células de CHO productoras de anticuerpos que expresan
gen 1 de resistencia a puromicina de tipo modificado

Se prepararon las células E y F productoras de anticuerpos mediante la introduccion de vector transposon E de
expresion de anticuerpo anti-CD98 humano del Ejemplo 11(1) que comprendia el gen 1 de resistencia a
puromicina de tipo modificado, el vector transposoén F de expresion de anticuerpo anti-CD98 humano del Ejemplo
11(2) que comprendia el gen 2 de resistencia a puromicina de tipo modificado y el vector de expresion de la
transposasa Tol2 pCAGGS-T2TP en células de CHO-K1 en suspension.

La introduccion de los vectores en las células en suspension se llevé a cabo mediante la suspension de células
de CHO en suspension (4x10 6 células) en 400 pl de tampdn PBS vy la cotransfeccion del vector transposén de
expresion de anticuerpo anti-CD98 humano que comprendia el gen de resistencia a puromicina de tipo
modificado en forma de ADN circular (10 pg) y pPCAGGS-T2TP (20 ug) directamente mediante electroporacion.

En dicho caso, el vector de expresion de la transposasa Tol2 pCAGGS-T2TP también se introdujo directamente
en forma de ADN circular con el fin de expresar transitoriamente la transposasa Tol2.

La electroporacion se llevd a cabo utilizando un electroporador [sistema Gene Pulser Xcell (fabricado por Bio-
Rad)] bajo las condiciones de voltaje de 300 V, capacidad electrostatica de 500 yF y temperatura ambiente y
utilizando una cubeta de 4 mm de anchura de hueco (fabricada por Bio-Rad).

Tras la introduccién génica mediante electroporacion, se inocularon las células de cada cubeta en una placa de
96 pocillos y se cultivaron durante 3 dias en un incubador de CO- utilizando medio CD OptiCHO (Invitrogen)
complementado con hidrolizado de soja al 5%.

A continuacion, desde el intercambio de medio 2 dias después de la introduccion génica, se llevo a cabo el
cultivo durante 4 semanas, afiadiendo simultaneamente puromicina (P9620, Sigma-Aldrich), proporcionando una
concentracion final de 5 pug/ml y realizando el intercambio de medio por el medio que contenia puromicina a
intervalos de una semana.
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Tras el cultivo, se determind el nivel de expresion de anticuerpos utilizando el ensayo LANCE® (Perkin-Elmer
Corp.) mediante un procedimiento de tipo sandwich al que se aplic6 FRET (transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia). Se muestran los resultados en la Tabla 2.

Tabla 10
Células productoras de anticuerpos
E (Modificacién 1) F (Modificacion 2)
Nivel de expresion de anticuerpos (mg/l) de las 10 29
células que mostraban la expresién maxima ’ ’
Nivel medio de expresion de anticuerpos (mg/l) de las 07 16
10 células superiores ’ ’

Tal como se muestra en la Tabla 10, la célula F productora de anticuerpos que expresaba el gen 2 de resistencia
a puromicina de tipo modificada mostraba una productividad de anticuerpos dos veces superior o mas a la de la
célula E productora de anticuerpos que expresa el gen 1 de resistencia a puromicina de tipo modificado.

[Ejemplo 13] Produccion de anticuerpos por célula productora de anticuerpos que expresa gen 2 de
resistencia a puromicina de tipo modificado

La célula F productora de anticuerpos obtenida en el Ejemplo 12 que expresa el gen 2 de resistencia a
puromicina de tipo modificado se cultivd en un matraz cénico para producir anticuerpo anti-CD98 humano.

Especificamente, la célula F productora de anticuerpos se expandioé en cultivo utilizando una placa de 96 pocillos,
una placa de 24 pocillos y una placa de 6 pocillos, en este orden. Se seleccionaron dos lineas celulares de la
célula F productora de anticuerpos en la que se habia incrementado suficientemente el nimero de células (linea
celular 1 y linea celular 2) y cada una de ellas se suspendié en 35 ml del medio CD OptiCHO (Invitrogen)
complementado con hidrolizado de soja al 5%, proporcionando una densidad celular de 2x10° células/ml y se
cultivaron durante 1 semana en un agitador utilizando un matraz coénico de 125 ml de capacidad (con tapon
acodado, Corning Glassworks) en una atmosfera a 37°C y con 5% de CO,, produciendo de esta manera el
anticuerpo anti-CD98 humano.

Se determind la cantidad de anticuerpo en el medio tras el cultivo mediante HPLC (Waters Associates, Inc.). Se
muestran los resultados en la Tabla 11.

Tabla 11
Linea celular 1 Linea celular 2
Nivel de expresion de anticuerpos (mg/l) 15,6 14,8

Los resultados anteriormente proporcionados muestran que en las células de CHO en suspension, el gen de
anticuerpo insertado entre un par de secuencias de transposén y el gen de resistencia a farmaco de tipo
modificado son introducidos eficientemente en el cromosoma del huésped y también resultan eficaces para la
seleccion de una célula de elevado nivel de expresion. Ademas, se ha encontrado que la célula obtenida de esta
manera puede expandirse en cultivo y que resulta posible la produccion de la proteina de interés bajo
condiciones de cultivo en suspension.

Mediante el procedimiento de produccion de la proteina de la presente invencién puede producirse
eficientemente una proteina de interés utilizando una célula de mamifero en suspension. La célula de la presente
invencion puede utilizarse como célula productora de anticuerpos para la produccién de una proteina
recombinante.

[Listado de secuencias]

SEC ID n® 1 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de nucleétidos de transposén no auténomo Tol2
SEC ID n° 2 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de Tol2-L
SEC ID n® 3 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de Tol2-R

SEC ID n® 7 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de nucleétidos de gen de resistencia a la
cicloheximida

SEC ID n°® 8 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de aminoacidos de proteina codificante de gen de
resistencia a la cicloheximida
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SEC ID n® 9 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de nucleétidos codificante de cadena H del
anticuerpo M2Z3

SEC ID n° 10 - Descripcién de secuencia artificial: secuencia de aminoacidos de la cadena H del anticuerpo
M2z23

SEC ID n° 11 - Descripcién de secuencia artificial: secuencia de nucleétidos codificante de cadena L del
anticuerpo M2Z3

SEC ID n® 12 - Descripciéon de secuencia artificial: secuencia de aminoacidos de cadena L del anticuerpo M2Z3
SEC ID n® 13 - Descripcién de secuencia artificial: secuencia de nucleétidos de Tol1 no auténomo

SEC ID n® 14 - Descripciéon de secuencia artificial: secuencia Tol1-L

SEC ID n® 15 - Descripcidon de secuencia artificial: secuencia Tol1-R

SEC ID n° 18 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de nucleétidos codificante de la region variable de
cadena pesada del anticuerpo anti-CD98

SEC ID n° 19 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de aminoacidos de region variable de cadena
pesada del anticuerpo anti-CD98

SEC ID n° 20 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de aminoacidos de region variable de cadena
pesada de anticuerpo anti-CD98

SEC ID n° 21 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de nucleétidos codificante de region variable de
cadena ligera de anticuerpo anti-CD98

SEC ID n° 22 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de aminoacidos de region variable de cadena ligera
de anticuerpo anti-CD98

SEC ID n° 23 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de aminoacidos de regién variable de cadena ligera
de anticuerpo anti-CD98

SEC ID n° 24 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de nucleétidos codificante de regiéon variable de
cadena pesada de anticuerpo anti-TNFa humano

SEC ID n° 25 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de aminoacidos de region variable de cadena
pesada de anticuerpo anti-TNFa humano

SEC ID n° 26 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de aminoacidos de region variable de cadena
pesada de anticuerpo anti-TNFa humano

SEC ID n° 27 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de nucleétidos codificante de region variable de
cadena ligera de anticuerpo anti-TNFa

SEC ID n° 28 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de aminoacidos de region variable de cadena ligera
de anticuerpo anti-TNFa humano

SEC ID n° 29 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de aminoacidos de regién variable de cadena ligera
de anticuerpo anti-TNFa humano

SEC ID n° 30 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de nucleétidos codificante de regiéon variable de
cadena pesada de anticuerpo anti-CD20 humano

SEC ID n° 31 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de aminoacidos de region variable de cadena
pesada de anticuerpo anti-CD20 humano

SEC ID n° 32 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de aminoacidos de region variable de cadena
pesada de anticuerpo anti-CD20 humano

SEC ID n° 33 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de nucleétidos codificante de regiéon variable de
cadena ligera del anticuerpo anti-CD20 humano

SEC ID n° 34 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de aminoacidos de region variable de cadena ligera
de anticuerpo anti-CD20 humano

SEC ID n° 35 - Descripcion de secuencia artificial: secuencia de aminoacidos de region variable de cadena ligera
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de anticuerpo anti-CD20 humano

SEC ID n° 36 - Descripcién de secuencia artificial:

de tipo salvaje

SEC ID n° 37 - Descripcion de secuencia artificial:

de tipo modificado

SEC ID n° 38 - Descripciéon de secuencia artificial:

de tipo modificado

SEC ID n° 39 - Descripcién de secuencia artificial:

de tipo modificado

SEC ID n° 41 - Descripcion de secuencia artificial:

de tipo modificado

SEC ID n°® 42 - Descripcion de secuencia artificial:

de tipo salvaje

SEC ID n°® 43 - Descripcion de secuencia artificial:

de tipo modificado

SEC ID n°® 44 - Descripcion de secuencia artificial:

de tipo modificado

SEC ID n°® 45 - Descripcion de secuencia artificial:

tipo modificado

SEC ID n°® 46 - Descripcion de secuencia artificial:

tipo modificado

SEC ID n°® 47 - Descripcién de secuencia artificial:
de tipo modificado

SEC ID n°® 48 - Descripcion de secuencia artificial:
de tipo modificado

Listado de secuencias

secuencia de nucledtidos de gen de resistencia a neomicina

secuencia de nucleétidos de Gen de resistencia a neomicina

secuencia de nucledtidos de gen de resistencia a neomicina

secuencia de nucledtidos de gen de resistencia a neomicina

secuencia de nucleotidos de gen de resistencia a puromicina

secuencia de nucleotidos de gen de resistencia a puromicina

secuencia de nucleotidos de gen de resistencia a puromicina

secuencia de nucledtidos de gen de resistencia a puromicina

secuencia de nucledtidos de gen de resistencia a zeocina de

secuencia de nucledtidos de gen de resistencia a zeocina de

secuencia de nucledtidos de gen de resistencia a higromicina

secuencia de nucledtidos de gen de resistencia a higromicina

<110> Inter-University Research Institute Corporation Research Organization of Information and Systems Kyowa

Hakko Kirin Co., Ltd.

<120> Procedimiento de produccién de una proteina

<130> W503694

<150> JP2010-279849
<151>2010-12-15

<160> 48

<170> PatentIn versioén 3.3
<210> 1

<211> 2788

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: transposon no autélogo

<400> 1
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cagaggtgta
ggatttttac
tttttttaga
ttattttttg
cgetgatgee
tatatgaaat
ttaccacaat
gaagaaaatg
gccacaggat
aaataaagat
ggccttcaaa
tttgttttac
gacgttgatg
gacaatataa
ccacgggaaa
tgtgtttgaa
tgtattgtca

ttaaataacc

aagtacttga
tttacttgag
aaaaasagta
gagatcactt
cagtttaatt
tggtcagaca
gcacagcaca
gaggaagtat
caagagcace
tcattcaaga
agttegecat
tgatagtttt
gegegecttt
ggctcacgta
tttggegect
ttcatgcaaa
aaacggtaac

atgagcaata

gtaattttac
tacaattaaa
ctttttacte
cattctattt
taaatgttat
tgtteattgg
ttgacctgga
gtgattcatce
cgtggeogta
tgaaatgtgt
caaacctaag
tttttttttt
tatatgtgta
ataaaatget
attgcagett
acacaagaaa
actttacaat

catttgttac
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ttgattactyg
aatcaatact
cttacaattt
taccttgeta
ttattcotgee
tecctttggaa
aattagggaa
agcagctgeg
tcttegegaa
cctetgtete
gaagcatatt
tttttttttt
gtaggcctat
aaaatgcatt
tgaataatca
accaagcgag
gaggttgatt

tgtatctgtt

tacttaagta
tttactttta
tatttacagt
ttaccaaace
tatgaaaate
gtgacgtcat
attataacag
agcagcacag
ttecttttett
ccgcttaata
gaggtaagta
tttttgggtg
tttcactaat
tgtaattggt
ttatecattece
aaattttttt
agttcatgta

aatctttgtt

41

ttatttttgg
cttaattaca
caaaaagtac
aattgaattg
gttttcacat
gtcacatcta
tcaatcagtg
tcecaaaatca
taagtggtgt
aagaaatatc
cattaagtat
tgcatgtttt
gcatgegatt
aacgttaggt
gtgcteteat
ccaaacatgt
ttaactaaca

aacgttagtt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

260

1020

1080
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aatagaaata
aacaagatat
agttcatgtt
actaatgtaa
aatataatca
tcaacaagta
ggttagttca
gcccgtaaga
gagetttetg
aataaaaaca
tcgaatacat
tteegggtet
agtcgtaggt
ctaacccact
agtataccgt
atcttaaact
gagtcattaa
gagtgtatgt
acagagaatg
gatcgggaca
gtctetgete
cgeatcgget
agetaggett
ttacaacttt
atacaaacag
attaaaagct
tactcaagta
gatactttta

aaatttttga

<210> 2
<211> 200
<212> ADN

cagatgttca
aaagtattag
aactaatgta
tgaaatcaat
gaaataaaat
tttaacatta
cccaaaaatg
cctecegttea
tgecctecatt
tcaaagtagt
tttggtccaa
gttgtcaate
tttgttattt
gatgtcacat
acatacattt
gtgttececgaa
tgacatettt
gtaattgtta
cacccaaatt
gatctcatat
acgtttectg
gectgtgaga
gacactaaca
gagtagegtg
ttctaaagca
taaacaagaa
caattttaat
cttttaattg

gtacttttta

<213> Artificial

<220>

ttgtttgtte
taaatgttga
gttaactaac
tecaccectgte
taatgtttga
taaagtgtgce
aaaataatgt
tettecagaac
gagaatgtat
ccatgtgaca
aaataacaaa
cgegttcacy
ttggaccaaa
ggactacttt
tecagtggagg
gatgaacgga
tcatttttgg
catttattge
acctcaaaaa
gctcgaggge
ctatttgeag
ggctttteag
attttgagaa
tactggeatt
ggataaaacc
tetctagttt
ggagtacttt
agtaaaattt

cacctetg
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atgttagttce
aattaacatg
gaaccttatt
atgtcagecct
ttgtcactaa
aattggctgce
cattaatgac
acagtttaag
gtacggtata
tcagtgggtt
acctacgact
acttegeagt
atgtattttc
gatgttttta
gacagaaagc
ggtgttacgg
gtgaactaac
atacaatata
ctactetaaa
cecatctggee
cctectetate
cactgcagga
tcagetteta
agattgtctg
ttgtatgecat
tctttettge
tttactttta

tcoctaagta

acagtgcatt
tatacgtgca
gtaaaagtgt
tacagtcctg
atgctactgt
aaatgtcagt
tegecectcat
atattttaga
ctgtccatgt
agttagaatt
ttattcggcea
gacgctacaa
gatgecttcaa
ttacctttet
tetecggacta
gcttggaacg
cetttaatge
aatatttatt
ttgacagcac
tgtgtttcag
aagactaata
ttgcttttca
ctgaagttaa
tcttatagtt
ttcatttaat
ttttactttt
ctcaagtaag

ettgtacttt

aactaatgtt
gttcattatt
taccatcaaa
tgtttttgtc
atttctaaaa
tttattaaag
gtcgttccaa
tttagtcecga
ccagaaaggt
ttttgaageca
ttgtattectce
tgctgaataa
ataattctac
ggacatggac
aatctaaaat
acatgagggt
tgtaatcaga
tgttgttttt
agaagagaaa
acaccaggga
cacctcttee
gocccaaaag
atctgaggtt
tgataattaa
gttttttgag
acttccttaa
attctagcca

cacttgagta

<223> Descripcion de secuencia artificial: secuencia de transposoén Tol2-L

<400> 2

42

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2788
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cagaggtgta aagtacttga gtaattttac ttgattactg tacttaagta ttatttttgg

ggatttttac tttacttgag tacaattaaa aatcaatact tttactttta cttaattaca

tttttttaga aaaaaaagta ctttttactc cttacaattt tatttacagt caaaaagtac

ttattttttg gagatcactt

<210> 3
<211> 504
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: secuencia de transposén Tol2-R

<400> 3
ctgctecacgt

taggetgect
aggcttgaca
aactttgagt
aaacagttet
aaagcttaaa
caagtacaat
cttttacttt

ttttgagtac

<210> 4
<211> 2156
<212> ADN

ttecctgetat
gtgagagget
ctaacaattt
agcegtgtact
aaagcaggat
caagaatcte
tttaatggag
taattgagta

tttttacace

<213> Oryzias latipes

<220>
<221> CDS

<222> (85)..(2034)

<400> 4

ttgecagectce
ttteageact
tgagaatcag
ggcattagat
aaaaccttgt
tagtttteott
tactttttta
aaattttcce

teotg

tctatcaaga
goaggattge
cttctactga
tgtectgtett
atgcattteca
tottgetttt
cttttactca

taagtacttg

ctaatacacce
tttteocagace
agttaaatct
atagtttgat
tttaatgttt
acttttactt
agtaagattc

tactttcact

tcettoceogea
caaaagagct
gaggttttac
aattaaatac
tttgagatta
cettaatact
tagccagata

tgagtaaaat

acgtcatgte acatctatta ccacaatgca cagcaccttg acctggaaat tagggaaatt

ataacagtca atcagtggaa gaaa atg gag gaa gta tgt gat tca tca gea
Met Glu Glu Val Cys Asp Ser Ser Ala

1

5

gekt geg age age aca gte caa aat cag cca cag gat caa gag cac ¢cg
Ala Ala Ser Ser Thr Val Gln Asn Gln Pro Gln Asp Gln Glu His Pro
15

10

20

43

25

60

120

180

200

60

120

180

240

300

360

420

480

504

60

111

159



tgg
Trp

tca
Ser

tcg
Ser

atg
Met

aga
Arg
90

gtt
Val

aaa
Lys

gtt
Val

att
Ile

get
Ala
170

tgg
Trp

att
Ile

tee
Ser

gta
Val

gac
Asp
250

get
Ala

ceg
Pro

tte
Phe

gcc
Ala

cac
His
15

aag
Lys

gac
Asp

gct
Ala

gat
Asp

tct
Ser
155

ctg
Leu

att
Ile

ggt
Gly

get
Ala

ctg
Leu
235

aag
1ys

tte
Phe

tat
Tyr

aag
Lys

ttc
Phe

cca
Pro

ate
Ile

tca
Ser

ata
Ile

ctyg
Leu
140

gtc
Val

ate
Ile

gca
Ala

gta
val

gca
Ala
220

gce
Ala

gtt
val

aga
Arg

ctt
Leu

atg
Met
45

aaa
Lys

aat
Asn

999
Gly

gtt
Val

tta
Leu
125

cca
Pro

att
Ile

atg
Met

acc
Thr

act
Thr
205

ctt

Leu

agt
Ser

gtt
Val

gtt
val

cge
Arg
30

aaa
Lys

agt
Ser

tac
Tyr

ace
Thr

tte
Phe
110

agg
Arg

tca
Ser

aca
Thr

aaa
Lys

aca
Thr
190

gct
Ala

gee
Ala

gcc
Ala

tgc
Cys

ttt
Phe

gaa
Glu

tgt
Cys

teg
Ser

cte
Leu

toe
Ser
95

cca
Pro

tac
Tyr

ttt
Phe

agy
Arg

cag
Gln
175

acg
Thr

cac
His

tge
Cys

atg
Met

aca
Thr
255

ggt
Gly

tte
Phe

gte
Val

cca
Pro

ada
Lys
80

ace
Thr

gtc
Val

ate
Ile

aaa
Lys

cct
Pro
160

aaa
Lys

gat
Asp

tgg
Trp

aaa
Lys

aat
Asn
240

acec
Thr

gtg
val

ttt
Phe

cte
Leu

tca
Ser

aac
Asn

cat
His

aaa
Lys

att
Ile

gag
Glu
145

act
Thr

gtg
Val

tgt
Cys

atc
Ile

aga
Arg
225

gat
Asp

aca
Thr

gaa
Glu

tet
Ser

tgt
Cys
50

aac
Asn

tac
Tyr

get
Ala

cat
His

caa
Gln
130

ctg
Leu

tta
Leu

act
Thr

tgg
Trp

aac
Asn
210

tta

Leu

atc
Ile

gac
Asp

aac
Asn

ES 2 661981 T3

tta

Leu
35

cte
Leu

cta
Leu

tet
Ser

too
Ser

gtg
Val
115

gga
Gly

att
Tle

cge
Arg

gct
Ala

act
Thr
195

cct
Pro

atg
Met

cac
His

agt
Ser

aat
Asn

agt
Ser

cog
Pro

agg
Arg

aaa
Lys

age
Ser
100

tct
Ser

ctt
Leu

agt
Ser

tecc
Ser

geoo
Ala
180

gca
Ala

gga
Gly

ggc
Gly

tca
Ser

ggt
Gly
260

gat
Asp

ggt
Gly

ottt
Leu

aag
Lys

ttg
Leu

agt

Ser

cca
Pro

cat
His

aca
Thr

aag
Lys
165

atg
Met

cgt
Arg

agt
Ser

tet
Ser

gag
Glu
245

teec
Ser

ate
Ile

44

gta
val

aat
Asn

cat
His
70

aca
Thr

aag
Lys

gtc
Val

[o]a) ol
Pro

ety
Leu
150

ata
Ile

agt
Ser

aga
Arg

ctt
Leu

cat
His
230
tat
Tyr

aac
Asn

gag
Glu

aat
Asn

aaa
Lys
33

att
Ile

gca
Ala

caa
Gln

act
Thr

tte
Phe
135

cag
Gln

gect
Ala

gaa
Glu

aag
Lys

gaa
Glu
215

act

Thr

gaa
Glu

ttt
Phe

act
Thr

aaa
Lys
40

gaa
Glu

gag
Glu

cag
Gln

ctg
Leu

gtg
Val
120

age
Ser

et
Pro

gaa
Glu

gtt
val

tca
Ser
200

aga

Arg

ttt
Phe

ata
Ile

atg
Met

gag
Glu

gat
Asp

ata
Ile

aga
Arg

aag
Lys

aaa
Lys
105

aac
Asn

act
Thr

ggc
Gly

gct
Ala

gaa
Glu
185

ttc
Phe

cat
His

gag
Glu

cgt
Arg

aag
Tys
265

gca
Ala

207

255

303

351

398

447

495

543

591

639

687

735

783

831

879

927



aga
Arg

agt
Ser

gat
Asp

tta
Leu
330

gaa
Glu

tta
Leu

tca
Ser

tca
Ser

gga
Gly
410

ttt
Phe

cgt
Arg

cag
Gln

cag
Gln

cta
Leu
490

gag
Glu

aca

agg
Arg

gat
Asp

ggc
Gly
315

ctt
Leu

cac
His

tgg
Trp

gaa
Glu

act
Thr
395

gaa

Glu

aat
Asn

cca
Pro

ctg
Leu

cga
Arg
475

caa
Gln

ate
Ile

aat

tgt
Cys

ggt
Gly
300

tte
Phe

aac
Asn

tac
Tyr

aat
Asn

agc
Ser
380

ttt
Phe

ggc
Gly

cca
Pro

gtt
val

999
Gly
460

ctc
Leu

caa
Gln

ata
Ile

gat

gaa
Glu
285

gtg
val

gaa
Glu

cta
Leu

aag
Lys

aaa
Lys
365

cgg
Arg

atg
Met

gca
Ala

geca
Ala

gca
Ala
445

tgg
Trp

cac
His

gga
Gly

gca
Ala

gaa

270

agt
Ser

gaa
Glu

tte
Phe

gte
Val

aaa
Lys
350

agc
Ser

ctt
Leu

gct
Ala

ctt
Len

gaa
Glu
430

daa

Lys

ctg
Leu

cat
His

atc
Ile

gct
Ala
510

acc

gat
Asp

tte
Fhe

cag
Gln

tca
Ser
335

cte
Leu

agc
Ser

cag
Gln

gtt
val

cgg
Arg
415

atg
Met

gta
val

ctg
Leu

tct
Ser

caa
Gln
495

gcc
Ala

atc

gac
Asp

caa
Gln

cta
Leu
320

agce
Ser

tac
Tyr

cga
Arg

ctt
Leu

gac
Asp
400

aat

Asn

ctg
Leu

ctc
Len

cct
Pro

ctc
Len
480

aca
Thr

ate
Ile

ata

act
Thr

gat
Asp
305

cca

Fro

gtt
val

aga
Arg

tcg
Ser

tta
Leu
385

aga

Arg

ata
Ile

tte
Phe

gac
Asp

agt
Ser
465

agg

cga
Arg

ctt
Leu

agda

gat
Asp
290

gee
Ala

aaa
Lys

gat
Asp

tet
Ser

gct
Ala
370

agg
Arg

att
Ile

tgc
Cys

ttg
Leu

atec
Ile
450

gto
Val

tac
Tyr

tte
Phe

cte
Leu

cga

ES 2 661981 T3

275

tct
Ser

tea
Ser

cat
His

geea
Ala

gte
val
355

cta
Leu

cca
Pro

ctt
Leu

acc
Thr

aca
Thr
435

ttg

Leu

cat
His

tgt
Cys

aag
Lys

cot
Fro
515

gge

gaa
Glu

cga
Arg

caa
Gln

caa
Gln
340

ttt
Phe

gca
Ala

aac
Asn

caa
Gln

tct
Ser
420

gag
Glu

caa
Gln

cag
Gln

gac
Asp

cat
His
500

aaa
Lys

atg

ggc
Gly

gte
val

aag
Lys
325

aaa

Lys

ggc
Gly

gct
Ala

caa
Gln

att
Ile
405

ctt

Leu

tgg
Trp

gcg
Ala

tta
Leu

cca
Pro
485
atg
Met

ttt
Fhe

gac

45

tgt
Cys

ctg
Leu
310

tgt
Cys

gct
Ala

aaa
Lys

gaa
Glu

acg
Thr
390

tgc
Cys

gag
Glu

goo
Ala

gaa
Glu

agc
Ser
470

ctt
Lea

ttt
Phe

cgg
Arg

tac

ggt
Gly
295

gac
Asp

geeo
Ala

cte
Leu

tge
Cys

gct
Ala
375

cgg
Arg

aaa
Lys

gtt
val

aac
Asn

acg
Thr
455

ttg
Leu

gtg
val

gaa
Glu

ace
Thr

atc

280

gag
Glu

caa
Gln

tgt
Cys

tca
Sar

caa
Gln
360

gtt
Val

tgg
Trp

gaa
Glu

cca
Pro

aca
Thr
440

aat

Asn

aaa
Lys

gat
Asp

gat
Asp

tcot
Ser
520

aga

gga
Gly

gac
Asp

cac
His

aat
Asn
345

get
Ala

gaa
Glu

aat
Asn

gca
Ala

atg
Met
425

atg
Met

aca
Thr

ctt
Leu

gcc
Ala

cct
Pro
505

tgg
Trp

gtg

975

1023

1071

1119

1167

1215

1263

1311

1359

1407

1455

1503

1551

1599

1647

1685
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Thr

cat
His

gat
Asp

age
Ser
570

tet
Ser

aca
Thr

gga
Gly

gag
Glu

tag

acagttetaa ageaggataa aacettgtat geattteatt taatgttttt tgagattaaa

Asn

ctg
Leu

gat
Asp
555

aaa
Lys

ctg
Leu

cct
Pro

ttg
Leu

aat
Asn
635

Asp

gag
Glu
540

gaa
Glu

gag
Glu

cte
Leu

ctt
Leu

ctt
Leu
620

cag
Gln

Glu Thr
525

cet ttg
Pro Leu

gat ttt
Asp Phe

ttg gat
Leu Asp

acg ttt
Thr Phe
590

cgoe gea
Pro Ala
605

tte age
Phe Ser

ctt cta
Leu Leu

Ile

gac
Asp

tte
Phe

gga
Gly
575

cct

Pro

teg
Ser

ccc
Pro

ctg
Leu

Ile

cac
His

gcot
Ala
560

tat
Tyr

gct
Ala

get
Ala

aaa
Lys

aag
Lys
640

Lys

aag
Lys
545

tet
Ser

ctg
Leu

att
Ile

goo
Ala

aga
Arg
625

tta
Leu

ES 2 661981 T3

Arg
530

aaqg
Lys

ttg
Leu

gee
Ala

tge
Cys

tgt
Cys
610

gct
Ala

aat
Asn

Gly

gaa
Glu

aada
Lys

tgt
Cys

agce
Ser
595

gag
Glu

agg
Arg

ctg
Leu

Met

ttg
Leu

ccg
Pro

gtt
val
580

cte

Leu

agg
Arg

ctt
Leu

agg
Arg

Asp

goo
Ala

aca
Thr
565

teca
Ser

tet
Ser

ctt
Leu

gac
Asp

ttt
Phe
645

cgtgtactgg cattagattg tetgtettat agtttgataa

agcttaaaca ag

<210>5

<211> 649

<212> PRT
<213> Oryzias latipes

<400> 5

Met

1

Asn

Phe

Leu

Ser
65

Glu

Gln

Ser

Cys

50

Asn

Glu

Pro

Leu

35

Leu

Leu

Val Cys
5

Gln Asp

20

Ser Gly

Pro Leu

Arg Lys

Asp

Gln

Val

Asn

His

Ser

Glu

Asn

Lys

55

Ile

Ser

His

Lys

40

Glu

Glu

Ala

Pro

25

Asp

Ile

Arg

Ala

10

Trp

Ser

Ser

Met

Ala

Pro

Phe

Ala

His
75

46

Ser

Tyr

Lys

Phe

60

Pro

Tyr

aac
Asn
550

aca
Thr

gac
Asp

ate
Ile

tte
Phe

act
Thr
630

tac
Tyr

Ile
535

agt
Ser

cat
His

ace
Thr

aag
Lys

age
Ser
615

aac

Asn

aac
Asn

Arg

tca
Ser

gaa
Glu

agg
Arg

act
Thr
600

act
Thr

aat
Asn

ttt
Phe

ttaaatacaa

Ser

Leu

Met

45

Lys

Asn

Thr

Arg

30

Lys

Ser

Tyr

Val

15

Glu

Cys

Ser

Leu

val

tet
Ser

goo
Ala

gag
Glu
585

aat

Asn

goa
Ala

ttt
Phe

gag
Glu

Gln

Phe

val

Pro

Lys
80

1743

1791

1839

1887

1935

1983

2031

2084

2144

2156



Asn

His

Lys

Ile

Glu

145

Thr

val

Cys

Ile

Arg

225

Asp

Thr

Glu

Thr

Asp

305

Pro

Tyr

Ala

His

Gln

130

Leu

Leu

Thr

Trp

Asn

210

Leu

Ile

Asp

Asn

Asp

290

Ala

Lys

Ser

Ser

val

115

Gly

Ile

Arg

Ala

Thr

195

Pro

Met

His

Ser

Asn

275

Ser

Ser

His

Lys

Ser

100

Ser

Leu

Ser

Ser

Ala

180

Ala

Gly

Gly

Ser

Gly

260

Asgp

Glu

Arg

Gln

Leu

85

Ser

Pro

His

Thr

Lys

165

Met

Arg

Ser

Ser

Glu

245

Ser

Ile

Gly

Val

Lys

Thr

Lys

val

Pro

Leu

150

Ile

Ser

Arg

Leu

His

230

Tyr

Asn

Glu

Cys

Leu

310

Cys

Ala

Gln

Thr

Phe

135

Gln

Ala

Glu

Lys

Glu

215

Thr

Glu

Phe

Thr

Gly

295

Asp

Ala

Gln

Leu

val

120

Ser

Pro

Glu

Val

Ser

200

Arg

Fhe

Ile

Met

Glu

280

Glu

Gln

Cys

ES 2 661981 T3

Lys

Lys

105

Asn

Thr

Gly

Ala

Glu

185

Phe

His

Glu

Arg

Lys

265

Ala

Gly

Asp

His

Arg

20

val

Lys

Val

Ile

Ala
170

Trp

Ile

Ser

val

Asp

250

Ala

Arg

Ser

Asp

Leu

Lys

Asp

Ala

Asp

Ser

155

Leu

Ile

Gly

Ala

Leu

235

Lys

FPhe

Arg

Asp

Gly

315

Leu

Ile

Ser

Ile

Leu

140

val

Ile

Ala

Val

Ala

220

Ala

Val

Arg

Cys

Gly

300

Phe

Asn

47

Gly

val

Leu

125

Pro

Ile

Met

Thr

Thr

205

Leu

Ser

Val

val

Glu

285

val

Glu

Leu

Thr

Phe

110

Arg

Ser

Thr

Lys

Thr

190

Ala

Ala

Ala

Cys

Phe

270

Ser

Glu

Phe

Val

Ser

95

Pro

Tyr

Phe

Arg

Gln

175

Thr

His

Cys

Met

Thr

285

Gly

Asp

Phe

Gln

Ser

Thr

val

Ile

Lys

Pro

160

Lys

Asp

Trp

Lys

Asn

240

Thr

Val

Asp

Gln

Leu

320

Ser



Val

Arg

Ser

Leu

385

Arg

Ile

Phe

Asp

Ser

465

Arg

Arg

Leu

Lys

Lys

545

Ser

Asp

Ser

Ala

370

Arg

Ile

Cys

Leu

Ile

450

Val

Tyr

Phe

Leu

Arg

530

Lys

Leu

Ala

Val

355

Leu

Pro

Leu

Thr

Thr

435

Leu

His

Cys

Lys

Pro

5158

Gly

Glu

Lys

Gln

340

Phe

Ala

Agn

Gln

Ser

420

Glu

Gln

Gln

Asp

His

500

Lys

Met

Leu

Pro

325

Lys

Gly

Ala

Gln

Ile

405

Leu

Trp

Ala

Leu

Pro

485

Met

Phe

Asp

Ala

Thr
565

Ala

Lys

Glu

Thr

380

Cys

Glu

Ala

Glu

Ser

470

Leu

Fhe

Arg

Tyr

Asn

850

Thr

Leu

Cys

Ala

375

Arg

Lys

Val

Asn

Thr

455

Leu

Val

Glu

Thr

Ile

535

Ser

His

Ser

Gln

360

val

Trp

Glu

Pro

Thr

440

Asn

Lys

Asp

Asp

Ser

520

Arg

Ser

Glu

ES 2 661981 T3

Asn

345

Ala

Glu

Asn

Ala

Met

425

Met

Thr

Leu

Ala

Pro

505

Trp

val

Ser

Ala

330

Glu

Leu

Ser

Ser

Gly

410

Phe

Arg

Gln

Gln

Leu

430

Glu

Thr

His

Asp

Ser
570

His Tyr

Trp Asn

Glu Ser
380

Thr Phe
395

Glu Gly

Asn Pro

Proc Val

Leu Gly
460

Arg Leu
475

Gln Gln

Ile Ile

Asn Asp

Leu Glu

540

Asp Glu
555

Lys Glu

48

Lys

Lys

365

Arg

Met

Ala

Ala

Ala

445

His

Gly

Ala

Glu

525

Pro

Asp

Leu

Lys

350

Ser

Leu

Ala

Leu

Glu

430

Lys

Leu

His

Ile

Ala

510

Thr

Leu

Phe

Asp

338

Leu

Ser

Gln

val

Arg

415

Met

vVal

Leun

Ser

Gln

495

Ala

Ile

Asp

Phe

Gly
575

Tyr

Arg

Leu

Asp

400

Asn

Leu

Leu

Pro

Len

480

Thr

Ile

Ile

His

Ala

560

Tyr
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Leu Ala

Ile Cys

Cys Val

Ser Leu

Ser
580

Ser

595

Ala Cys
610

Arg Ala
625

Leu Asn

<210> 6
<211> 4682
<212> ADN

Glu Arg

Arg Leu

Leu Arg

Leu

Asp

Asp

Ile

Phe

Thr

Thr Arg

Thr
600

Lys

Ser Thr

615

Asn Asn

630

Phe
€645

<213> Oryzias latipes

<400> 6
cagaggtgta

ggatttttac
tttttttaga
ttattttttg
cgctgatgcc
tatatgaaat
ttaccacaat
gaagaaaatg
gccacaggat
aaataaagat
ggccttcaaa
tttgttttac
gacgttgatg
gacaatataa
ccacgggaaa
tgtgtttgaa
tgtattgtca
ttaaataacce

aatagaaata

aagtacttga
tttacttgag
aaaaaaagta
gagatcactt
cagtttaatt
tggtcagaca
gcacagcacc
gaggaagtat
caagagcacc
tcattcaaga
agttcgeccat
tgatagtttt
gcgegecttt
ggctcacgta
tttggcgcct
ttcatgcaaa
aaacggtaac
atgagcaata

cagatgttca

Tyr

Asn Phe

gtaattttac
tacaattaaa
ctttttactc
cattctattt
taaatgttat
tgtteattgg
ttgacctgga
gtgattcatc
cgtggccgta
tgaaatgtgt
caaacctaag
tttttttttt
tatatgtgta
ataaaatgct
attgcagctt
acacaagaaa
actttacaat
catttgttac

ttgtttgtte

ES 2 661981 T3

Glu
585

Ser Leu

Asn Thr Pro

Ala Gly Leu

Phe Glu Asn

635

Glu

ttgattactg
aatcaatact
cttacaattt
tcccttgeta
ttattctgecc
tecectttggaa
aattagggaa
agcagctgcg
tcttegegaa
cctetgtete
gaagcatatt
tttttttttt
gtaggcctat
aaaatgcatt
tgaataatca
accaagcgag
gaggttgatt
tgtatetgtt
atgttagtte

Leu

Thr Phe Pro Ala

590

Leu
605

Leu
620

Gln

tacttaagta
tttactttta
tatttacagt
ttaccaaacc
tatgaaaatc
gtgacgtcat
attataacag
agcagcacag
ttettttett
ccgcttaata
gaggtaagta
tttttgggtg
tttcactaat
tgtaattggt
ttatcattcc
aaattttttt
agttcatgta
aatetttgtt

acagtgcatt

49

Pro Ala Ser Ala

Phe Ser Pro Lys

Leu Leu Leu Lys

640

ttatttttgg
cttaattaca
caaaaagtac
aattgaattg
gttttcacat
gtcacatcta
tcaatcagtg
tccaaaatca
taagtggtgt
aagaaatatc
cattaagtat
tgcatgtttt
gcatgcgatt
aacgttaggt
gtgctctcat
ccaaacatgt
ttaactaaca
aacgttagtt

aactaatgtt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140



aacaagatat
agttcatgtt
actaatgtaa
aatataatca
tcaacaagta
ggttagttca
gecccgtaaga
gagctttetg
aataaaaaca
tcgaatacat
ttccgggtcet
agtcgtaggt
ctaaccecact
agtataccogt
atcttaaact
gagtcattaa
gagtgtatgt
acagagaatg
gatcgggacc
agtcaaacat
acttcateoct
gcctggeatt
gatcatgaaa
ggattgttgg
tggaagtett
ttttgaggta
ggttgtttge
tgtggaaaac
tgaaggectgt
ccaagacgat

taacctagte

aaagtattag
aactaatgta
tgaaatcaat
gaaataaaat
tttaacatta
cccaaaaatyg
ccteoegttea
tgecteecatt
tcaaagtagt
tttggtccaa
gttgtcaatc
tttgttattt
gatgtcacat
acatacattt
gtgttccgaa
tgacatcttt
gtaattgtta
cacccaaatt
tccacccatg
gtgtctecag
tteageactg
tctgtcatta
cagaaagtga
actgcacgta
gaaagacatt
ctggccagtg
acaaccacag
aatgatatcg
ggtgagggaa
ggcttegaat

tcaagegttg

taaatgttga
gttaactaac
tcaccctgte
taatgtttga
taaagtgtge
aaaataatgt
tcttcagaac
gagaatgtat
ccatgtgaca
aaataacaaa
cgcgttcacg
ttggaccaaa
ggactacttt
tcagtggagyg
gatgaacgga
tcatttttgg
catttattge
acctcaaaaa
cttccagcag
tcactgtgaa
ttgatetgee
caaggcctac
ctgetgecat
gaaagtcatt
cegetgeact
ccatgaatga
acagtggtte
agactgaggc
gtgatggtgt
tccagetace

atgcccaaaa

ES 2 661981 T3

aattaacatg
gaaccttatt
atgtcagect
ttgtcactaa
aattggetge
cattaatgac
acagtttaag
gtacggtata
tcagtgggtt
acctacgact
acttcgcagt
atgtattttc
gatgttttta
gacagaaagc
ggtgttacgg
gtgaactaac
atacaatata
ctactctaaa
taagcaactg
caaagctata
atcatttaaa
tttacgctcc
gagtgaagtt
cattggtgta
tgcctgeaaa
tatccactca
caactttaty
aagaaggtgt
ggaattccaa
aaaacatcaa

agctctcotca

tatacgtgca
gtaaaagtgt
tacagtcctyg
atgctactgt
aaatgtecagt
tegeccteat
atattttaga
ctgtccatgt
agttagaatt
ttatteggca
gacgctacaa
gatgcttcaa
ttacctttct
teteggacta
gcttggaacg
cctttaatge
aatatttatt
ttgacagcac
aaagttgact
ttaaggtaca
gagctgatta
aagatagctg
gaatggattg
actgcteact
agattaatgg
gagtatgaaa
aaggctttca
gaaagtgatg
gatgecctcac
aagtgtgect

aatgaacact

50

gttecattatt
taccatcaaa
tgttttigte
atttctaaza
tttattaaaqg
gtogttecaa
tttagtceoga
ccagaaaggt
ttttgaagca
ttgtattcte
tgctgaataa
ataattctac
ggacatggac
aatctaaaat
acatgagggt
tgtaatcaga
tgttgttttt
agaagagaaa
cagttttccc
tecattcaagy
gtacactgea
aagctgctct
caaccacaac
ggatcaaccc
getetcatac
tacgtgacaa
gagtttttgg
acactgattce
gagtcctgga
gtcacttact

acaagaaact

1200

1260

1329

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000
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ctacagatct
agcagctgaa
gtggaattca
aggcgcactt
tatcgatgta
cctgtaggtt
cagttgcaaa
tgcctagtgt
gtgacccact
aagatcctga
atgatgaaac
taatetggge
ttttaggaat
attecttgecag
atatgtggtt
gatgtagatg
cagaagccoee
acatcagagt
atgatgaaga
atggatatct
gcagectete
tcagcactge
agaatcaget
cattagattg
aaccttgtat
gttttcttte
cttttttact
attttececta
tg
<210>7

<211> 321
<212> ADN

gtctttggca
gctgttgaat
acttttatgg
cggaatatat
aacaaatgtg
taatccagca
agtactcgac
ccatcagtta
tgtggatgee
gatcatagca
catcataaaa
aacctttgag
gttatatccce
caggttgtag
tggaaatgca
actgcacgta
tcaaccaaac
geatctggag
tttttteget
ggcctgtgtt
tatcaagact
aggattgett
tetactgaag
tctgtettat
gcattteatt
ttgecttttac
tttactcaag

agtacttgta

<213> Artificial

<220>

aatgccaagc
cagaaagccyg
ctgttgacag
gcacctotcet
ggttgttttt
gaaatgctgt
atcttgcaag
agcttgaaac
ctacaacaag
gctgececatee
cgaggtaaat
ccataccaaa
atctttgget
ttateccctea
gttagatttt
aatgtagtta
ttttectttgt
cetttggace
totttgaaac
tcagacacca
aatacaccte
ttcageceeca
ttaaatctga
agtttgataa
taatgttttt
ttttacttee
taagattcta

ctttcactty

ES 2 661981 T3

tttatggaat
gcttcagett
aattcttcaa
tgaggttcca
gtttaatact
tcttgacaga
cggaaacgaa
ttcagcgact
gaatccaaac
ttetecoctaa
gaatgcaagc
attattettt
gtgatctcaa
gtgtttettg
atgctaaaat
atgacaaaat
gtetgetecac
acaagaagga
cgacaacaca
gggagtctet
ttcocegeate
aaagagctag
ggttttacaa
ttaaatacaa
tgagattaaa
ttaatacteca
gccagatact

agtaaaattt

aaaagcagcc
ttaaggccaa
atttgcaaag
atgtaagtgt
ctttgattat
gtgggccaac
tacacagctg
ccaccattct
acgattcaag
attteggace
aacatacact
tatttattta
tatgaatatt
aaaccaaact
aagggatttg
ccataaaatt
tgtgecttgta
attggccaac
tgaagecage
gctcacgttt
ggctgectgt
gcettgacact
ctttgagtag
acagttctaa
agcttaaaca
agtacaattt
tttactttta

ttgagtactt

gatcggetcet
accaaacgcg
aagcaggaga
ttttoccocte
gctgatttcet
acaatgecgtce
gggtggctge
ctcaggtact
catatgtttg
tettggacaa
tgacgaattc
tttttgeact
gatgtaaagt
catatgtate
catgatttta
tgttcceagt
ggcatggact
agttcatetyg
aaagagttgg
cctgectattt
gagaggcttt
aacaattttg
cgtgtactgg
agcaggataa
agaatctcta
taatggagta
attgagtaaa

tttacaccte

<223> Descripcion de secuencia artificial: gen de resistencia a cicloheximida

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(321)

51

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4682
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15

20

<400> 7

atg
Met

aag
Lys

ttg
Leu

ggt
Gly

aag
Lys
65

agg
Arg

aag
Lys

gtc
Val

cat
His

tat
Tyr

ggg
Gly
50

att
Ile

atg
Met

aag
Lys

<210> 8

<211> 106

aac
Asn

cag
Gln

goa
Ala
35

cag

Gln

gtg
val

ctg
Leu

aga
Arg

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 8
Met Val Asn Val

1

Lys

Leu

Gly

Lys

65

Arg

Lys

His

Tyr

Gly
50

Ile

Met

Lys

<210>9
<211> 1404
<212> ADN
<213> Artificial

Gln

Ala

35

Gln

val

Leu

Arg

gta
val

cet
Pro
20

cag

Gln

aca
Thr

cta
Leu

gce
Ala

aag
Lys
100

Pro
20

Gln

Thr

Leu

Ala

Lys
100

cct
Pro

cac
His

gga
Gly

aag
Lys

agyg
Arg

att
Ile
85

ggc
Gly

Pro
5

His

Gly

Lys

Arg

Ile
85

Gly

aaa
Lys

aaa
Lys

agg
Arg

caa
Gln

ctg
Leu
70

aag

Lys

caa
Gln

Lys

Lys

Gln

Leu
70

Lys

Gln

acc
Thr

gtg
val

agg
Arg

att
Ile
55

gaa

Glu

aga
Arg

gtg
val

Thr

Val

Arg

Ile
55

Glu

Val

cga
Arg

aca
Thr

cge
Arg
40

tte
Phe

tgt
Cys

tgc
Cys

atc
Ile

Arg

Thr

Arg

40

Phe

Cys

Cys

Ile

ES 2 661981 T3

aga
Arg

cag
Gln
25

tat
Tvyr

cgg
Arg

gtt
val

aag
Lys

cag
Gln
105

Arg

Gln

25

Tyr

val

Lys

Gln
105

acc
Thr

tat
Tyr

gat
Asp

aag
Lys

gag
Glu

cat
His

tte
Phe

Thr
10

Tyr

Asp

Lys

Glu

His
90

Phe

ttc
Phe

aag
Lys

cgg
Arg

aag

tgt
Cys

aag
Lys

aag
Lys

gect

Lys Ala

cat

60

aac

Pro Asn

15

ttt
Phe

taa

Phe

Lys

Arg

gaa
Glu

Cys

Lys

Lys

Lys Ala

60

Pro Asn

15

Phe

52

Glu

aag
Lys

ggc
Gly

cag
Gln
45

aag

Lys

tge
Cys

ctg
Leu

Lys

Gly

Gln

45

Lys

Cys

Leu

aag
Lys

aag
Lys
30

agt

Ser

acc
Thr

aga
Arg

gga
Gly

Lys

Lys

30

Ser

Thr

Arg

Gly

tgt
Cys
15

gat
Asp

ggc
Gly

aca
Thr

tao
Ser

gga
Gly

Cys
15

Asp

Gly

Thr

Ser

Gly
95

ggc
Gly

tct
Ser

tat
Tyr

aag
Lys

aag
Lys
g0

gat
Asp

Gly

Ser

Tyr

Lys

Lys
80

Asp

48

96

144

192

240

288

321
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<220>
<223> Cadena pesada de M2Z3

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1404)

<400> 9

atg
Met
1

gcc
Ala

cct
Pro

acc
Thr

gag
Glu
65

cag

Gln

aca
Thr

tat
Tyr

cag
Gln

gac
Asp

cac
His

999
Gly

agc
Ser
50

tgg
Trp

aag
Lys

gcoe
Ala

tac
Tyr

ggc
Gly
130

tgg
Trp

tece
Ser

gcc
Ala
35

tat
Tyr

atg
Met

cte
Leu

tac
Tyr

tgt
Cys
115

acc
Thr

acc
Thr

cag
Gln
20

tca
Ser

ggt
Gly

gga
Gly

cag
Gln

atg
Met
100

gcg
Ala

ctg
Leu

tgg
Trp

gtt
Val

gtg
Val

atc
Ile

tgg
Trp

ggc
Gly
85

gag
Glu

agg
Arg

gtc
Val

agc
Ser

cag
Gln

aag
Lys

agc
Ser

atc
Ile
70

aga

Arg

ctg
Leu

goa
Ala

acc
Thr

atc
Ile

ctg
Leu

gtec
val

tgg
Trp
55

age
Ser

gtc
val

agg
Arg

gca
Ala

gtc
val
135

ctt
Leu

gtg
Val

tcc
Ser
40

gtg
val

get
Ala

ace
Thr

agc
Ser

get
Ala
120

tcc
Ser

ES 2 661981 T3

tte
Phe

cag
Gln
25

tgec
Cys

cga
Arg

tac
Tyr

atg
Met

ctg
Len
105

ggc
Gly

tca
Ser

ttg
Leu
10

tct
Ser

aag
Lys

cag
Gln

aat
Asn

ace
Thr
90

aga

Arg

gga
Gly

got
Ala

gtg
Val

gga
Gly

gct
Ala

gce
Ala

ggt
Gly
75

aca
Thr

tct
Ser

tac
Tyr

agc
Ser

53

gca
Ala

gct
Ala

tct
Ser

cct
Pro
60

dac
Asn

gac
Asp

gac
Asp

tte
Phe

acc
Thr
140

gca
Ala

gag
Glu

ggt
Gly
45

gga
Gly

aca
Thr

aca
Thr

gac
Asp

cag
Gln
125

aag
Lys

gca
Ala

gtg
vVal

tac
Tyr

caa
Gln

aac
Asn

tecc
Ser

acg
Thr
110

cac

His

ggc
Gly

aca
Thr
15

aag
Lys

acc
Thr

aggg
Gly

tat
Tyr

acqg
Thr
95

geoe

Ala

tgg
Trp

cca
Pro

ggt
Gly

aag
Lys

ttt
Phe

ctt
Leu

gca
Ala

age
Ser

gtg
Val

ggce
Gly

teg
Ser

48

96

144

192

240

288

336

384

432



gtec
Vval
145

goo
Ala

tog
Ser

gtc
Vval

[alels]
Pro

aag
Lys
225

gac
Asp

gga
Gly

atc
Ile

gaa
Glu

cat
His
305

cgt
Arg

aag
Lys

gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

tte
Phe

ctg
Leu

tgg
Trp

cta
Leu

tcoe
Ser
210

CcCcC
Pro

aaa
Lys

ceg
Pro

tece
Ser

gac
Asp
290

aat
Asn

gtg
Val

gag
Glu

aaa
Lys

acc
Thr
370

acc
Thr

ccc
Proc

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln
195

agce
Ser

agc
Sar

act
Thr

tca
Sear

cgg
Arg
275

cct
Pro

gcec
Ala

gtc
val

tac
Tyr

acc
Thr
355

ctg
Leu

tgc
Cys

ctg
Leu

tgc
Cys

teca
Ser
180

teo
Ser

age
Ser

aac
Asn

cac
His

gte
Val
260

acc
Thr

gag
Glu

aag
Lys

agc
Ser

aag
Lys
340

atc
Ile

cce
Pro

ctg
Leu

gca
Ala

ctg
Leu
165

ggc
Gly

tca
Ser

ttg
Leu

acc
Thr

aca
Thr
245

tte
Phe

cct
Pro

gte
val

aca
Thr

gtc
val
325

tge
Cys

tce
Ser

cca
Pro

gte
val

ceco
Pro
150

gte
Val

gco
Ala

gga
Gly

ggce
Gly

aag
Lys
230

tge
Cys

cte
Leu

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys
310

ctc
Leu

aag
Lys

aaa
Lys

tec
Ser

aaa
Lys

toe
Ser

aag
Lys

ctg
Leu

cte
Leu

ace
Thr
215

gtg
Val

cca
Pro

tte
Phe

gtc
Val

tte
Phe
295

ccg
Pro

acc
Thr

gte
val

gcc
Ala

cgg
Arg
375

ggc
Gly

tec
Ser

gac
Asp

acc
Thr

tac
Tyr
200

cag
Gln

gac
Asp

ceg
Pro

cCce
Pro

aca
Thr
280

aac
Asn

cgg
Arg

gtc
val

tee
Ser

aaa
Lys
360

gat
Asp

tte
Phe

aag
Lys

tac
Tyr

agc
Ser
185

tea
Ser

aco
Thr

aag
Lys

tgc
Cys

cea
Pro
265

tgc
Cys

tgg
Trp

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn
345

ggg
Gly

gag
Glu

tat
Tyr
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age
Ser

tte
Phe
170

ggc
Gly

cte
Leu

tac
Tyr

aaa
Lys

cca
Pro
250

aaa
Lys

gtg
Val

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His
330
aaa

Lys

cag
Gln

ctg
Leu

cce
Pro

acc
Thr
155

[sXe]s]
Pro

gtg
Val

agc
Ser

ato
Ile

gtt
Val
235

geca
Ala

[s]ee]
Pro

gtg
Val

gtg
val

cag
Gln
315

cag
Gln

gee
Ala

CCcC
Pro

acc
Thr

agc
Ser

tet
Ser

gaa
Glu

cac
His

age
Sexr

tgc
Cys
220

gag
Glu

cct
Pro

aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp
300

tac

Tyr

gac
Asp

cte
Leu

cga
Arg

aag
Lys
380

gac
Asp

54

ggg
Gly

ccg
Pro

acc
Thr

gtg
val
205

aac
Asn

cCcC
Pro

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp
285

gge
Gly

aac
Asn

tgg
Trp

cca
Pro

gaa
Glu
365

aac
Asn

atc
Ile

gge
Gly

gtg
Val

ttc
Fhe
120

gtg
val

gtg
Val

aaa
Lys

cte
Leu

ace
Thr
270

gtg
Val

gtg
val

agc
Ser

ctg
Leu

gee
Ala
350

cca
Fro

cag
Gln

gce
Ala

aca
Thr

acyg
Thr
175

ccg
Pro

acc
Thr

aat
Asn

tct
Ser

ctg
Leu
255

cte
Leu

agc
Ser

gag
Glu

acg
Thr

aat
Asn
338

cce

Pro

cag
Gln

gtc
val

gtg
val

gceg
Ala
160

gty
val

gct
Ala

gtg
val

cac
Hig

tgt
Cys
240

ggg
Gly

atyg
Met

cac
His

gtg
val

tac
Tyr
320

gge
Gly

ate
Ile

gtg
Val

agc
Sar

gag
Glu

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200
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385

tgg
Trp

gtg
val

gac
Asp

cat
His

cag
Pro
465

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu
450

ggt
Gly

<210> 10

<211> 467

agc
Ser

gac
Asp

agc
Ser
435

gct
Ala

aaa
Lys

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 10
Met Asp Trp Thr

1

Ala

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr

His

Gly

Ser

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Ser

Ala

35

Tyr

Met

Leu

Tyr

Cys
115

aat
Asn

tece
Ser
420

agg
Arg

ctg
Leu

tga

Gln

20

Ser

Gly

Gly

Gln

Met

100

Ala

390

ggg cag
Gly Gln
405

gac ggc
Asp Gly

tgg cag
Trp Gln

cac aac
His Asn

Trp Ser

5

Val Gln

Val Lys

Ile Ser

Trp Ile

Gly Arg

85

Glu Leu

Arg Ala

ccg
Pro

tce
Ser

cag
Gln

cac
His
455

Ile

Len

Val

Trp

Ser

Val

Arg

Ala

gag
Glu

ttc
Phe

ggg
Gly
440

tac
Tyr

Leu

val

Ser

40

Val

Ala

Thr

Ser

Ala
120
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aac
Asn

tte
Fhe
425

aac

Asn

acg
Thr

Phe

Gln

25

Cys

Arg

Tyr

Met

Leu

105

Gly

aac
Asn
410

cte

Leu

gtec
val

cag
Gln

Leu
10

Ber

Lys

Gln

Asn

Thr

20

Arg

Gly

395

tac aag
Tyr Lys

tac age
Tyr Ser

ttc teca
Phe Ser

aag agc
lys Ser
460

val Ala

Gly Ala

Ala Ser

Ala Pro

Gly Asn

Thr Asp

Ser Asp

Tyr Phe

55

acc
Thr

aag
Lys

tgc
Cys
445

ctc
Leu

Ala

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Thr

Asp

Gln
125

acg
Thr

cte
Leu
430

tece
Ser

tcec
Ser

Ala

Vval

30

Tyr

Gln

Asn

Ser

Thr

110

His

cct
Pro
415

acc

Thr

gtg
val

ctg
Leu

Thr

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

95

Ala

Trp

400

CCC
Pro

gtg
val

atg
Met

tct
Ser

Gly

Lys

Phe

Leu

Ala

Ser

val

Gly

1248

1296

1344

1392

1404



Gln

val

145

Ala

Ser

Vval

Pro

Lys

225

Asp

Gly

Ile

Glu

Hisg

305

Arg

Lys

Glu

Tyr

Gly

130

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

210

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

290

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

195

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

275

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

355

Leu

Leu

Leu

Cys

Ser

180

Ser

Ser

Asn

His

val

260

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

340

Ile

Pro

Val

Ala

Leu

165

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

245

Phe

Pro

Val

Thr

Val

325

Cys

Ser

Pro

Thr

Pro

150

val

Ala

Gly

Gly

Lys

230

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

310

Leu

Lys

Lys

Ser

Val

135

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

215

val

Pro

Phe

val

Phe

295

Pro

Thr

val

Ala

Arg

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

200

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

280

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

360

Asp

ES 2 661981 T3

Ser

Lys

Tyr

Ser

185

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

265

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

345

Gly

Glu

Ala

Ser

Phe

170

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

250

Lys

val

Tyr

Glu

His

330

Lys

Gln

Leu

Ser

Thr

155

Pro

Val

Ser

Ile

val

235

Ala

Pro

val

vVal

Gln

315

Gln

Ala

Pro

Thr

Thr

149

Ser

Glu

His

Ser

Cys

220

Glu

Pro

Lys

val

Asp

300

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

56

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

205

Asn

Pro

Glu

Aszp

Asp

285

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

365

Asn

Gly

Gly

val

Phe

190

val

Val

Lys

Leu

Thr

270

val

Val

Ser

Leu

Ala

350

Pro

Gln

Pro

Thr

Thr

175

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

255

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

335

Pro

Gln

val

Ser

Ala

160

vVal

Ala

val

His

Cys

240

Gly

Met

His

Val

Tyr

320

Gly

Ile

Val

Ser
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15

Leu

385

Trp

Val

Asp

His

Pro
465

370

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

4590

Gly

<210> 11

<211>708

Cys

Ser

Asp

Ser

435

Ala

Lys

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cadena ligera de M2Z3

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(708)

<400> 11

atg
Met
1

tcec
Ser

ccc
Pro

gga
Gly

aaa
Lys
65

cga
Arg

gcc
Ala

tag
Trp

ggg9
Gly

agt
Ser
50

ctc
Leu

tte
Phe

age
Ser

gcc
Ala

cag
Gln
35

aada

Lys

ctc
Leu

tect
Ser

Leu

Asn

Ser
420

Arg

Leu

tte
Phe

cag
Gln
20

agg
Arg

act
Thr

atc
Ile

gge
Gly

Val

Gly
405

Asp

Trp

His

cct
Pro

tct
Ser

gtc
val

gta
val

tct
Ser

tece
Ser

Lys
390

Gln

Gly

Gln

Asn

ctc
Leu

gtg
vVal

acc
Thr

aac
Asn

agt

Ser

aag
Lys

375

Gly

Pro

Ser

Gln

His
455

ctc
Leu

ctg
Leu

atc
Ile

tgg
Trp
55

aat
Asn

tct
Ser

Phe

Glu

Phe

Gly
440

Tyr

cte
Leu

act
Thr

tet
Ser
40

tac

Tyr

aat
Asn

ggc
Gly

ES 2 661981 T3

Tyr

Asn

Phe
425

Asn

Thre

acc
Thr

cag
Gln
25

tgt
Cys

cag
Gln

cag
Gln

ace
Thr

Pro

Asn
410

Leu

Val

Gln

ctec
Leu
10

cca
Pro

tct
Ser

cag
Gln

cgg
Arg

tca
Ser

Ser
395

Tyr

Tyr

Phe

Lys

ctc
Leu

[alala)
Pro

gga
Gly

cte
Leu

cce
Pro

goc
Ala

57

380

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
460

act
Thr

tca
Ser

age
Ser

cca
Pro

tca
Ser

tcc
Ser

Ile

Thr

Lys

Cys
445

Leu

cac
Hisg

gcg
Ala

aac
Asn
45

gga
Gly

ggg
Gly

ctyg
Leu

Ala

Thr

Leu
430

Ser

Ser

tgt
Cys

tct
Ser
30

tce

Ser

acg
Thr

gtc
val

gee
Ala

Val

Pro
415

Thr

Val

Leu

gca
Ala
15

ggg
Gly

aac
Asn

gcc
Ala

cct
Pro

atc
Ile

Glu
400

Pro

Val

Met

Ser

ggg
Gly

acc
Thr

ate
Ile

cCccC
Pro

gac
Asp

agt
Ser

48

96

144

192

240

288



10

85

ggg ctc cag tct gag gat
Gly Leu Gln Ser Glu Asp
100

gac agc ctg aat ggt gtg
Asp Ser Leu Asn Gly Val
115

cta ggt cag ccc aag gct
Leu Gly Gln Pro Lys Ala
130

tct gag gag ctt caa gcc
Ser Glu Glu Leu Gln Ala
145 150

gac ttc tac ccg gga gcc
Asp Phe Tyr Pro Gly Ala
165

cce gtec aag geg gga gtg
Prc Val Lys Ala Gly Val
180

aac aag tac gecg gee age
Agn Lys Tyr Ala Ala Ser
195

aag tcc cac aaa agc tac

Lys Ser His Lys Ser Tyr
210

gtg gag aag aca gtg gce

Val Glu Lys Thr Val Ala

225 230

<210> 12

<211> 235

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 12

Met Ala Ser Phe Pro Leu

1 5

Ser Trp Ala Gln Ser Val
20

Pro Gly Gln Arg Val Thr
35

Gly Ser Lys Thr Vval Asn
50

gag
Glu

gta
val

gceo
Ala
135
aac
Asn

gtg
val

gag
Glu

age
Ser

age
Ser
215

cct
Pro

Leu

Leu

Ile

Trp
55

gct
Ala

ttc
Phe
120
cec
Pro

aag
Lys

aca
Thr

acc
Thr

tac
Tyr
200

tgc
Cys

aca
Thr

Leu

Thr

Ser

40

Tyr

ES 2 661981 T3

gat
Asp
105

ggc
Gly

teg
Ser

gce
Ala

gtg
Val

acc
Thr
185

ctg

Len

cag
Gln

gaa
Glu

Thr

Gln

25

Cys

Gln

90
tat
Tyr

gga
Gly

gtc
Val

aca
Thr

gce
Ala
170

aca

Thr

age
Ser

gtc
Val

tgt
Cys

Leu

10

Pro

Ser

Gln

tac
Tyr

ggg
Gly

act
Thr

ctg

tgt
Cys

acc
Thr

ctg
Leu
140

gtg

Leu Val

155
tgg
Trp

cce
Pro

ctg
Leu

acg
Thr

tca
Ser
235

Leu

Pro

Gly

Leu

58

aag
Lys

tcc
Ser

acg
Thr

cat
His
220

tag

Thr

Ser

Ser

Pro
60

gca
Ala

aag
Lys
125
tte
Phe

tgt
Cys

gca
Ala

aaa
Lys

cct
Pro
205

gaa
Glu

His

Ala

Asn

45

Gly

gca
Ala
110
ctg
Leu

cca
Pro

cte
Leu

gat
Asp

caa
Gln
190

gag
Glu

ggg
Gly

Cys

Ser

30

Ser

Thr

95

tgg
Trp

acc
Thr

cce
Pro

ata
Ile

agc
Ser
175

agc

Ser

cag
Gln

agc
Ser

Ala

15

Gly

Asn

Ala

gat
Asp

gtc
val

tce
Ser

agt
Ser
160

age

Ser

aac
Asn

tgg
Trp

acc
Thr

Gly

Thr

Ile

Pro

336

384

432

480

528

576

624

672

708



10

Lys

65

Arg

Gly

Asp

Leu

Ser

145

Asp

Pro

Asn

Lys

val
225

Leu

Phe

Leu

Ser

Gly

130

Glu

Phe

val

Lys

Ser

210

Glu

<210> 13
<211> 1855
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> transposon Tol1 no autélogo

<400> 13

cagtagcggt tctaggcacg ggccgtccgg
ggeggcaceg geggeteage cctttgtaat
atgtcacagt ttgtaagttt gtaacagecct

cagctgeget ctectgtcett tgagaagtag

Leu

Ser

Gln

Leu

115

Gln

Glu

Tyr

1ys

Tyr

195

His

Lys

Ile

Gly

Ser

100

Asn

Pro

Leu

Pro

Ala

180

Ala

Lys

Thr

Ser

Ser

85

Glu

Gly

Lys

Gln

Gly

165

Gly

Ala

Ser

Val

Ser

70

Lys

Asp

Val

Ala

Ala

150

Ala

Vval

Ser

Tyr

Ala
230

Asn

Ser

Glu

Val

Ala

135

Asn

Val

Glu

Ser

Ser

215

Pro

Asn

Gly

Ala

Phe

120

Pro

Lys

Thr

Thr

Tyr

200

Cys

Thr

ES 2 661981 T3

Gln

Thr

Asp

105

Gly

Ser

Ala

Val

Thr

185

Leu

Gln

Glu

gcggtggect
atattaatat
gaacctggec

acacaaatgt

Arg

Ser

20

Tyr

Gly

Val

Thr

Ala

170

Thr

Ser

Val

Cys

Pro Ser Gly Val Pro
75

Ala Ser Leu Ala Ile
95

Tyr Cys Ala Ala Trp
110

Gly Thr Lys Leu Thr
125

Thr Leu Phe Pro Pro
140

Leu Val Cys Leu Ile
155

Trp Lys Ala Asp Ser
175

Pro Ser Lys Gln Ser
190

Leu Thr Pro Glu Gln
205

Thr His Glu Gly Ser
220

Ser
235

59

Asp

Ser

Asp

Val

Ser

Ser

160

Ser

Asn

Trp

Thr

ggggcggaaa actgaagggg
gcaccactat tggtttactt
gcgoegcocge cotogooccy

gtgtgaagaa ggagaaggga

60

120

180

240
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gggggcgegg
tcatctttca
gactgcgecg
aaatgtgtga
cttecaaatt
ctttttatat
ataaaaaata
atggcaacac
geettotteg
ggaaaagaaa
ggagaaaaga
tctaatgecta
aacactgaat
tattcttaaa
tgctetgetg
taaaaaagct
ataatttgag
tgtttttttg
attttttatt
ctgtaggtag
taatgtaaca
gttaattttt
tcataaatgt
tattttetta
taacttttat
gacaataaaa
ggggcgoectg
<210> 14

<211> 200
<212> ADN

<213> artificial

<220>

ggtgagcacy
ggggaggcga
tcatgtageg
agaggggyggyg
aagtggetag
tataagtcag
tattctgett
aaaacaatge
tgacgtgagy
aggtcaaagc
gataaagaaa
cctgecetac
taggcccaaa
aatttgectcect
taacacaaag
gtgatggtta
attggtcatt
acatttaact
tgttttacaa
ttttaaaaat
ggtcataact
cttectetgaa
ttttaaaata
goctaactgta
aatgctttte
catttcagtt

gggatggtct

gagcgtcegee
cggtegoggy
aatcagcgcce
9999999999
gtggggacaa
tcataaggtg
tttttgggtt
tgtcactaag
acatttatge
catctggtgc
agggtaagtc
aacaacgttg
tgttgcaaat
gccttaactt
gttttgttgg
cacagcatge
aatttaataa
ggggatttag
atgtgggatt
gaatatttac
aaaaatgtge
gtagagateg
tttattttat
tttttgecat
agaattttga
gacgaagaca

cgccegggga

<223> secuencia de transposon Tol1-L

<400> 14

ES 2 661981 T3

gocgtttgege
cttgatgaaa
cctggctgta
getgegggga
gggcegggggt
acattctata
aattttgtgt
gtgacagttg
caaacaaacy
ccaatttaga
ctcacagctt
ccgatgaaaa
agcgtcattt
gtaacattag
gttttgetgt
tggtgetgee
tcatttgtgg
gggttaattt
atatttttag
catttactgc
caatcaaagg
atatagaaca
attatttatt
gottatggte
catcttttgt
aacaaagtte

gtaattcagg

atgcgcaaaa
aaaataaaag
gctgcacgceg
atcagttcaa
ttgaatctac
acctacattt
gaaatgtcca
gttcagtega
ccaataaaca
aagaaaagaa
gatgcatgtt
ctttattttg
tttttttttt
ttatgattca
tgtatactag
ataagatget
cagcctaaac
tgagcctgca
ccaatagaat
aactctatgg
attgaagacg
tgacaattta
taacattgag
ttttattttt
atccacttcet
tgttgtgact

gtagaaccge

cotggetgge
taaaaactgc
ctcectgotgg
ttgtgggacg
ttcataaaac
taataaaggt
aataaaaaaa
cggacttgat
tctaaaatat
aagaagaaga
ttttctaaat
gtegatgace
ttttagattt
tgtgtctgte
ctcataatgt
aatggggcaa
gttttcacaa
tatgaagttt
ttocataaat
ggacaaaaca
gaaaacatga
aatttccaat
tttgattcaa
tgtgttatga
taatttcaat
atggggggay

cactg

cagtagcggt tctaggcacg ggccgtccgg gecggtggect ggggcggaaa actgaagggg

ggeggeaceyg goggetcage cotttgtaat atattaatat geaccactat tggtttactt

atgtcacagt ttgtaagttt gtaacagccet gaacctggec gegocgecge cctcogoocceg

cagctgegcet

ctecectgtett

60

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1855

60

120

180

200



10

15

20

<210> 15
<211> 505
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de transposén Tol1-R

<400> 15
atatttttag

catttactge
caatcaaagqg
atatagaaca
attatttatt
gcttatggtce
cateocttttgt
aacaaagttec

gtaattcagg

<210> 16
<211> 2745
<212> ADN

ccaatagaat
aactctatgyg
attgaagacyg
tgacaattta
taacattgag
ttttattttt
atccacttet
tgttgtgact

gtagaaccge

<213> Oryzias latipes

<220>
<221> CDS

<222> (30)..(2585)

<400> 16

ttccataaat
ggacaaaaca
gaaaacatga
aatttccaat
tttgattcaa
tgtgttctga
taatttcaat

atgggggggg

cactg

gccaaacaaa cgeccaaaaac atctaaaat

tect
Ser

ggt
Gly
10

aaa
Lys

gat
Asp
25

caa
Gln

gct
Ala

gcc
Ala

gaa
Glu

gat
Asp

caa
Gln

aag
Lys

ttt aga
Phe Arg

ggg gca
Gly Ala

aag aaa
Lys Lys
15

ctt
Leu

cta
Leu

30

gag
Glu

aca tct
Thr Ser

tcc
Ser

acc
Thr

Met

Arg

Arg

ES 2 661981 T3

ctgtaggtag
taatgtaaca
gttaattttt
tcataaatgt
tattttctta
taacttttat

gacaataaaa

ggggcgectg

atg aaa

Lys

gag
Glu

aaa
Lys

gaa
Glu

aga

tat
Tyr

ttt
Phe
35

aga

cca
Pro

ctg
Leu

gct
Ala

ttttaaaaat
ggtcataact
cttetotgaa
ttttaaaata
gctaactgta
aatgcttttc
catttcagtt

gggatggtcet

aaa
Lys

agg
Arg

gaa
Glu
20

gag
Glu

teg
Ser

gga
Gly

tca
Ser

atc
Ile

61

tca
Ser

gag
Glu

tot
Ser

tca
Ser

gaatatttac
aaaaatgtge
gtagagateg
tttattttat
tttttgccat
agaattttga
gacgaagaca

cgccoegggga

cea
Pro

aag
Lys

aaa
Lys

aga
Arg

act
Thr
40

ace
Thr

aca
Thr

gcc
Ala

60

120

180

240

300

360

420

480

505

53

101

149

197



gtc
val

act
Thr

gct
Ala

atg
Met
105

cta

Leu

cgg

gtt
val

ttc
Phe

atg
Met
185

ttt
Phe

aaa
Lys

cteo
Leu

ggg
Gly

gtg
val
265

ctg
Leu

aca

aca
Thr

cat
His

gaa
Glu
%0

cct

Pro

cca
Pro

atg
Met

tte
Fhe

agg

170
tat
Tyr

teoa
Ser

cat
His

aat
Asn

aaa
Lys
250

aga
Arg

gca
Ala

tea

gtc
val

gta
val
75

gac
Asp

ggt
Gly

act
Thr

gag
Glu

cca
Pro
155

aag

Lys

tca
Ser

aac
Asn

gca
Ala

tgt
Cys
235

aca
Thr

tgg
Trp

gtt
val

tca

tca
Ser
€0

gtt
val

gtt
val

gat
Asp

gac
Asp

ctg
Leu
140

aga

Arg

aca
Thr

aaa
Lys

aaa
Lys

agc
Ser
220

atg
Met

att
Ile

aga
Arg

cgg
Arg

aat

45

ccc
Pro

cea
Pro

gtt
val

gaa
Glu

cect
Pro
125

gtt
Val

aat
Asn

cta
Len

gtg
Val

aac
Agn
205

aca
Thr

aaa
Lys

gat
Asp

geca
Ala

aat
Asn
285

999

cct
Fro

cag
Gln

cca
Pro

ace
Thr
110

gca
Ala

cga
Arg

gac
Asp

gta
val

aag
Lys
190

att

Tle

tac
Tyr

gca
Ala

aaqg
Lys

gtg
val
270

ttg
Leu

aat

cag
Gln

ttg
Leu

tect
Ser
95

cca
Pro

aag
Lys

aga
Arg

agt
Ser

agt
Ser
175

aac

Asn

aat
Asn

ctc
Len

tgg
Trp

cag
Gln
255

cta
Leu

get
ala

ttt

gat
Asp

tta
Leu
80

acg
Thr

ctg
Leu

tgg
Trp

gga
Gly

gat
Asp
160

ggt
Gly

agc
Ser

tta
Leu

aca
Thr

aag
Lys
240

gag
Glu

acc
Thr

cta
Leu

ttg

gag
Glu
65

cct
Pro

tet
Ser

ace
Thr

ccc
Pro

cca
Pro
145

ggg
Gly

gaa
Glu

cte
Leu

aca
Thr

gca
Ala
225

gaa
Glu

atg
Met

cgt
Arg

agg
Arg

aaa

ES 2 661981 T3

50

cta
Leu

gag
Glu

acc
Thr

ceg
Fre

teca
Ser
130

agt

Ser

aga
Arg

aaa
Lys

ttt
Phe

act
Thr
210

cac

His

ctg
Leu

gca
Ala

cte
Leu

gga
Gly
290

gag

cca
Pro

caa
Gln

cag
Gln

act
Thr
115

cct
Pro

agc
Ser

agt
Ser

ata
Ile

tge
Cys
195

tet

Ser

gaa
Glu

teoa
Ser

ctt
Leu

att
Ile
275

cac
His

gtt

tet
Ser

agt
Ser

ctt
Leu
100

gct
Ala

ctg
Leu

ata
Ile

tgt
Cys

gca
Ala
180

ttt
Phe

ggt
Gly

daaa
Lys

999
Gly

ctg
Leu
260
gct
Ala

aca
Thr

gaa

62

aca
Thr

ttt
Phe
85

gag
Glu

gag
Glu

act
Thr

cca
Pro

cat
His
165
aga

Arg

tgt
Cys

aca
Thr

agc
Ser

agg
Arg
245

gaa
Glu

att
Ile

gaa
Glu

ctyg

tce
Ser
70

gat
Asp

act
Thr

gac
Asp

gac
Asp

cct
Pro
150

cac

His

act
Thr

tgc
Cys

gca
Ala

cca
Pro
230

atec
Ile

gag
Glu

gtg
val

aca
Thr

atg

55

tct
Ser

agt

Ser

tca
Ser

cag
Gln

agg
Arg
135

gac
Asp

cac
His

tgg
Trp

daaa
Lys

aac
Agn
215

gaa

Glu

aga
Arg

gag
Glu

cag
Gln

ctg
Leu
295

gce

gct
Ala

gag
Glu

gaa
Glu

cct
Pro
120

ata
Ile

ttt
Phe

tat
Tyr

ttg
Leu

ttg
Leu
200

tgg
Trp

cac
His

agt
Ser

cgg
Arg

teca
Ser
280

tte
Phe

agqg

245

293

341

389

437

485

533

581

629

677

725

773

821

869

917

965



Thr

ttt
Phe

gca
Ala

gat
Asp
345

aag
Lys

cac
His

aag
1ys

tce
Ser

tta
Leu
425

gca
Ala

aag
Lys

tta
Leu

ttt
Phe

cga
Arg
505

aca

Thr

tac
Tyr

Ser

gat
Asp

agt
Ser
330

ttg
Leu

gca
Ala

aca
Thr

cct
Pro

aca
Thr
410

gga
Gly

aat
Asn

aat
Asn

gtt
Val

ggt
Gly
490

tag
Trp

gaa
Glu

cag
Gln

Ser

cce
Pro
315

cac
His

ttg
Leu

aaa
Lys

gaa
Glu

cag
Gln
395

ggc
Gly

att
Ile

atg
Met

CCccC
Pro

gtg
Val
475

gtc
val

goe
Ala

aca
Thr

gga
Gly

Asn
300

ata
Ile

aac
Agn

agc
Ser

tat
Tyr

cayg
Gln
380

atc
Ile

cag
Gln

tet
Ser

aaa
Lys

cgt
Arg
480

tgt
Cys

ctg
Leu

ata
Ile

agyg
Arg

gct
Ala
540

Gly

atg
Met

age
Ser

age
Ser

ttt
Phe
365

ttg
Leu

agg
Arg

cac
His

ttt
Phe

gge
Gly
445

gct
Ala

gat
Asp

caa
Gln

ctg
Leu

tgg
Trp
525

gca
Ala

Asn

aaa
Lys

tac
Tyr

aaa
Lys
350

tca
Ser

tca
Ser

gaa
Glu

ttg
Leu

gaa
Glu
430

aaa
Lys

ctg
Leu

got
Ala

aag
Lys

aag
Lys
510

gag
Glu

gtg
Val

Phe

gat
Asp

ata
Ile
335

atc
Ile

ata
Ile

gtt
vVal

cat
His

gca
Ala
415

gac
Asp

aat
Asn

ttt
Phe

gect
Ala

ctt
Leu
495

agt
Ser

age
Ser

aga
Arg

Leu

cat
His
320

ggce
Gly

cta
Leu

att
Ile

ata
Ile

ttt
Phe
400

tee
Ser

tge
Cys

aag
Lys

ttg
Leu

aag
Lys
480

tac

Tyr

cag
Gln

aaa
Lys

gag
Glu

Lys
305

ctt
Leu

cat
His

tece
Ser

ctg
Leu

att
Ile
385

atg
Met

atg
Met

aga
Arg

gga
Gly

cca
Pro
465

aga
Arg

act
Thr

gtg
Val

atc
Ile

gct
Ala
545

ES 2 661981 T3

Glu

aac
Asn

cat
His

gct
Ala

gac
Asp
370

aga
Arg

g9g
Gly

ate
Ile

gga
Gly

gta
val
450

tge
Cys

tot
Ser

tta
Leu

age
Ser

aaa
Lys
530

tta
Leu

val

cgt
Arg

gtg
Val

ata
Ile
355

tge
Cys

gtg
val

ttt
Phe

tta
Leu

caa
Gln
435

caa
Gln

agt
Gly

att
vVal

ttt
Phe

atc
Ile
515

agc

Ser

ata
Ile

Glu

gta
Val

cag
Gln
340

gtg
val

act
Thr

gtg
Val

ttyg
Leu

aac
Asn
420

tea

Ser

gee
Ala

gca
Ala

gat
Asp

tca
Ser
500

act
Thr

atc
Ile

gaa
Glu

63

Leu

tta
Leu
325

aat
Asn

gat
Asp

ctg
Leu

tca
Ser

gag
Glu
405

aga
Arg

tat
Tyr

agg
Arg

cac
His

gct
Ala
485

gcc
Ala

cta
Leu

gag
Glu

gtg
val

Met
310

aga
Arg

gaa
Glu

gac
Asp

gat
Asp

ctg
Leu
390

gca
Ala

ctt
Leu

gat
Asp

cte
Leu

aca
Thr
470

atg
Met

tect
Ser

aag
Lys

[oYale]
Fro

aga
Arg
550

Ala

gga
Gly

ctt
Leu

ate
Ile

ata
Ile
375

atg
Met

gag
Glu

gag
Glu

aat
Asn

tta
Leu
455

ttg
Leu

age
Ser

gcec
Ala

tcg
Ser

atg
Met
535

gac
Asp

Arg

aca
Thr

att
Ile

aaa
Lys
360

agc

Ser

gag
Glu

gag
Glu

gag
Glu

ggg
Gly
440

gaa
Glu

aat
Asn

tac
Tyr

caa
Gln

tag

520

agg
Arg

aag
Lys

1013

1061

1108

1157

1205

1253

1301

13459

1397

1445

1493

1541

1589

1637

1685



acc
Thr

gta
val

cta
Leu
585

cat
His

cag
Gln

gaa
Glu

ata
Ile

ttc
Phe
665

gtt
val

gtt
Vval

gac
Asp

ttt
Phe

aag
Lys
745

atc

Ile

tgg
Trp

gca
Ala

aaa
Lys

g99
Gly
570

tet
Ser

gtg
Val

agc
Ser

atg
Met

aga
Arg
650

agt
Ser

gat
Asp

gta
Val

gag
Glu

gag
Glu
730

aac

Asn

tet
Ser

act
Thr

gaqg
Glu

gac
Asp
555

teg
Ser

aca
Thr

gac
Asp

tac
Tyr

tgce
Cys
635

tcc
Ser

gac
Asp

gaa
Glu

caa
Gln

gag
Glu
715

aag
Lys

ttg
Leu

ttc
FPhe

get
Ala

aqgy
Arg
795

caca
Pro

tac
Tyr

ata
Ile

cta
Leu

agg
Arg
620

aag
Lys

aca
Thr

gca
Ala

gce
Ala

aac
Asn
700

ctyg
Leu

aac
Asn

cct
Pro

atg
Met

cte
Leu
780

agc
Ser

gtt
Val

cge
Arg

aay
Lys

gct
Ala
605

gca
Ala

gaa
Glu

aag
Lys

ctt
Leu

ttg
Leu
685

aga
Arg

acyg
Thr

tgg
Trp

aac
Asn

tet
Ser
765

agyg
Arg

ttt
Phe

ata
Ile

tte
Phe

cat
His
590

gtyg
Val

aat
Asn

atg
Met

tgc
Cys

aaa
Lys
670

teca
Ser

ttt
Phe

gag
Glu

gat
Asp

tta
Leu
750

gat
Asp

att
Ile

tca
Ser

aag
Lys

aac
Asn
575

gte
val

agt
Ser

ggc
Gly

aat
Asn

caa
Gln
655

aag
Lys

gce
Ala

999
Gly

caa
Gln

ttg
Leu
735

cca

Pro

aag
Lys

gca
Ala

aaa
Llys

gct
Ala
560

atc
Ile

age
Ser

ctt
Leu

ttt
Phe

gtc
val
640

ttc
Phe

ttg
Leu

atc
Ile

gtt
val

tgc
Cys
120

gac
Asp

tca
Ser

gat
Asp

cte
Leu

cta
Leu
800

gag
Glu

tge
Cys

aaa
Lys

ttg
Leu

gtg
Val
625

gag
Glu

tcg
Ser

gag
Glu

gcg
Ala

ttg
Leu
705

gag
Glu

agt
Ser

acg
Thr

cta
Leu

acc
Thr
785

aaa
Lys

ES 2 661981 T3

gecc
Ala

aca
Thr

ctc
Leu

aag
Lys
610

aat
Asn

gct
Ala

tat
Tyr

gtt
Val

gag
Glu
690

acc
Thr

gca
Ala

aga
Arg

act
Thr

tca
Ser
770

ttg

Leu

ttg
Leu

cag
Gln

gtc
Val

atg
Met
595

aag
Lys

gca
Ala

att
Ile

gaa
Glu

gaa
Glu
675

agg
Arg

aat
Asn

cta
Leu

gag
Glu

cca
Pro
755

gaa
Glu

cca
Pro

atc
Ile

tet
Ser

gta
val
580

cag
Gln

act
Thr

cag
Gln

ttg
Leu

tca
Ser
660

ttt
Phe

ttt
Phe

tte
Phe

gge
Gly

ctt
Leu
740

agt
Ser

atc
Ile

gte
Val

aag
Lys

64

ttg
Leu
565

tgg
Trp

tet
Ser

gaa
Glu

atg
Met

aaa
Lys
645

cac
His

ttc
Phe

tee
Ser

cca
Pro

aac
Asn
725

gtt
Val

cte
Leu

tat
Tyr

act
Thr

teg
Ser
805

tet
Ser

cat
His

cca
Pro

caa
Gln

gca
Ala
630

caa
Gln

gat
Asp

aat
Asn

aca
Thr

age
Ser
710

ata
Tle

cag
Gln

ctt
Leu

ccyg
Pro

gty
Val
790

tac
Tyr

gaa
Glu

gac
Asp

aat
Asn

agt
Ser
615

gcc
Ala

asa
Lys

gaqg
Glu

gtt
Val

ttg
Leu
695

ctt
Leu

cte
Leu

gaa
Glu

gag
Glu

aac
Asn
775

gt
Ala

ctg
Leu

gag
Glu

att
Ile

atg
Met
600

ctec
Leu

aaa
Lys

aga
Arg

cct
Pro

gtt
Val
680

gaa
Glu

gga
Gly

cat
Hig

atc
Ile

cte
Leu
760

ttt
Phe

caa
Gln

agy
Arg

1733

1781

1829

1877

1925

1973

2021

20869

2117

2165

2213

2261

2309

2357

2405

2453
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tca aca atg teca cag gag cga ctc act aac ctt
Ser Thr Met Ser Gln Glu Arg Leu Thr Asn Leu
810 815

aat cac tca gta ggg gag cag ata tca tat gat
Asn His Ser Val Gly Glu Gln Ile Ser Tyr Asp
825 830 835

ttt geca tca aga aag gct agg aag gtt agg ttt
Phe Ala Ser Arg Lys Ala Arg Lys Val Arg Phe
845 850

ctgttattgt attggtgetg cagttatatt tattttageg
gtttgtgett tataatattt attttatatt atttattcaa

tttcttageot aactgtattt ttgcocatget

<210> 17

<211> 851

<212> PRT

<213> Oryzias latipes

<400> 17
Met Glu 1Lys Lys Arg Ser Lys Pro Ser Gly Ala
1 5 10

Arg Lys Glu Glu Glu Glu Lys Arg Asp Lys Glu
20 25

Arg Tyr Phe Gly Ser Ser Thr Thr Ala Gln Asp
35 40

Leu Pro Ala Ile Ser Ser Ala Thr Val Thr Val
50 55

Glu Leu Pro Ser Thr Ser Ser Ala Thr His Val
65 70 75

Pro Glu Gln Ser Phe Asp Ser Glu Ala Glu Asp
85 90

Ser Thr Gln Leu Glu Thr Ser Glu Met Pro Gly
100 105

Thr Pre Thr Ala Glu Asp Gln Pro Leu Pro Thr
115 120

Pr¢o Ser Pro Leu Thr Asp Arg Ile Arg Met Glu
130 135

gcec gtt gtt age
Ala val Val Ser

820

gat gtt att gac
Asp Val Ile Asp

tag ttggtgtttt

tgtecatttgt gtgataaaag

tattgagttt gattcaatat

Gln

Lys

Glu

Ser

60

Val

val

Agp

Asp

Leu
140

65

Phe

Gly

Thr

45

Pro

Pro

val

Glu

Pro

125

Val

Arg

Ala

30

Ser

Pro

Gln

Pro

Thr

110

Ala

Arg

Lys

15

Leu

Thr

Gln

Leu

Ser

95

Pro

Lys

Arg

atc
Ile

gag
Glu
840

Lys

Leu

Ser

Asp

Leu

80

Thr

Leu

Trp

Gly

2501

2549

2595

2655

2715

2745



Pro

145

Gly

Glu

Leu

Thr

Ala

225

Glu

Met

Arg

Arg

Lys

305

Leu

His

Ser

Leu

Ile
385

Ser

Arg

Lys

Phe

Thr

210

His

Leu

Ala

Leu

Gly

290

Glu

Asn

His

Ala

Asp

370

Arg

Ser

Ser

Ile

Cys

195

Ser

Glu

Ser

Leu

Ile

275

His

val

Arg

val

Ile

355

Cys

val

Ile

Cys

Ala

180

Phe

Gly

Lys

Gly

Leu

260

Ala

Thr

Glu

Val

Gln

340

Val

Thr

val

Pro

His

165

Arg

Cys

Thr

Ser

Arg

245

Glu

Ile

Glu

Leu

Leu

325

Asn

Asp

Leu

Ser

Pro

150

His

Thr

Cys

Ala

Pro

230

Ile

Glu

val

Thr

Met

310

Arg

Gln

Asp

Asp

Leu
3%0

Asp

His

Trp

Lys

Asn

215

Glu

Arg

Glu

Gln

Leu

235

Ala

Gly

Len

Ile

Ile

375

Met

Phe

Tyr

Leu

Leu
200

Trp

His

Ser

Arg

Ser

280

Phe

Arg

Thr

Ile

Lys

360

Ser

Glu

Val

Phe

Met

185

Phe

Lys

Leu

Gly

val

265

Leu

Thr

Phe

Ala

Asp

345

Lys

His

Lys

ES 2 661981 T3

FPhe

Arg

170

Tyxr

Ser

His

Asn

Lys

250

Arg

Ala

Ser

aAsp

Ser

330

Leu

Ala

Thr

Pro

Pro

155

Lys

Ser

Asn

Ala

Cys

235

Thr

Tzp

val

Ser

Pro

315

His

Leu

Lys

Glu

Gln
395

Arg

Thr

Lys

Lys

Ser

220

Met

Tle

Arg

Arg

Asn

300

Ile

Asn

Ser

Tyr

Gln

380

Ile

66

Asn

Leu

Val

Asn

205

Thr

Lys

Asp

Ala

Asn

285

Gly

Met

Ser

Ser

Phe

365

Leu

Arg

Asp

Val

Lys

130

Ile

Tyr

Ala

Lys

Val

270

Leu

Asn

Lys

Tyr

Lys

350

Ser

Ser

Glu

Ser

Ser

175

Asn

Asn

Leu

Trp

Gln

255

Leu

Ala

Phe

Asp

Ile

335

Tle

Ile

Val

His

Asp

160

Gly

Ser

Leu

Thr

Lys

240

Glu

Thr

Leu

Leu

His

320

Gly

Leu

Ile

Ile

Phe
400



Met

Met

Arg

Gly

Pro

465

Arg

Thr

Val

Ile

Ala

545

Glu

Cys

Lys

Leu

Val

625

Glu

Gly

Ile

Gly

val

450

Cys

Ser

Leu

Ser

Lys

530

Leu

Ala

Thr

Leu

Lys

610

Asn

Ala

Phe

Leu

Gln

435

Gln

Gly

Val

Phe

Ile

515

Ser

Ile

Gln

Val

Met

595

Lys

Ala

Ile

Len

Asn

420

Ser

Ala

Ala

Asp

Ser

500

Thr

Ile

Glu

Ser

Val

580

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

405

Arg

Tyr

Arg

His

Ala

485

Ala

Leu

Glu

val

Leu
565

Trp

Ser

Glu

Met

Lys
645

Ala

Leun

Asp

Leu

Thr

470

Met

Ser

Lys

Dro

Arg

550

Ser

His

Pro

Gln

Ala

630

Gln

Glu

Glu

Asn

Leu

455

Leu

Ser

Ala

Ser

Met

535

Asp

Glu

Asp

Asn

Ser

€15

Ala

Lys

Glu

Glu

Gly

440

Glu

Asn

Tyr

Gln

Trp

520

Arg

Lys

Glu

Ile

Met

600

Leu

Lys

Arg

Ser

Leu

425

Ala

Lys

Leu

Phe

Arg

505

Thr

Tyr

Thr

Val

Leu

585

His

Gln

Glu

Ile

ES 2 661981 T3

Thr

410

Gly

Asn

Asn

val

Gly

490

Trp

Glu

Gln

Lys

Gly

570

Ser

Val

Ser

Met

arg
650

Gly

Ile

Met

Pro

val

475

Val

Ala

Thr

Gly

Asp

555

Ser

Thr

Asp

Tyr

Cys

635

Ser

Gln

Ser

Lys

Arg

460

Cys

Leu

Tle

Arg

Ala

540

Pro

Tyr

Ile

Leu

Arg

620

Lys

Thr

67

His

Fhe

Gly

445

Ala

Asp

Gln

Leu

Trp

525

Ala

val

Arg

Lys

Ala

605

Ala

Glu

Lys

Leu

Glu

430

Lys

Leu

Ala

Lys

Lys

510

Glu

val

Ile

Phe

His

590

Val

Asn

Met

Cys

Ala

415

Asp

Asn

Phe

Ala

Leu

495

Ser

Ser

Arg

Lys

Asn

575

Val

Ser

Gly

Asn

Gln
655

Ser

Cys

Lys

Leu

Lys

480

Tyr

Gln

Lys

Glu

Ala

560

Ile

Ser

Leu

Phe

Val

640

Phe
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15

Ser

Glu

Ala

Leu

705

Glu

Ser

Thr

Leu

Thr

785

Lys

Thr

Ser

val

Tyr Glu

val Glu
675

Glu Arg
690

Thr Asn

Ala Leu

Arg Glu

Thr Pro
755

Ser Glu
770

Leu Pro

Leu Ile

Asn Leu

Tyr Asp

835

Arg Phe
850

<210> 18
<211> 417
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: regién VH del anticuerpo anti-CD98

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(417)

<400> 18

Ser

660

Phe

Phe

Phe

Gly

Leu

740

Ser

Ile

Val

Lys

Ala

820

Asp

His

Phe

Ser

Pro

Asn

725

val

Leu

Tyr

Thr

Ser

805

Val

Vval

Asp

Asn

Thr

Ser

710

Ile

Gln

Leu

Pro

Val

790

Tyr

val

Ile

Glu

Val

Leu

695

Leu

Leu

Glu

Glu

Asn

775

Ala

Leu

Ser

Asp

Pro

val

680

Glu

Gly

His

Ile

Leu

760

Phe

Gln

Arg

Ile

Glu
840

ES 2 661981 T3

Phe

665

val

val

Asp

Phe

Lys

745

Ile

Trp

Ala

Ser

Asn

825

Phe

Ser

Asp

Val

Glu

Glu

730

Asn

Ser

Thr

Glu

Thr

810

His

Ala

Asp Ala

Glu Ala

Gln Asn

700

Glu Leu

715

Lys Asn

Leu Pro

Phe Met

Ala Leu

780

Arg Ser

795

Met Ser

Ser val

Ser Arg

68

Leu

Leu

685

Arg

Thr

Trp

Asn

Ser

765

Arg

Phe

Gln

Gly

Lys
845

Lys

670

Ser

Phe

Glu

Asp

Leu

750

Asp

Ile

Ser

Glu

Glu

830

Ala

Lys

ala

Gly

Gln

Leu

735

Pro

Lys

Ala

Lys

Arg

815

Gln

Arg

Leu

Ile

val

Cys

720

Asp

Ser

Asp

Leu

Leu

800

Leu

Ile

Lys
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atg
Met

gte
Val

cct
Pro

age
Ser

ggg
Gly

aac
Asn

aac
Asn

gtg
Val

tgg
Trp

aag
Lys

ctg
Leu

teg
Ser

agt
Ser

ctg
Leu

ccg
Pro

cag
Gln

tat
Tyr

ggc
Gly
130

<210> 19

<211> 139

cac
His

tec
Ser

gag
Glu
35

agt
Ser

gag
Glu

tcc
Ser

ttec
Phe

tac
Tyr
115

cag
Gln

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 19
Met Lys His Leu Trp Phe Phe

1

ctg
Leu

cag
Gln

ace
Thr

agt
Ser

tgg
Trp

ctc
Leu

tce
Ser
100

tgt
Cys

gga
Gly

tgg
Trp

ctg
Len

ctg
Len

tac
Tyr

att
Ile

aag
Lys
85

ctyg
Leu

gcg
Ala

acc
Thr

5

tte
Phe

cag
Gln

tee
Ser

tac
Tyr

ggg
Gly

agt

Ser

aag
Lys

aga
Arg

ctyg
Leu

ttc
Phe

ctg
Leu

cte
Leu

tgg
Trp
55

agt
Ser

cga
Arg

ctg
Leu

caa
Gln

gtc
val
135

val Leu Ser Gln Leu Gln Leu

20

Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu

35

cte
Leu

cag
Gln

acc
Thr
40

ggc
Gly

atc
Ile

gtc
Val

agc
Ser

g99
Gly
120

acc
Thr

Leu

Gln

ES 2 661981 T3

ctg
Leu

gag
Glu

tge
Cys

tgg
Trp

tat
Tyr

acc
Thr

tct
Ser
105

acg
Thr

gte
Val

Leu

ctg
Leu
10

teg
Ser

act
Thr

ate
Ile

tat
Tyr

ata
Ile
90

gtg
Val

ggg
Gly

tce
Ser

Leu
10

gtg gcg
val Ala

ggce cca
Gly Pro

gte tet
Val Ser

cge cag
Arg Gln
60

agt ggg
Ser Gly

tcc gta
Ser Val

acc gec
Thr Ala

cte gee
Leu Ala

tca
Ser

val Ala

Glu Ser Gly Pro

25

Thr Cys Thr Val Ser

40

69

gect
Ala

gga
Gly

ggt
Gly
45

cce
Pro

agt
Ser

gac
Asp

gca
Ala

cta
Leu
125

Ala

Gly

CCC
Pro

ctg
Leu

gge
Gly

cca
Pro

acc
Thr

acyg
Thr

gac
Asp
110

ttt
Phe

Pro

aga
Arg
15

gtg
Val

tce
Ser

g99
Gly

tac
Tyr

tcec
Ser
95

acg

Thr

gac
Asp

Arg
15

tgg
Trp

aag
Lys

ate
Ile

aag
Lys

tac
Tyr
80

aag
Lys

gct
Ala

tac
Tyr

Trp

Leu val Lys

30

Gly Gly Ser Ile

45

48

96

144

192

240

288

336

384

417
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15

20

Ser

Gly

65

Asn

Asn

val

Trp

Ser

50

Leu

Pro

Gln

Tyr

Gly
130

<210> 20

<211>120

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

115

Gln

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Regiéon VH del anticuerpo anti-CD98

<400> 20
Gln Leu Gln Leu

1

Thr

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

Gly

Leu

Tyr

Ile

50

Lys

Leu

Ala

Thr

<210> 21

<211> 387

Ser

Tyr

35

Gly

Ser

Lys

Arg

Leu
115

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: region VL del anticuerpo anti-CD98

Ser

Trp

Leu

Ser

100

Cys

Gly

Leu

20

Trp

Ser

Arg

Leu

Gln

100

Val

Tyr

Ile

Lys

85

Leu

Ala

Thr

Tyr

Gly

70

Ser

Lys

Arg

Leu

Trp

55

Ser

Arg

Leu

Gln

val
135

ES 2 661981 T3

Gly Trp Ile

Ile Tyr Tyr

Val Thr Ile
9Q

Ser Ser Val
105

Gly Thr Gly
120

Thr val Ser

Gln Glu Ser Gly Pro Gly

5

Thr

Gly

Ile

val

Ser

Gly

Thr

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Ser

Thr

val

Thr

Ile

Tyr

35

Ile

Val

Gly

Ser

10

vVal Ser Gly
25

Arg Gln Pro
40

Ser Gly Ser

Ser Val Asp

Thr Ala Ala
g0

Leu Ala Leu
105

Ser
120

Arg Gln Pro Pro Gly Lys

Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr
15 80

Ser Val Asp Thr Ser Lys
95

Thr Ala Ala Asp Thr Ala
110

Leu Ala Leu Phe Asp Tyr
125

Ser

Leu Val Lys Pro Ser Glu
15

Gly Ser Ile Ser Ser Ser
30

Pro Gly Lys Gly Leu Glu
45

Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser
60

Thr Ser Lys Asn Gln Phe
75 80

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
95

Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
110

70



10

15

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(387)

<400> 21

atg
Met
1

gat
Asp

ttyg
Leu

gtt
val

cce
Pro
65

gac

Asp

age
Ser

ggt
Gly

aaa
Lys

gaa
Glu

acc
Thr

tet
Ser

age
Ser
50

agyg

agg
Arg

aga
Arg

age
Ser

<210> 22

<211>129

ace
Thr

acc
Thr

cca
Pro
35

age
Ser

cte
Leu

ttc
Phe

ctg
Leu

tca
Ser
115

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 22

cca
Pro

gga
Gly
20

999
Gly

agc
Ser

cte
Leu

agt
Ser

gag
Glu
100

cct
Pro

gcg
Ala

gaa
Glu

gaa
Glu

tte
Phe

atc
Ile

ggc
Gly
85

cct
Pro

cta
Leu

cag
Gln

att
Ile

aga
Arg

tta
Leu

tat
Tyr
70

agt

Ser

gaa
Glu

tte
Phe

ctt
Leu

gtg
val

gcoa
Ala

gcc
Ala
55

ggt
Gly

ggg
Gly

gat
Asp

act
Thr

cte
Leu

ttg
Leu

ace
Thr
a0

tag
Trp

gca
Ala

tct
Ser

tte
Phe

ttc
Phe
120

ES 2 661981 T3

tte
Phe

acg
Thr
25

cte
Leu

tac
Tyr

tece
Ser

999
Gly

gca
Ala
105

gge
Gly

cte
Leu
10

cag
Gln

tce
Ser

cag
Gln

agec
Ser

aca
Thr
90

gtg
val

cct
Pro

ctg
Leu

tct
Ser

tgc
Cys

cag
Gln

agyg
Arg
75

gac
Asp

tat
Tyr

ggg
Gly

71

cta
Leu

cca
Pro

agyg
Arg

aaa
Lys
60

gcc
Ala

tte
Phe

tac
Tyr

acc
Thr

cte
Leu

ggc
Gly

gec
Ala
45

cct
Pro

act
Thr

act
Thr

tgt
Cys

aaa
Lys
125

tgg
Trp

ace
Thr
30

agt

Ser

gge
Gly

ggc
Gly

cte
Leu

cag
Gln
110

gtg
val

cte
Leu
15

ctg
Leu

cag
Gln

cag
Gln

atc
Ile

acc
Thr
95

cag
Gln

gat
Asp

cca
Pro

tct
Ser

agt
Ser

gct
Ala

cca
Pro
80

atc
Ile

tat
Tyr

ate
Ile

48

96

144

192

240

288

336

384

387



10

15

Met Glu Thr

Asp Thr Thr

Leu Ser Pro
35

Val Ser Ser

Pro Arg Leu
65

Asp Arg Phe

Ser Arg Leu

Gly Ser Ser
115

Lys

<210> 23
<211>109
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

Pro

Gly

20

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

100

Pro

Ala

Glu

Glu

Phe

Ile

Gly

Pro

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Phe

Leu

val

Ala

Ala

55

Gly

Gly

Asp

Thr

Leu

Leu

Thr

40

Ala

Ser

Phe

Phe
120

ES 2 661981 T3

Phe

Thr

25

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Gly

Leu

10

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

val

Pro

Leu

Ser

Cys

Gln

Arg

75

Asp

Tyr

Gly

Leu

Pro

Arg

Lys

60

Ala

Phe

Tyr

Thr

Leu

Gly

Ala

45

Pro

Thr

Thr

Cys

Lys
125

Trp

Thr

30

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

110

val

Leu

15

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

95

Gln

AsSp

Pro

Ser

Ser

Ala

Pro

80

Ile

Tyr

Ile

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Region VL del anticuerpo anti-CD98

<400> 23
Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

Phe Leu Ala
35

Ile Tyr Gly
50

Gly Ser Gly

Pro Glu Asp

Leu Phe Thr

<210> 24

Leu

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Phe
100

Thr Gln Ser Pro Gly Thr

5

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Vval

Pro

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Gly

Arg

Lys
40

Ala

Phe

Tyr

Thr

Ala
25

Pro

Thr

Thr

Cys

Lys
105

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

80

Val

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Asp

Ser Leu Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ile

72

val

Pro
45

Asp

Ser

Gly

Lys

Ser
30

Arg

Arg

Arg

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro



10

15

20

25

<211> 420

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: region VH del anticuerpo anti-TNF alfa

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(420)

<400> 24

atg
Met
1

gte
Val

CCC
Pro

gat
Asp

gaa
Glu
65

gac
Asp

tce
Ser

tat
Tyr

tat
Tyr

gag
Glu

cag
Gln

ggc
Gly

gat
Asp
50

tgg
Trp

tct
Ser

ctg
Leu

tac
Tyr

tgg
Trp
130

<210> 25

<211> 140

ttg
Leu

tgt
Cys

agg
Arg

tat
Tyr

gtec
Val

gtg
val

tat
Tyr

tgt
Cys
115

ggce
Gly

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 25

gga
Gly

gag
Glu
20

tce
Ser

gee
Ala

tca
Ser

gag
Glu

ctg
Leu
100

acg
Ala

caa
Gln

ctyg
Leu

gtg
Val

ctg
Leu

atg
Met

gct
Ala

ggc
Gly
85

caa
Gln

aaa
Lys

ggt
Gly

agc
Ser

cag
Gln

aga
Arg

cac
His

atc
Ile
70

cga

Arg

atg
Met

gtc
val

acc
Thr

tgg
Trp

ctg
Leu

ctc
Leu

tgg
55

act
Thr

ttc
Phe

aac
Asn

tcg
Ser

ctyg
Leu
135

att
Ile

gtg
Val

tcc
Ser
40

gte
val

tgg
Irp

acc
Thr

agt
Ser

tac
Tyr
120

gte
val

ES 2 661981 T3

tte
Fhe

gag
Glu
25

tgt
Cys

cgg
Arg

aat
Asn

atc
Ile

ctg
Leu
105

ctt

Leu

acc
Thr

ctt
Leu
10

tot
Ser

gcg
Ala

caa
Gln

agt

Ser

tce
Ser

90
aga

Arg

agce
Ser

gtec
val

ttg gect
Leu Ala

ggg gga
Gly Gly

gcc tct
Ala Ser

gct ceca
Ala Pro
60

ggt cac
Gly His
75

aga gac

Arg Asp

gct gag
Ala Glu

acc gcg
Thr Ala

teg tca
Ser Ser
140

73

att
Ile

ggc
Gly

gga
Gly
45

999
Gly

ata
Ile

aac
Asn

gat
Asp

teoe
Ser
125

tta
Leu

ttg
Leu
30

ttc
Phe

aag
Lys

gac
Asp

gcc
Ala

acg
Thr
110

tce
Ser

aaa
Lys
15

gta
val

acc
Thr

ggc
Gly

tat
Tyr

aag
Lys
95

gcc
Ala

ctt
Leu

ggt
Gly

cag
Gln

ttt
Phe

ctyg
Leu

gcg
Ala
80

aac
Asn

gta
val

gac
Asp

48

96

144

192

240

288

336

384

420



ES 2 661981 T3

Met Glu Leu Gly Leu Ser Trp Ile Phe Leu Leu Ala Ile Leu Lys Gly

Val Gln Cys Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln
20 25 30

Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
35 40 45

Asp Asp Tyr Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60

Glu Trp Val Ser Ala Ile Thr Trp Asn Ser Gly His Ile Asp Tyr Ala
65 70 75 80

Asp Ser Val Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn

Ser Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Lys Val Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Asp
115 120 125

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
130 135 140

<210> 26

<211>121

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: region VH del anticuerpo anti-TNF alfa

<400> 26

74



10

15

Glu val

Ser Leu

Ala Met

Ser aAla

50

Glu Gly
65

Leu Gln

Ala Lys

Gln Gly

<210> 27

<211> 387

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

val

Thr
115

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Leu

Leu
20

Trp

Thr

Phe

Asn

Ser

100

Leu

Val

Ser

Val

Trp

Thr

Ser

Tyr

val

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Leu

Thr

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Ser

val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Thr

Ser
120

ES 2 661981 T3

Gly

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

Ser

Leu

Phe

Lys

Asp

Ala

75

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Thr Ala

Ser

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

85

Trp

Arg

Tyr

Val

val

Tyr

80

Cys

Gly

<223> Descripcion de la secuencia artificial: region VL del anticuerpo anti-TNF alfa

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(387)

<400> 27
atg gac
Met Asp
1

cte cca
Leu Pro

ctg tct
Leu Ser

cag ggc
Gln Gly

50

atg
Met

ggt
Gly

gca
Ala
35

atc
Ile

agg
Arg

gea
Ala

tct
Ser

aga
Arg

gtc
Val

aga
Arg

gta
Val

aat
Asn

cce
Pro

tgt
Cys

999
Gly

tac
Tyr

gct
Ala

gac
Asp

gac
Asp

tta
Leu
55

cag
Gln

atc
Ile

aga
Arg
40

gee
Ala

ctc
Leu

cag
Gln
25

gtc
Val

tgg
Trp

ctg
Leu
10

atg
Met

acc
Thr

tat
Tyr

ggg
Gly

ace
Thr

atc
Ile

cag
Gln

75

ctt
Leu

cag
Gln

act
Thr

caa
Gln
60

ctg
Leu

tat
Ser

tgt
Cys
45

aaa
Lys

ctg
Leu

cca
Pro

cgg
Arg

cca
Pro

ctc
Leu
15

tee
Ser

gca
Ala

ggg
Gly

tgg
Trp

tee
Ser

agt
Ser

aaa
Lys

48

96

144

192



10

15

20

gce
Ala
65

cca
Pro

atc
Ile

tat
Tyr

aaa
Lys

cct
Pro

tet
Ser

agc
Ser

aac
Asn

<210> 28

<211>129

aag
Lys

cgg
Arg

agc
Ser

cgt
Arg
115

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 28
Met Asp Met Arg Val Pro

1

Leu

Leu

Gln

Ala

65

Pro

Ile

Tyr

Pro

Ser

Gly

50

Pro

Ser

Ser

Asn

Lys

<210> 29

<211> 107

Gly

Ala

35

Ile

Lys

Arg

Ser

Arg
115

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: region VL del anticuerpo anti-TNF alfa

ctc
Leu

tte
Phe

cta
Leu
100

gca
Ala

Ala

20

Ser

Arg

Leu

Phe

Leu

100

Ala

ctyg
Leu

agt
Ser
85

cag
Gln

ceg
Pro

5

Arg

Val

Asn

Leun

Ser

85

Gln

Pro

atc
Ile
70

ggce
Gly

cct
Pro

tat
Tyr

Cys

Gly

Tyr

Ile

70

Gly

Pro

Tyr

tat
Tyr

agt
Ser

gaa
Glu

act
Thr

Ala

Asp

Asp

Leu

55

Tyr

Ser

Glu

Thr

gect
Ala

gga
Gly

gat
Asp

ttt
Phe
120

Gln

Ile

Arg

40

Ala

Ala

Gly

Asp

Phe
120

ES 2 661981 T3

gca
Ala

tct
Ser

gtt
val
105

gge
Gly

Leu

Gln

25

val

Irp

Ala

Ser

val

105

Gly

tce
Ser

ggg
Gly
90

gca

aAla

cag
Gln

Leu

10

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

S0

Ala

Gln

act
Thr
75

aca
Thr

act
Thr

ggg9
Gly

Gly

Thr

Ile

Gln

Thr

75

Thr

Thr

Gly

76

ttg
Leu

gat
Asp

tat
Tyr

acec
Thr

Leu

Gln

Thr

Gln

60

Leu

Asp

Tyr

Thr

caa
Gln

ttc
Phe

tac
Tyr

aaa
Lys
125

Leu

Ser

Cys

45

Lys

Gln

Phe

Tyr

Lys
125

tca
Ser

act
Thr

tgt
Cys
110

gtg
val

Leu

Pro

30

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

110

val

agg
Gly

cte
Leu
95

caa
Gln

gag
Glu

Leu

15

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

95

Gln

Glu

gtc
val
80

ace
Thr

agg
Arg

atc
Ile

Trp

Ser

Ser

Lys

Val

80

Thr

Arg

Ile

240

288

336

384

387



10

15

<400> 29
Asp Ile Gln
1

Agp Arg Val

Leu Ala Trp
35

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Val

Thr Phe Gly

<210> 30
<211> 420
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

ES 2 661981 T3

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Arg

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

15

Tyr

Llys

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Arg

Ser

Arg

Leu

Phe

Leu

Ala

val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

<223> Descripcion de la secuencia artificial: region VH del anticuerpo anti-CD20

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(420)

<400> 30

atg ggt tgg agc ctc atc ttg cte tte ctt gtc get gtt get acg cgt
Met Gly Trp Ser Leu Ile Leu Leu Phe Leu Val Ala Val Ala Thr Arg

1

5

10

15

gtc ctg tcec cag gta caa ctg cag cag cct ggg gect gag ctg gtg aag

77



10

val

cot
Pro

acc
Thr

gaa
Glu
65

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr

gtc
val

Leu

g99
Gly

agt
Ser
50

tgg
Trp

aag
Lys

gcc
Ala

tac
Tyr

tgg
Trp
130

<210> 31

<211> 140

Ser

gea
Ala
35

tac
Tyr

att
Ile

tte
Phe

tac
Tyr

tgt
Cys
115

ggo
Gly

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 31
Met Gly Trp Ser

1

val

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Leu

Gly

Ser

50

Trp

Lys

Ser

Ala

Tyr

Ile

Phe

Gln
20

teca
Ser

aat
Asn

gga
Gly

aaa
Lys

atg
Met
100

gca

Ala

gca
Ala

Gln

20

Ser

Asn

Gly

Lys

Val

gtg
val

atg
Met

gct
Ala

ggc
Gly

cag
Gln

aga
Arg

999
Gly

Leu

Val

val

Met

Ala

Gly

Gln

aag
Lys

cac
His

att
Ile
70

aag

Lys

ctc
Leu

teg
Ser

acc
Thr

Ile

Gln

Lys

His

Ile

70

Lys

Leu

atg
Met

tgg
Trp
55

tat
Tyr

geoe
Ala

agc
Ser

act
Thr

acg
Thr
135

Leu

Leu

Met

Trp

55

Tyr

Ala

Gln

tec
Ser
40

gta
val

cec
Pro

aca
Thr

agc
Ser

tac
Tyr
120

gtc
val

Leu

Gln

Ser

40

Val

Pro

Thr

ES 2 661981 T3

Gln
25

tge
Cys

aaa
Lys

gga
Gly

ttg
Len

ctg
Leu
105

tac
Tyr

acc
Thr

Phe

Gln

25

Cys

Lys

Gly

Leu

Pro

aag
Lys

cag
Gln

aat
Asn

act
Thr

aca
Thr

gge
Gly

gte
val

Leu

10

Pro

Lys

Gln

Asn

Thr

Gly Ala

get tet
Ala Ser

aca cct
Thr Pro
60

ggt gat
Gly Asp
75

gca gac

Ala Asp

tet gag
Ser Glu

ggt gac
Gly Asp

tct gea
Ser Ala
140

Val Ala

Gly Ala

Ala Ser

Thr Pro

60

Gly Asp
75

Ala Asp

78

Glu

gge
Gly
45

ggt
Gly

act
Thr

aaa
Lys

gac
Asp

tag
Trp
125

Val

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Lys

Leu

tac
Tyr

cgg
Arg

tce
Ser

tece
Ser

tet
Ser
110

tac
Tyr

Ala

Leu

30

Tyr

Arg

Ser

Ser

val

aca
Thr

ggc
Gly

tac
Tyr

tce
Ser
95

gcg
Ala

ttc
Phe

Thr

15

vVal

Thr

Gly

Tyr

Ser

Lys

ttt
Phe

ctg
Leu

aat
Asn
80

age
Ser

gtc
val

aat
Asn

Arg

Lys

Phe

Leu

Asn

Ser

144

192

240

288

336

384

420
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15

20

25

ES 2 661981 T3

85 920 95

Thr Ala Tyr Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn
115 120 125

Val Trp Gly Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala
130 135 140

<210> 32
<211> 121
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: regién VH del anticuerpo anti-CD20

<400> 32
Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val lys Met Ser Cys lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Agn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Gln lLeu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly
100 105 110

Ala Gly Thr Thr val Thr val Ser Ala
115 120

<210> 33
<211> 384
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: region VL del anticuerpo anti-CD20

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(384)

<400> 33
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atg
Met

gte
Val

ctyg
Leu

tea
Ser

ccc
Pro
65

gtt
Val

agc
Ser

act
Thr

gat
Asp

ata
Ile

tet
Ser

agt
Ser
50

aaa

Lys

cge
Arg

aga
Arg

agt

Ser

<210> 34

<211>128

ttt
Phe

atg
Met

gca
Ala
35

gta
val

[afals]
Pro

tte
Phe

gtg
val

aac
Asn
115

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 34
Met Asp Phe Gln

1

val

Leu

Ser

Pro

65

val

Ser

Thr

Ile

Ser

Ser

50

Lys

Arg

Arg

Ser

Met

Ala
35

val

Pro

Phe

Val

Asn
115

cag
Gln

tee
Ser

tect
Ser

agt
Ser

tgg
Trp

agt
Ser

gag
Glu
100

cca
Pro

Ser
20

Ser

Ser

Trp

Ser

Glu

100

Pro

gtg cag
Vval Gln

aga gga
Arg Gly

cca ggg
Pro Gly

tac ate
Tyr Ile

att tat
Ile Tyr
70

ggc agt
Gly Ser

gct gaa
Ala Glu

coe acg
Pro Thr

Val Gln
5

Arg Gly

Pro Gly

Tyr Ile

Ile Tyr

70

Gly Ser

Ala Glu

Pro Thr

att
Ile

caa
Gln

gag
Glu

cac
His
55

gce

Ala

ggg
Gly

gat
Asp

ttc
Phe

Ile

Gln

Glu

Hisg

55

Ala

Gly

Asp

Phe

atc
Ile

att
Ile

aag
Lys
40

tgg
Trp

aca
Thr

tct
Ser

gct
Ala

gga
Gly
120

Ile

Ile

Lys
40

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly
120
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agc
Ser

gtt
Val
25

gte
val

tte
Fhe

tce
Ser

g9g
Gly

gce
Ala
105

999
Gly

Ser

val
25

Val

Phe

Ser

Gly

Ala

105

Gly

ttec
Phe
10

cte

Leu

aca
Thr

cag
Gln

aac
Asn

act
Thr

act
Thr

gg9g
Gly

FPhe
10

Leu

Thr

Gln

Asn

Thr

90

Thr

Gly

ctg
Leu

tec
Ser

atg
Met

cag
Gln

ctg

cta
Leu

cag
Gln

act
Thr

aag
Lys
60

gct

Leu Ala

tct
Ser

tat
Tyr

acc
Thr

Leu

Ser

Met

Gln

tac
Tyr

tac
Tyr

aag
Lys

Leu

Gln

Thr

Lys
60

Leu Ala

75

Ser

Tyr

Thr

80

Tyr

Tyr

Lys

atc
Ile

tct
Ser

tge
Cys
45

cca

Pro

tct
Ser

tet
Ser

tge
Cys

ctg
Leu
125

Ile

Ser

Cys
45

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu
125

agt

Ser

cca
Pro

agg
Arg

gga
Gly

gga
Gly

cte
Leu

cag
Gln
110

gaa
Glu

Ser

Pro

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

110

Glu

gct
Ala
15

gca

Ala

gcoe
Ala

tece
Ser

gte
val

aca
Thr
95

cag

Gln

atc
Ile

Ala
15

Ala

Ala

Ser

val

Thr

95

Gln

Ile

tca
Ser

ate
Ile

age
Ser

tece
Ser

cct
Pro
80

ate

Ile

tgg
Trp

aaa
Lys

Ser

Ile

Ser

Ser

Pro

80

Ile

Trp

Lys

48

96

144

192

240

288

336

384
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<210> 35

<211> 106

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: region VL del anticuerpo anti-CD20

<400> 35

Gln

1

Glu

His

Ala

Gly

65

Asp

Phe

Ile

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

<210> 36

<211>795

Val

vVal

Phe

35

Ser

Gly

Ala

Gly

<212> ADN
<213> desconocido

<220>
<223> gen de resistencia a neomicina de tipo salvaje

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(795)

<400> 36

Leu

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
100

Ser

5

Met

Gln

Leu

Ser

Tyr

85

Thr

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys
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Ser Pro Ala

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Leu

Arg

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

25

Ser

Val

Thr

Gln

Ile
105

Ile

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp

90

Lys

Leu

Ser

Pro

Val

Ser

15

Thr

81

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Arg

Ser

Ala

Val

Pro

45

Phe

vVal

Asn

Ser

Ser

Trp

Ser

Glu

Pro

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro
95

Gly

Ile

Tyr

Ser

Glu

80

Thr



atg
Met

gag
Glu

gat
Asp

gtc
val

gcg
Ala
65

ctc
Leu

gtg
Val

gta
Val

get
BAla

cgt
Arg
145

gag
Glu

cge
Arg

ttg
Leu

tgt
Cys

acc
Thr
225

ctc
Leu

tat
Tyr

att
Ile

agg
Arg

goe
Ala

aag
Lys
50

cgg
Arg

gac
Asp

[olale)
Pro

tac
Ser

ace
Thr
130

act
Thr

cat
His

atg
Met

ccg
Pro

ggc
Gly
210

cgt
Arg

gtg
vVal

cge
Arg

<210> 37
<211> 795
<212> ADN

gaa
Glu

cta
Leu

goe
Ala
35

acc
Thr

cta
Leu

gtt
vVal

ggg9
Gly

atc
Ile
115

tge
Cys

cgg

cag
Gln

ccc
Pro

aat
Asn
195

cgg
Arg

gat
Asp

ctt
Leu

ctt
Leu

caa
Gln

tte
Phe
20

gtg
Val

gac
Asp

tcg
Ser

gtc
Val

cag
Gln
100

atg
Met

cea
Pro

atg
Met

g9g
Gly

gac
Asp
180

atc
Ile

ctg
Leu

att
Ile

tac
Tyr

ctt
Leu
260

gat
Asp

ggc
Gly

tte
Phe

ctg
Leu

tgg
Trp

act
Thr

gat
Asp

gct
Ala

tte
Phe

gaa
Glu

ctec
Leu
165

ggc
Gly

atg
Met

ggt
Gly

gct
Ala

ggt
Gly
245

gac
Asp

gga
Gly

tat
Tyr

cgg
Arg

tece
Ser

ctg
Leu
70

gaa
Glu

cte
Leu

gat
Asp

gac
Asp

gce
Ala
150

gcg
Ala

gag
Glu

gtg
val

gtg
val

gaa
Glu
230

atc

Ile

gag
Glu

ttg
Leu

gac
Asp

ctg
Leu

ggt
Gly
55

gcc
Ala

gcg
Ala

ctg
Leu

gca
Ala

cac
His
135

ggt
Gly

cca
Pro

gat
Asp

gaa
Glu

gcg
Ala
215

gag
Glu

gce
Ala

tte
Phe

cac
Hisg

tgg
Trp

teca
Ser
40

gco
Ala

acg
Thr

gga
Gly

tca
Ser

atg
Met
120

caa
Gln

ctt
Leu

geo
Ala

cte
Leu

aat
Asn
200

gac

Asp

ctt
Leu

gct
Ala

tte
Fhe
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gca
Ala

gca
Ala
25

gcg
Ala

ctg
Leu

acg
Thr

agg
Arg

tot
Ser
105

cgg
Arg

gcg
Ala

gte
Val

gaa
Glu

gtc
Val
185

ggc
Gly

cgc
Arg

ggc
Gly

cece
Pro

tga

ggt
Gly
10

caa
Gln

cag
Gln

aat
Asn

ggc
Gly

gac
Asp

cac
His

cgg
Arg

aaa
Lys

gat
Asp

ctg
Leu
170

gtg
Val

cgc
Arg

tat
Tyr

ggc
Gly

gat
Asp
250

tct
Ser

cag
Gln

g99
Gly

gaa
Glu

gtt
val
75

tgg
Trp

ctt
Leu

ctg
Leu

cat
His

cag
Gln
155

tte
Phe

ace
Thr

ttt
Phe

cag
Gln

gaa
Glu
235

teg
Ser

ccg
Pro

aca
Thr

cge
Arg

ctg
Leu
60

cct
Pro

ctg
Leu

get
Ala

cat
Hisg

cge
Arg
140

gat
Asp

gce
Ala

cat
His

tct
Ser

gac
Asp
220

tgg
Trp

cag
Gln

82

gece
Ala

atc
Ile

ceg
Fro
45

cag
Gln

tgc
Cys

cta
Leu

cct
Fro

acg
Thr
125

ata
Ile

gat
Asp

agg
Arg

ggc
Gly

gga
Gly
205

ata

Ile

gct
Ala

cgc
Arg

get
Ala

ggc
Gly

gtt
Val

gac
Asp

gca
Ala

ttg
Leu

gec
Ala
1190

ctt
Leu

gag
Glu

ctg
Leu

cte
Leu

gat
Asp
190

ttc
Phe

gcg
Ala

gac
Asp

atc
Ile

tgg
Trp
15

tge
Cys

ctt
Leu

gag
Glu

gct
Ala

ggc
Gly

gag
Glu

gat
Asp

cga
Arg

gac
Asp

aag
Lys
175

gce
Ala

atc
Ile

ttg
Leu

cgc
Arg

gcec
Ala
255

gty
val

tet
Ser

ttt
Phe

gca
Ala

gtg
val

80

gaa
Glu

aaa
Lys

ccg
Pro

gaa
Ala

gaa
Glu
160

gcg
Ala

tgc
Cys

gac
Asp

gct
Ala

ttc
Phe
240

ttec
Phe

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

795
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<213> Artificial

<220>
<223> gen de resistencia a neomicina modificado

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(795)

<400> 37

atg
Met
1

gag
Glu

gat
Asp

gte
val

gcg
Ala
65

tta
Leu

gta
Val

gta
val

gcg

att
Ile

agg
Arg

goc
Ala

aag
Lys
50

cga
Arg

gat
Asp

ccg
Pro

teg
Ser

acg

gaa
Glu

cta
Leu

gaoa
Ala
35

ace

Thr

tta
Leu

gta
val

ggg
Gly

ata
Ile
115

tgt

caa
Gln

tte
Phe
20

gtg
val

gaa
Asp

teg
Ser

gta
Val

caa
Gln
100

atg
Met

ceg

gat
Asp

ggc
Gly

tte
Phe

atyg
Leu

tgg
Trp

acyg
Thr
85

gat
Asp

gcg
Ala

ttt

gga
Gly

tat
Tyr

cgg
Arg

tee
Ser

tta
Leu
10

gaa
Glu

tta
Len

gat
Asp

gat

ttg
Leu

gac
Asp

ctg
Leu

ggt
Gly
55

gcg
Ala

acg
Ala

tta
Leu

gcg
Ala

cat

cac
His

tgg
Trp

tca
Ser

goa
Ala

acg
Thr

999
Gly

tecg
Ser

atg
Met
120

caa
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gca
Ala

gca
Ala
25

gcg
Ala

ctyg
Leu

acg
Thr

cga
Arg

teg
Ser
105

cga
Arg

gcg

ggt
Gly
10

caa
Gln

cag
Gln

aat
Asn

gg9g
Gly

gat
Asp

cat
His

cga
Arg

aaa

tct
Ser

cag
Gln

999
Gly

gaa
Glu

gta
Val
75

tgg
Trp

tta
Leu

tta
Leu

cat

83

ccg
Pro

aca
Thr

cga
Arg

ctg
Leu
60

ceg
Pro

tta
Leu

gcg
Ala

cat
His

cga

gce
Ala

atc
Ile

cog
Pro
45

caa

Gln

tgt
Cys

tta
Leu

ceg
Pro

acyg
Thr
125

ata

get
Ala

gge
Gly

gtt
val

gat
Asp

gcg
Ala

tta
Leu

gcg
Ala
110

tta
Leu

gaa

tgg
Trp
15

tgc
Cys

ctt
Leu

gaa
Glu

gcg
Ala

999
Gly

gaa
Glu

gat
Asp

cga

gtg
val

tot
Ser

ttt
Phe

geg
Ala

gta
Val

gaa
Glu

aaa
Lys

ceg
Pro

gcg
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432
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15

Ala

cga
Arg
145

gaa
Glu

cga
Arg

tta
Leu

tgt
Cys

acg
Thr
225

tta
Leu

tat
Tyr

Thr
130

acg
Thr

cat
His

atg
Met

ccg
Pro

gg99
Gly
210

cga

Arg

gta
Val

cga
Arg

<210> 38

<211>795

Cys

cga
Arg

caa
Gln

ccg
Pro

aat
Asn
195

cga

Arg

gat
Asp

tta
Leu

tta
Leu

<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> gen de resistencia a neomicina modificado

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(795)

<400> 38

atg
Met
1

gag
Glu

gat
Asp

gta
val

att
Ile

agg
Arg

gcc
Ala

aaa
Lys

gaa
Glu

cta
Leu

gec
Ala
35

acg
Thr

Pro

atg
Met

ggg
Gly

gat
Asp
180

ata
Ile

tta
Leu

ata
Ile

tat
Tyr

tta
Leu
260

caa
Gln

tte
Phe
20

gtg
val

gat
Asp

Phe

gaa
Glu

tta
Leu
165

ggg
Gly

atg
Met

999
Gly

gcg
Ala

g99
Gly
245

gat
Asp

gat
Asp

ggc
Gly

tte
Phe

tta
Leu

Asp

gcg
Ala
150

gcg
Ala

gaa
Glu

gta
vVal

gta
vVal

gaa
Glu
239

ata
Ile

gaa
Glu

gga
Gly

tat
Tyr

cgg
Arg

tcg
Ser

Hisg
135

ggg
Gly

ccg
Pro

gat
Asp

gaa
Glu

gcg
Ala
215

gaa

Glu

gcg
Ala

ttt
Phe

ttg
Leu

gac
Asp

ctg
Leu

g9g
Gly

Gln

tta
Leu

gcg
Ala

tta
Leu

aat
Asn
200

gat
Asp

tta
Leu

acg
Ala

ttt
Phe

cac
His

tgg
Trp

tca
Ser
40

gcg
Ala
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Ala

gta
Val

gaa
Glu

gta
Val
185

ggg
Gly

cgt
Arg

ggg
Gly

ceg
Pro

tga

gca
Ala

gca
Ala
25

gcg
ala

tta
Leu

Lys

gat
Asp

tta
Leu
170

gta
val

cga
Arg

tat
Tyr

ggg
Gly

gat
Asp
250

ggt
Gly
10

caa
Gln

cag
Gln

aat
Asn

His Arg

caa

140

gat

Gln Asp

155

ttt

gcg

Phe Ala

acg
Thr

ttt
Phe

caa

cat
Hisg

tcg
Ser

gat

Gln Asp

gaa
Glu
235

teg
Ser

tet
Ser

cag
Gln

999

220

tgg
Trp

caa
Gln

ceg
Pro

aca
Thr

cgc

Gly Arg

gaa
Glu

84

tta
Leu

Ile

gat
Asp

cga
Arg

ggg
Gly

ggg
Gly
205

ata
Ile

gcg
Ala

cga
Arg

gec
Ala

atc
Ile

cog
Pro
45

caa
Gln

Glu

tta
Leu

tta
Leu

gat
Asp
190

ttt
Phe

gceg
Ala

gat
Asp

ata
Ile

gect
Ala

ggc
Gly

gtt
val

gat
Asp

Arg

gat
Asp

aaa
Lys
175

gcg
Ala

ata
Ile

tta
Leu

cga
Arg

gcg
Ala
255

tgg
15

tge
Cys

ctt
Leu

gaa
Glu

Ala

gaa
Glu
160

gcg
Ala

tgt
Cys

gat
Asp

gcg
Ala

ttt
Phe
240

ttt
Phe

gtg
Val

tet
Sar

ttt
Phe

gcg
Ala

480
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624

672

720

768
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144

192
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gcg
Ala
65

tta
Leu

gta
val

gta
val

gcg
Ala

cga
Arg
145

gaa
Glu

cga
Arg

tta
Leu

tgt
Cys

acyg
Thr
225

tta

Leu

tat
Tyr

50

cga
Arg

gat
Asp

ccg
Pro

teg
Ser

acg
Thr
130

acg
Thr

cat
His

atg
Met

[alals)
Pro

gg9
Gly
210

cga

Arg

gta
Val

cga
Arg

<210> 39

<211> 795

tta
Leu

gta
val

999
Gly

ata
Ile
115

tgt
Cys

cga
Arg

caa
Gln

ccg
Pro

aat
Asn
195

cga

Arg

gat
Asp

tta
Leu

tta
Leu

<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> gen de resistencia a neomicina modificado

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(795)

<400> 39

tecg
Ser

gta
val

caa
Gln
100

atg
Met

ccg
Pro

atg
Met

gg9g
Gly

gat
Asp
180

ata
Ile

tta
Leu

ata
Ile

tat
Tyr

tta
Leu
260

tgg
Trp

acg
Thr
85

gat
Asp

gcg
Ala

ttt
Phe

gaa
Glu

tta
Leu
165

g93g
Gly

atg
Met

999
Gly

gcg
Ala

999
Gly
245

gat
Asp

tta
Leu
70

gaa
Glu

tta
Leu

gat
Asp

gat
Asp

gcg
Ala
150

gcg
Ala

gaa
Glu

gta
Val

gta
val

gaa
Glu
230

ata
Ile

gaa
Glu

55

gcy
Ala

gcg
Ala

tta
Leu

gcg
Ala

cat
His
135

g99
Gly

ccg
Pro

gat
Asp

gaa
Glu

gcg
Ala
215

gaa

Glu

gcg
Ala

ttt
Phe

acg
Thr

gg9g
Gly

teg
Ser

atg
Met
120

caa
Gln

tta
Leu

gcg
Ala

tta
Leu

aat
Asn
200

gat
Asp

tta
Leu

gcg
Ala

ttt
Phe
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acg
Thr

cga
Arg

teg
Ser
105

cga

Arg

gcg
Ala

gta
Val

gaa
Glu

gta
Val
185

g99
Gly

cgt
Arg

g99
Gly

ccg
Pro

tga

gog
Gly

gat
Asp
90

cat
His

cga
Arg

aaa
Lys

gat
Asp

tta
Leu
170

gta
val

cga
Arg

tat
Tyr

ggqg
Gly

gat
Asp
250

gta
val
75

tgg
Trp

tta

60

ccg
Pro

tta
Leu

geyg

leu Ala

tta
Leu

cat

cat
His

cga

His Arg

daa

140

gat

Gln Asp

155

ttt

gcg

Phe Ala

acg
Thr

ttt
Phe

caa

cat
His

teg
Ser

gat

Gln Asp

gaa
Glu
235

tcg
Ser

85

220

tgg
Trp

caa
Gln

tgt
Cys

tta
Leu

cog
Pro

acg
Thr
125

ata
Ile

gat
Asp

cga
Arg

g3g
Gly

999
Gly
205

ata

Ile

gcg
Ala

cga
Arg

geg
Ala

tta
Leu

gcg
Ala
110

tta
Leu

gaa
Glu

tta
Leu

tta
Leu

gat
Asp
190

ttt
Phe

geg
Ala

gat
Asp

ata
Ile

gcyg
Ala

ggg
Gly
95

gaa
Glu

gat
Asp

cga

gat
Asp

aaa
Lys
175

gcg
Ala

ata
Ile

tta
Leu

cga
Arg

gcg
Ala
2558

gta
val
g0

gaa
Glu

aaa
Lys

cog
Pro

gcg
Ala

gaa
Glu
160

gcy
Ala

tgt
Cys

gat
Asp

gcg
Ala

ttt
Phe
240

ttt
Phe

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

795



atg
Met

gag
Glu

gat
Asp

gta
Val

gcg
Ala
65

tta

Leu

gta
vVal

gta
Vval

gcg
Ala

cga
Arg
145

gaa

Glu

cga
Arg

tta
Leu

tgt
Cys

acqg
Thr
225
tta

Leu

tat
Tyr

att
Ile

agg
Arg

gcg
Ala

aaa
Lys
50

cga
Arg

gat
Asp

[olale)
Pro

teg
Ser

acg
Thr
130

acg
Thr

cat
His

atg
Met

ccg
Pro

ggg
Gly
210

cga
Arg

gta
Val

cga
Arg

<210> 40

<211> 649

gaa
Glu

cta
Leu

acg
Ala
35

acg
Thr

tta
Leu

gta
Val

ggg9
Gly

ata
Ile
115

tgt
Cys

cga
Arg

caa
Gln

ccg
Pro

aat
Asn
195

cga

Arg

gat
Asp

tta
Leu

tta
Leu

caa
Gln

ttt
Phe
20

gta
val

gat
Asp

tcg
Ser

gta
Val

caa
Gln
100

atg
Met

ccg
Pro

atg
Met

ggg
Gly

gat
Asp
180

ata
Ile

tta
Leu

ata
Ile

tat
Tyr

tta
Leu
260

gat
Asp

999
Gly

ttt
Phe

tta
Leu

tgg
Trp

acg
Thr
85

gat
Asp

gcg
Ala

ttt
Phe

gaa
Glu

tta
Leu
165

ggg
Gly

atg
Met

999
Gly

gcyg
Ala

g99
Gly
245

gat
Asp

gga
Gly

tat
Tyr

aga
Arg

teg
Ser

tta
Leu
70

gaa

Glu

tta
Leu

gat
Asp

gat
Asp

gcg
Ala
150

gcg
Ala

gaa
Glu

gta
Val

gta
Vval

gaa
Glu
230
ata

Ile

gaa
Glu

ttg
Leu

gat
Asp

tta
Leu

ggg
Gly
55

gcg
Ala

gcg
Ala

tta
Leu

gcg
Ala

cat
His
135

gg9g
Gly

ccg
Pro

gat
Asp

gaa
Glu

gcg
Ala
215

gaa
Glu

gcg
Ala

ttt
Phe

cac
Hisg

tgg
Trp

teg
Ser
40

gcg
Ala

acg
Thr

ggg
Gly

tecg
Ser

atg
Met
120

caa
Gln

tta
Leu

gcg
Ala

tta
Leu

aat
Asn
200

gat
Asp

tta
Leu

gcg
Ala

ttt
Phe

ES 2 661981 T3

gca
Ala

gcg
Ala
25

gcg
Ala

tta
Leu

acg
Thr

cga
Arg

teg
Ser
105

cga

Arg

gcg
Ala

gta
Val

gaa
Glu

gta
Val
185

g9g
Gly

cgt
Arg

ggg
Gly

ceg
Pro

tga

ggt
Gly
10

caa
Gln

caa
Gln

aat
Asn

ggg
Gly

gat
Asp
90

cat
His

cga
Arg

aaa
Lys

gat
Asp

tta
Leu
170

gta
Val

cga
Arg

tat
Tyr

ggg
Gly

gat
Asp
250

tct
Ser

caa
Gln

g99
Gly

gaa
Glu

gta
val
75

tgg
Trp

tta
Leu

tta
Leu

cat
His

caa
Gln
155

ttt
Phe

acg
Thr

ttt
Phe

caa
Gln

gaa
Glu
235

teg
Ser

ccg
Pro

acg
Thr

cga
Arg

tta
Leu
60

ccg
Pro

tta
Leu

gcg
Ala

cat
His

cga
Arg
140

gat
Asp

gcg
Ala

cat
His

tcg
Ser

gat
Asp
220

tgg
Trp

caa
Gln

86

gece
Ala

ata
Ile

cog
Pro
45

Caa
Gln

tgt
Cys

tta
Leu

ceg
Ero

acg
Thr
125

ata
Ile

gat
Asp

cga
Arg

ggg
Gly

g9g
Gly
205

ata

Ile

gcg
Ala

cga
Arg

get
Ala

ggg
Gly

gta
val

gat
Asp

gcg
Ala

tta
Leu

gcg
Ala
110

tta
Leu

gaa
Glu

tta
Leu

tta
Leu

gat
Asp
190

ttt
Phe

gcg
Ala

gat
Asp

ata
Ile

tgg
Trp
15

tgt
Cys

tta
Leu

gaa
Glu

gcg
Ala

ggg
Gly
95

gaa
Glu

gat
Asp

cga
Arg

gat
Asp

aaa
Lys
175

gcg
Ala

ata
Ile

tta
Leu

cga
Arg

gcg
Ala
255

gty
val

teg
Ser

ttt
Phe

gcg
Ala

gta
val
80

gaa

Glu

aaa
Lys

ccg
Pro

gcg
Ala

gaa
Glu
160

gcg
Ala

tgt
Cys

gat
Asp

gcg
Ala

ttt
Phe
240

ttt
Phe

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

795



<212> PRT
<213> Oryzias latipes

<400> 40

Met

1

Asn

Phe

Leu

Ser

65

Asn

His

Lys

Ile

Glu

145

Thr

val

Glu

Gln

Ser

Cys

50

Asn

Tyr

Ala

His

Gln

130

Leu

Leu

Thr

Glu

Pro

Leu

Leu

Leu

Ser

Ser

val

115

Gly

Ile

Arg

Ala

val

Gln

20

Ser

Pro

Arg

Lys

Ser

100

Ser

Leu

Ser

Ser

Ala
180

Cys

5

Asp

Gly

Leu

Lys

Leu

85

Ser

Pro

His

Thr

Lys

165

Met

Asp

Gln

Val

Asn

His

70

Thr

Lys

val

Pro

Leu

150

Ile

Ser

Ser

Glu

Asn

Lys

55

Ile

Ala

Gln

Thr

Phe

135

Gln

Ala

Glu

Ser

His

Lys

40

Glu

Glu

Gln

Leu

val

120

Ser

Pro

Glu

val

ES 2 661981 T3

Ala

Pro

25

Asp

Ile

Arg

Lys

Lys

105

Asn

Thr

Gly

Ala

Glu
185

Ala

10

Trp

Ser

Ser

Met

Arg

90

Val

Lys

Val

Ile

Ala

170

Trp

Ala

Pro

Phe

Ala

His

15

Lys

Asp

Ala

Asp

Ser

155

Leu

Ile

Ser

Tyr

Lys

Phe

Pro

Ile

Ser

Ile

Leu

140

val

Ile

Ala

87

Ser

Leu

Met

Lys

Asn

Gly

val

Leu

125

Pro

Ile

Met

Thr

Thr

Arg

Lys

Ser

Tyr

Thr

Phe

110

Arg

Ser

Thr

Lys

Thr
190

Val

15

Glu

Cys

Ser

Leu

Ser

95

Pro

Tyr

Phe

Arg

Gln

175

Thr

Gln

Phe

Val

Pro

Lys

80

Thr

Val

Ile

Lys

Pro

160

Lys

Asp



Cys

Ile

Arg

225

Asp

Thr

Glu

Thr

Asp

305

Pro

val

Arg

Ser

Leu

385

Arg

Ile

Phe

Trp

Asn

210

Leu

Ile

Asp

Asgn

Asp

290

Ala

Lys

Asp

Ser

Ala

370

Arg

Ile

Cys

Leu

Thr

195

Pro

Met

His

Ser

Asn

275

Ser

Ser

His

Ala

vVal

355

Leu

Pro

Leu

Thr

Thr

Ala

Gly

Gly

Ser

Gly

260

Asp

Glu

Arg

Gln

Gln

340

Phe

Ala

Agn

Gln

Ser

420

Glu

Arg

Ser

Ser

Glu

245

Ser

Ile

Gly

val

Lys

325

Lys

Gly

Ala

Gln

Ile

405

Leu

Trp

Arg

Leu

His

230

Tyr

Asn

Glu

Cys

Leu

310

Cys

Ala

Lys

Glu

Thr

390

Cys

Glu

Ala

Lys

Glu

215

Thr

Glu

Phe

Thr

Gly

295

Asp

Ala

Leu

Cys

Ala

375

Arg

Lys

Val

Asn

Ser

200

Arg

Fhe

Ile

Met

Glu

280

Glu

Gln

Cys

Ser

Gln

360

val

Trp

Glu

Fro

Thr

ES 2 661981 T3

Phe

His

Glu

Arg

Lys

265

Ala

Gly

Asp

His

Asn

345

Ala

Glu

Asn

Ala

Met

425

Met

Ile

Ser

Val

Asp

250

Ala

Arg

Ser

Asp

Leu

330

Glu

Leu

Ser

Ser

Gly

410

Phe

Arg

Gly

Ala

Leu

235

Lys

Phe

Arg

Asp

Gly

315

Leu

His

Trp

Glu

Thr

395

Glu

Asn

Pro

Val

Ala

220

Ala

Val

Arg

Cys

Gly

300

Phe

Asn

Tyr

Asn

Ser

380

Phe

Gly

Pro

val

88

Thr

205

Leu

Ser

Val

val

Glu

285

val

Glu

Leu

Lys

Lys

365

Arg

Met

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Cys

Phe

270

Ser

Glu

Phe

Val

Lys

350

Ser

Leu

Ala

Leu

Glu

430

Lys

His

Cys

Met

Thr

255

Gly

Asp

Phe

Gln

Ser

335

Leu

Ser

Gln

Val

Arg

415

Met

Vval

Trp

Lys

Asn

240

Thr

val

Asp

Gln

Leu

320

Ser

TYTr

Arg

Leu

Asp

400

Asn

Leu

Leu



10

15

Asp

Ser

465

Arg

Arg

Leu

Lys

Lys

545

Ser

Leu

Ile

Ala

Arg

625

Leu

Ile

450

val

Tyr

Phe

Leu

Arg

530

Lys

Leu

Ala

Cys

Cys

610

Ala

Asn

<210> 41

<211> 600

435

Leu

His

Cys

1ys

Pro

515

Gly

Glu

Lys

Cys

Ser

595

Glu

Arg

Leu

<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> gen de resistencia a puromicina modificado

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(600)

<400> 41

Gln

Gln

Asp

His

500

Lys

Met

Leu

Pro

Val

580

Leu

Arg

Leu

Arg

Ala

Leu

Pro

485

Met

Phe

Asp

Ala

Thr

565

Ser

Ser

Leu

Asp

Phe
645

Glu

Ser

470

Leu

Phe

Arg

Tyr

Asn

550

Thr

Asp

Ile

Phe

Thr

630

Tyr

Thr

455

Leu

val

Glu

Thr

Ile

535

Ser

Hisg

Thr

Lys

Ser

615

Asn

Asn

440

Asn

Lys

Asp

Asp

Ser

520

Arg

Ser

Glu

Arg

Thr

600

Thr

Asn

Phe

ES 2 661981 T3

Thr

Leu

Ala

Pro

505

Trp

Val

Ser

Ala

Glu

585

Asn

Ala

Phe

Glu

Gln

Gln

Leu

490

Glu

Thr

His

Asp

Ser

570

Ser

Thr

Gly

Glu

Leu Gly

460

Arg Leu

475

Gln Gln

Ile

Ile

Asn Asp

Leu Glu

540

Asp Glu

555

Lys Glu

Leu Leu

Pro Leu

Leu Leu

Asn
635

89

620

Gln

445

Trp

His

Gly

Ala

Glu

525

Pro

Asp

Leu

Thr

Pro

605

Phe

Leu

Leu

His

Ile

Ala

510

Thr

Leu

Phe

Asp

Phe

590

Ala

Ser

Leu

Leu

Ser

Gln

495

Ala

Ile

Asp

Phe

Gly

575

Pro

Ser

Pro

Leu

Pro

Leu

480

Thr

Ile

Ile

His

Ala

560

Tyr

Ala

Ala

Lys

Lys
640
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15

atg
Met

ceg
Pro

acqg
Thr

tta
Leu

tog
Trp
65

teg
Ser

gaa
Glu

tta
Leu

ggt
Gly

tta
Leu
145

gaa

Glu

acg
Thr

atg
Met

acg
Thr

cgt
Arg

agt
Arg

caa
Gln
50

gta
Val

gta
Val

tta
Leu

gcg
Ala

gta
Val
130

ccg
Pro

acg
Thr

gta
Val

acg
Thr

<210> 42

<211> 600

gaa
Glu

gcg
Ala

cat
His
35

gaa
Glu

gcg
Ala

gaa
Glu

teg
Ser

ceg
Pro
115

teg
Ser

ggt
Gly

teg
Ser

acg
Thr

cgt
Arg
195

<212> ADN
<213> desconocido

<220>
<223> gen de resistencia a puromicina de tipo salvaje

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(600)

<400> 42

tat
Tyr

gta
val
20

acg
Thr

tta
Leu

gat
Asp

gcg
Ala

ggt
Gly
100

cat
His

ceg
Pro

gta
val

gcg
Ala

gcg
Ala
180

aaa
Lys

aaa
Lys

cgt
Arg

gta
Val

ttt
Phe

gat
Asp

ggt
Gly

teg
Ser

cgt
Arg

gat
Asp

gaa
Glu

ccg
Pro
165

gat
Asp

ccyg
Pro

ccg
Pro

acg
Thr

gat
Asp

tta
Leu

ggt
Gly
70

gcg
Ala

cgt
Arg

ccg
Pro

cat
His

gcg
Ala
150

egt
Arg

gta
Val

ggt
Gly

acg gta
Thr val

tta geg
Leu Ala

ccg gat
Pro Asp
40

acg cgt
Thr Arg
55

gcg gcg
Ala Ala

gta ttt
Val Phe

tta geg
Leu Ala

aaa gaa
Lys Glu
120

caa ggt
Gln Gly
135

gcg gaa
Ala Glu

aat tta
Asn Leu

gaa gta
Glu Val

gcg tga
Ala

ES 2 661981 T3

cgt
Arg

gcg
Ala
25

cgt
Arg

gta
val

gta
Val

gcg
Ala

gcg
Ala
105

ceg
Pro

aaa
Lys

cgt
Arg

ccg
Pro

cog
Pro
185

tta
Leu
10

gcg
Ala

cat
His

ggt
Gly

gcg
Ala

gaa
Glu

caa
Gln

gcg
Ala

gut
Gly

gcg
ala

ttt
Phe
170

gaa
Glu

gcy
Ala

ttt

acg
Thr

geg

Phe Ala

ata
Ile

tta

gaa
Glu

gat

Leu Asp

gta
vVal
75

ata
Ile

caa
Gln

tgg
Trp

tta
Leu

ggt

60
tgg
Trp

ggt
Gly

caa
Gln

ttt
Phe

ggt
Gly
140

gta

Gly val

155

tat
Tyr

ggt
Gly

90

gaa
Glu

ccg
Pro

cgt
Arg

gat
Asp

cgt
Arg
45

ata
Ile

acg
Thr

ccg
Fro

atg
Met

tta
Leu
125

teg

Ser

cog
Fro

cgt
Arg

cgt
Arg

gat
Asp

tat
Tyr
30

gta
Val

ggt
Gly

acg
Thr

cgt
Arg

gaa
Glu
1190

gcg
Ala

geqg
Ala

gcg
Ala

tta
Leu

acyg
Thr
190

gat
Asp
15

cag
Pro

acyg
Thr

aaa
Lys

ccg
Pro

atg
Met

ggt
Gly

acg
Thr

gta
val

ttt
Phe

ggt
Gly
175

tgg
Trp

gta
val

gcg
Ala

gaa
Glu

gta
val

gaa
Glu
80

gcg
Ala

tta
Leu

gta
val

gta
val

tta
Leu
160

ttt
Phe

tgt
Cys

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

600



10

15

atg
Met

CCC
Pro

acg
Thr

ctyg
Leu

tgg
Trp
65

agc
Ser

gag
Glu

ctg
Leu

ggc
Gly

cte
Leu
145

gag
Glu

ace
Thr

atg
Met

acc
Thr

cgg
Arg

cgc
Arg

caa
Gln
50

gte
val

gtc
Val

ttg
Leu

gcg
Ala

gtec
Val
130

ccC
Pro

acc
Thr

gtc
Val

acc
Thr

<210> 43

<211> 600

gag
Glu

gcc
Ala

cac
His
35

gaa
Glu

gcg
Ala

gaa
Glu

age
Ser

ceg
Pro
115

teg
Ser

gga
Gly

tece
Ser

acc
Thr

cge
Arg
195

<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> gen de resistencia a puromicina modificado

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(600)

<400> 43

tac
Tyr

gta
val
20

acc
Thr

cte
Leu

gac
Asp

gcg
Ala

ggt
Gly
100

cac
His

ccc
Pro

gtg
Val

gcg
Ala

gce
Ala
180

aag
Lys

aag
Lys

cge
Arg

gtc
Val

tte
Phe

gac
Asp

g9g
Gly
85

tece
Ser

cgg
Arg

gac
Asp

gag
Glu

cce
Pro
165

gac
Asp

ccc
Pro

CcCcC
Pro

acc
Thr

gac
Asp

ctc
Leu

ggc
Gly
70

gcg
Ala

cgg
Arg

ccc
Pro

cac
His

gcg
Ala
150

cgc

Arg

gtc
Val

ggt
Gly

acg
Thr

ctc
Leu

ccg
Pro

acg
Thr
55

gcc
Ala

gtg
val

ctyg
Leu

aag
Lys

cag
Gln
135

gce

Ala

aac
Asn

gag
Glu

gcc
Ala

gtg
val

gcc
Ala

gac
Asp
40

cgc

Arg

gcg
Ala

ttec
Phe

gcc
Ala

gag
Glu
120

ggc
Gly

gag
Glu

cte
Leu

gtg
Val

tga

ES 2 661981 T3

cge
Arg

gcc
Ala
25

cgc
Arg

gte
val

gtg
val

gce
Ala

gcg
Ala
105

cce
Pro

aag
Lys

cge
Arg

cce
Fro

cce
Pro
185

ctec
Leu
10

gcg
Ala

cac
His

gag
Gly

gcg
Ala

gag
Glu
90

cag
Gln

gcg
Ala

ggt
Gly

gce
Ala

tte
Phe
170

gaa
Glu

gcc
Ala

ttc
Phe

atc
Ile

ctc
Leu

gtc
val
75

atc

Ile

caa
Gln

tgg
Trp

ctg
Leu

999
Gly
155

tac
Tyr

gga
Gly

91

acc
Thr

gcc
Ala

gag
Glu

gac
Asp
60

tgg
Trp

ggc
Gly

cag
Gln

tte
Phe

ggc
Gly
140

gtg
val

gag
Glu

ccg
Pro

cge
Arg

gac
Asp

cgg
Arg
45

atc
Ile

acc
Thr

ceg
Pro

atg
Met

ctg
Leu
125

age
Ser

cCco
Pro

cgg
Arg

cge
Arg

gac
Asp

tac
Tyr
30

gtec
val

ggc
Gly

acg
Thr

cge
Arg

gaa
Glu
110

gce
Ala

gce
Ala

gee
Ala

cte
Leu

ace
Thr
190

gac
Asp
15

CCC
Pro

acc
Thr

aag
Lys

ccg
Pro

atg
Met
95

gge
Gly

acec
Thr

gte
val

tte
Phe

ggc
Gly
175

tgg
Trp

gtc
val

gcc
Ala

gag
Glu

gty
val

gag
Glu
80

gce
Ala

ctc
Leu

gta
val

gtg
val

ctyg
Leu
160

tte
Phe

tgc
Cys

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

600



10

15

atg
Met

ccc
Pro

acqg
Thr

tta
Leu

tog
Trp
65

teg
Ser

gag
Glu

tta
Leu

ggce
Gly

tta
Leu
145

gag
Glu

ace
Thr

atg
Met

acc
Thr

cgg
Arg

age
Arg

caa
Gln
50

gta
Val

gta
Val

tta
Leu

gcg
Ala

gta
Val
130

ccC
Pro

acc
Thr

gta
Val

acc
Thr

<210> 44

<211> 600

gag
Glu

gcg
Ala

cac
His
35

gaa
Glu

gcg
Ala

gaa
Glu

teg
Ser

ceg
Pro
115

teg
Ser

gga
Gly

teg
Ser

acc
Thr

cgc
Arg
195

<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> gen de resistencia a puromicina modificado

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(600)

<400> 44

tac
Tyr

gta
val
20

acce
Thr

tta
Leu

gac
Asp

gcg
Ala

ggt
Gly
100

cac
His

cee
Pro

gta
val

gcg
Ala

gcg
Ala
180

aag
Lys

aag
Lys

age
Arg

gta
Val

tte
Phe

gac
Asp

999
Gly

teg
Ser

cgg
Arg

gac
Asp

gag
Glu

cce
Pro
165

gac
Asp

CCC
Pro

CcCcC
Pro

acc
Thr

gac
Asp

tta
Leu

ggc
Gly
70

gcg
Ala

<gg
Arg

ccc
Pro

cac
His

gcg
Ala
150

cge

Arg

gta
Val

ggt
Gly

acg gta
Thr val

tta geg
Leu Ala

cog gac
Pro Asp
40

acg cgc
Thr Arg
55

gcg gcg
Ala Ala

gta ttc
Val Phe

tta geg
Leu Ala

aaqg gag
Lys Glu
120

caqg ggce
Gln Gly
135

gcg gag
Ala Glu

aac tta
Asn Leu

gag gta
Glu Val

gcg tga
Ala

ES 2 661981 T3

cge
Arg

gcg
Ala
25

cge
Arg

gta
val

gta
Val

gcg
Ala

gcg
Ala
105

cce
Fro

aag
Lys

cge
Arg

ccc
Fro

cce
Pro
185

tta
Leu
10

gcg
Ala

cac
His

gag
Gly

gcg
Ala

gag
Glu

cag
Gln

gcg
Ala

gut
Gly

gcg
ala

tte
Phe
170

gaa
Glu

gcy
Ala

tte

acc
Thr

geg

Phe Ala

ate
Ile

tta

gag
Glu

gac

Leu Asp

gta
vVal
75

atc
Ile

caa
Gln

tgg
Trp

tta
Leu

999

60
tgg
Trp

ggc
Gly

cag
Gln

tte
Phe

ggc
Gly
140

gta

Gly val

155

tac
Tyr

gga
Gly

92

gag
Glu

ccg
Pro

cge
Arg

gac
Asp

cgg
Arg
45

atc
Ile

acc
Thr

ccg
Fro

atg
Met

tta
Leu
125

teg

Ser

cCco
Fro

cgg
Arg

cge
Arg

gac
Asp

tac
Tyr
30

gta
Val

ggc
Gly

acg
Thr

cge
Arg

gaa
Glu
1190

gcg
Ala

geqg
Ala

gcg
Ala

tta
Leu

ace
Thr
190

gac
Asp
15

CCC
Pro

ace
Thr

aag
Lys

ccg
Pro

atg
Met

ggc
Gly

acc
Thr

gta
val

tte
Phe

ggc
Gly
175

tgg
Trp

gta
val

gcg
Ala

gag
Glu

gta
val

gag
Glu
80

gcg
Ala

tta
Leu

gta
val

gta
val

tta
Leu
160

tte
Phe

tgc
Cys

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

600
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atg acg gaa tat aaa cecg acg gta cgt tta gecg
Met Thr Glu Tyr Lys Pro Thr val Arg Leu Ala

ccg ogt geg gta cgt acg tta geg gog geg ttt

acg
Thr

gcg

Pro Arg Ala val Arg Thr Leu Ala Ala Ala Phe Ala

20 25
acg cgt cat acg gta gat cog gat cgt cat ata
Thr Arg Hig Thr Val Asp Pro Asp Arg His Ile
35 40

tta caa gaa tta ttt tta acg cgt gta ggt tta

gaa
Glu

gat

Leu Gln Glu Leu Phe Leu Thr Arg Val Gly Leu Asp

50 55

tgg gta geg gat gat gyt gog geg gta geg gta
Trp Val Ala Asp Asp Gly Ala Ala Val Ala Val
65 70 75

teg gta gaa geg ggt goeg gta ttt geg gaa ata
Ser Val Glu Ala Gly Ala Val Phe Ala Glu Ile
85 90

gaa tta teg ggt tcg cgt tta geg geg caa caa
Glu Leu Ser Gly Ser Arg Leu Ala Ala Gln Gln
100 105

tta geg cecg cat cgt ceg aaa gaa ccg geg tgg
Leu Ala Pro His Arg Pro Lys Glu Pro Ala Trp
115 120

ggt gta tcg ccg gat cat caa ggt aaa ggt tta
Gly val Ser Pro Asp His Gln Gly Lys Gly Leu
130 135

tta ccg ggt gta gaa gcg gcg gaa cgt gcg ggt

60
tgg
Trp

ggt
Gly

caa
Gln

ttt
Phe

ggt
Gly
140

gta

Leu Pro Gly Vval Glu Ala Ala Glu Arg Ala Gly val

145 150 155

gaa acg tcg gog ccg cogt aat tta ccg ttt tat
Glu Thr Ser Ala Prc Arg Asn Leu Pro Phe Tyr
165 170

acg gta acg gog gat gta gaa gta ccg gaa ggt
Thr Val Thr Ala Asp Val Glu Val Pro Glu Gly
180 185

atg acg cgt aaa ccg ggt geg tga
Met Thr Arg Lys Pro Gly Ala

195

<210> 45
<211> 375
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> gen de resistencia a zeocina modificado

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(375)

<400> 45

93

gaa
Glu

ceg
Pro

cgt
Arg

gat
Asp

cgt
Arg
45

ata
Ile

acy
Thr

cog
Pro

atg
Met

tta
Leu
125

teg
Ser

ccg
Pro

cgt
Arg

cgt
Arg

gat
Asp

tat
Tyr
30

gta
val

ggt
Gly

acyg
Thr

agt
Arg

gaa
Glu
110

gcg
Ala

gcg
Ala

gcg
Ala

tta
Leu

acg
Thr
190

gat
Asp
15

ceg
Pro

acyg
Thr

aaa
Lys

ccg
Pro

atg
Met
95

ggt
Gly

acg
Thr

gta
val

ttt
Phe

ggt
Gly
175

tgg
Trp

gta
val

gcg
Ala

gaa
Glu

gta
Val

gaa
Glu
80

gcg
Ala

tta
Leu

gta
val

gta
val

tta
Leu
160

ttt
Phe

tgt
Cys

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

600
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ES 2 661981 T3

atg gcg aag tta ace teg geg gtt ccg
Met Ala Lys Leu Thr Ser Ala Vval Pro

gog gga gog gte gag tte tgg acc gac
Ala Gly Ala Val Glu Phe Trp Thr Asp

tte gta gag gac gac tte gog ggt gta
Phe Val Glu Asp Asp Phe Ala Gly Val
35 40

tte ate teg geg gte cag gac cag gta
Phe Ile Ser Ala Val Gln Asp Gln Val
50 55

tgg gta tgg gta cgec ggec tta gac gag
Trp Val Trp Val Arg Gly Leu Asp Glu

gtec gta tecg acg aac ttec cgg gac gece
Val Val Ser Thr Asn Phe Arg Asp Ala
85

atc ggc gag cag ccg tgg ggg cgg gag

Ile Gly Glu Gln Pro Trp Gly Arg Glu
100 105

ggce aac tge gta cac tte gta gcg gag

Gly Asn Cys Val His Phe val Ala Glu

115 120

<210> 46

<211> 375

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> gen de resistencia a zeocina modificado

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(375)

<400> 46

gta
val
1Q

cgg
Arg

gte
val

gta
val

tta
Leu

tecg
Ser

ttc
Phe

gag
Glu

tta acc
Leu Thr

tta ggg
Leu Gly

€gg gac
Arg Asp

cag gac
Pro Asp
60

tac geg
Tyr Ala
75

ggg ccg
Gly Pro

gcg tta
Ala Leu

cag gac
Gln Asp

gcg
Ala

ttc
Fhe

gac
Asp
45

aac
Asn

gag
Glu

gcyg
Ala

cgce
Arg

tga

cgc

teg
Ser

gta
val

ace
Thr

tgg
Trp

atg
Met

gac
Asp
110

gac
Asp
15

cgg
Arg

ace
Thr

tta
Leu

tecg
Ser

ace
Thr
95

cCcg
Pro

gtc
val

gac
Asp

tta
Leu

gcy
Ala

gag
Glu

gag
Glu

gcg
Ala

atg gcg aaa tta acg tcg gcg gta ccg gta tta acg geg cgt gat gta

94

48

96

144

192

240

288

336

375

48
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Met

gcg
Ala

ttt
Phe

ttt
Phe

tgg
Trp

gta
val

ata
Ile

ggt
Gly

Ala

ggt
Gly

gta
Val

ata
Ile
50

gta
Val

gta
Val

ggt
Gly

aat
Asn

<210> 47
<211> 1026
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> gen de resistencia a higromicina modificado

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1026)

<400> 47

atg
Met
1

gaa

Glu

gaa
Glu

cgt
Arg

cgt
Arg

aaa
Lys

aag
Lys

tecg
Ser

gta
val
50

cac
His

Lys

gcg
Ala

gaa
Glu
35

teg
Ser

tgg
Trp

teg
Ser

gaa
Glu

tgt
Cys
115

aag
lys

ttec
Phe

cgt
Arg

aat
Asn

ttt
Phe

Leu

gta
val
20

gat
Asp

gcg
Ala

gta
Val

acg
Thr

caa
Gln
100

gta
val

cet
Pro

gac
Asp
20

gcg
Ala

teg
Ser

geg
Ala

Thr

gaa
Glu

gat
Asp

gta
val

cgt
Arg

aat
Asn

ccg
Preo

cat
His

gaa
Glu

teg
Ser

ttc
Phe

tgc
Cys

teg
Ser

Ser

ttt
Phe

ttt
Phe

caa
Gln

ggt
Gly
70

ttt
Phe

tgg
Trp

ttt
FPhe

tta
Leu

gta
val

tcg
Ser

gcg
Ala

gcqg
Ala

Ala

tgg
Trp

gcg
Ala

gat
Asp
55

tta
Leu

cgt
Arg

ggt
Gly

gta
val

acc
Thr

teg
Ser

ttc
Phe

gat
Asp

gcg
Ala

val

acg
Thr

ggt
Gly
40

caa
Gln

gat
Asp

gat
Asp

cgt
Arg

gcg
Ala
120

geg
Ala

gac
Asp

gat
Asp
40

ggt
Gly

tta
Leu

ES 2 661981 T3

Fro

gat
Asp
25

gta
Vval

gta
val

gaa
Glu

gcg
Ala

gaa
Glu
105

gaa
Glu

acg
Thr

tta
Leu
25

gta
Val

tte
Fhe

ceg
Pro

val
10

cgt
Arg

gta
Val

gta
val

tta
Leu

tecg
Ser

ttt
Phe

gaa
Glu

teg
Ser
10

atg
Met

gga
Gly

tac
Tyr

att
Ile

Leu Thr

tta ggt
Leu Gly

cgt gat
Arg Asp

ccg gat
Pro Asp
60

tat geg
Tyr Ala
75

ggt cecg
Gly Pro

gcyg tta
Ala Leu

caa gat
Gln Asp

gta gag
Val Glu

cag tta
Gln Leu

ggg cgt
Gly Arg

aaa gat
Lys Asp

acg gaa
Pro Glu

95

Ala

ttt
Phe

gat
Asp
45

aat

Asn

gaa
Glu

gcg
Ala

cgt
Arg

tga

aag
Lys

teg
Ser

gga
Gly
45

cgt
Arg

gta
val

Arg

teg
Ser
30

gta
val

acg
Thr

tgg
Trp

atg
Met

gat
Asp
110

ttt
Phe

gag
Glu
30

tat
Tyr

tat
Tyr

tta
Leu

Asp
15

agt
Arg

acg
Thr

tta
Leu

teg
Ser

acg
Thr

ceg
Pro

tta
Leu
15

ggc
Gly

gta
val

gta
val

gac
Asp

val

gat
Asp

tta
Leu

gcg
Ala

gaa
Glu

gaa
Glu

gcg
Ala

ate
Ile

gaa
Glu

tta
Leu

tat
Tyr

att
Ile

96

144

192

240

288

336

375

48

96

144

192

240
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999
Gly

ggt
Gly

cag
Gln

cag
Gln

act
Thr
145

cac

His

gcg
Ala

cac
His

ggc
Gly

teg
Ser
225

tgt
Cys

gcg
Ala

caa
Gln

gcg
Ala

ggg
Gly
305

tgt

Cys

ccg
Ero

gaa
Glu

gta
val

ceg
Pro

acg
Thr
130

aca
Thr

tgg
Trp

tta
Leu

tta
Leu

cgc
Arg
210

caa

Gln

atg
Met

gga
Gly

tta
Leu

cag
Gln
290
cgt
Arg
gta
val

cgt
Arg

<210> 48
<211> 1026
<212> ADN

tte
Phe

acg
Thr

gta
val
115

teg

Ser

tgg
Trp

caa
Gln

gat
Asp

gta
val
195

ata
Ile

tac
Tyr

gag
Glu

tog
Ser

tat
Tyr
275
ggt
Gly

aca
Thr

gaa

Glu

gcg
Ala

ES 2 661981 T3

70 75 80

tcg gag tog tta ace tat tgc atc tcg cge cgt geog cag 288
Ser Glu Ser Leu Thr Tyr Cys Ile Ser Arg Arg Ala Gln
85 20 95

ttg caa gac tta cct gaa acc gaa tta cce geg gta tta 336
Leu Gln Asp Leu Pro Glu Thr Glu Leu Pro Ala Val Leu
100 105 110

gcg gag gog atg gat geg atc geg geg geg gat tta teg 384
Ala Glu Ala Met Asp Ala Ile RAla Ala Ala Asp Leu Ser
120 125

ggg ttc ggco cca tte gga ccg caa gga ate ggt caa tac 432
Gly Phe Gly Pro Phe Gly Pro Gln Gly Ile Gly Gln Tyr
135 140

cgt gat tte ata tge geg att geg gat cce cat gta tat 480
Arg Asp Phe Ile Cys Ala Ile RAla Asp Pro His Val Tyr
150 155 160

act gta atg gac gac acc gta tcg gcg tcg gta gocg cag 528
Thr Val Met Asp Asp Thr Val Ser Ala Ser Val Ala Gln
165 170 175

gag tta atg tta tgg geog gag gac tgc ccc gaa gta cgt 576
Glu Leu Met Leu Trp Ala Glu Asp Cys Pro Glu val Arg
180 185 190

cac gcg gat ttc ggc tcg aac aat gta tta acg gac aat 624
His Ala Asp Phe Gly Ser Asn Asn Val Leu Thr Asp Asn
200 205

aca gcg gta att gac tgg tcg gag geg atg ttc ggg gat 672
Thr Ala Val Ile Asp Trp Ser Glu Ala Met Phe Gly Asp
215 220

gag gta gog aac ate tte tte tgg cgt ccg tgg ttg geg 720
Glu Val Ala Asn Ile Phe Phe Trp Arg Pro Trp Leu Ala
230 235 240

cag cag acg cge tac tte gag cgt cgt cat ceg gag tta 768
Gln Gln Thr Arg Tyr Phe Glu Arg Arg His Pro Glu Leun
245 250 255

cog egt tta cgt gog tat atg tta cgo att ggt ctt gac 8ls
Pro Arg Leu Arg Ala Tyr Met Leu Arg Ile Gly Leu Asp
260 265 270

cag tcg ttg gta gac ggc aat ttc gat gat gcg gcg tgg 864
Gln Ser Leu Val Asp Gly Asn Phe Asp Asp Ala Ala Trp
280 2B5

cga tge gac gog ate gta cga teg gga gog ggg act gta 912
Arg Cys Asp Ala Ile Vel Arg Ser Gly Ala Gly Thr val
295 300

caa atc geg cge ogt teg gog geg gta tgg ace gat gge 960
Gln Ile Ala Arg Arg Ser Ala Ala Val Trp Thr Asp Gly

310 318 320
gta tta gcg gat tcg gga aac cga c¢gc cce tcog act cgt 1008

Val Leu Ala Asp Ser Gly Agn Arg Arg Pro Ser Thr Arg
325 330 335

aag gaa tag 1026

Lys Glu
340

96



10

<213> artificial

<220>
<223> gen de resistencia a higromicina modificado

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1026)

<400> 48

atg
Met
1

gaa
Glu

gaa
Glu

cgt
Arg

cgt
Arg

ggt
Gly

ggt
Gly

caa
Gln

caa
Gln

acg
Thr
145

cat
His

aaa
Lys

aaa
Lys

teg
Ser

gta
val
50

cat
His

gaa
Glu

gta
Val

aog
Pro

acg
Thr
130

acg

Thr

tgg
Trp

aaa
Lys

ttt
Phe

cgt
Arg

aat
Asn

ttt
Phe

ttt
Phe

acg
Thr

gta
val
115

tcg

Ser

tgg
Trp

caa
Gln

ccg
Pro

gat
Asp
20

gcg
Ala

tecg
Ser

gcg
Ala

tcg
Ser

tta
Leu
100

gcg
Ala

ggt
Gly

ogt
Arg

acg
Thr

gaa
Glu

teg
Ser

ttt
Phe

tgt
Cys

tcg
Ser

gaa
Glu
85

caa
Gln

gaa
Glu

ttt
Phe

gat
Asp

gta
Val

tta
Leu

gta
Val

teg
Ser

gcg
Ala

gcg
Ala
70

tcg
Ser

gat
Asp

gcg
Ala

ggt
Gly

ttt
FPhe
150

atg
Met

acg
Thr

teg
Ser

ttt
Phe

gat
Asp
55

gcyg
Ala

tta
Leu

tta
Leu

atg
Met

ceg
Pro
135

ata
Ile

gat
Asp

gcg
Ala

gat
Asp

gat
Asp
40

ggt
Gly

tta
Leu

acg
Thr

ccg
Pro

gat
Asp
120

ttt
Phe

tgt
Cys

gat
Asp

ES 2 661981 T3

acg
Thr

tta
Leu
25

gta
Val

ttt
Phe

ccg
Fro

tat
Tyr

gaa
Glu
105

gcg
Ala

ggt
Gly

gcg
Ala

acg
Thr

tcg
Ser
10

atg
Met

ggt
Gly

tat
Tyr

ata
Ile

tgt
Cys
20

acg

Thr

ata
Ile

ccg
Pro

ata
Ile

gta
Val

gta gaa
val Glu

caa tta
Gln Leu

ggt cgt
Gly Arg

aaa gat
1lys Asp
60

ccg gaa
Pro Glu
75

ata tcg
Ile Ser

gaa tta
Glu Leu

gcg gcg
Ala Ala

caa ggt
Gln Gly
140

gcg gat
Ala Asp
155

tcg geg
Ser Ala

97

aaa
Lys

teg
Ser

ggt
Gly
45

cgt
Arg

gta
val

cgt
Arg

ccg
Fro

gcg
Ala
125

ata
Ile

ceg
Pro

tog
Ser

ttt
Phe

gaa
Glu
30

tat
Tyr

tat
Tyr

tta
Leu

cgt
arg

gcg
Ala
110

gat
Asp

ggt
Gly

cat
His

gta
Val

tta
Leu
15

ggt
Gly

gta
Val

gta
val

gat
Asp

gcg
Ala
95

gta
vVal

tta
Leu

caa
Gln

gta
val

gcg
Ala

ata
Ile

gaa
Glu

tta
Leu

tat
Tyr

ata
Ile
80

caa
Gln

tta
Leu

teg
Ser

tat
Tyr

tat
Tyr
160

caa
Gln

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528
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165 170 175

gcg tta gat gaa tta atg tta tgg gcg gaa gat tgt ccg gaa gta cgt 576
Ala Leu Asp Glu Leu Met Leu Trp Ala Glu Asp Cys Pro Glu Val Arg
180 185 190

cat tta gta cat geg gat ttt ggt teg aat aat gta tta acg gat aat 624
His Leu Val His Ala Asp Phe Gly Ser Asn Asn Val Leu Thr Asp Asn
195 200 205

ggt cgt ata acg gcg gta ata gat tgg teg gaa geg atg ttt ggt gat 672
Gly Arg Ile Thr Ala Val Ile Asp Trp Ser Glu Ala Met Phe Gly Asp
219 215 220

teg caa tat gaa gta geg aat ata ttt ttt tgg cgt ceg tgg tta geg 720
Ser Gln Tyr Glu Val Ala Asn Ile Phe Phe Trp Arg Pro Trp Leu Ala
225 230 235 240

tgt atg gaa caa caa acg cgt tat ttt gaa cgt cgt cat ccg gaa tta 768
Cys Met Glu Gln Gln Thr Arg Tyr FPhe Glu Arg Arg His Pro Glu Leu
245 250 255

gcg ggt tcg ceg cgt tta cgt geg tat atg tta cgt ata ggt tta gat 816
Ala Gly Ser Pro Arg Leu Arg Ala Tyr Met Leu Arg Ile Gly Leu Asp
260 265 270

caa tta tat caa tcg tta gta gat ggt aat ttt gat gat gcg geg tgg 864
Gln Leu Tyr Gln Ser Leu Val Asp Gly Asn Phe Asp Asp Ala Ala Trp
275 280 285

gcg caa ggt cgt tgt gat gog ata gta cgt tecg ggt geg ggt acg gta 912
Ala Gln Gly Arg Cys Asp Ala Ile Val Arg Ser Gly Ala Gly Thr val
290 295 300

ggt cgt acg caa ata gecg cgt cgt tcg geg geg gta tgg acg gat ggt 960
Gly Arg Thr Gln Ile Ala Arg Arg Ser Ala Ala Val Trp Thr Asp Gly
305 310 315 320

tgt gta gaa gta tta gcg gat tecg ggt aat cgt cgt ccg tcg acg cgt 1008
Cys Val Glu Val Leu Ala Asp Ser Gly Asn Arg Arg Pro Ser Thr Arg
325 330 335

cog ogt gog aaa gaa tga 1026

Pro Arg Ala Lys Glu
340

98
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para producir un anticuerpo, que comprende introducir en una célula de CHO en suspension:

(a) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H de un anticuerpo y comprende asimismo un par de secuencias de transposon en ambos
extremos del fragmento génico, un vector de expresion que comprende un fragmento génico que
comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y comprende asimismo un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un gen marcador seleccionable y comprende asimismo
un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico, o

(b

~

un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y comprende asimismo un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y
comprende asimismo un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico, o

(c

~

un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena L de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y comprende asimismo un par de secuencias
de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que comprende un
fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena H de un anticuerpo y comprende
asimismo un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico,

en el que cada par de secuencias de transposén son secuencias de nucleétidos de Tol1 o secuencias de
nucledtidos de Tol2; permitir que una transposasa actue sobre las secuencias de transposon integrando asi los
fragmentos génicos en un cromosoma de la célula de CHO para obtener una célula de CHO que expresa el
anticuerpo; y cultivar en suspension la célula de CHO.

2. Procedimiento para producir un anticuerpo, que comprende las etapas (A) a (C) siguientes:
(A) introducir simultaneamente en una célula de CHO en suspension:

(a) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H de un anticuerpo y comprende asimismo un par de secuencias de transposén en ambos
extremos del fragmento génico, un vector de expresion que comprende un fragmento génico que
comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y comprende asimismo un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un gen marcador seleccionable y comprende
asimismo un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico, o

(b

~

un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y comprende asimismo un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresiéon que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo
y comprende asimismo un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico,
o]

(c

~

un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena L de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y comprende asimismo un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena H de un anticuerpo
y comprende asimismo un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico,

en el que cada par de secuencias de transposén son secuencias de nucleétidos de Tol1 o secuencias de
nucledtidos de Tol2, y un vector de expresién que comprende un ADN que codifica una transposasa que
reconoce las secuencias de transposon y presenta una actividad de transferencia de un fragmento génico
insertado entre un par de secuencias de transposén en un cromosoma;

(B) obtener una célula de CHO en suspension que expresa el anticuerpo expresando de manera transitoria la
transposasa a partir del vector de expresion que se introduce en la célula de CHO en suspension en la
etapa (A) para integrar los fragmentos génicos en un cromosoma de la célula de CHO; y

(C) cultivar en suspension la célula de CHO en suspension que expresa el anticuerpo obtenido en la etapa (B)
para producir el anticuerpo.
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3. Procedimiento para obtener una célula de CHO en suspensién que expresa un anticuerpo, que comprende
introducir en una célula de CHO en suspension:

(a) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una

(b)

(c

~

cadena H de un anticuerpo y comprende asimismo un par de secuencias de transposon en ambos
extremos del fragmento génico, un vector de expresion que comprende un fragmento génico que
comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y comprende asimismo un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un gen marcador seleccionable y comprende asimismo
un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico, o

un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y comprende asimismo un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y
comprende asimismo un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico, o

un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena L de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y comprende asimismo un par de secuencias
de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que comprende un
fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena H de un anticuerpo y comprende
asimismo un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico,

en el que cada par de secuencias de transposén son secuencias de nucleétidos de Tol1 o secuencias de
nucledtidos de Tol2; y permitir que una transposasa actle sobre las secuencias de transposon integrando asi los
fragmentos génicos en un cromosoma de la célula de CHO.

4.

5.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que:

(i) las secuencias de nucleotidos de Tol2 son la secuencia de nucleétidos representada en SEC IDn% 2y la

secuencia de nucleotidos representada en SEC ID n°% 3, o

(i) las secuencias de nucleétidos de Tol1 son la secuencia de nucledtidos representada en SEC ID n% 14 y la

secuencia de nucleoétidos representada en SEC ID n°: 15.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el gen marcador seleccionable
es un gen de resistencia a cicloheximida.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 5, en el que el gen de resistencia a cicloheximida es un gen que
codifica un mutante de la proteina ribosémica humana L36.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que:

(a) la célula de CHO en suspension es una célula que puede sobrevivir y proliferar en un medio sin suero; y/o

(b) la célula de CHO en suspension es una célula de CHO adaptada para el cultivo en suspension; y/o

(c) el anticuerpo es un anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con tumores, un antigeno

relacionado con una alergia o inflamacion, un antigeno relacionado con una enfermedad cardiovascular,
un antigeno que se relaciona con una enfermedad autoinmunitaria o un antigeno relacionado con una
infeccion bacteriana.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la célula de CHO es por lo
menos una seleccionada de entre CHO-K1, CHO-K1SV, DUKXB11, CHO/DG44, Pro-3 y CHO-S.

9. Célula de CHO en suspension que presenta un cromosoma en el que se integra:

(a) un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena H de un anticuerpo y que presenta

un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico, un fragmento génico que
comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y que presenta un par de secuencias de
transposon en ambos extremos del fragmento génico y un fragmento génico que comprende un gen
marcador seleccionable y que presenta un par de secuencias de transposon en ambos extremos del
fragmento génico, o

(b) un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena H de un anticuerpo y un gen

marcador seleccionable y que presenta un par de secuencias de transposon en ambos extremos del
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fragmento génico y un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena L de un
anticuerpo y que presenta un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico,
o]

(c) un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y un gen
marcador seleccionable y que presenta un par de secuencias de transposon en ambos extremos del
fragmento génico y un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena H de un
anticuerpo y que presenta un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico,

en la que cada par de secuencias de transposén son secuencias de nucleétidos de Tol1 o secuencias de
nucleédtidos de Tol2; y que produce el anticuerpo y puede sobrevivir y proliferar en un medio sin suero.

10. Célula de CHO segun la reivindicacion 9, en la que el gen marcador seleccionable es un gen de resistencia a
cicloheximida.

11. Célula de CHO segun la reivindicacion 10, en el que el gen de resistencia a cicloheximida es un gen que
codifica un mutante de la proteina ribosémica humana L36a.

12. Célula de CHO segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en la que:
(a) la célula de CHO en suspension es una célula de CHO adaptada al cultivo en suspension, y/o

(b) el anticuerpo es un anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con tumores, un antigeno
relacionado con una alergia o inflamacion, un antigeno relacionado con una enfermedad cardiovascular,
un antigeno que se relaciona con una enfermedad autoinmunitaria o un antigeno relacionado con una
infeccién bacteriana.

13. Célula de CHO segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en la que la célula de CHO es cualquiera
seleccionada de entre CHO-K1, CHO-K1SV, DUKXB11, CHO/DG44, Pro-3 y CHO-S.

14. Utilizacién, en un procedimiento para producir un anticuerpo, de:

(a) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H de un anticuerpo y comprende asimismo un par de secuencias de transposon en ambos
extremos del fragmento génico, un vector de expresion que comprende un fragmento génico que
comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y comprende asimismo un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un gen marcador seleccionable y comprende asimismo
un par de secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico, o

(b) un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena H de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y comprende asimismo un par de
secuencias de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que
comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena L de un anticuerpo y
comprende asimismo un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico, o

(c

~

un vector de expresion que comprende un fragmento génico que comprende un ADN que codifica una
cadena L de un anticuerpo y un gen marcador seleccionable y comprende asimismo un par de secuencias
de transposén en ambos extremos del fragmento génico y un vector de expresion que comprende un
fragmento génico que comprende un ADN que codifica una cadena H de un anticuerpo y comprende
asimismo un par de secuencias de transposon en ambos extremos del fragmento génico,

en la que cada par de secuencias de transposén son secuencias de nucleétidos de Tol1 o secuencias de
nucleétidos de Tol2.

15. Célula de CHO segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13 o utilizacién segun la reivindicacion 14, en la
que:

(a) las secuencias de nucleotidos de Tol2 son la secuencia de nucledtidos representada en SEC ID n% 2y la
secuencia de nucleétidos representada en SEC ID n°% 3, o

(b) las secuencias de nucledtidos de Tol1 son la secuencia de nucledtidos representada en SEC ID n°: 14y la
secuencia de nucleoétidos representada en SEC ID n°: 15.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 11
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Fig. 12
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Fig. 13
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