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DESCRIPCION

Organizacién de vectores de expresion, procedimientos de generacion de células de produccion novedosos y su uso
para la produccién recombinante de polipéptidos

En el presente documento se informa de organizaciones de vectores novedosas, procedimientos novedosos para la
generacion de lineas celulares de produccion, asi como el uso de estos vectores de expresion y lineas celulares de
produccién para la produccién recombinante de polipéptidos de interés.

Antecedentes de la invencion

El nivel de transcripcion de un gen puede tener una fuerte influencia en su nivel de expresion y por lo tanto determina
la productividad de una célula. Se ve influenciado principalmente por tres elementos del vector: por el promotor, la
secuencia sefial de poliA y (si esta presente) por un finalizador de la transcripcion.

El acido nucleico que codifica una cadena pesada de anticuerpo en general comprende una secuencia lider (una
secuencia sefial) (aproximadamente 57 pb/19 aa), que se retira tras la maduracién de la proteina, una region variable,
VH (aproximadamente 350 pb/115 aa), y la region constante, CH (aproximadamente 990 pb/330 aa). El acido nucleico
que codifica una cadena ligera de anticuerpo en general esta compuesto de una secuencia lider (aproximadamente
66 pb/22 aa) que se retira tras la maduracion de la proteina, una region variable, VK o VL (aproximadamente
350 pb/115 aa), y una regién constante, CK o CL (aproximadamente 321 pb/107 aa).

La produccién recombinante de anticuerpos en células eucariotas implica la creacién de sistemas de expresion (véase,
McCafferty, J., et al., (eds.), Antibody Engineering, A Practical Approach, IRL Press (1997)). Para el desarrollo de
sistemas de expresién de anticuerpos, se crea un casete de expresién que comprende un acido nucleico que codifica
la cadena ligera flanqueado por un promotor y una region de poliadenilaciéon (poliA). Ademas, se crea un casete de
expresion de la cadena pesada que comprende un acido nucleico que codifica la cadena pesada flanqueado por un
promotor y una region poliA. El casete de expresién de la cadena pesada se puede combinar en el casete de expresion
de la cadena ligera en un Unico vector que contiene ambos casetes de expresién de la cadena pesada y ligera o se
puede integrar en dos vectores separados.

Se informa de moléculas de casete de ADN de inmunoglobulina, construcciones de monocuerpo, procedimientos de
produccién y procedimientos de uso para los mismos en el documento US 7.053.202. En el documento US 5.168.062
se informa de vectores de transferencia y microorganismos que contienen una secuencia de ADN reguladora del
promotor temprano inmediato de citomegalovirus humano. Se informa en el documento US 5.225.348 de un fragmento
de ADN que contiene una region promotora para el factor-1a de alargamiento de la cadena polipeptidica humana, su
secuencia de bases y plasmidos de expresion que contienen el fragmento de ADN que tiene alta aplicabilidad para
una amplia gama de células huésped con alta capacidad de expresién. En el documento US 5.266.491 se informa de
plasmidos de expresion que contienen origen de replicacion SV40 y un fragmento de ADN que tiene una region
promotora para un gen de factor-la de alargamiento de cadena polipeptidica humana. Se informa en el documento US
5.122.458 de compuestos de ADN recombinante y la expresion de polipéptidos tales como tPA. En el documento US
7.422.874 se informa de un vector de expresioén para células animales.

Kim, D., et al. informan de una mejora en sistemas de expresion de células de mamifero manipulando regiones de
finalizacion transcripcional (Biotechnol. Prog. 19 (2003) 1620-1622). Se informa de que un segmento de 9 nt de un
ARNmM celular puede funcionar como sitio de entrada de ribosomas interno (IRES) y cuando esta presente en multiples
copias enlazadas potencia enormemente la actividad de IRES por Chappell, S.A., et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97
(2000) 1536-1541. Corish, P. y Tyler-Smith, C., informan de la atenuacién de la semivida de la proteina verde
fluorescente en células de mamifero (Prot. Eng. 12 (1999) 1035-1040). Se informa de un vector GFPneo novedoso
disefiado para el aislamiento y andlisis de elementos potenciadores en células de mamifero transfectadas por Primig,
M., et al. (Gene 215 (1998) 181-189). Ng, S.K,, et al. informan de la aplicacion de secuencias desestabilizadoras en el
marcador de seleccion para una mejora en la productividad de proteina recombinante en CHO-DG44 (Metabol. Eng.
9 (2007) 304-316).

Sanna Pietro, P., informa de la expresion de fragmentos Fab de anticuerpo e inmunoglobulina completa en células de
mamifero (Meth. Mol. Biol. 178 (2002) 389-395). Se informa de una coleccion de presentacion de células para
clonacion génica de regiones variables de anticuerpos humanos para el antigeno de superficie de la hepatitis B por
Higuchi, K., et al. (J. Immunol. Meth. 202 (1997) 193-204). Kim, D., et al., informan de una mejora en sistemas de
expresion en mamiferos manipulando regiones de finalizacién transcripcional (Biotechnol. Progress 19 (2003) 1620-
1622). Se informa de pautas para genomanipulacién celular para la produccién de anticuerpos monoclonales por Costa,
R.A., et al. (Eur. J. Pharmaceut. Biopharmaceut. 74 (2010) 127-138). Kim, D.W., et al., informan del uso del promotor
del factor 1 alfa de alargamiento humano como sistema de expresion versatil y eficaz (Gene 91 (1990) 217-223). Se
informa de la comparacion de la expresion génica dependiente del intrén e independiente del intrén por Buchman,
AR., et al., (Mol. Cell. Biol. 8 (1988) 4395-4405). Wang, F., et al., informan de la expresion de anticuerpos en células
de mamifero (en Therapeutic monoclonal antibodies - From bench to clinic, Wiley (2009) paginas 557-572). Se informa
de un estudio comparativo de diferentes disefios de vectores para la expresion en mamiferos de anticuerpos de I1gG



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2791 758 T3

recombinantes por Li et al. (J. Immunol. Meth. 318 (2007) 113-124). Ho, S.C.L., et al. informan de "IRES-mediated
tricistronic vectors for enhancing generation of high monoclonal antibody expressing CHO cell lines" (J. Biotechnol.
157 (2011) 130-139). Se informa de la produccidon de anticuerpo quimérico anti-CD2 por células de animales
recombinantes por Hotta, A., et al. (J. Biosci. Bioeng. 98 (2004) 298-303). Lee, J-C., et al. informan de "High-efficiency
protein expression mediated by enterovirus 71 internal ribosome entry" (Biotechnol. Bioeng. 90 (2005) 656-662). En el
documento WO 2008/142124 se informa de la produccion de proteina recombinante en células Avian EBX®.

Sumario de la invencion

La invencion se define por las reivindicaciones.

Se ha descubierto que para la produccién recombinante de anticuerpos, la posicion del casete de expresién de la
cadena pesada frente al casete de expresion de la cadena ligera (HC-LC (5'-3")) proporciona mejores resultados de
expresion en comparacion con el orden inverso (LC-HC (5'-3')). Adicionalmente, se ha descubierto que la posicién del
marcador de seleccion después de ambos casetes de expresion de la cadena de anticuerpo proporciona mejores
resultados de expresion (HC-LC-SM (5'-3")) en comparacion con la posicion bidireccional frente a la primera cadena
de anticuerpo (SM (3'-5')-HC-LC (5'-3")).

Se ha descubierto que para transfecciones estables, la disposicion en fila de 1) cadena pesada de anticuerpo, 2)
cadena ligera de anticuerpo y 3) marcador de seleccion ha demostrado ser 6ptima. Pero mientras que el promotor de
hEF1a es claramente superior al promotor de hCMV en grupos estables, se ha observado el claro efecto opuesto en
el nivel de clon individual. Aqui, el promotor/potenciador temprano inmediato de citomegalovirus humano (hCMV)
genero clones con la mayor productividad. Ademas, su rendimiento se puede mejorar ademas combinandolo con la
sefial de poliA bGH y la secuencia finalizadora del gen de la gastrina humana (hGT), que incrementa tanto la
productividad como la estabilidad de expresion.

Se ha descubierto que el uso de un vector de expresion que comprende un casete de expresion para una cadena
pesada de anticuerpo y un casete de expresion para una cadena ligera de anticuerpo que comprende cada uno un
promotor, un gen estructural y una secuencia sefial de poliA y opcionalmente una secuencia finalizadora, da como
resultado un mayor nimero de clones de células productoras/secretoras de anticuerpos después de la transfeccion si
1) el promotor es el promotor de citomegalovirus humano (hCMV), la secuencia sefial de poliA es la secuencia sefial
de poliA de la hormona de crecimiento bovina (poliA bGH) y la secuencia finalizadora es la secuencia finalizadora de
la transcripcion génica de la gastrina humana (hGT), o 2) el promotor es el promotor del factor de alargamiento humano
1 alfa (EF1alfa), la secuencia sefial de poliA es la secuencia sefial de poliA de la hormona de crecimiento bovina (poliA
bGH) y la secuencia finalizadora esta ausente.

Usando un vector de expresion como se explica anteriormente, se puede obtener un mayor numero de células
productoras/secretoras de anticuerpos después de la transfeccion y, por tanto, se reducen los esfuerzos requeridos
para identificar una célula productora alta adecuada para la produccién de anticuerpos recombinantes a gran escala.
Un aspecto de acuerdo con la invencién es un vector de expresion que comprende

- un casete de expresion de la cadena ligera de anticuerpo,

- un casete de expresion de la cadena pesada de anticuerpo, y

- un casete de expresion de marcador de seleccion,

en el que los casetes de expresion se disponen unidireccionales, y

en el que los casetes de expresion se disponen en la secuencia 5' a 3' del casete de expresion de la cadena pesada
de anticuerpo, casete de expresién de la cadena ligera de anticuerpo y casete de expresion del marcador de seleccion,

en el que los tres casetes de expresion comprenden el promotor del factor de alargamiento humano 1 alfa de SEQ ID
NO: 05,

en el que el casete de expresion de la cadena ligera y el casete de expresion de la cadena pesada de anticuerpo
comprenden la secuencia sefal de poliA de la hormona de crecimiento bovina.

En un modo de realizacién de acuerdo con la invencién, el casete de expresion no comprende una secuencia
finalizadora, es decir, el casete de expresion esta libre de una secuencia finalizadora.

En un modo de realizacion de acuerdo con la invencion, los tres casetes de expresion comprenden la secuencia sefal
de poliA de la hormona de crecimiento bovina. En un modo de realizacion de acuerdo con la invencion, el casete de
expresion de la cadena ligera de anticuerpo y el casete de expresién de la cadena pesada de anticuerpo y el casete
de marcador de seleccidon comprenden la secuencia sefial de poliA de la hormona de crecimiento bovina.
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En un modo de realizacion de acuerdo con la invencion, el casete de expresion de la cadena ligera de anticuerpo y/o
el casete de expresion de la cadena pesada de anticuerpo y/o el casete de marcador de seleccién comprenden
independientemente entre si la secuencia finalizadora de gastrina humana después de la secuencia sefial de poliA.

En un modo de realizacion de acuerdo con la invencion, el promotor de uno, dos o los tres casetes de expresion
comprende un intrén A.

En un modo de realizacion de acuerdo con la invencion, un casete de expresidon comprende la secuencia sefal de
poliA SV40.

En un modo de realizacién de acuerdo con la invencion, el acido nucleico que codifica la cadena ligera de anticuerpo
y/o el &cido nucleico que codifica la cadena pesada de anticuerpo comprende al menos un intron.

En un modo de realizacién de acuerdo con la invencion, el acido nucleico que codifica la cadena ligera de anticuerpo
y/o el acido nucleico que codifica la cadena pesada de anticuerpo es ADNc.

Un aspecto de acuerdo con la invencién es el uso de un vector de expresion de acuerdo con la invencién para la
produccién recombinante de un anticuerpo.

Un aspecto de acuerdo con la invencion es el uso de un vector de expresiéon de acuerdo con la invencién para la
generacion de una linea celular estable.

Un aspecto de acuerdo con la invencién es el uso de un vector de expresion de acuerdo con la invencion para la
generacioén de una linea celular de produccion.

Un aspecto de acuerdo con la invencion es un procedimiento para la produccion de un anticuerpo que comprende las
siguientes etapas:

- cultivar una célula eucariota que comprende un vector de expresion de acuerdo con la invencion, y
- recuperar el anticuerpo de la célula o del medio de cultivo.

En un modo de realizacion de todos los aspectos de acuerdo con la invencién, el anticuerpo es un anticuerpo
biespecifico.

En un modo de realizacion de acuerdo con la invencion, el anticuerpo biespecifico tiene una primera especificidad de
union o sitio de unidon que se une especificamente a un primer antigeno o un primer epitopo en un antigeno y el
anticuerpo biespecifico tiene una segunda especificidad de unién o sitio de unién que se une especificamente a un
segundo antigeno o segundo epitopo en el antigeno.

En un modo de realizacién de acuerdo con la invencion, el vector de expresién comprende

- un primer casete de expresion que comprende en sentido 5' a 3' un promotor, un acido nucleico que codifica una
primera cadena ligera de anticuerpo, una secuencia sefial de poliA, y opcionalmente una secuencia finalizadora,

- un segundo casete de expresion que comprende en sentido 5' a 3' un promotor, un acido nucleico que codifica una
segunda cadena ligera de anticuerpo, una secuencia sefal de poliA y opcionalmente una secuencia finalizadora,

- un tercer casete de expresién que comprende en sentido 5' a 3' un promotor, un acido nucleico que codifica una
primera cadena pesada de anticuerpo, una secuencia sefial de poliA y opcionalmente una secuencia finalizadora,

- un cuarto casete de expresion que comprende en sentido 5' a 3' un promotor, un acido nucleico que codifica una
segunda cadena pesada de anticuerpo, una secuencia sefial de poliA y opcionalmente una secuencia finalizadora,

o bien

- un primer casete de expresion que comprende en sentido 5' a 3' un promotor, un acido nucleico que codifica una
cadena ligera de anticuerpo, una secuencia sefal de poliA y opcionalmente una secuencia finalizadora,

- un segundo casete de expresion que comprende en sentido 5' a 3' un promotor, un acido nucleico que codifica una
primera cadena pesada de anticuerpo, una secuencia sefial de poliA, y opcionalmente una secuencia finalizadora, y

- un tercer casete de expresion que comprende en sentido 5' a 3' un promotor, un acido nucleico que codifica una
segunda cadena pesada de anticuerpo, una secuencia sefial de poliA y opcionalmente una secuencia finalizadora,
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con lo que la cadena ligera de anticuerpo es una cadena ligera comun para ambas cadenas pesadas de anticuerpo.
En un modo de realizacion de todos los aspectos de acuerdo con la invencion, el vector de expresién comprende

- un casete de expresioén de la cadena ligera de anticuerpo,

- un primer casete de expresion de la cadena pesada de anticuerpo,

- un segundo casete de expresion de la cadena pesada de anticuerpo, y

- un casete de expresion de marcador de seleccion,

en el que al menos uno de los casetes de expresion de la cadena pesada de anticuerpo, el casete de expresién de la
cadena ligera de anticuerpo y el casete de expresién de marcador de seleccion se disponen unidireccionales, y

en el que los casetes de expresién unidireccionales se disponen en la secuencia 5' a 3' del casete de expresion de la
cadena pesada de anticuerpo, casete de expresion de la cadena ligera de anticuerpo y casete de expresién de
marcador de seleccion.

En un modo de realizacion de todos los aspectos de acuerdo con la invencidn, el vector de expresién comprende
- un casete de expresion de la cadena ligera de anticuerpo,

- un segundo casete de expresion de la cadena ligera de anticuerpo,

- un primer casete de expresion de la cadena pesada de anticuerpo,

- un segundo casete de expresion de la cadena pesada de anticuerpo, y

- un casete de expresion de marcador de seleccion,

en el que uno de los casetes de expresion de la cadena pesada de anticuerpo, uno del casete de expresion de la
cadena ligera de anticuerpo y el casete de expresion del marcador de seleccién se disponen unidireccionales, y

en el que los casetes de expresién unidireccionales se disponen en la secuencia 5' a 3' del casete de expresién de la
cadena pesada de anticuerpo, casete de expresion de la cadena ligera de anticuerpo y casete de expresion de
marcador de seleccion.

En un modo de realizacidon de acuerdo con la invencién, uno de los casetes de expresion de la cadena pesada de
anticuerpo codifica una cadena pesada de anticuerpo que comprende una mutacién de ojal.

En un modo de realizacion de acuerdo con la invencién, uno de los casetes de expresion de la cadena pesada de
anticuerpo codifica una cadena pesada de anticuerpo que comprende una mutacién de botén.

En un modo de realizacion de acuerdo con la invencién, uno de los casetes de expresion de la cadena ligera de
anticuerpo codifica una cadena ligera de anticuerpo que comprende un dominio variable de la cadena ligera de
anticuerpo y un dominio CH1 de la cadena pesada de anticuerpo como dominio constante y/o uno de los casetes de
expresion de la cadena ligera de anticuerpo codifica un cadena ligera de anticuerpo que comprende un dominio
variable de la cadena ligera de anticuerpo y un dominio CL de la cadena ligera de anticuerpo como dominio constante.

En un modo de realizacion de acuerdo con la invencién, uno de los casetes de expresion de la cadena pesada de
anticuerpo codifica una cadena pesada de anticuerpo que comprende como primer dominio constante un dominio
constante de la cadena ligera (CL) de anticuerpo, y/o uno de los casetes de expresion de la cadena pesada de
anticuerpo codifica una cadena pesada de anticuerpo que comprende como primer dominio constante un dominio CH1
de la cadena pesada de anticuerpo.

Descripcion detallada de la invencion

|. Aspectos generales

Como es conocido para un experto en la técnica, la producciéon de numerosos derivados de un acido nucleico y/o
polipéptido permite el uso de tecnologia de ADN recombinante. Dichos derivados se pueden modificar, por ejemplo,
en una posicion individual o en varias por sustitucion, alteracion, intercambio, delecién o insercion. La modificacion o
derivatizacion se puede llevar a cabo, por ejemplo, por medio de mutagénesis dirigida a sitio. Dichas modificaciones
se pueden llevar a cabo facilmente por un experto en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook, J., et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, USA (1999)). El uso de tecnologia
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recombinante permite que un experto en la técnica transforme diversas células huésped con acido(s) nucleico(s)
heterdlogo(s). Aunque el mecanismo de transcripcion y traduccion, es decir, expresion, de diferentes células usa los
mismos elementos, las células que pertenecen a diferentes especies pueden tener entre otras cosas un denominado
'uso de codon' diferente. De este modo, idénticos polipéptidos (con respecto a la secuencia de aminoacidos) se pueden
codificar por diferente(s) acido(s) nucleico(s). También, debido a la degeneracién del cédigo genético, diferentes
acidos nucleicos pueden codificar el mismo polipéptido.

El uso de tecnologia de ADN recombinante permite la produccién de numerosos derivados de un acido nucleico y/o
polipéptido. Dichos derivados se pueden modificar, por ejemplo, en una posicién individual o en varias por sustitucion,
alteracion, intercambio, delecién o insercion. La modificacion o derivatizacion se puede llevar a cabo, por ejemplo, por
medio de mutagénesis dirigida a sitio. Dichas modificaciones se pueden llevar a cabo facilmente por un experto en la
técnica (véanse, por ejemplo, Sambrook, J., et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, New York, USA (1999); Hames, B.D., y Higgins, S.J., Nucleic acid hybridization - a practical
approach, IRL Press, Oxford, England (1985)).

El uso de tecnologia recombinante permite la transformacién de diversas células huésped con acido(s) nucleico(s)
heterdlogo(s). Aunque el mecanismo de transcripcion y traduccion, es decir, expresion, de diferentes células usa los
mismos elementos, las células que pertenecen a diferentes especies pueden tener entre otras cosas un denominado
'uso de codon' diferente. De este modo, idénticos polipéptidos (con respecto a la secuencia de aminoacidos) se pueden
codificar por diferente(s) acido(s) nucleico(s). También, debido a la degeneracién del cédigo genético, diferentes
acidos nucleicos pueden codificar el mismo polipéptido.

DEFINICIONES

Un anticuerpo "madurado en afinidad" se refiere a un anticuerpo con una o mas alteraciones en una o mas regiones
hipervariables (HVR), en comparacién con un anticuerpo original que no posee dichas alteraciones, dando como
resultado dichas alteraciones una mejora en la afinidad del anticuerpo por el antigeno.

El término "anticuerpo” en el presente documento se usa en el sentido mas amplio y engloba diversas estructuras de
anticuerpo, incluyendo pero sin limitarse a anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpo, siempre que muestren la
actividad de union a antigeno deseada.

Un "fragmento de anticuerpo” se refiere a una molécula distinta de un anticuerpo intacto que comprende una porcién
de un anticuerpo intacto que se une al antigeno al que se une el anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de
anticuerpo incluyen pero no se limitan a Fv, Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')2, diacuerpos, anticuerpos lineales, moléculas
de anticuerpo monocatenario (por ejemplo, scFv) y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de
anticuerpo.

El término anticuerpo "quimérico" se refiere a un anticuerpo en el que una porcion de la cadena pesada y/o ligera se
deriva de una fuente o especie particular, mientras que el resto de la cadena pesada y/o ligera se deriva de una fuente
o especie diferente.

La "clase" de un anticuerpo se refiere al tipo de dominio constante o region constante poseido por su cadena pesada.
Existen cinco clases principales de anticuerpos: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, y varias de estas se pueden dividir
adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, IgGz, 1g9Gs, 1gGas, IgA+1 e IgA2. Los dominios constantes de
la cadena pesada que se corresponden con las diferentes clases de inmunoglobulinas se llaman a, d, €, y y W,
respectivamente.

El término "expresidon" como se usa en el presente documento se refiere a procesos de transcripcion y/o traduccion
que se producen dentro de una célula. El nivel de transcripcion de una secuencia de acido nucleico de interés en una
célula se puede determinar en base a la cantidad de ARNm correspondiente que esta presente en la célula. Por
ejemplo, el ARNm transcrito de una secuencia de interés se puede cuantificar por RT-PCR o por hibridacion Northern
(véase Sambrook et al., 1999, supra). Los polipéptidos codificados por un acido nucleico de interés se pueden
cuantificar por diversos procedimientos, por ejemplo, por ELISA, analizando la actividad biolégica del polipéptido o
empleando ensayos que son independientes de dicha actividad, tales como inmunoelectrotransferencia o
radioinmunoanalisis, usando inmunoglobulinas que reconocen y se fijan al polipéptido (véase Sambrook et al., 1999,
supra).

Un "casete de expresion" se refiere a una construccion que contiene los elementos reguladores necesarios, tales como
promotor y sitio de poliadenilacién, para la expresion de al menos el acido nucleico contenido en una célula.

Un "vector de expresion" es un acido nucleico que proporciona todos los elementos requeridos para la expresion del/de
los gen(es) estructural(es) comprendido(s) en una célula huésped. Tipicamente, un plasmido de expresién comprende
una unidad de propagacion de plasmido procariota, por ejemplo, para E. coli, que comprende un origen de replicacion,
y un marcador seleccionable, un marcador de seleccion eucariota, y uno o méas casetes de expresién para la expresion
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del/de los gen(es) estructural(es) de interés, comprendiendo cada uno un promotor, un gen estructural y un finalizador
de la transcripcién incluyendo una sefal de poliadenilacion. La expresion génica se coloca normalmente bajo el control
de un promotor y un gen estructural de este tipo se dice que se "enlaza de forma funcional al" promotor. De forma
similar, un elemento regulador y un promotor central se enlazan de forma funcional si el elemento regulador modula
la actividad del promotor central.

El término "region Fc" en el presente documento se usa para definir una region C terminal de una cadena pesada de
inmunoglobulina que contiene al menos una porcién de la region constante. El término incluye regiones Fc de
secuencia natural y regiones Fc variantes. En un modo de realizacion, una regiéon Fc de la cadena pesada de IgG
humana se extiende de Cys226, o de Pro230, al extremo carboxilico de la cadena pesada. Sin embargo, la lisina C
terminal (Lys447) de la region Fc puede estar presente o no. A menos que se especifique de otro modo en el presente
documento, la numeracion de los residuos aminoacidicos en la region Fc o region constante es de acuerdo con el
sistema de numeracion EU, también denominado indice EU, como se describe en Kabat, E.A., et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5,2 ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991),
publicacion NIH 91-3242.

Una "regién Fc" es un término bien conocido y definido en base a la escisidon de papaina de una cadena pesada de
anticuerpo. Mientras que la IgG4 muestra una union al receptor Fcy (FcyRllla) reducida, los anticuerpos de otras
subclases de IgG muestran una unién fuerte. Sin embargo, Pro238, Asp265, Asp270, Asn297 (pérdida de carbohidrato
de Fc), Pro329, Leu234, Leu235, Gly236, Gly237, 11e253, Ser254, Lys288, Thr307, GIn311, Asn434 o/y His435 son
residuos que, si se alteran, proporcionan también una union al receptor Fcy reducida (Shields, R.L., et al., J. Biol.
Chem. 276 (2001) 6591-6604; Lund, J., et al., FASEB J. 9 (1995) 115-119; Morgan, A., et al., Immunology 86 (1995)
319-324; documento EP 0 307 434). En un modo de realizacion, el anticuerpo que se va a expresar en un aspecto de
acuerdo con la invencién se refiere a la union al receptor Fcy de la subclase 1IgG4 o de la subclase IgG1 o IgG2, con
una mutacion en L234, L235 y/o D265, y/o contiene la mutacion PVA236. En un modo de realizacion, las mutaciones
son S228P, L234A, L235A, L235E y/o PVA236 (PVA236 indica que la secuencia de aminoacidos ELLG (dada en un
cédigo de aminoacidos de una letra) de la posicion de aminoacido 233 a 236 de IgG1 o EFLG de IgG4 se reemplaza
por PVA). En un modo de realizacion, las mutaciones son S228P de 1gG4, y L234A y L235A de IgG1. La region Fc de
un anticuerpo esta implicada directamente en ADCC (citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos) y CDC
(citotoxicidad dependiente del complemento). Un complejo que no une el receptor Fcy y/o el factor del complemento
C1q no provoca citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) y/o citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC). La modificacion de botén indica la mutacion T366W en el dominio CH3 de un anticuerpo
(numeracién de acuerdo con Kabat). La modificacién de ojal indica las mutaciones T366S, L368A y Y407V en el
dominio CH3 de un anticuerpo. Ademas de la modificacién de botdn y ojal, puede estar presente la mutacién S354C
en un dominio CH3 y la mutacién Y349C en el otro dominio CH3.

La "region estructural" o "FR" se refiere a residuos del dominio variable distintos de los residuos de la region
hipervariable (HVR). La FR de un dominio variable consiste en general en cuatro dominios de FR: FR1, FR2, FR3 y
FR4. En consecuencia, las secuencias de HVR y FR aparecen en general en la siguiente secuencia en VH (o VL):
FR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.

Los términos "anticuerpo de longitud completa”, "anticuerpo intacto" y "anticuerpo completo" se usan en el presente
documento de manera intercambiable para referirse a un anticuerpo que tiene una estructura sustancialmente similar
a una estructura de anticuerpo natural o que tiene cadenas pesadas que contienen una region Fc como se define en
el presente documento.

Un "gen" indica un acido nucleico que es un segmento, por ejemplo, en un cromosoma o en un plasmido que puede
afectar a la expresion de un péptido, polipéptido o proteina. Ademas de la regién codificante, es decir, el gen estructural,
un gen comprende otros elementos funcionales, por ejemplo, una secuencia sefial, promotor(es), intrones y/o
finalizadores.

Los términos "célula huésped", "linea de células huésped" y "cultivo de células huésped" se usan de manera
intercambiable y se refieren a células en las que se ha introducido acido nucleico exdgeno, incluyendo la descendencia
de dichas células. Las células huésped incluyen "transformantes" y "células transformadas”, que incluyen la célula
transformada primaria y la descendencia derivada de la misma independientemente del nimero de pasos. La
descendencia puede no ser completamente idéntica en contenido de acido nucleico a una célula original, sino que
puede contener mutaciones. La descendencia mutante que tiene la misma funcion o actividad bioldgica que la cribada
o seleccionada en la célula transformada originalmente se incluye en el presente documento.

Un "anticuerpo humano" es uno que posee una secuencia de aminoacidos que corresponde con la de un anticuerpo
producido por un humano o una célula humana o derivado de una fuente no humana que utiliza repertorios de
anticuerpos humanos u otras secuencias que codifican anticuerpos humanos. Esta definiciéon de un anticuerpo humano
excluye especificamente un anticuerpo humanizado que comprende residuos de unién a antigeno no humanos.

Un anticuerpo "humanizado" se refiere a un anticuerpo quimérico que comprende residuos aminoacidicos de HVR no
humanas y residuos aminoacidicos de FR humanas. En determinados modos de realizaciéon, un anticuerpo
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humanizado comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en los que
todas o sustancialmente todas las HVR (por ejemplo, CDR) corresponden a las de un anticuerpo no humano, y todas
o sustancialmente todas las FR corresponden a las de un anticuerpo humano. Un anticuerpo humanizado
opcionalmente puede comprender al menos una porcién de una region constante de anticuerpo derivada de un
anticuerpo humano. Una "forma humanizada" de un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo no humano, se refiere a
un anticuerpo que se ha sometido a humanizacion.

El término "region hipervariable” o "HVR", como se usa en el presente documento, se refiere a cada una de las regiones
de un dominio variable de anticuerpo que son hipervariables en secuencia y/o forman bucles estructuralmente
definidos ("bucles hipervariables"). En general, los anticuerpos tetracatenarios naturales comprenden seis HVR; tres
en el VH (H1, H2, H3) y tres en el VL (L1, L2, L3). Las HVR comprenden en general residuos aminoacidicos de los
bucles hipervariables y/o de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR), siendo las ultimas las de
variabilidad de secuencia mas alta y/o estando implicadas en el reconocimiento antigénico. Los bucles hipervariables
ejemplares se producen en los residuos aminoacidicos 26-32 (L1), 50-52 (L2), 91-96 (L3), 26-32 (H1), 53-55 (H2) y
96-101 (H3) (Chothia, C. y Lesk, A.M., J. Mol. Biol. 196 (1987) 901-917). Las CDR ejemplares (CDR-L1, CDR-L2,
CDR-L3, CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3) se producen en los residuos aminoacidicos 24-34 de L1, 50-56 de L2, 89-97
de L3, 31-35B de H1, 50-65 de H2 y 95-102 de H3 (Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
5,2 ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991), publicacion NIH 91-3242). Con la
excepcion de CDR1 en VH, las CDR comprenden en general los residuos aminoacidicos que forman los bucles
hipervariables. Las CDR también comprenden "residuos determinantes de la especificidad" o "SDR", que son los
residuos que entran en contacto con el antigeno. Los SDR estan contenidos dentro de regiones de las CDR llamadas
CDR abreviadas o a-CDR. Las a-CDR ejemplares (a-CDR-L1, a-CDR-L2, a-CDR-L3, a-CDR-H1, a-CDR-H2 y a-CDR-
H3) se producen en los residuos aminoacidicos 31-34 de L1, 50-55 de L2, 89-96 de L3, 31-35B de H1, 50-58 de H2 y
95-102 de H3 (Almagro, J.C. y Fransson, J., Front. Biosci. 13 (2008) 1619-1633). A menos que se indique de otro
modo, los residuos de HVR y otros residuos en el dominio variable (por ejemplo, residuos de FR) se numeran en el
presente documento de acuerdo con Kabat et al., supra.

Un "sitio de entrada de ribosomas interno" o "IRES" describe una secuencia que promueve de forma funcional la
iniciacion de la traduccion independiente del gen 5' del IRES y permite que dos cistrones (marcos de lectura abiertos)
se traduzcan a partir de un Unico transcrito en una célula animal. EI IRES proporciona un sitio de entrada de ribosomas
independiente para la traduccion del marco de lectura abierto de inmediato hacia 3' (hacia 3' se usa de manera
intercambiable en el presente documento con 3') de este. A diferencia del ARNm bacteriano que puede ser
policistrénico, es decir, codificar varios polipéptidos diferentes que se traducen secuencialmente de los ARNm, la
mayoria de los ARNm de las células animales son monocistrénicos y codifican la sintesis de solo una proteina. Con
un transcrito policistronico en una célula eucariota, la traduccion se iniciaria desde el sitio de iniciacion de traduccién
mas hacia 5', finalizaria en el primer codon de parada y el transcrito se liberaria del ribosoma, dando como resultado
la traduccién de solo el primer polipéptido codificado en el ARNm. En una célula eucariota, un transcrito policistronico
que tiene un IRES enlazado de forma funcional al segundo o posterior marco de lectura abierto en el transcrito permite
la traduccion secuencial de ese marco de lectura abierto hacia 3' para producir los dos 0 mas polipéptidos codificados
por el mismo transcrito. El uso de elementos de IRES en la construccion de vectores se ha descrito previamente,
véanse, por ejemplo, Pelletier, J., et al., Nature 334 (1988) 320-325; Jang, S.K., et al., J. Virol. 63 (1989) 1651-1660;
Davies, M.V, et al., J. Virol. 66 (1992) 1924-1932; Adam, M.A_, et al., J. Virol. 65 (1991) 4985-4990; Morgan, R.A., et
al., Nucl. Acids Res. 20 (1992) 1293-1299; Sugimoto, Y., et al., Biotechnology 12 (1994) 694-698; Ramesh, N., et al.,
Nucl. Acids Res. 24 (1996) 2697-2700; y Mosser, D.D., et al., BioTechniques 22 (1997) 150-152).

El término "anticuerpo monoclonal" como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo obtenido de una
poblacion de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la
poblacién son idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto por posibles anticuerpos variantes, por ejemplo, que
contienen mutaciones naturales o que surgen durante la produccion de una preparacion de anticuerpos monoclonales,
estando presentes dichas variantes en general en cantidades insignificantes. En contraste con las preparaciones de
anticuerpos policlonales, que tipicamente incluyen anticuerpos diferentes dirigidos frente a diferentes determinantes
(epitopos), cada anticuerpo monoclonal de una preparacion de anticuerpos monoclonales se dirige frente a un unico
determinante en un antigeno. Por tanto, el modificador "monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como que se ha
obtenido de una poblacién sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no se ha de interpretar como que requiere
la produccién del anticuerpo por ningun procedimiento particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que se
van a usar de acuerdo con la presente invencidn se pueden preparar por una variedad de técnicas, incluyendo pero
sin limitarse al procedimiento de hibridoma, procedimientos de ADN recombinante, procedimientos de presentacion
en fagos y procedimientos que utilizan animales transgénicos que contienen todos o parte de los locus de
inmunoglobulina humana, describiéndose dichos procedimientos y otros procedimientos ejemplares para preparar
anticuerpos monoclonales en el presente documento.

Un "acido nucleico”, como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula polimérica que consiste en
nucledtidos individuales (también llamados bases) a, ¢, g y t (0 u en ARN), por ejemplo, para ADN, ARN o
modificaciones de los mismos. Esta molécula polinucleotidica puede ser una molécula polinucleotidica natural o una
molécula polinucleotidica sintética o una combinacion de una o mas moléculas polinucleotidicas naturales con una o
mas moléculas polinucleotidicas sintéticas. También se engloban por esta definicion las moléculas polinucleotidicas
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naturales en las que uno o mas nucleétidos se cambian (por ejemplo, por mutagénesis), se delecionan o se afiaden.
Un &acido nucleico se puede aislar o bien integrar en otro &cido nucleico, por ejemplo, en un casete de expresién, un
plasmido o el cromosoma de una célula huésped. Un acido nucleico se caracteriza asimismo por su secuencia de
acido nucleico que consiste en nucleodtidos individuales.

Para un experto en la técnica son bien conocidos los procedimientos para convertir una secuencia de aminoacidos,
por ejemplo, de un polipéptido, en una correspondiente secuencia de acido nucleico que codifica esta secuencia de
aminoacidos. Por lo tanto, un acido nucleico se caracteriza por su secuencia de acido nucleico que consiste en
nucledtidos individuales y asimismo por la secuencia de aminoacidos de un polipéptido codificado por el mismo.

Un "acido nucleico" como se usa en el presente documento, también se refiere a un acido nucleico natural o parcial o
totalmente no natural que codifica un polipéptido que se puede producir de forma recombinante. El &cido nucleico
puede estar formado por fragmentos de ADN que se aislan o bien se sintetizan por medios quimicos. El acido nucleico
se puede integrar en otro acido nucleico, por ejemplo, en un plasmido de expresion o el genoma/cromosoma de una
célula huésped eucariota. El plasmido incluye plasmidos lanzadera y de expresioén. Tipicamente, el plasmido también
comprendera una unidad de propagacion procariota que comprende un origen de replicacion (por ejemplo, el origen
de replicacion ColE1) y un marcador seleccionable (por ejemplo, gen de resistencia a ampicilina o tetraciclina), para
la replicacién y seleccion, respectivamente, del plasmido en procariotas.

"Enlazado de forma funcional" se refiere a una yuxtaposiciéon de dos o mas componentes, en la que los componentes
asi descritos estan en una relacion que les permite funcionar de su manera pretendida. Por ejemplo, un promotor y/o
potenciador se enlazan de forma funcional a una secuencia codificante si actua en cis para controlar o modular la
transcripcion de la secuencia enlazada. En general, pero no necesariamente, las secuencias de ADN que se "enlazan
de forma funcional" son contiguas y, si fuera necesario para unir dos regiones codificantes de proteinas tales como un
lider secretor y un polipéptido, contiguas y en marco (de lectura). Sin embargo, aunque un promotor enlazado de forma
funcional se localiza en general hacia 5' de la secuencia codificante, no es necesariamente contiguo a ella. Los
potenciadores no tienen que ser contiguos. Un potenciador se enlaza de forma funcional a una secuencia codificante
si el potenciador incrementa la transcripcion de la secuencia codificante. Los potenciadores enlazados de forma
funcional se pueden localizar hacia 5', dentro o hacia 3' de las secuencias codificantes y a distancia considerable del
promotor. Un sitio de poliadenilacion se enlaza de forma funcional a una secuencia codificante si se localiza en el
extremo hacia 3' de la secuencia codificante de modo que la transcripcidon avanza a través de la secuencia codificante
en la secuencia de poliadenilaciéon. Un codén de parada de la traduccién se enlaza de forma funcional a una secuencia
de acido nucleico exodnica si se localiza en el extremo hacia 3' (extremo 3') de la secuencia codificante de modo que
la traduccion avanza a través de la secuencia codificante hasta el codén de parada y alli finaliza. El enlace se logra
por procedimientos recombinantes conocidos en la técnica, por ejemplo, usando metodologia de PCR y/o por ligacion
en sitios de restriccion convenientes. Si no existen sitios de restriccion convenientes, entonces se usan adaptadores
0 conectores oligonucleotidicos sintéticos de acuerdo con la practica convencional.

Una "unidad de transcripcion policistronica" es una unidad de transcripcion en la que mas de un gen estructural esta
bajo el control del mismo promotor.

El término "sefial de poliadenilacion” (sefial de poliA) como se usa en la presente solicitud indica una secuencia de
acido nucleico usada para inducir la escision y poliadenilacion de transcritos primarios de un segmento de secuencia
de acido nucleico especifico. La region no traducida 3' que comprende una sefial de poliadenilacion se puede
seleccionar del grupo que consiste en la regién no traducida 3' que comprende una sefial de poliadenilacion derivada
de SV40, el gen de la hormona de crecimiento bovina (bGH), genes de inmunoglobulina y el gen de la timidina cinasa
(tk, por ejemplo, sefal de poliadenilacion de timidina cinasa de herpes simple).

Un "promotor" se refiere a una secuencia polinucleotidica que controla la transcripcidon de un gen/gen estructural o
secuencia de acido nucleico a la que se enlaza de forma funcional. Un promotor incluye sefiales para la union de la
ARN polimerasa y la iniciacién de la transcripcion. Los promotores usados seran funcionales en el tipo celular de la
célula huésped en la que se contempla la expresion de la secuencia seleccionada. Un gran nimero de promotores
incluyendo promotores constitutivos, inducibles y reprimibles de una variedad de fuentes diferentes son bien conocidos
en la técnica (y estan identificados en bases de datos tales como GenBank) y estan disponibles como o dentro de
polinucledtidos clonados (a partir de, por ejemplo, depésitos tales como ATCC, asi como otras fuentes comerciales o
individuales).

Un "promotor" comprende una secuencia de nucleétidos que dirige la transcripcion de un gen estructural. Tipicamente,
un promotor se localiza en la regién no codificante o no traducida 5' de un gen, préxima al sitio de inicio transcripcional
de un gen estructural. Los elementos de secuencia dentro de promotores que funcionan en la iniciacién de la
transcripcion a menudo se caracterizan por secuencias de nucleétidos consenso. Estos elementos promotores
incluyen sitios de uniéon a la ARN polimerasa, secuencias TATA, secuencias CAAT, elementos especificos de
diferenciacion (DSE; McGehee, R.E., et al., Mol. Endocrinol. 7 (1993) 551), elementos de respuesta al AMP ciclico
(CRE), elementos de respuesta al suero (SRE; Treisman, R., Seminars in Cancer Biol. 1 (1990) 47), elementos de
respuesta a los glucocorticoides (GRE) y sitios de unién para otros factores de transcripcion, tales como CRE/ATF
(O'Reilly, M.A., et al., J. Biol. Chem. 267 (1992) 19938), AP2 (Ye, J., et al., J. Biol. Chem. 269 (1994) 25728), SP1,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2791 758 T3

proteina de unién al elemento de respuesta al AMPc (CREB; Loeken, M.R., Gene Expr. 3 (1993) 253) y factores de
octameros (véanse, en general, Watson et al., (eds.), Molecular Biology of the Gene, 4.2 ed. (The Benjamin/Cummings
Publishing Company, Inc. (1987)), y Lemaigre, F.P. y Rousseau, G.G., Biochem. J. 303 (1994) 1-14). Si un promotor
es un promotor inducible, entonces la tasa de transcripcion se incrementa en respuesta a un agente inductor. Por el
contrario, la tasa de transcripcion no se regula por un agente inductor si el promotor es un promotor constitutivo. Los
promotores reprimibles también son conocidos. Por ejemplo, el promotor de c-fos se activa especificamente tras la
unién de la hormona del crecimiento a su receptor en la superficie celular. La expresion regulada por tetraciclina (tet)
se puede lograr por promotores hibridos artificiales que consisten, por ejemplo, en un promotor de CMV seguido de
dos sitios operadores de Tet. El represor de Tet se une a los dos sitios operadores de Tet y bloquea la transcripcion.
Tras la adicidn de la tetraciclina inductora, se libera el represor de Tet de los sitios operadores de Tet y la transcripcién
avanza (Gossen, M. y Bujard, H. PNAS 89 (1992) 5547-5551). Para otros promotores inducibles que incluyen
metalotioneina y promotores de choque térmico, véanse, por ejemplo, Sambrook et al. (supra) y Gossen et al., Curr.
Opin. Biotech. 5 (1994) 516-520. Entre los promotores eucariotas que se han identificado como fuertes promotores
para expresion de alto nivel estan el promotor temprano de SV40, promotor tardio principal de adenovirus, promotor
de metalotioneina | de raton, repeticion terminal larga del virus del sarcoma de Rous, factor de alargamiento de hamster
chino 1 alfa (CHEF-1, véase, por ejemplo, documento US 5.888.809), EF-1 alfa humano, ubicuitina y promotor
temprano inmediato de citomegalovirus humano (CMV IE).

El "promotor" puede ser constitutivo o inducible. Un potenciador (es decir, un elemento de ADN de accién cis que
actua sobre un promotor para incrementar la transcripcion) puede ser necesario para funcionar conjuntamente con el
promotor para incrementar el nivel de expresion obtenido con un promotor solo, y se puede incluir como elemento
regulador transcripcional. A menudo, el segmento polinucleotidico que contiene el promotor incluira también
secuencias potenciadoras (por ejemplo, CMV o SV40).

Los términos "transformado de forma estable", "transfectado estable" o "estable", tal como se usan en la presente
solicitud, indican una integracién heredable y estable de acido nucleico exdgeno en un genoma/cromosoma de célula
huésped. Se obtiene una célula transfectada estable después de un procedimiento de seleccién celular en condiciones
de crecimiento selectivo, es decir, en presencia de uno o mas marcadores de seleccion.

Un "gen estructural” indica la regién de un gen sin una secuencia sefal, es decir, la region codificante.

El término "finalizador de la transcripcién” indica una secuencia de ADN de 50-750 pares de bases de longitud que da
ala ARN polimerasa la sefial para la finalizacion de la sintesis de ARNm. Son aconsejables finalizadores muy eficaces
(fuertes) en el extremo 3' de un casete de expresion para prevenir la lectura integra de la ARN polimerasa, en particular
cuando se usan promotores fuertes. Los finalizadores de la transcripcion ineficaces pueden dar lugar a la formacion
de un ARNm de tipo operdn que puede ser el motivo de una expresion génica indeseada, por ejemplo, codificada por
plasmido.

Dentro del alcance de la presente invencion, se pueden obtener células transfectadas con sustancialmente cualquier
tipo de procedimiento de transfeccion conocido en la técnica. Por ejemplo, el acido nucleico se puede introducir en las
células por medio de electroporacién o microinyeccion. De forma alternativa, se pueden usar reactivos de lipofeccién
tales como FUGENE 6 (Roche Diagnostics GmbH, Alemania), X-tremeGENE (Roche Diagnostics GmbH, Alemania) y
LipofectAmine (Invitrogen Corp., EE. UU.). Todavia de forma alternativa, el acido nucleico se puede introducir en la
célula por sistemas de vectores viricos apropiados basados en retrovirus, lentivirus, adenovirus o Vvirus
adenoasociados (Singer, O., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101 (2004) 5313-5314).

El término "transfeccién transitoria" como se usa en esta solicitud indica un proceso en el que el acido nucleico
introducido en una célula no se integra en el genoma o ADN cromosémico de esa célula. De hecho, se mantiene como
un elemento extracromosomico, por ejemplo, como un episoma, en la célula. Los procesos de transcripcion del acido
nucleico del episoma no se ven afectados y, por ejemplo, se produce una proteina codificada por el acido nucleico del
episoma. Una transfeccion transitoria da como resultado una célula "transfectada de forma transitoria”.

El término "regioén variable" o "dominio variable" se refiere al dominio de una cadena pesada o ligera de anticuerpo
que esta implicado en la union del anticuerpo al antigeno. Los dominios variables de la cadena pesada y cadena ligera
(VH y VL, respectivamente) de un anticuerpo natural tienen en general estructuras similares, comprendiendo cada
dominio cuatro regiones estructurales conservadas (FR) y tres regiones hipervariables (HVR) (véase, por ejemplo,
Kindt, T.J., et al., Kuby Immunology, 6.2 ed., W.H. Freeman and Co., N.Y. (2007), pagina 91). Un unico dominio VH o
VL puede ser suficiente para conferir especificidad de unién a antigeno. Ademas, se pueden aislar anticuerpos que se
unen a un antigeno particular usando un dominio VH o VL de un anticuerpo que se une al antigeno para cribar una
colecciéon de dominios VL o VH complementarios, respectivamente (véanse, por ejemplo, Portolano, S., et al., J.
Immunol. 150 (1993) 880-887; Clackson, T., et al., Nature 352 (1991) 624-628).

El término "vector", como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de acido nucleico que puede
propagar otro acido nucleico al que se enlaza. El término incluye el vector como una estructura de acido nucleico
autorreplicante asi como el vector incorporado en el genoma de una célula huésped en la que se ha introducido.
Determinados vectores pueden dirigir la expresion de los acidos nucleicos a los que se enlazan de forma funcional.
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Dichos vectores se denominan en el presente documento "vectores de expresion”.
ANTICUERPO

Los procedimientos y composiciones proporcionados en el presente documento son para la produccion de anticuerpos
monoclonales recombinantes. Un anticuerpo puede tener diversas estructuras, tales como pero sin limitarse a
anticuerpos monoespecificos, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos), fragmentos de
anticuerpo, anticuerpos monovalentes, anticuerpos multivalentes (por ejemplo, anticuerpos bivalentes).

En determinados modos de realizacion, el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpo
incluyen, pero no se limitan a, fragmentos Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')., Fv y scFv, y otros fragmentos descritos a
continuacion. Para una revisién de determinados fragmentos de anticuerpo, véase Hudson, P.J., et al., Nat. Med. 9
(2003) 129-134. Para una revision de los fragmentos scFv, véase, por ejemplo, Plueckthun, A., en: The Pharmacology
of Monoclonal Antibodies, Vol. 113, Rosenburg and Moore (eds.), Springer-Verlag, New York (1994), pp. 269-315;
véanse también los documentos WO 1993/16185; y US 5.571.894 y US 5.587.458. Para un analisis de los fragmentos
Fab y F(ab')2 que comprenden residuos de epitopos de unién al receptor de rescate y que tienen un incremento en la
semivida in vivo véase el documento US 5.869.046.

Los diacuerpos son fragmentos de anticuerpo con dos sitios de unién a antigeno que pueden ser bivalentes o
biespecificos (véanse, por ejemplo, los documentos EP 0 404 097; WO 1993/01161; Hudson, P.J., et al., Nat. Med. 9
(2003) 129-134; y Holliger, P., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993) 6444-6448). También se describen
triacuerpos y tetracuerpos en Hudson, P.J., et al., Nat. Med. 9 (2003) 129-134.

Los anticuerpos de dominio Unico son fragmentos de anticuerpo que comprenden todo o una porcién del dominio
variable de la cadena pesada o todo o una porcién del dominio variable de la cadena ligera de un anticuerpo. En
determinados modos de realizacion, un anticuerpo de un dominio Unico es un anticuerpo de un dominio tnico humano
(Domantis, Inc., Waltham, MA; véase, por ejemplo, el documento US 6.248.516).

Se pueden preparar fragmentos de anticuerpo por diversas técnicas, incluyendo pero sin limitarse a, digestion
proteolitica de un anticuerpo intacto, asi como la produccién por células huésped recombinantes (por ejemplo, E. coli
o fago), como se describe en el presente documento.

En determinados modos de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico. Determinados anticuerpos
quiméricos se describen, por ejemplo, en el documento US 4.816.567; y Morrison, S.L., et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 81 (1984) 6851-6855. En un ejemplo, un anticuerpo quimérico comprende una region variable no humana (por
ejemplo, una region variable derivada de un ratén, rata, hamster, conejo o primate no humano, tal como un mono) y
una region constante humana. En otro ejemplo, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo de "clase cambiada" en el
que se ha cambiado la clase o subclase de la del anticuerpo original. Los anticuerpos quiméricos incluyen fragmentos
de union a antigeno de los mismos.

En determinados modos de realizacion, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo humanizado. Tipicamente, un
anticuerpo no humano se humaniza para reducir lainmunogenicidad en humanos, reteniendo mientras la especificidad
y afinidad del anticuerpo no humano original. En general, un anticuerpo humanizado comprende uno o mas dominios
variables en los que las HVR, por ejemplo, las CDR (o porciones de las mismas), se derivan de un anticuerpo no
humano y las FR (o porciones de las mismas) se derivan de secuencias de anticuerpos humanos. Un anticuerpo
humanizado también comprendera opcionalmente al menos una porcion de una regiéon constante humana. En algunos
modos de realizacion, se sustituyen algunos residuos de FR en un anticuerpo humanizado con los residuos
correspondientes de un anticuerpo no humano (por ejemplo, el anticuerpo del que se derivan los residuos de HVR),
por ejemplo, para restablecer o mejorar la especificidad o afinidad del anticuerpo.

Los anticuerpos humanizados y los procedimientos para prepararlos se revisan, por ejemplo, en Almagro, J.C. y
Fransson, J., Front. Biosci. 13 (2008) 1619-1633, y se describen ademas, por ejemplo, en Riechmann, I., et al., Nature
332 (1988) 323-329; Queen, C., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989) 10029-10033; documentos US 5.821.337,
US 7.527.791, US 6.982.321 y US 7.087.409; Kashmiri, S.V., et al., Methods 36 (2005) 25-34 (que describe el injerto
de SDR (a-CDR)); Padlan, E.A., Mol. Immunol. 28 (1991) 489-498 (que describe el "rebarnizado"); Dall'Acqua, W.F.,
et al., Methods 36 (2005) 43-60 (que describe el "reordenamiento de FR"); y Osbourn, J., et al., Methods 36 (2005)
61-68 y Klimka, A., et al., Br. J. Cancer 83 (2000) 252-260 (que describen el enfoque de "seleccién guiada" para el
reordenamiento de FR).

Las regiones estructurales humanas que se pueden usar para la humanizacion incluyen pero no se limitan a: regiones
estructurales seleccionadas usando el procedimiento de "mejor ajuste" (véase, por ejemplo, Sims, M.J., et al., J.
Immunol. 151 (1993) 2296-2308); regiones estructurales derivadas de la secuencia consenso de anticuerpos humanos
de un subgrupo particular de regiones variables de la cadena ligera o pesada (véanse, por ejemplo, Carter, P., et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992) 4285-4289; y Presta, L.G., et al., J. Immunol. 151 (1993) 2623-2632); regiones
estructurales maduras (mutadas somaticamente) humanas o regiones estructurales de linea germinal humana (véase,
por ejemplo, Almagro, J.C. y Fransson, J., Front. Biosci. 13 (2008) 1619-1633); y regiones estructurales derivadas del
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cribado de colecciones de FR (véanse, por ejemplo, Baca, M. et al., J. Biol. Chem. 272 (1997) 10678-10684 y Rosok,
M.J. et al., J. Biol. Chem. 271 (19969 22611-22618).

En determinados modos de realizacidn, el anticuerpo es un anticuerpo humano. Se pueden producir anticuerpos
humanos usando diversas técnicas conocidas en la técnica. Los anticuerpos humanos se describen en general en van
Dijk, M.A. y van de Winkel, J.G., Curr. Opin. Pharmacol. 5 (2001) 368-374 y Lonberg, N., Curr. Opin. Immunol. 20
(2008) 450-459.

Se pueden preparar anticuerpos humanos administrando un inmunégeno a un animal transgénico que se haya
modificado para producir anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones variables humanas en
respuesta a la exposicion antigénica. Dichos animales contienen tipicamente todos o una porcién de los locus de
inmunoglobulina humana, que reemplazan los locus de inmunoglobulina endégena, o que estan presentes de forma
extracromosdémica o integrados aleatoriamente en los cromosomas del animal. En dichos ratones transgénicos, los
locus de inmunoglobulina enddégena en general se han inactivado. Para una revision de los procedimientos para
obtener anticuerpos humanos a partir de animales transgénicos, véanse Lonberg, N., Nat. Biotech. 23 (2005) 1117-
1125 y también, por ejemplo, los documentos US 6.075.181 y US 6.150.584 que describen la tecnologia
XENOMOUSE™; el documento US 5.770.429 que describe la tecnologia HUMAB®; el documento US 7.041.870 que
describe la tecnologia K-M MOUSE® y el documento US 2007/0061900, que describe la tecnologia VELOCIMOUSE®.
Las regiones variables humanas de anticuerpos intactos generados por dichos animales se pueden modificar ademas,
por ejemplo, por combinacién con una region constante humana diferente.

También se pueden preparar anticuerpos humanos por procedimientos basados en hibridoma. Se han descrito lineas
celulares de heteromieloma ratén-humano y mieloma humano para la produccién de anticuerpos monoclonales
humanos (véanse, por ejemplo, Kozbor, D., J. Immunol. 133 (1984) 3001-3005; Brodeur, B.R., et al., Monoclonal
Antibody Production Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York (1987), pp. 51-63; y Boerner, P., et
al., J. Immunol. 147 (1991) 86-95). Los anticuerpos humanos generados por medio de tecnologia de hibridoma de
linfocitos B humanos también se describen en Li et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103 (2006) 3557-3562. Los
procedimientos adicionales incluyen los descritos, por ejemplo, en el documento US 7.189.826 (que describe la
produccion de anticuerpos IgM humanos monoclonales a partir de lineas celulares de hibridoma) y Ni, J., Xiandai
Mianyixue 26 (2006) 265-268 (que describe hibridomas humano-humano). La tecnologia de hibridoma humano
(tecnologia Trioma) también se describe en Vollmers, H.P. y Brandlein, S., Histology and Histopathology 20 (2005)
927-937 y Vollmers, H.P. y Brandlein, S., Methods and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology 27 (2005)
185-191.

También se pueden generar anticuerpos humanos aislando secuencias de dominio variable del clon Fv seleccionadas
de colecciones de presentacion en fagos derivadas de ser humano. Dichas secuencias de dominio variable se pueden
combinar a continuacion con un dominio constante humano deseado. Las técnicas para seleccionar anticuerpos
humanos de colecciones de anticuerpos se describen a continuacion.

Se pueden aislar anticuerpos cribando colecciones combinatorias para determinar los anticuerpos con la actividad o
actividades deseadas. Por ejemplo, una variedad de procedimientos son conocidos en la técnica para generar
colecciones de presentacion en fagos y cribar dichas colecciones para determinar los anticuerpos que poseen las
caracteristicas de union deseadas. Dichos procedimientos se revisan, por ejemplo, en Hoogenboom, H.R., et al.,
Methods in Molecular Biology 178 (2001) 1-37 y se describen ademas, por ejemplo, en McCafferty, J., et al., Nature
348 (1990) 552-554; Clackson, T., et al., Nature 352 (1991) 624-628; Marks, J.D., et al., J. Mol. Biol. 222 (1992) 581-
597; Marks, J.D. y Bradbury, A., Methods in Molecular Biology 248 (2003) 161-175; Sidhu, S.S., et al., J. Mol. Biol. 338
(2004) 299-310; Lee, C.V., et al., J. Mol. Biol. 340 (2004) 1073-1093; Fellouse, F.A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101
(2004) 12467-12472; y Lee, C.V., et al., J. Immunol. Methods 284 (2004) 119-132.

En determinados procedimientos de presentacion en fagos, los repertorios de genes VH y VL se clonan por separado
por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y se recombinan aleatoriamente en colecciones de fagos, que a
continuacién se pueden cribar para determinar el fago de unién a antigeno como se describe en Winter, G. et al., Ann.
Rev. Immunol. 12 (1994) 433-455. Tipicamente, los fagos presentan fragmentos de anticuerpo, como fragmentos Fv
monocatenarios (scFv) o bien como fragmentos Fab. Las colecciones de fuentes inmunizadas proporcionan
anticuerpos de alta afinidad para el inmundégeno sin el requisito de construir hibridomas. De forma alternativa, se puede
clonar el repertorio sin exposicidn previa (por ejemplo, de humano) para proporcionar una unica fuente de anticuerpos
para una amplia gama de antigenos propios y no propios sin ninguna inmunizacién como se describe por Griffiths,
A.D., et al., EMBO J. 12 (1993) 725-734. Finalmente, también se pueden preparar sintéticamente colecciones sin
exposicion previa clonando segmentos de genes V no reordenados a partir de células madre y usando cebadores de
PCR que contienen una secuencia aleatoria para codificar las regiones CDR3 altamente variables y conseguir el
reordenamiento in vitro, como se describe por Hoogenboom, H.R. y Winter, G., J. Mol. Biol. 227 (1992) 381-388. Las
publicaciones de patente que describen colecciones de fagos de anticuerpos humanos incluyen, por ejemplo, los
documentos US 5.750.373 y US 2005/0079574, US 2005/0119455, US 2005/0266000, US 2007/0117126, US
2007/0160598, US 2007/0237764, US 2007/0292936 y US 2009/0002360.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo aislados de colecciones de anticuerpos humanos se consideran
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anticuerpos humanos o fragmentos de anticuerpo humano en el presente documento.

En determinados modos de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo multiespecifico, por ejemplo, un anticuerpo
biespecifico. Los anticuerpos multiespecificos son anticuerpos monoclonales que tienen especificidades de union por
al menos dos sitios diferentes. En determinados modos de realizacion, una de las especificidades de union es por un
primer antigeno y la otra es por un segundo antigeno diferente. En determinados modos de realizacion, los anticuerpos
biespecificos se pueden unir a dos epitopos diferentes del mismo antigeno. También se pueden usar anticuerpos
biespecificos para localizar agentes citotdxicos para células que expresan el antigeno. Se pueden preparar anticuerpos
biespecificos como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpo.

Las técnicas para preparar anticuerpos multiespecificos incluyen, pero no se limitan a, coexpresion recombinante de
dos pares de cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina que tienen diferentes especificidades (véanse Milstein,
C. y Cuello, A.C., Nature 305 (1983) 537-540, documento WO 93/08829 y Traunecker, A., et al., EMBO J. 10 (1991)
3655-3659) y genomanipulacién "botén en ojal" (véase, por ejemplo, documento US 5.731.168). También se pueden
preparar anticuerpos multiespecificos genomanipulando los efectos de conduccion electrostatica para preparar
moléculas heterodiméricas de Fc de anticuerpo (documento WO 2009/089004); reticulando dos o mas anticuerpos o
fragmentos (véanse, por ejemplo, el documento US 4.676.980 y Brennan, M., et al., Science 229 (1985) 81-83); usando
cremalleras de leucina para producir anticuerpos biespecificos (véase, por ejemplo, Kostelny, S.A., et al., J. Immunol.
148 (1992) 1547-1553); usando tecnologia de "diacuerpos" para preparar fragmentos de anticuerpo biespecifico
(véase, por ejemplo, Holliger, P., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993) 6444-6448); y usando dimeros de Fv
monocatenarios (sFv) (véase, por ejemplo, Gruber, M., et al., J. Immunol. 152 (1994) 5368-5374); y preparando
anticuerpos triespecificos como se describe, por ejemplo, en Tutt, A., et al., J. Immunol. 147 (1991) 60-69).

Los anticuerpos genomanipulados con tres o mas sitios de unién a antigeno funcionales, incluyendo "anticuerpos
pulpo”, también se incluyen en el presente documento (véase, por ejemplo, el documento US 2006/0025576).

El anticuerpo puede ser un "Fab de doble accién" o "DAF" que comprende un sitio de unién a antigeno que se une a
un primer antigeno asi como a otro antigeno diferente (véase el documento US 2008/0069820, por ejemplo).

El anticuerpo o fragmento también puede ser un anticuerpo multiespecifico como se describe en los documentos WO
2009/080251, WO 2009/080252, WO 2009/080253, WO 2009/080254, WO 2010/112193, WO 2010/115589, WO
2010/136172, WO 2010/145792 o WO 2010/145793.

PROCEDIMIENTOS

Cuando el anticuerpo comprende una region Fc, se puede alterar el carbohidrato unido al mismo. Los anticuerpos
naturales producidos por células de mamifero comprenden tipicamente un oligosacarido biantenario ramificado que
se enlaza en general por un enlace N a Asn297 del dominio CH2 de la region Fc (véase, por ejemplo, Wright, A. y
Morrison, S.L., TIBTECH 15 (1997) 26-32). El oligosacarido puede incluir diversos carbohidratos, por ejemplo, manosa,
N-acetilglucosamina (GIcNAc), galactosa y acido sidlico, asi como una fucosa unida a un GIcNAc en el "tallo" de la
estructura oligosacarida biantenaria.

La cantidad de fucosa se determina calculando la cantidad promedio de fucosa dentro de la cadena de azucar en
Asn297, con respecto a la suma de todas las glucoestructuras unidas a Asn297 (por ejemplo, estructuras complejas,
hibridas y de alto contenido en manosa) como se mide por espectrometria de masas MALDI-TOF, como se describe,
por ejemplo, en el documento WO 2008/077546. Asn297 se refiere al residuo de asparagina localizado
aproximadamente en la posicién 297 en la region Fc (numeracion EU de acuerdo con Kabat de residuos de la region
Fc); sin embargo, Asn297 también se puede localizar aproximadamente +3 aminoacidos hacia 5' o hacia 3' de la
posicion 297, es decir, entre las posiciones 294 y 300, debido a pequefias variaciones de secuencia en los anticuerpos.
Dichas variantes de fucosilacién pueden tener una mejora en la funcién ADCC (véanse, por ejemplo, los documentos
US 2003/0157108; US 2004/0093621). Los ejemplos de publicaciones relacionadas con variantes de anticuerpo
"desfucosilado" o "carente de fucosa" incluyen: documentos US 2003/0157108; WO 2000/61739; WO 2001/29246; US
2003/0115614; US 2002/0164328; US 2004/0093621; US 2004/0132140; US 2004/0110704; US 2004/0110282; US
2004/0109865; WO 2003/085119; WO 2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778; WO2005/053742;
W02002/031140; Okazaki, A., et al., J. Mol. Biol. 336 (2004) 1239-1249; Yamane-Ohnuki, N., et al., Biotech. Bioeng.
87 (2004) 614-622. Los ejemplos de lineas celulares que pueden producir anticuerpos desfucosilados incluyen células
CHO Lee13 carentes de fucosilacién de proteinas (Ripka, J. et al., Arch. Biochem. Biophys. 249 (1986) 533-545;
documento US 2003/0157108; y documento WO 2004/056312, en especial en el ejemplo 11) y lineas celulares con
genes desactivados, tales como gen de la alfa-1,6-fucosiltransferasa, FUT8, células CHO con genes desactivados
(véanse, por ejemplo, Yamane-Ohnuki, N. et al., Biotech. Bioeng., 87 (2004) 614-622; Kanda, Y., et al., Biotechnol.
Bioeng. 94 (2006) 680-688; y documento WO 2003/085107).

Los procedimientos proporcionados se pueden usar para producir anticuerpos con oligosacaridos bisecados, por
ejemplo, en los que un oligosacarido biantenario unido a la regién Fc del anticuerpo se bisecciona por GIcNAc. Dichas
variantes de anticuerpo pueden tener una reduccion en la fucosilaciéon y/o una mejora en la funcién ADCC. Los
ejemplos de dichas variantes de anticuerpo se describen, por ejemplo, en los documentos WO 2003/011878; US
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6.602.684; y US 2005/0123546. También se pueden producir variantes de anticuerpo con al menos un residuo de
galactosa en el oligosacarido unido a la region Fc. Dichas variantes de anticuerpo pueden tener una mejora en la
funcion CDC. Dichas variantes de anticuerpo se describen, por ejemplo, en los documentos WO 1997/30087; WO
1998/58964; y WO 1999/22764.

Los anticuerpos se pueden producir usando composiciones y procedimientos recombinantes, por ejemplo, como se
describe en el documento US 4.816.567. El acido nucleico puede codificar una secuencia de aminoacidos que
comprende el VL y una secuencia de aminoacidos que comprende el VH del anticuerpo (por ejemplo, las cadenas
ligera y pesada del anticuerpo). De acuerdo con la invencidn, se proporciona un vector (por ejemplo, vector de
expresion) que comprende dichos acidos nucleicos. Una célula huésped comprende (por ejemplo, se ha transformado
con) un vector que comprende un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende el VL
del anticuerpo y una secuencia de aminoacidos que comprende el VH del anticuerpo. En un modo de realizacién de
acuerdo con la invencion, la célula huésped es eucariota, por ejemplo, una célula de ovario de hamster chino (CHO)
o una célula linfoide (por ejemplo, YO, NSO, Sp2/0). En un modo de realizacién de acuerdo con la invencion, se
proporciona un procedimiento de preparacion de un anticuerpo, en el que el procedimiento comprende cultivar una
célula huésped que comprende un acido nucleico que codifica el anticuerpo, como se proporciona anteriormente, en
condiciones adecuadas para la expresion del anticuerpo y, opcionalmente, recuperar el anticuerpo de la célula
huésped (o medio de cultivo de células huésped).

Para la produccion recombinante de un anticuerpo, el acido nucleico que codifica un anticuerpo se aisla y se inserta
en uno o mas vectores para su clonacion y/o expresion adicional en una célula huésped. Dicho acido nucleico se
puede aislar y secuenciar facilimente usando procedimientos convencionales (por ejemplo, usando sondas
oligonucleotidicas que se pueden unir especificamente a genes que codifican las cadenas pesada y ligera del
anticuerpo).

Los microbios eucariotas tales como hongos filamentosos o levadura son huéspedes de clonacién o expresion
adecuados para vectores que codifican anticuerpos, incluyendo cepas de hongos y levadura con vias de glucosilacion
que se han "humanizado", dando como resultado la produccion de un anticuerpo con un patrén de glucosilacion parcial
o totalmente humano (véanse Gerngross, T.U., Nat. Biotech. 22 (2004) 1409-1414; y Li, H., et al., Nat. Biotech. 24
(2006) 210-215).

Las células huésped adecuadas para la expresion del anticuerpo glucosilado también se derivan de organismos
pluricelulares (invertebrados y vertebrados). Los ejemplos de células de invertebrado incluyen células vegetales y de
insecto. Se han identificado numerosas cepas de baculovirus que se pueden usar conjuntamente con células de
insecto, en particular para la transfeccion de células de Spodoptera frugiperda.

Los cultivos de células vegetales también se pueden utilizar como huéspedes (véanse, por ejemplo, los documentos
US 5.959.177, US 6.040.498, US 6.420.548, US 7.125.978 y US 6.417.429 (que describen la tecnologia
PLANTIBODIES™ para producir anticuerpos en plantas transgénicas)).

También se pueden usar células de vertebrado como huéspedes. Por ejemplo, pueden ser utiles lineas celulares de
mamifero que se adaptan para cultivar en suspension. Otros ejemplos de lineas de células huésped de mamifero utiles
son linea CV1 de rifion de mono transformada por SV40 (COS-7); linea de rifiodn embrionario humano (células 293 o
293 como se describe, por ejemplo, en Graham, F.L. et al., J. Gen Virol. 36 (1977) 59-74); células de rifidn de cria de
hamster (BHK); células de Sertoli de raton (células TM4 como se describe, por ejemplo, en Mather, J.P., Biol. Reprod.
23 (1980) 243-252); células de rifion de mono (CV1); células de rifidn de mono verde africano (VERO-76); células de
carcinoma de cuello uterino humano (HELA); células de rifidén canino (MDCK); células de higado de rata bufalo (BRL
3A); células de pulmoén humano (W138); células de higado humano (Hep G2); células de tumor mamario de ratén
(MMT 060562); células TRI, como se describe, por ejemplo, en Mather, J.P. et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383 (1982)
44-68; células MRC 5; y células FS4. Otras lineas de células huésped de mamifero utiles incluyen células de ovario
de hamster chino (CHO), incluyendo células CHO DHFR negativa (DHFR-) (Urlaub, G. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 77 (1980) 4216-4220); y lineas celulares de mieloma, tales como YO, NSO y Sp2/0. Para una revision de
determinadas lineas de células huésped de mamifero adecuadas para la produccién de anticuerpos, véase, por
ejemplo, Yazaki, P. y Wu, A.M., Methods in Molecular Biology, Vol. 248, Lo, B.K.C. (ed.), Humana Press, Totowa, NJ
(2004), pp. 255-268.

Il. Aspectos especificos de la invencion

Se ha descubierto que dependiendo de la organizacién del vector, el rendimiento del vector de expresion difiere
dependiendo del disefio del vector en transfecciones estables.

Se ha descubierto, sin quedar limitado por esta teoria, que al rendimiento de la organizaciéon del vector para
transfecciones estables podrian contribuir varios puntos: 1) fendmenos de interferencia transcripcional entre copias de
vector integradas en el genoma huésped que dependen de y son especificas para el disefio de vector respectivo y
que no existen en el sistema transitorio, 2) la influencia del procedimiento de seleccion y la restriccién de seleccion
que depende de la respectiva organizacion del vector y que desempefia un papel importante en el sistema estable, y
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3) la proporcion de polipéptido LC con respecto a HC 6ptima.

Sin embargo, se ha descubierto que para transfecciones estables, la expresion bidireccional de LC y HC fue peor que
la organizacion en fila HC-LC-SM. Sin quedar limitado por esta teoria 1) la organizacion convergente de los casetes
de expresion para LC, HC y SM podria reducir los fenémenos de interferencia transcripcional entre copias de vector
integradas, 2) el HC hacia 5' del LC obviamente facilita una proporcion de polipéptido LC con respecto a HC que es
(mas) 6ptima para transfecciones estables, y 3) la posicion hacia 3' del marcador de seleccion obviamente incrementa
la restriccion de seleccion. Ademas, se ha descubierto que el porcentaje de células productoras de IgG y la
productividad de lineas celulares se incrementan. El incremento en la concentracion de la presion de selecciéon para
vectores que contienen el marcador de seleccion bidireccionalmente hacia 5' de los casetes de expresion de anticuerpo
no incrementd la productividad de grupos o clones estables, aunque la restriccién de seleccién se incrementd
claramente (datos no mostrados).

Se ha descubierto que el promotor de hEF1a genera un alto nimero de clones de alta produccion y un numero muy
bajo de clones de nula o baja produccion. Sin embargo, los valores de producto para los mejores clones individuales
del promotor de hEF1a en el andlisis discontinuo fueron menores que para los clones del promotor de hCMV. Pero el
namero global de clones superiores para el promotor de hCMV es relativamente bajo y su identificacion en general
requiere grandes esfuerzos de cribado.

Se ha descubierto que el uso de hGT increment6 significativamente la productividad para vectores que contienen el
promotor de hCMV cuando se combina con la sefial de poliA SV40 o bGH en transfecciones estables. Sin embargo,
para vectores que contienen el promotor de hEf1a, su efecto sobre el valor de producto fue insignificante cuando se
combiné con la sefial de poliA bGH. Por tanto, se ha descubierto que la influencia de hGT en el rendimiento del vector
es dependiente del promotor usado.

La eleccion de clones apropiados para la evaluacion final en fermentaciones a gran escala totalmente controladas
normalmente se basa en el analisis por lotes o discontinuo en matraces de agitacién. Se ha descubierto que existen
diferencias en el rendimiento y la clasificacion de algunos vectores o elementos de expresion entre el analisis por lotes
y discontinuo. Reemplazar el SV40 por la sefal de poliA bGH incrementé la productividad para los vectores que
contienen el promotor de hCMV en el analisis por lotes pero no en el discontinuo. La hGT no tiene influencia
significativa en el valor de producto de los clones en lotes sino en el analisis discontinuo. Las diferencias absolutas en
el rendimiento de vectores entre andlisis por lotes y discontinuo difirieron parcialmente. Las diferencias entre los
vectores que difieren en la posicion del marcador de seleccion o en el promotor (promotor de hEf1a o hCMV) fueron
moderadamente pronunciadas en analisis por lotes, pero fuertemente evidentes en el discontinuo. Los niveles de
expresion y tasas de produccién especificas son mayores en un modo discontinuo que en un modo por lotes.

Se ha descubierto una buena correlacion en el rendimiento del analisis discontinuo y fermentaciones de 2 | para la
mayoria de los clones, no solo en el nivel de valores absolutos de producto, sino también en la clasificacion entre
diferentes vectores y clones.

Se ha descubierto que la posicién hacia 3' del marcador de seleccién redujo ligeramente la pérdida de productividad
en comparacion con la posicién bidireccional del marcador de seleccién hacia 5' de los casetes de expresiéon de
anticuerpo. Sin quedar limitado por la teoria, esto se podria deber a un incremento en la restriccion de selecciéon y, por
tanto, a un mayor nivel de ARNm o por una mejora en la proporcién de ARNm o polipéptido de LC con respecto a HC.
Ambos factores pueden dar lugar a una mayor tolerancia a los cambios en la productividad.

La sefial de poliA bGH disminuyd significativamente la estabilidad de la expresion de anticuerpo en clones en
comparacioén con la sefial de poliA SV40. Sin embargo, la inserciéon de la hGT hacia 3' de la sefal de poliA bGH
incremento claramente la estabilidad de la expresion. El efecto positivo de la hGT sobre la estabilidad fue mas evidente
en ausencia de presion de seleccién. El andlisis de estabilidad de los grupos estables revelé que las células perdieron
rapidamente productividad cuando se generaron con el hCMV pero no cuando se generaron con el promotor de hEf1a.
Sorprendentemente, aunque la hGT disminuyd la productividad de los clones para vectores que contienen el promotor
de hEf1a, se incrementd ligeramente su estabilidad.

Solo una pequena porcion de los clones produjo anticuerpos significativamente después del procedimiento de
seleccidon. Sin embargo, las modificaciones del vector en la organizacion y/o elementos incrementaron
significativamente la proporcién de clones productores de IgG con respecto a los no productores. Las diferentes
organizaciones de vectores y, por tanto, los diferentes niveles de expresion del marcador de seleccion que determinan
la restriccion de seleccion también afectan claramente al porcentaje de células productoras de IgG. Las simulaciones
estadisticas basadas en datos del procedimiento de cribado demostraron que algunos vectores de expresion también
tienen el potencial de disminuir considerablemente la carga de trabajo durante el procedimiento de cribado. Este hecho
tiene un gran impacto en los costes para las compafiias biofarmacéuticas.

Organizacién de casetes de expresion

Cuatro vectores diferentes con posiciones variables de la cadena ligera y la pesada del anticuerpo y/o el marcador de
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seleccion se sometieron a prueba para determinar su productividad (para mas detalles, véase la figura 1).

Los vectores p5137, p5156, p5158 y p5159 se sometieron a prueba en transfecciones transitorias y en analisis por
lotes de grupos estables. Los vectores p5137 y p5156 también se sometieron a prueba en analisis por lotes de clones
individuales estables.

Los vectores p5137, p5156, p5158 y p5159 se transfectaron de forma transitoria en células CHO-K1 y la productividad
se determind por ELISA el dia 5 después de la transfeccion (figura 2).

Se ha descubierto que para la transfeccion transitoria, la posicion de la cadena pesada frente a la cadena ligera de
anticuerpo proporciona mejores resultados de expresién en comparacion con el orden inverso. Por tanto, se puede
obtener una mayor productividad: vector p5137 - 11,6 pg/ml; vector p5156 - 7,1 ug/ml; vector p5159 - 8,0 pg/ml; vector
p5158 - 4,2 pg/ml.

Se ha descubierto que la posicion del marcador de seleccién después de ambas cadenas de anticuerpo proporciona
mejores resultados de expresion en comparacion con la posicion bidireccional frente a la primera cadena de anticuerpo.
Por tanto, se puede obtener una mayor productividad.

Los vectores p5137, p5156, p5158 y p5159 se transfectaron en células CHO-K1 por nucleofeccion y se seleccionaron
grupos estables. La productividad de los grupos estables se determiné en analisis por lotes.

Se ha descubierto que la posicion del marcador de seleccidon después de ambas cadenas de anticuerpo (en sentido
5'-3') proporciona mejores resultados de expresion en comparacion con la posicion bidireccional (sentido 3'-5') frente
a la primera cadena de anticuerpo. Por tanto, se puede obtener una mayor productividad: vector p5156 - 18,0 ug/mi;
vector p5158 - 9,1 ug/ml; vector p5137 - 15,6 ug/ml; vector p5159 - 5,7 ug/ml (figura 3).

Los vectores p5137 y p5156 se transfectaron en células CHO-K1 por nucleofeccion. Se seleccionaron células
transfectadas estables y se analizé la productividad de los mejores 15 clones en andlisis por lotes.

La productividad promedio de los mejores 15 clones generados con el vector p5137 y el vector p5156, respectivamente,
fue de 159 pg/ml para el vector p5137 y 141 pg/ml para el vector p5156. La distribucion de productividad de los mejores
15 clones de cada vector en el analisis por lotes es muy similar. Las productividades de los clones en el analisis por
lotes varian de aproximadamente 50 pug/ml a 300 ug/ml (una excepcioén: el mejor clon generado con el vector p5137
logra una productividad de > 450 ug/ml).

La posicién del marcador de seleccion después de ambas cadenas de anticuerpo (en sentido 5'-3') da lugar a
productividades significativamente mayores que la posiciéon 3'-5' bidireccional del marcador de seleccion frente a la
primera cadena de anticuerpo tanto en transfecciones transitorias como en analisis por lotes de grupos estables.

Se ha descubierto que la posicién de la cadena de anticuerpo pesada frente a la cadena de anticuerpo ligera (ambas
en sentido 5'-3") proporciona una mejor expresion en comparacion con el orden inverso en transfecciones transitorias.

Se ha descubierto que la posicidon/orden de las cadenas de anticuerpo ligera y pesada no tiene influencia significativa
en la productividad de grupos estables y clones individuales. Se debe garantizar que se exprese un ligero exceso de
la cadena ligera. Por tanto, la secuencia de los casetes de expresion de la cadena de anticuerpo se dispone para
cumplir este requisito.

Se ha descubierto que el casete de expresion de la cadena de anticuerpo (en cualquier orden) frente a/seguido del
casete de expresion del marcador de seleccioén (todo en sentido 5'-3') es especialmente adecuado.

Si dos genes se expresan directamente uno tras otro, el segundo gen en general se expresa a una tasa menor. La
lectura integra de la ARN polimerasa a través de la segunda unidad de transcripcién influye negativamente en la
iniciacion de la transcripcion en el promotor de la segunda unidad de transcripcion.

En el vector px6068, los casetes de expresion de la cadena ligera y la pesada del anticuerpo se dispusieron
bidireccionales (figura 4).

Para evitar la competencia o interferencia del promotor (iniciacién de la transcripcion ineficaz debido a la estrecha
proximidad de dos promotores, es decir, impedimento estérico de acceso del promotor para los factores de
transcripcion y la ARN polimerasa, reduccion en la disponibilidad de recursos del mecanismo de transcripcion) los dos
promotores de hCMV cortos que dirigen la expresion de la cadena de anticuerpo ligera y pesada se separaron
regionalmente (por el origen de replicacion puc).

Los vectores p5068 y px6068 se transfectaron de forma transitoria en células CHO-K1 por nucleofeccion.

El vector px6068 mostré un incremento en la productividad en transfecciones transitorias en comparacién con el vector
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de expresion p5068: 9,0 ug/ml para el vector px6068, 4,5 ug/ml para el vector p5068 (figura 5).

Se ha descubierto que la posicion bidireccional y separada de la cadena ligera y la pesada del anticuerpo proporciona
una mejora en la expresion de anticuerpo en comparacion con la posicion posterior con posterior de la cadena ligera
y la pesada en la transfeccién transitoria.

Los vectores p5068 y px6068 se transfectaron en células CHO-K1 por nucleofeccion y se seleccionaron grupos
estables. La productividad de los grupos estables se determiné en analisis por lotes.

El analisis por lotes de grupos estables mostré que la productividad de los vectores p5068 y px6068 en grupos estables
es similar: 12,5 pg/ml para el vector p5068; 12,5 ug/ml para el vector px6068.

Protocolo de transfeccion

Para transfecciones estables, los vectores se linealizan por digestion de restriccion con enzimas que cortan la cadena
principal del vector de expresion. En el caso del vector px6068, fueron posibles dos posibles sitios de restriccion:

1. entre las unidades de transcripcion de la cadena ligera y el marcador de seleccion (SgrAl);
2. en el origen puc entre los promotores de hCMV de la cadena ligera y la pesada (BssHII).

El vector px6068 linealizado por digestion de restriccion con SgrAl o bien BssHII se transfectoé en células CHO-K1 por
nucleofeccién y se seleccionaron grupos estables. La productividad de los grupos estables se determind en analisis
por lotes.

Se ha descubierto que la posicion del sitio de linealizacion en el vector de expresién aparentemente tiene una influencia
sobre la productividad de los vectores en el analisis por lotes de grupos estables.

Los grupos generados con el vector px6068 linealizado por la enzima de restriccion BssHIl muestran mayores
productividades en comparacion con los grupos estables generados con el vector px6068 linealizado por la enzima de
restriccion SgrAl: 1.8 experimento: 6,4 pg/ml para el vector px6068 linealizado por la enzima de restriccion BssHIl y
2,8 pg/ml para el vector px6068 linealizado por la enzima de restriccion SgrAl; 2.° experimento: 12,5 ug/ml para el
vector px6068 linealizado por la enzima de restriccion BssHIl y 9,6 ug/ml para el vector px6068 linealizado por la
enzima de restriccion SgrAl (véase la figura 6).

Punto de tiempo de inicio de la presion de seleccién

La presioén de seleccion se ejercio en diferentes puntos de tiempo después de la transfeccion, es decir, a las 0 horas,
4 horas, 8 horas, 24 horas y 48 horas, para la generacion de clones celulares estables.

Se ha descubierto que por la adicion de la presién de seleccién 24 horas después de la transfeccion,
independientemente de la concentracion del agente de seleccion, da como resultado el mayor valor de anticuerpo en
el sobrenadante de cultivo (véase la figura 7).

Influencia de la cadena principal del vector en el rendimiento de las lineas celulares

En general, un vector de expresién se linealiza antes de la transfeccion en una célula eucariota. Adicionalmente, los
vectores de expresion comprenden secuencias procariotas requeridas para la amplificacion del vector de expresion
en células procariotas.

Se ha descubierto que la retirada de los elementos procariotas del vector de expresion linealizado antes de la
transfeccién en células eucariotas da como resultado

- reduccidn del tiempo de seleccion requerido para la generacion de clones celulares estables (figura 8a),
- potenciacion en la productividad de grupos (figura 8b) y clones individuales (figura 8c),

- aceleracion en la recuperacion (figura 8d), y

- mejora en el crecimiento celular (figura 8e).

Elementos del vector y orientacién del casete de expresion

Se han comparado varios elementos genéticos pertinentes transcripcionales diferentes y combinaciones de los
mismos con una combinacion de elementos genéticos de referencia. En base a experimentos transitorios comparativos,
se han obtenido los siguientes resultados (véase la tabla a continuacién, organizacién del vector bidireccional, SM (3"-
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elemento elemento insertado
genético en el

vector px5068

resultado en experimentos
transitorios

resultados en experimentos estables

sin finalizador de
la transcripcién

finalizador de la
transcripcion hGT

potenciacion en la expresion
(+ 31 %)

potenciacion en la expresion: + 37 %,
grupos estables; + 23 % clones
individuales

sefial de poliA
SV40

reemplazado por
elemento

sefal de poliA bGH

potenciacion en la expresion
(+46 %)

grupos estables: + 38 %; clones
individuales: - 8 % (para los 15 mejores
clones)

poliA bGH + hGT

potenciacion en la expresion
(+ 58 %)

potenciacion en la expresion: grupos
estables + 63 %; clones individuales +
40 % (para los 15 mejores clones)

promotor de
hCMV corto

hCMV de longitud
completa + intron A

potenciacion en la expresion
(+ 134 %)

grupo: potenciacion en la expresion (+
23 %) clones individuales: reduccion en
la expresion (- 62 % para los mejores 15
clones)

hCMV rata + intrén A

reduccion en la expresion (-

Grupos estables, reduccion en la

50 %) expresion (- 40 %)
hEF 1a +intron A | incremento en la expresion (+ | grupo: potenciacion en la expresion (+
53 %) 460 %) clones: -16 % para los mejores 15

clones (lote)

Se han combinado diferentes promotores con la sefial de poliA bGH el finalizador de la transcripcion hGT (véase la

tabla a continuacion).

elementos reemplazado por
genéticos en el elemento
vector px5068

resultado en experimentos
transitorios

resultados en experimentos estables

promotor de
hCMV corto sefial
de poliA SV40

promotor de hCMV de
longitud completa con
intron A sefial de
poliA bGH finalizador
de la transcripcion
hGT

incremento en la expresion (+
75 %)

clones individuales: reduccién en la
expresion (- 34 % para los mejores 15
clones)

promotor de hEflta
con intron A sefal de
poliA bGH finalizador
de la transcripcién
hGT

incremento en la expresion
(+20 %)

clones individuales: expresion similar (-
1 %)

Vectores usados:

vector promotor sefal de finalizador de la transcripcién
poliA
px5068|hCMV corto sin intron A sefial de poliA |sin finalizador de la transcripcion
SV40
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px6001/hCMV corto sin intrén A sefial de poliA [finalizador de la transcripciéon hGT
SV40
px6008/hCMV corto sin intrén A sefial de poliA [sin finalizador de la transcripcion
bGH
px6007 hCMV corto sin intrén A sefial de poliA [finalizador de la transcripcion hGT
bGH
px6051/hCMV de longitud completa |sefial de poliA |sin finalizador de la transcripcion
con intrén A SV40
px6052|promotor de hEF 1a con sefial de poliA (sin finalizador de la transcripcion
intron A SV40
px6053|promotor de CMV de rata  |sefial de poliA [sin finalizador de la transcripcion
con intrén A SV40
px6062|hCMV de longitud completa |sefial de poliA |finalizador de la transcripcion hGT
con intron A bGH
px6063|promotor de hEF 1a con sefial de poliA [finalizador de la transcripcion hGT
intron A bGH

Se ha descubierto que se puede lograr un incremento en la expresion (productividad) usando los elementos del
vector/combinacion de elementos como se informa en el presente documento:

- CMV humano sin intrén A: 100 % (referencia)
- CMV humano con intrén A: transitorio 234 %,
grupo 123 %,
clones 38 %
- CMV de rata con intrén A: transitorio 50 %, grupo 60 %
- EF1a humano con intrén A: transitorio 153 %,
grupo 564 %,
clones individuales:
84 % (poliA SV40)
aprox. 100 % (bGH y hGT)
- EF1a humano con intron A y: 5'UTR optimizada + 40 % (para EF1a humano)

- MPSV: 29 %
- poliA bGH: transitorio 146 %,

grupo + 38%, clones estables 92 %
- hGT: transitorio 131 %,

grupos estables 137 %, clones
individuales 123 %

- poliA bGH y hGT: transitorio 158 %,

grupos estables 163 %, clones
individuales 140 %

promotor de CMV humano:

Xu et al., J. Control. Release, 81 (2002) 155-163.

Xia et al., Prot. Expr. Purif. 45 (2006) 115-124.

promotor de CMV de rata:

Xia et al., Prot. Expr. Purif. 45 (2006) 115-124.

promotor de EF1a humano:

Teschendorf et al., Anticancer Res. 22 (2002) 3325-3330.
Li et al., J. Immunol. Methods 318 (2007) 113-124.

promotor de MPSV:
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Xia et al., Prot. Expr. Purif. 45 (2006) 115-124.

Artelt et al., Gene 68 (1988) 213-219.

Stocking et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 (1985) 5746-5750.
Lin et al., Gene 147 (1994) 287-292.

promotor de hibrido MPSV-CMV:

Liu et al., Anal. Biochem. 246 (1996) 150-152.

Se puede proporcionar un procedimiento de seleccion de alta selectividad y alta restriccion usando un casete de
expresion enlazado a IRES para la expresién del marcador de seleccién:

- la presién de seleccion en la expresion de anticuerpo da como resultado una alta selectividad
- la expresién enlazada de anticuerpo y marcador de seleccién da como resultado una alta selectividad

- se ha descubierto que el uso de un elemento IRES con actividad débil da como resultado una alta restriccion, es
decir, alta produccioén de anticuerpos y baja produccion de marcadores de seleccion

- enlace de la expresion del anticuerpo y el marcador de seleccion por elementos IRES

- identificacion de elementos IRES (EMCV/Gtx) con actividad débil que alteran marginalmente la expresion de IgG
- uso de una proteina de fusién que funciona como selecciéon y como marcador de cribado

- proteina de fusion bifuncional GFP-neomicina

- la secuencia PEST de la ornitina descarboxilasa es una secuencia sefial proteolitica fuerte y confiere una reduccion
en la semivida de la proteina

- la expresién enlazada a IRES de la proteina de fusién da como resultado una alta selectividad
- semivida corta por secuencia sefial proteolitica da como resultado una alta restriccion
- debido a la expresién débil y semivida corta de la proteina de fusion se requiere una expresion fuerte

- identificacion rapida de altos productores por FACS (la clasificacion de clones con alta expresion de GFP permite la
seleccioén de altos productores)

marcador de seleccion enlazado a la cadena de anticuerpo pesada por diferentes elementos IRES

- px5068 (sin IRES): 100 % expresion de anticuerpo (referencia)
- Gtx-IRES: 20-27 %

- EMCV-IRES 81-94 %

- EV71-IRES 20-36 %

- ELF4G-IRES 3-17 %

- Gtx-IRES (sintético) 88 %
proteina de fusion GFP-Neo enlazada a la cadena de anticuerpo pesada por diferentes elementos IRES

Gtx EV71 ELF4G EMCV

expresion de GFP: + +++ - +
expresion de anticuerpo: - - - +
Gtx-IRES:

Komuro et al., EMBO J. 12 (1993) 1387-1401.
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Mountford et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91 (1991) 4303-4307.

EV71-IRES:

Lee et al., Biotechnol. Bioeng. 90 (2005) 656-662.

ELF4G-IRES:

Wong et al., Gene Ther. 9 (2002) 337-344.

Gtx (sintético)-IRES:

Chappell et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA97 (2000) 1536-1541.

Se ha descubierto que un incremento en la expresion (productividad) usando el enlace del casete de expresion de la
cadena ligera al casete de expresion de la cadena pesada se puede lograr por el elemento EV71-IRES:

- px5068 sin IRES:

100 % expresion de anticuerpo (referencia)

- Gtx-IRES (sintético): 3%
- EV71-IRES: 82 %
- ELF4G-IRES: 5%
- EMCV-IRES: 7%

Elementos del vector en combinacién con organizacién del vector

Los siguientes vectores se sometieron a prueba en una linea celular huésped CHO-K1 en transfecciones transitorias,
en grupos estables y a nivel de clon individual.

vector organizacion promotor sefal de poliA finalizador de la transcripcion
px9001 SM(3'-5")-LC-HC hCMV poliA SV40 no presente

px9002 LC-HC-SM hCMV poliA SV40 no presente

px9003 LC-HC-SM hEF1a poliA SV40 no presente

px9004 LC-HC-SM hCMV poliA bGH no presente

px9005 LC-HC-SM hCMV poliA bGH hGT

px9006 LC-HC-SM hEF1a poliA bGH no presente

px9007 LC-HC-SM hEF1a poliA bGH hGT

px9010 LC(3'-5')-HC-SM hEF1a poliA bGH no presente

px9011 LC(3'-5')-HC-SM hCMV poliA SV40 hGT

Se han comparado varios elementos genéticos relacionados con la transcripcién y combinaciones de los mismos con
un vector de referencia (px9001, organizacién del vector SM (orientacién 3'-5')-LC-HC (orientacion 5'-3')). En base a
los experimentos comparativos, se han obtenido los siguientes resultados para la organizacion del vector
unidireccional con el casete de expresion para la cadena ligera y pesada (casete de expresion de la cadena ligera
hacia 5' del casete de expresion de la cadena pesada) y para el marcador de seleccion en el mismo sentido (véase la
tabla a continuacion) en comparacién con un vector de referencia (px9001, organizacion del vector bidireccional SM
(3'-5")-LC-HC (5'-3")).

resultado en
experimentos
transitorios

Vector de referencia elemento insertado resultados en experimentos estables
px9001 (bidireccional,
SM (3'-5')-LC_HC (5'-
3')) o px9002
(unidireccional, LC-

HC-SM (5'-3'))

clones individuales + 37 % en analisis
por lotes y + 80 % en discontinuo para
px9002 en comparacion con px9001

reduccion en la
expresion de px9002 en

comparacion con

px9001 (- 10 %)

sin elementos diferentes
pero diferente
organizacion del vector
(px9002, LC-HC-SM)
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elemento genético en
el vector px9002 (LC-
HC-SM)

elemento insertado

resultado en
experimentos
transitorios

resultados en experimentos estables

sefial de poliA SV40

reemplazado por

elemento
sefal de poliA bGH potenciacion en la grupos estables + 115 %; clones
(px9004) expresion (+ 15 % en individuales + 61 % y + 58 % en

comparacion con
px9002)

analisis por lotes y en discontinuo para
los mejores 36 y 15 clones,
respectivamente (en comparacion con
px9001)

poliA bGH + hGT
(px9005)

potenciacion en la
expresion (+ 30 % en
comparacion con
px9002)

grupo estable + 125 %; clones
individuales + 53 % y + 92 % en
analisis por lotes y en discontinuo para
los mejores 36 y 15 clones,
respectivamente (en comparacion con
px9001)

promotor corto de
hCMV + poliA SV40

hEF1a + intréon A + poliA
SV40 (px9003)

incremento en la
expresion (+ 34 % en
comparacion con
px9002)

grupo estable: potenciacion en la
expresion, + 596 %; clones: clones
individuales + 53 % y + 92 % en
analisis por lotes y en discontinuo para
los mejores 36 y 15 clones,
respectivamente (en comparacion con
px9001)

hEF1a + intron A + poliA
bGH (px9006)

incremento en la
expresion (+ 50 % en
comparacion con
px9002)

grupo estable: potenciacion en la
expresion, + 704 %; clones individuales
+19 % y - 7 % en analisis por lotes y
en discontinuo para los mejores 36y 15
clones, respectivamente (en
comparacion con px9001)

hEF1a + intréon A + poliA
bGH + hGT (px9007)

incremento en la
expresion (+ 47 % en
comparacion con
px9002)

grupo: potenciacion en la expresion +
583 % clones: clones individuales +
7 %y - 14 % en andlisis por lotes y en
discontinuo para los mejores 36 y 15
clones, respectivamente (en
comparacion con px9001)

El rendimiento de diferentes vectores en transfecciones transitorias se sometié a prueba después de la nucleofeccion
en células CHO-K1 (véase la figura 9).

Los vectores que contienen el promotor del factor de alargamiento humano 1 alfa (hEF1a) (basado en la organizacion
del vector LC-HC-SM) tienen un incremento en la productividad de aproximadamente + 34 % (px9003 frente a px9002;
secuencia sefial de poliA SV40) y + 30 % (px9006 frente a px9004; secuencia sefial de poliA bGH), dependiente de la
secuencia sefial de poliA usada, respectivamente, en comparacién con el uso del promotor de hCMV.

La adicion del finalizador de gastrina humana (hGT) a la secuencia sefal de poliA bGH tiene un efecto positivo sobre
la productividad para vectores que contienen el hCMV-(px9005 frente a px9004; + 13 %).

Los vectores de expresién basados en la expresion bidireccional de la cadena ligera y la pesada del anticuerpo
muestran una mejora en el rendimiento. Los valores de producto se incrementan aproximadamente de 2,7 a 3,4 veces
en comparacion con el vector de control px9001 dependiente del promotor usado (hEF1a o hCMV) y la secuencia
sefial de poliA usada (secuencia sefal de poliA SV40 o bGH).

Se ha descubierto que el uso del promotor del factor de alargamiento humano 1 alfa y la secuencia sefial de poliA
bGH tiene un efecto positivo sobre la productividad en la organizacién del vector LC-HC-SM (+ 50 %; comparando
px9006 y px9002) pero no en la organizacion del vector LC(3'-5')-HC-SM (- 28comparando %; comparando px9010 y
px9011).

Para comparar la productividad del vector de expresion px9002 con los vectores px9003 - 9007, los vectores se

transfectaron en células CHO-K1 por nucleofeccién y se seleccionaron grupos estables. La productividad de los grupos
se analiz6 en analisis por lotes (véase la figura 10).
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El analisis por lotes de grupos estables mostré que los valores de anticuerpo de grupos transfectados con el vector
que contiene el promotor del factor de alargamiento humano 1 alfa (px9003, px9006, px9007) fueron aproximadamente
7-8 veces mayores que los de las células transfectadas con el vector de referencia que contiene el promotor de hCMV
de longitud corta (vector px9002) (comparando 97,5 ug/ml, 112,5 ug/ml y 95,6 uyg/ml y para los vectores px9003,
px9006 ypx9007 frente a 14,0 ug/ml para el vector px9002).

Los vectores px9001, px9002 y px9004 a px9007 se transfectaron en células CHO-K1 por nucleofeccion y los mejores
clones individuales se identificaron por el procedimiento de cribado clasico. La productividad de los mejores 36 clones
de cada vector se analizé en analisis por lotes y los mejores 15 clones en analisis por lotes se sometieron a prueba
en analisis discontinuo.

La productividad promedio de los mejores 36 clones individuales generados con el vector px9001 en el analisis por
lotes es de 356 pg/ml. Los clones generados con el vector px9002 o con los vectores px9004 y 9005 (que contienen
adicionalmente la sefial de poliA bGH (sola o en combinacién con el HGT) en lugar de la sefial de poliA SV40) muestran
un 37 % (px9002) respectivamente de un 61 % (px9004) a un 53 % (px9005) de incremento en la productividad en
comparacién con el vector de control px9001. Los clones del vector px9006 y px9007 muestran un incremento en la
productividad de aproximadamente un 19% y un 7%, respectivamente.

En experimentos discontinuos, los mejores 15 clones obtenidos con cada vector en analisis por lotes se sometieron a
prueba en analisis discontinuo durante 14 dias.

La productividad promedio de los 15 mejores clones individuales internos (generados con el vector px9001) en el
analisis discontinuo es de 1345 pg/ml. Los clones generados con el vector px9002 o con los vectores px9004 y px9005
(que contienen adicionalmente la secuencia sefial de poliA bGH (sola o en combinacién con hGT) en lugar de la
secuencia sefial de poliA SV40) muestran un 80 % (px9002) respectivamente de un 58 % (px9004) a un 92 % (px9005)
de incremento en la productividad en comparacién con el vector de control px9001.

Ademas de un incremento en la productividad promedio (véase arriba) también se mejora fuertemente el rendimiento
de los clones superiores. Los vectores px9002, px9004 y px9005 muestran, con respecto a la productividad de los 5
clones superiores, un incremento de aproximadamente un 64 % (px9002), 50 % (px9004) y 88 % (px9005) en
comparacion con el vector de control px9001.

A continuacion, se comparo directamente el porcentaje de células productoras respecto a no productoras para cada
uno de los diferentes vectores. El 14,2 % de los clones generados con el vector px9001 producen anticuerpos, en el
resto de los clones resistentes la expresion de anticuerpo esta silenciada o bien los clones tienen otros defectos.

La organizacion del vector del vector px9002 casi duplicé el porcentaje de células productoras (a un 26,0 %). El vector
que contiene adicionalmente la secuencia sefial de poliA bGH sola en lugar de la secuencia sefial de poliA SV40 sola
(vector px9004) o bien en combinacién con hGT (vector px9005) muestra un incremento de aproximadamente 3 veces
en el porcentaje de células productoras (39 % y 43 %, respectivamente).

El uso del promotor del factor de alargamiento humano 1 alfa en lugar del promotor de hCMV incremento el nimero
de células productoras hasta 5 veces (mas del 70 % de los clones obtenidos después del procedimiento de seleccion
realmente producen anticuerpos).

Los 15 mejores clones obtenidos por transfeccién con los vectores px9001-9007 (basados en resultados de lotes
alimentados) se cultivaron en presencia y en ausencia de higromicina B durante 15 pases (= aproximadamente 60
generaciones). Los valores de producto de clones en el analisis por lotes después de 15 pasos se compararon con el
valor de producto de clones en el lote al comienzo de la prueba de estabilidad.

En presencia de presion de seleccion, el cambio en el valor de producto entre 15 clones de cada vector varia de -
14,7 % para el vector px9007 y + 0,2 % para el vector px9002 después de 15 pasos.

En ausencia de presion de seleccion, la disminucion en el valor de producto varia de un 25,5 % para el vector px9004
hasta un 5,9 % para el vector px9005.

El nimero de clones que cumplen los criterios de estabilidad definidos, tales como > 80 % del valor de producto en el
analisis por lotes en comparacion con los valores en el punto de partida (G0O) tanto en presencia como en ausencia de
marcador de seleccion, varia de 4 a 10. Los vectores px9005, px9007 y px9002 dar lugar al mayor niumero de clones
estables en presencia y ausencia de presion selectiva/marcador de seleccion (px9005: 10; px9007: 7; px9002: 6)).

Por tanto, se ha descubierto que la organizacion de los vectores px9005 muestra efectos positivos sobre la estabilidad
e incrementa el numero de clones estables, en especial en ausencia de presion de seleccion.

Se ha descubierto que la combinacion de poliA bGH y hGT en comparaciéon con poliA SV40 sin finalizador de
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transcripcion (hGT) incrementa claramente la productividad de clones estables independientemente del promotor
usado.

Transfecciones transitorias:

- el uso del promotor del factor de alargamiento humano 1 alfa (con intrén A) proporciona una potenciacion en la
productividad (en la organizacién LC-HC-SM)

- el uso de la secuencia sefial de poliA de la hormona de crecimiento bovina proporciona una potenciacién en la
productividad en comparacion con el uso de la secuencia sefial de poliA SV40

- la adicion de HGT a la secuencia sefal de poliA bGH da como resultado un incremento en la productividad en
vectores que contienen el promotor de hCMV

- la organizacién del vector LC(3'-5')-HC-SM da como resultado una mejora en la expresion
Grupos estables

- los grupos generados con vectores que contienen el promotor de hEF1a muestran una potenciacion en la
productividad en el andlisis por lotes

- los clones generados con vectores que contienen el promotor de hEF1a muestran una reduccion en el niumero de
clones de baja produccion

- los clones generados con vectores que contienen el promotor de hEF1a muestran una mayor estabilidad de la
expresion de IgG

Clones individuales

- la organizacion del vector con la posicion hacia 3' del marcador de seleccion (LC-HC-SM) tiene un efecto positivo
sobre la productividad de clones individuales

- los clones generados con vectores que contienen la secuencia sefial de poliA bGH y la hGT tienen mayores
productividades y estabilidades

Los siguientes ejemplos, figuras y secuencias se proporcionan para ayudar a la comprension de la presente invencion,
de la que su verdadero alcance se expone en las reivindicaciones adjuntas.

Secuencias

SEQID NO: 01  promotor de CMV humano corto sin intron A

SEQID NO: 02 promotor de CMV humano corto sin intron A con 5'UTR
SEQID NO: 03  promotor de CMV humano de longitud completa con intrén A
SEQID NO: 04 promotor de EF1 alfa humano de longitud completa sin intron A
SEQID NO: 05 promotor de EF1 alfa humano de longitud completa con intron A
SEQID NO: 06 promotor de EF1 alfa humano corto con intrén A con 5'UTR
SEQID NO: 07 promotor de CMV de rata de longitud completa con intrén A
SEQID NO: 08  secuencia sefial de poliA SV40

SEQID NO: 09 secuencia sefal de poliA bGH

SEQID NO: 10  secuencia finalizadora hGT

SEQID NO: 11 promotor de SV40

SEQID NO: 12 secuencia PEST de ornitina descarboxilasa

SEQID NO: 13  secuencia de acido nucleico que codifica GFP

SEQID NO: 14  marcador de seleccidon de neomicina

SEQID NO: 15 acido nucleico que codifica el polipéptido de fusion GFP-PEST-
NEO

SEQID NO: 16 EMCV-IRES
SEQID NO: 17 EV71-IRES

Figuras
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Figura 1 Resumen esquematico sobre diferentes disefios de vector sometidos a prueba en transfecciones
transitorias, en grupos estables y al nivel de clon individual. Los vectores p5158, p5137, p5156 y p5159
varian en la posicion de la cadena ligera (LC) y la pesada (HC) respectivamente y/o en la posicién del
marcador de seleccion (SM).

Figura 2 Productividad de los vectores p5137, p5156, p5158 y p5159 en células CHO-K1 transfectadas
transitoriamente. Se muestra la productividad promedio de ocho transfecciones independientes de cada
vector el dia 5 después de la transfeccion medida por ELISA.

Figura 3 Productividad de grupos estables generados con los vectores p5137, p5156, p5158 y p5159 en andlisis
por lotes. Se muestra la productividad promedio de tres grupos de cada vector el dia 7.

Figura 4 Resumen esquematico del disefio de vector del vector de expresiéon p5068 y del disefio de vector del
vector px6068. Se indican LC (cadena ligera), HC (cadena pesada), SM (marcador de seleccion (dirigido
por un promotor de SV40)) y ori (origen de replicacion).

Figura 5 Productividad de los vectores p5068 y px6068 en células CHO-K1 transfectadas transitoriamente. Se
muestra la productividad promedio de ocho transfecciones independientes de cada vector el dia 7
después de la transfeccion medida por ELISA.

Figura 6 La productividad de los grupos estables generados con el vector px6068 linealizado por la enzima de
restriccion SgrAl o bien por la enzima de restriccion BssHIl. Se muestra la productividad promedio de
dos grupos de cada vector en analisis por lotes el dia 7.

Figura 7 Dependencia del valor de IgG de grupos de células estables en el punto de tiempo del inicio de la
seleccién después de la transfeccion.

Figura 8 (A) tiempo de seleccion para la generacion de clones celulares estables; (B) productividad de grupos;
(C) productividad de clones individuales; (D) evolucion temporal de recuperacion de densidad celular
viable; (E) densidad celular viable después de 4, 7 y 10 dias de cultivo; preparacién del vector A: vector
completo linealizado, preparacion del vector B: corte de elementos del vector procariota, preparacion
del vector C: corte y retirada de elementos del vector procariota.

Figura 9 Productividad de los vectores px9001-px9011 en transfecciones transitorias usando nucleofeccion: se
muestra la productividad promedio de ocho transfecciones independientes de cada vector el dia seis
después de la transfeccion; los valores se normalizan a los valores de referencia px9001 (establecido
en un 100 %).

Figura 10 Resumen del valor de producto de grupos estables generados con los vectores px9001-px9007 en el

analisis por lotes el dia 10. Se muestra el promedio de dos (px9001 y px9002) a tres transfecciones
independientes cada vector.

Ejemplos

Vector de expresion p5068 y p5069

Los plasmidos de expresion p5068 y p5069 comprenden casetes de expresion para la expresion de un anticuerpo
anti-P-selectina (casete de expresion gendmicamente organizado con organizacion retenida de exdn-intrén) como se
informa en el documento WO 2005/100402.

Los genes que codifican la cadena ligera y pesada de HuMab anti-P-selectina se ensamblaron por separado en
vectores de expresion de células de mamifero.

De este modo, los segmentos de genes que codifican la region variable de la cadena ligera (VL) de HuMab anti-P-
selectina y la region constante de la cadena ligera (CL) kK humana se unieron como segmentos de genes para la region
variable de la cadena pesada (VH) de HuMab anti-P-selectina y la region constante de la cadena pesada y1 humana
o la regién constante de la cadena pesada y4 humana (CH1-Bisagra-CH2-CH3).

La informacién general sobre las secuencias de nucleétidos de las cadenas ligera y pesada humanas a partir de las
que se puede deducir el uso del coddn se proporciona en: Kabat, E. A., et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5.2 ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991), n.° publicaciéon NIH 91-
3242.

La unidad de transcripcion de la cadena ligera k de HuMab anti-P-selectina se compone de los siguientes elementos:

- el potenciador y promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano (hCMV),
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- una 5'-UT sintética que incluye una secuencia de Kozak,
- una secuencia sefial de la cadena pesada de inmunoglobulina murina que incluye el intron de secuencia sefal,

- el ADNc de la cadena ligera variable de HuMab anti-P-selectina clonado dispuesto con un sitio de restriccion Bsml
unico en el extremo 5'y un sitio dador de empalme y un sitio de restriccion Notl unico en el extremo 3',

- la regidn constante del gen kK humano gendmico, que incluye el potenciador de Ig-k de raton de intrén 2 (Picard, D. y
Schaffner, W. Nature 307 (1984) 80-82), y

- la secuencia senal de poliadenilacion ("poliA") k de inmunoglobulina humana.

La unidad de transcripcion de la cadena pesada yl de HuMab anti-P-selectina se compone de los siguientes elementos:
- el potenciador y promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano (hCMV),

- una 5'-UT sintética que incluye una secuencia de Kozak,

- una secuencia sefial de la cadena pesada de inmunoglobulina murina modificada que incluye el intron de secuencia
sefial,

- el ADNc de la cadena pesada variable de HuMab anti-P-selectina clonado dispuesto con un sitio de restriccion Bsml
unico en 5'y un sitio dador de empalme y un sitio de restriccion Notl unico en el extremo 3',

- la regién constante del gen de cadena pesada y1 humana genémica, que incluye el potenciador y de Ig de raton
(Neuberger, M.S., EMBO J. 2 (1983) 1373-1378), y

- la secuencia sefial de poliadenilacion de inmunoglobulina-y1 humana ("poli A").

Ademas del casete de expresion de la cadena ligera k o cadena pesada y1 de HuMab anti-P-selectina, estos plasmidos
contienen

- un gen de resistencia a higromicina,

- un origen de replicacion, oriP, del virus de Epstein-Barr (VEB),

- un origen de replicacion del vector pUC18 que permite la replicacion de este plasmido en E. coliy
- un gen de B-talactamasa que confiere resistencia a la ampicilina en E. coli.

Técnicas de ADN recombinante

La clonacion se realizé usando técnicas de clonacion estandar como se describe en Sambrook et al., 1999 (supra).
Todos los reactivos biolégicos moleculares estaban disponibles comercialmente (si no se indica de otro modo) y se
usaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Sintesis de acido nucleico

Se sintetizd ADN de los diferentes elementos genéticos por Geneart AG, Regensburg.

Determinaciéon de la secuencia de acido nucleico

Se determinaron las secuencias de ADN por secuenciacion de doble hebra realizada en SequiServe (SequiServe
GmbH, Alemania).

Analisis de la secuencia de ADN vy proteinas y gestién de datos de secuencia

Se us6 el paquete de programas Vector NTI Advance versiéon 9.0 para la creacion, cartografia, andlisis, anotacion e
ilustracién de secuencias.

Técnicas de cultivo celular

Se cultivaron células CHO-K1 en medio CD-CHO (Invitrogen Corp., Gibco®, n.° cat. 10743-011) complementado con
1x complemento HT (Invitrogen Corp., Gibco®, n.° cat. 11067-030).
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Para la seleccion de grupos/lineas celulares de CHO-K1 transfectadas de forma estable, se afiadieron de 400 a
800 ug/ml de G418 o de 200 a 400 pg/ml de higromicina (Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied Sciences,
Alemania, n.° cat.: 843555).

Todas las lineas celulares se mantuvieron en estufas humidificadas a 37 °C con COz2 al 5 % bajo agitacion constante
a 120 a 140 rpm/min. Cada 3 a 4 dias las células se dividieron en medio recién preparado. Se determinaron la densidad
y viabilidad de los cultivos usando el contador celular Casey TT o Cedex Hires (Roche innova AG, Bielefeld). Se realizo
la transfeccion de células por la tecnologia de nucleofeccion de Amaxa (Lonza GmbH, Alemania).

Ademas se aplicaron técnicas de cultivo celular estandar como se describe, por ejemplo, en Bonifacino, J.S., et al.,
(eds.), Current Protocols in Cell Biology, John Wiley and Sons, Inc. (2000).

Recuento celular y determinacién de la viabilidad celular

a) Sistema de recuento celular de campo eléctrico (CASY)

El contador CASY® Technology Cell Counter, modelo Model TT (Roche Innovatis AG, Bielefeld) usa corriente eléctrica
para el recuento celular. Se usé el andlisis del area de pulsos para para obtener informacion de las sefiales creadas
cuando una célula pasa a través del poro de medicidon en un campo de voltaje bajo. La integridad estructural de la
membrana celular es un grado de viabilidad celular. Por lo tanto, los tintes tales como el azul tripano no son necesarios
para determinar la viabilidad.

b) Procedimiento de exclusién de azul de tripano automatizado (Cedex)

Se us6 un sistema Cedex HiRes (Roche Innovatis AG, Bielefeld) para determinar las viabilidades celulares durante la
seleccidn de grupos y para el recuento celular automatizado.

El azul de tripano es un tinte que no puede entrar en las células a través de membranas celulares intactas. Solo se
tinen esas células y se marcan como muertas, que tienen una membrana celular dafiada. Se realizaron el
procedimiento de tincién, recuento celular y analisis grafico de los resultados automaticamente por el sistema Cedex
por reconocimiento de imagen digital. Otros parametros de medicion son tamafo, morfologia y tasa de agregacion
celulares. Con el muestreo multiple, se midieron hasta 20 muestras consecutivamente.

Preparacion de plasmido y comparacion de calidad para una comparaciéon exacta de plasmidos en transfecciones

La eficacia de transfeccion y, por lo tanto, la productividad se ven fuertemente influenciadas por varios factores tales
como cantidad y calidad del ADN. Para garantizar condiciones de inicio iguales para cada vector, se comprobd
exhaustivamente la cantidad y calidad de ADN de todos los vectores antes de la transfeccion.

- Preparacion simultanea de vectores de expresion

Se prepararon todos los vectores simultdneamente por el kit de aislamiento de plasmidos High Speed Maxi (Qiagen
GMBH, Hilden) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

- Purificacion de fenol/cloroformo y precipitacion de etanol

Se purificaron todos los vectores simultaneamente por una purificacion con fenol/cloroformo. Se mezclaron 500 ug de
cada ADN plasmidico linealizado con 200 pl de fenol tamponado con Tris al 50 % (v/v), cloroformo al 48 % (v/v),
solucion de alcohol isoamilico al 2 % (v/v) y se centrifugd durante 1 min a 13.000 rpm. A continuacion se transfirié la
fase acuosa superior a un tubo nuevo y se mezclé con 200 pl de cloroformo al 96 % (v/v), alcohol isoamilico al 4 %
(v/v) y se centrifugd durante 1 min a 13.000 rpm. De nuevo se transfiri6 la fase superior a un tubo nuevo y se mezclé
con 1/10 (volumen total) de acetato de sodio 3 M (pH 5,2) y 2,5 veces (volumen total) de etanol al 100 %. Después de
mezclar e incubar la reacciéon durante 5 min a temperatura ambiente, se centrifugd la mezcla durante 5 min a
13.000 rpm para sedimentar el ADN. Se desecho el sobrenadante y se lavo el sedimento con 900 pl de etanol al 70 %
(v/v) y se incubo durante 5 min a temperatura ambiente. Después de una etapa de centrifugacion final a la velocidad
maxima durante 5 min, se desecharon los sobrenadantes y se secaron los sedimentos y se resuspendieron con H20
estéril.

- Determinaciéon de ADN

Se determind la cantidad de ADN de cada vector usando el BioPhotometer (Eppendorf; Hamburg). La medicion de
ADN se realiz6 siempre por triplicado usando una dilucién 1:20 en Tris (pH 8,0).

- Gel de agarosa

Se comprobd la calidad del ADN de cada plasmido en un gel de agarosa al 0,8 %. Se determinaron la degradacién
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del ADN, conformaciones de vector y concentraciones de ADN. Se usaron vectores que muestran cantidades y
cualidades comparables (sin degradacion de ADN, formas superhelicoidales similares (ccc), cantidades de ADN
similares en gel) para transfecciones transitorias y estables.

Transfecciones transitorias

Se transfectaron todos los vectores en células CHO-K1 por el sistema Amaxa 96-well Shuttle System (Lonza GmbH,
Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se transfect6 cada vector en 8 replicados. Se normalizaron
las cantidades de ADN del vector transfectado a cantidades molares iguales/nimeros de copias de acuerdo con 1 ug
del plasmido de expresion de referencia (p5068 o p5069). Para determinar la productividad, se analizé el sobrenadante
de cultivo celular libre de células para determinar el valor de IgG el dia 4 a 7 después de la transfeccion por un ELISA
universal de una etapa (Dianova).

Sistema Amaxa 96-well Shuttle System:

Se sedimentaron células CHO-K1 que crecen en matraces giratorios por centrifugacion a 850 rpm durante 5 min y se
resuspendieron en medio de cultivo. Se sembraron plasmidos circulares en placas de nucleofeccion de 96 pocillos a
concentraciones equimolares de acuerdo con 1 g del vector de expresion de referencia p5068 o p5069. A
continuacion se afiadieron las células a las placas a una concentracion de 4 x 10° células por pocillo. Se llevo a cabo
la transfeccion por el programa Amaxa DN-137. Se incubaron las células durante 10 min después de la transfeccion y
a continuacion se transfirieron a placas de incubacion de fondo plano de 96 pocillos que contenian 200 ul de medio
de cultivo. Se cultivaron las estaticamente. El dia 4 a 6 después de la transfeccion, se determinaron los niveles de IgG
usando el ELISA universal de una etapa.

Transfecciones estables y generacién de lineas celulares de CHO recombinantes

Se realizaron transfecciones estables por la tecnologia de nucleofeccion (Amaxa Biosystems, Lonza Cologne AG) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Antes de la transfeccion, se linealizaron los plasmidos por la enzima de
restriccion SgrA |. Se transfectd cada plasmido por duplicado o triplicado. Se usaron 5 x 108 células y se usaron
1,2 pmol de plasmido linealizado por transfeccion individual. (Nucleofector Kit T, Amaxa Program A33).

Para la transfeccion, se resuspendieron las células en la solucién Nucleofector T y se alicuoté en tubos de 2 ml.
Después de la adicién del plasmido, se llevd a cabo la transfecciéon aplicando el pulso. A continuacién se transfirieron
las células a matraces de cultivo de tejido T25 que contenian 4 ml de medio recién preparado precalentado y 4 ml de
medio acondicionado. Se aplicd presién selectiva 24 horas después de la transfeccion afadiendo 250 yg/ml de
higromicina B.

Generacién de grupos estables

Se transfectaron los vectores en células CHO-K1 por tecnologia de nucleofeccion de Amaxa y se seleccionaron grupos
estables usando higromicina B 0 G418 como agente de seleccion. Cada transfeccion se realizé por triplicado. Para la
generacion de grupos estables, se linealizaron uniformemente todos los plasmidos por digestion de restriccion con
SgrA . Se uso el Nucleofector Kit T de Amaxa para llevar a cabo transfecciones estables y se transfecté cada plasmido
por triplicado.

Se establecieron grupos estables como sigue: se usaron 5 x 108 células y 1,2 pmol de plasmido linealizado para cada
transfeccion. Se resuspendieron las células en solucion T y se alicuoté en tubos de 2 ml. Después de la adicién del
plasmido, se llevo a cabo la transfeccion aplicando el pulso (Amaxa Program A33). Los grupos de células transfectadas
se cultivaron estaticamente en matraces de cultivo de tejido T25 que contenian 4 ml de medio recién preparado
precalentado y 4 ml de medio acondicionado.

Después de 24 h después de la transfeccion, se aplico presion de seleccion: se centrifugaron las células durante 5 min
a 800 rpm, se resuspendieron en 3 ml de medio de cultivo que contenia 300 pug/ml de higromicina B. Se transfirieron
las células a placas de fondo plano de 6 pocillos 3 dias después de la transfeccidn. A continuacion se cultivaron las
células durante dos semanas hasta que la viabilidad celular se redujo al minimo y aumenté de nuevo por encima de
un 99 %. Se determinaron el nimero de células y las viabilidades constantemente con un sistema Cedex HiRes
(Innovatis, Bielefeld). Durante el cultivo, se retiraron restos celulares por centrifugacion y las células se resuspendieron
siempre en 3 ml de medio recién preparado.

Generaciéon de clones estables usando el sistema robotico Caliper

Se transfectaron los vectores en células CHO-K1 como se describe anteriormente. 48 horas después la transfeccion,
se aplico presion de seleccion (higromicina B 0 G418) y se sembraron células en placas de fondo plano de 384 pocillos
a una concentracion de 350 a 700 células por pocillo usando un sistema de aislamiento de clones de alto rendimiento
automatizado (estacion de trabajo Sciclone ALH 3000, Caliper Life Sciences GmbH, Maguncia).
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Después de 10 a 14 dias, se cribaron las placas de 384 pocillos para determinar los niveles de IgG usando un cribado
de rendimiento ultraelevado basado en ELISA (ELSIA uHTS). De un cribado primario, se eligieron los mejores clones
productores y se transfirieron a placas de 96 pocillos de fondo plano. Después de 3 a 6 dias, se cribaron las células
para determinar los niveles de IgG en una segunda ronda. Se eligieron de nuevo los mejores clones productores y se
transfirieron manualmente a placas de 24 pocillos de fondo plano. Después de otra etapa de cribado basada en ELISA,
se eligieron los mejores clones y se transfirieron a placas de 6 pocillos de fondo plano. Se determinaron los niveles de
IgG en las placas de 6 pocillos por medicion de ProtA para identificar los mejores clones finales para el cultivo por
lotes en placas de 6 pocillos agitados.

Analisis por lotes de grupos/clones individuales

Para detectar diferencias en la productividad y estabilidad, se contaron los niumeros celulares de los clones/grupos
usando un contador celular Casey y se sembraron uniformemente en placas de 6 pocillos de fondo plano a una
concentracion de 3 x 105 células/ml y un volumen total de 3,0 ml. Se cultivaron todos los cultivos por lotes durante 12
dias y se cribaron los sobrenadantes de cultivo celular para determinar los niveles de IgG humana el dia4,7,9, 11 0
12.

Cuantificacion de IgG

Se determind el valor de IgG en experimentos transitorios y en los formatos de cribado (384 pocillos a 24 pocillos)
usando el ELISA universal de una etapa. Se determinaron la productividad de grupos estables y clones individuales
estables en experimentos por lotes por HPLC de proteina A.

ELISA universal de una etapa

Se us6 un ELISA universal de una etapa (Dianova) para determinar los niveles de IgG humana a partir de
sobrenadantes de cultivo celular. Se prepard una curva estandar usando diluciones en serie de un anticuerpo anti-P-
selectina (F. Hoffmann-La Roche AG, Basilea, Suiza) con un intervalo de 0.3125-20 ng/ml usando tampon de dilucion
(PBS + RPLA1 al 5 % (p/v)). Se afiadieron 95 ul de mezcla de anticuerpos que contenia 0,5 pg/ml de anticuerpo anti-
Fc humano F(ab'): biotinilado (Jackson Laboratories) y 0,1 ug/ml de anticuerpo anti-Fcy humano F(ab')2 conjugado
con peroxidasa (laboratorios Jackson; Suffolk) se afadi6 a MTP de 96 pocillos recubiertos con estreptavidina
(StreptaWell, Roche Diagnostics GmbH). Se afiadieron 5 pl de sobrenadante de cultivo celular diluido a 1:20.000 a las
placas y se incubaron durante 1 hora. Se lavaron las placas recubiertas con anticuerpo tres veces con 200 pl de
tampon de lavado (PBS + Tween® al 0,05 % (v/v)). Se aiiadieron 100 yl de ABTS (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Alemania) a las placas y se midi6 la absorbancia a 405 nm con una longitud de onda de referencia de
492 nm.

Medicién de ProtA

Se determiné el valor de IgG del analisis por lotes por proteina A usando una cromatografia basada en HPLC en
combinacién con el ELISA universal de una etapa.

FACS

Se usd la separacion celular activada por fluorescencia para determinar las eficacias de transfeccion (en base a células
que expresan GFP) o los niveles de expresion de GFP de células transfectadas de forma estable o transitoria. En
general, se midieron 5 x 108 células de cada clon o grupo usando el citdmetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences,
San Diego, CA). Se usaron datos de dispersion directa y lateral para determinar tamafio, viabilidad y morfologia
celulares.
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cctggcecatta
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attattgact
ggagttccge
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agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt
agtacgcceccc

atgaccttat
atggtgatgce

tttccaagtc
gactttccaa
cggtgggagg
aggagcccag

gaagcttgcce

<213> Citomegalovirus humano

<400> 3
ctgcagtgaa

gactaaattce
aaatcgatat
tgatategee
tatatecgttt
gcaaatateg
cgacatcaag
attagceata
tacgttgtat
atgttgacat
tagecccatat
gcccaacgac
agggacttte
acatcaagtg

cgcetggeat

taataaaatg
atgtcgegeg
ttgaaaatat
atttttccaa
acgggggatyg
cagtttcgat
ctggcacatg
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ccatatcata
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atggagttcc
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tccaccccat
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tctatataag
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gtatttacgg
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atgggacttt
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cgtattagte
atagcggttt
gttttggecac
gcaaatggge
ccgtcagatc
ccgatccage

tgacgtaagt
tactgttttt

gcttagecta
ctttececatta
caatacactg
ttattattta
aacataacgt
cggtagegge
gcteoggeage
caccaccagt
ggageggget
aggcagctga
aacggtggag
taatagctga

ttgacacggt

<210> 4
<211> 575
<212> ADN

atcgetatta
gactcacggg
caaaatcaac
ggtaggegty
gcctggagac
cteegeggec
accgectata
ggcttggggt
taggtgtggg
ctaatccata
tectteagag
caaattcaca
gggatctececa
ggagetteta
toccttgeteoe
gtgocogeoaca
tgcaccgetyg
gttgttgtgt
ggcagtgtag
cagactaaca

ttaaacgeceg

<213> Homo sapiens

<400> 4
cccgggetgg

gatggcaagg
caacctttgg
goccteoccegt
aaggactcge

aacccagaga

gctgagaccec
ctgaggacgg
agctaagcca
caccaccccc
cectgeettg

togotgogtt
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ccatggtgat
gatttccaag
gggactttcc
tacggtggga

gccatccacg

gggaacggtg

gagtetatag

ctatacaccc
ttattgacca
acatggctct
actgacacgy
tatacaacac
cgcgaatete
catcogagec
taacagtgga
aggcegtgge
acgcatttgyg
tctgataaga
tctgagecagt
gactgtteceot

ccacc

gcagaggaag
gaggctgatt
gcaatggtag

cccaacccgcoc
gggaatccca
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geggttttgg
tctoccaccee
aaaatgtegt
ggtctatata
ctgttttgac
cattggaacg

gococcaccoag

cogetteocte
ttattgacca
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actctgtatt
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gggtacgtgt
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ggccagactt
ggtagggtat
aagacttaag
gtcagaggta
actegttget

tteocatgggt

acgctctagg
gagaggcgaa
agggaagatt
cceogaccgga
gggaccgtoeg

caccaogocag
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ctccatagaa
cggattccce

ttggecttett

atgttatagg
ctccectatt
tetetttatt
tttacaggat
agtgccogea
tceggacatg
gcecteccageg
aggcacagca
gtgtctgaaa
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ccccattgac
gtttagtgaa
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ggctatatge
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gagaagagca tgcogtgagge tecggtgeoce gtcagtggge agagcgcaca tegcccacag 420
tcceccgagaa gttgggggga ggggtoggea attgaaccgg tgoctagaga aggtggeogeg 480
gggtaaactg ggaaagtgat gtcgtgtact ggectcecgecot ttttocogag ggtgggagag 540
aaccgtatat aagtgcagta gtcgecgtga acgtt 575
<210>5

<211> 1571

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

cccgggetgg getgagacee geoagaggaag acgctctagg gatttgtoce ggactagega 60
gatggcaagg ctgaggacgg gaggctgatt gagaggcgaa ggtacaccct aatctcaata 120
caacctttgg agctaagcca gecaatggtag agggaagatt ctgecacgtecc cttecaggeg 180
gcctoccocogt caccaccococ cocaaccogc cocgaccgga gotgagagta attcatacaa 240
aaggactcge ccctgecttg gggaatccca gggaccegtceg ttaaactcece actaacgtag 300
aacccagaga tcgetgogtt ccegocceet caccogeccg ctctegtcat cactgaggtg 360
gagaagagca tgcgtgagge teccggtgece gtcagtggge agagcgcaca tcgoccacag 420
tccccgagaa gttgggggga ggggtcggca attgaaccgg tgectagaga aggtggegeg 480
gggtaaactg ggaaagtgat gtcocgtgtact ggctcegeet tttteececgag ggtgggggag 540
aaccgtatat aagtgcagta gtecgeccgtga acgttetttt tegecaacggg tttgececgeeca 600
gaacacaggt aagtgccgtg tgtggttcce gegggectgg cctetttacg ggttatggece 660
cttgegtgee ttgaattact tecacgeoccec tggoctgeagt acgtgattet tgateccgag 720
cttegggttg gaagtgggtg ggagagttog aggecttgeg cttaaggage cocttegect 780
cgtgettgag ttgaggcctyg gectgggege tggggocgece gegtgegaat ctggtggeac 840
cttegegect gtctegetge tttcgataag tctctagcocca tttaaaattt ttgatgaccet 900
gctgegacge tttttttetg gocaagatagt cttgtaaatg cgggccaaga tctgeoacact 960
ggtatttegg tttttgggge cgegggogge gacggggocc gtgegtcococca gogeacatgt 1020
tecggcgagge ggggectgog agegoggcca cegagaatcg gacgggggta gtcotcaaget 1080
ggceggoctg ctetggtgoe tggectogeg cogeogtgta tegeccegee ctgggoggea 1140
aggctggece ggteggcace agttgegtga goggaaagat ggocegettee cggecectget 1200
gcagggaget caaaatggag gacgoggege tocgggagage gggcegggtga gtcacccaca 1260
caaaggaaaa gggecctttece gtecctcagec gtegettecat gtgactccac ggagtacegg 1320
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gegocgtcoca ggcacctcoga ttagttcotog atcttttgga gtacgteogte tttaggttgg

guggaggggt tttatgegat ggagtttceoec cacactgagt gggtggagac tgaagttagg

ccagettgge acttgatgta attcteettg gaatttgeee tttttgagtt tggatettgg

ttcattctca agcctcagac agtggttcaa agttttttte ttoccatttca ggtggtttaa

acgccgocac

<210>6
<211> 1653
<212> ADN

c

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>

<400> 6

ccocgggctgg
gatggcaagy
caacctttgg
gecteceegt
aaggacteoge
aacccagaga
gagaagagca
tccecocgagaa
gggtaaactg
aaccgtatat
gaacacaggt
cttgegtgece
cttegggttg
cgtgettgag
cttegegecect
gctgegacge
ggtatttegg
tcggegagge
ggceggecty

aggotggeoe

gctgagaccc
ctgaggacgy
agctaagcca
caccacccece
ccoctgeottyg
tecgetgegtt
tgcgtgagge
gttgggggga
ggaaagtgat
aagtgcagta
aagtgcegtg
ttgaattact
gaagtgggtg
ttgaggecetg
gtecteogetge
tttttttetg
tttttgggge
ggggectgeg
ctetggtgece

ggteggoace

gcagaggaag
gaggctgatt
gcaatggtag
cccaacccgce
gggaatccca
ccocgecccct
tccggtgece
ggggtcggea
gtegtgtact
gtcgeegtga
tgtggttcee
teccacgeocece
ggagagtteg
gectgggege
tttegataag
gcaagatagt
cgecgggcgygce
agcgocggeca
tggectegeg

agttgcgtga

acgctctagg
gagaggcgaa
agggaagatt
cccgaccgga
gggaccgteg
cacccgcoocg
gtcagtgggc
attgaaccgg
ggecteegect
acgttctttt
gcgggectgg
tggctgecagt
aggccttgeg
tggggecgece
tctctageca
cttgtaaatg
gacggggcce
cecgagaateg
cegeogtgta

gcggaaagat

34

gatttgtece
ggtacaccct
ctgcacgtece
gctgagagta
ttaaactccc
ctctegteat
agagcgcaca
tgeoctagaga
ttttoeocogag
tecgecaacggg
cctectttacg
acgtgattect
cttaaggagce
gcgtgegaat
tttaaaattt
cgggccaaga
gtgegtccea
gacgggggta
tegeceocgce

ggoccgettoe

ggactagcga
aatctcaata
cttccaggeg
attcatacaa
actaacgtag
cactgaggtg
tcgeccacag
aggtggcgeg
ggtgggggag
tttgecegeca
ggttatggece
tgatcecgag
cccttegeoct
ctggtggecac
ttgatgacct
tctgeacact
gcgecacatgt

gtctcaaget

ctgggeggea

cggcectget

1380

1440

1500

1560

1571

promotor del factor de alargamiento humano 1 alfa con intrén A y con 5'UTR optimizada

60
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360

420
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840

800

960

1020

1080

1140

1200



gocagggaget
caaaggaaaa
goegoecgtoca
ggggaggggt
ccagettgge
ttcattcteca
ggaattagct

cagcactgaa

<210>7
<211> 2473
<212> ADN

caaaatggag
gggcetttee
ggecacctoga
tttatgegat
acttgatgta
agcctcagac
ctgggagagy

cacagaggaa

<213> Rattus norvegicus

<400> 7
gatattttta

atgaaactat
attatgacct
aattattcga
tagaagtata
ttgtaacaga
aatgtgaata
atgtcaccat
ttataaatca
gtggtetttt
tcacgatttc
ttttaactgg
aaacagaact
tgggaacgge
ggccaagtca

cacccaatte

gtcaacgacc

tggaaatttt
tgceetttte
tttagccagt
tttaaaccat
atctactcca
gtgecttacat
agacactcaa
ctgtttetac
ttataattat
tagtcgaaat
cacccataac
aaattttttg
gagatttatg
cegttttgea
ctatgactat
agcaacattg

taccatctgt

ES 2791 758 T3

gacgcggege
gtccteagec
ttagttoteg
ggagttteece
attctccttg
agtggttcaa
agcccagcac

gottgeegec

aaaaaattect
toctaaaaaac
tcccatatta
ctgttttaaa
aggtctgatg
tcaagccaaa
ctctatttaa
ttagaataat
aacaaaacag
aactattaat
agtcattatg
aaaaacatga
gocggtaatt
acttetttga
gccaaataaa
taagccaaat

ttctgettat

tegggagage
gtegetteat
atcttttgga
cacactgagt
gaatttgecece
agttttttte
tagaagtcgg

acc

ggtaagctat
aacacaattt
agaatgagtt
gcacagcatt
tatttttecaa
tgttaatata
atccagatct
aaacttctta
atgatttgtt
ctteattatg
agtcagtggg
gtttttctta
accactggac
ccaaaatata
gcaactatta
ctceccatagaa

ttetcotaatt

35

gggcgggtga
gtgacteccac
gtacgtegte
gggtggagac
tttttgagtt
ttecatttea

cggtgtttee

ttaaaaaaat
cacggaatat
atagatgact
tgtgaataat
ggccacgtta
acaatcctga
aaatagttac
aaggtcacgt
taaaggtcac
tttctgagaa
agtcatactg
aggtcaacat
gattteocegg
tcgagttaag
aggtcatttc
acctcataag

ttaattgcag

gtcacccaca
ggagtaccygg
tttaggttog
tgaagttagg
tggatcttgg
ggtgtcgtga

attcggtgat

gaactttatt
cctatgatta
ctctttaaaa
gtgaagaact
aagtgtatge
attegtacat
ttttatctaa
atcgggetga
atececegttee
agtttaaata
aatcagggta
ctggtettat
gaaatcgcta
caacttttaa
actatggaaa
tcagccaaaa

actttgtcat

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1653

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020



tttatgttece
ataagagtca
cgtctaaact
tgaccgtecag
cggacgeogt
gotgocagaa
cggecacgec
ttcteccecegy
actgtcetge
tttaggcaga
catcttacee
ttaaatgttt
ggctatettt
ttectcaacat
tgcgagetet
attecttttte
ttgcgagcectc
accagatgtt
tggtgeteaa
catecgagagt
taagaaaatc
tcgacgtgea
ttecegttaga
taacaatttt

aaacgccgcc

<210> 8
<211> 129
<212> ADN

tettattetg
cgttgactca
gtggaaaate
acgtaggtat
ggaacgcagt
gaagagaaga
getecacace
cecgeotccaca
ggcegetteoa
ggcteegett
tetactegge
ctatgatcat
cgetteggtyg

cggtggegge
agattttttt

ataggcatca
gatatctaga
acaggccacg
tggttgtate
tecgtttatt
agtgagatca
taagatcgte
aaggtagtat
gttgatgteg

acc

<213> Virus simico 40

<400> 8

ES 2791 758 T3

agaatacgtg

gatgaccteg
cccacagatyg
aaatctcoecta
tetcagegaa
ctteataggt
cgggaaccga
tecagggagec
gecagctocac
caactaccoct
cactctacaa
tatgtggtga
atggaacact

tetaattacg
tatctgtaaa

gatcttgtea
atagaatccc
gctaccatta
catctcogetyg
teatgagteg
attattgtca
tecacceggeg
agtaatatga

tatatetgtt

acgcecegete
acatctggte
acctacaaaa
acgccgtteg
gaaggacacc
aagagaccca
ggecttcggag
ttgacecggeg
gatcgacgac
accgacacat
ggacecggtaa
tggttectgtyg
actcttacaa

gttctctecaa
ataagattga

accgttatta
cgtgactgct
tgaatccaaa
gtctatttte
accttttagt
gtctatacga
cagattccaa
taccagecaat

aaaaattaat

36

gttaaggaca
tggtttttet
ctecegattte
ggcagtcaca
gcccgactee
gottetacte
ccegataceco
agcctgetat
tgtgacegtt
tegeggttet
goaattttta
tatgaagaga
tggeggetet

catcggtggt
agatggttga
atctttagga
aagatcatct
catgaacaga
tectcaceogac
tegtgattta
ttacaataat
cagatctttg
gcacagaatce

aaatatatta

ccgaaactge
gccaattttt
tattggacga
gtetteggat
agaagacacc
acoggagett
ggacagaagc
ccgggtagag
gagccogceog
tectccagaa
tatactagac
gctaggtgga
aatgacggtt

ggtcttegea
ctgtgtatca

tcagatgaac
ccgttcatac
attgccagaa
gagaccccaa
ttttotgtgt
gtoctgaatta
tcgecatgee
gaacatttga

cagtcagttt

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860
1320

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2473
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aacttgttta ttgcagctta taatggttac aaataaagca atagcatcac aaatttcaca
aataaagcat ttttttcacc attctagttg tggtttgtcc aaactcatca atgtatctta
tcatgtctg

<210>9

<211> 225

<212> ADN

<213> Bos taurus
<400> 9
ctgtgcecette tagttgeccag ccatctgttg tttgececte ccecegtgect tecttgacce

tggaaggtge cactcccact gtceccttteet aataaaatga ggaaattgeca tcgecattgte

tgagtaggtg tcattctatt ctggggggtg gggtggggca ggacagcaag ggggaggatt

gggaagacaa tagcaggcat gctggggatg cggtgggctc tatgg

<210> 10
<211>73
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10

caggataata tatggtaggg ttcatagcca gagtaacctt tttttttaat ttttatttta
ttttattttt gag

<210> 11

<211> 288

<212> ADN

<213> Virus simico 40

<400> 11

agtcagcaac
tgcatctcaa
ctccgeccag
aggccgagge
gcctaggett
<210> 12

<211> 81
<212> ADN

caggtgtgga
ttagtcagca
ttcecgeecat
cgectetgee

ttgcaaaaag

<213> Homo sapiens

<400> 12

aagtccccag
accatagtcc
tctecegecece
tctgagctat

ctecececgggag

gctcceccage
cgecccctaac
atggctgact
tccagaagta

cttgtatatce

37

aggcagaagt atgcaaagca
tcegececcate cegeccectaa
aatttttttt atttatgcag
gtgaggaggc ttttttggag

catttteg

60

120

129

60

120

180

225

60

73

60

120

180

240

288
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catggcttce cgccggaggt ggaggagcag gatgatggca cgctgecccat gtettgtgece

caggagagcg ggatggaccg t

<210> 13
<211> 798
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> acido nucleico que codifica la proteina verde fluorescente

<400> 13
atggtgagca

ggcgacgtaa
ggcaagctga
ctcgtgacca
cagcacgact
ttcaaggacg
gtgaaccgca
aagctggagt
ggcatcaagg
gaccactacc
tacctgagca
ctgctggagt
ggactcagat

tccaccggat

<210> 14
<211> 795
<212> ADN

agggcgagga
acggccacaa
ccctgaagtt
ccctgaccta
tcttcaagte
acggcaacta
tcgagctgaa
acaactacaa
tgaacttcaa
agcagaacac
cccagtccge
tcgtgaccge

ctcgagctca

ctagatga

<213> Secuencia artificial

<220>

gctgttcacce
gttcagegtg
catctgcacc
cggcgtgcag
cgccatgecece
caagacccgc
gggcatcgac
cagccacaac
gatccgeccac
ccccatcgge
cctgagcaaa
cgccgggatc

agcttcgaat

<223> marcador de seleccion de neomicina

<400> 14

ggggtggtge
tccggegagg
accggcaagc
tgcttcagee
gaaggctacg
gccgaggtga
ttcaaggagg
gtctatatca
aacatcgagg
gacggcccceg
gaccccaacg
actctcggca

tctgecagtceg

38

ccatcctggt
gcgagggcga
tgccegtgee
gctaccccga
tccaggageg
agttcgaggg
acggcaacat
tggccgacaa
acggcagcgt
tgctgctgece
agaagcgcga
tggacgagct

acggtaccgce

cgagctggac
tgccacctac
ctggcccace
ccacatgaag
caccatcttc
cgacaccctg
cctggggecac
gcagaagaac
gcagctcgece
cgacaaccac
tcacatggtc
gtacaagtcc

gggcccggga

60

81

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
798



atgattgaac
ggctatgact
gcgcaggggce
caggacgagg
ctcgacgttg
gatctecetgt
cggcggctge
atcgagcgag
gagcatcagg
ggcgaggatc
ggccgcetttt
atagcgttgg
ctcgtgettt
gacgagttct
<210> 15

<211> 1677
<212> ADN

aagatggatt
gggcacaaca
gceccggttet
cagcgeggcet
tcactgaagc
catctcacct
atacgcettga
cacgtactcg
ggctcgegece
tecgtegtgac
ctggattcat
ctacccgtga
acggtatcge

tctga

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2791 758 T3

gcacgcaggt
gacaatcggce
ttttgtcaag
atcgtggctg
gggaagggac
tgctcetgee
tceggetace
gatggaagcc
agccgaactg
ccatggcgat
cgactgtggce
tattgctgaa

cgcteccgat

tecteceggeeg
tgctctgatg
accgacctgt
gccacgacgg
tggctgctat
gagaaagtat
tgcccatteg
ggtcttgteg
ttcgecagge
gcctgettge
cggctgggtg
gagcttggeg

tcgcagegea

cttgggtgga
ccgecgtgtt
ccggtgeecct
gcgttecttg
tgggcgaagt
ccatcatggce
accaccaagc
atcaggatga
tcaaggcgceg
cgaatatcat
tggcggacceg
gcgaatggge

tcgecetteta

<223> acido nucleico que codifica el polipéptido de fusién GFP-PEST-NEO

<400> 15
atggtgagca

ggcgacgtaa
ggcaagctga
ctcgtgacca
cagcacgact
ttcaaggacg

gtgaaccgca

agggcgagga
acggccacaa
ccctgaagtt
ccctgaccta
tcttcaagtce
acggcaacta

tcgagctgaa

gctgttcacc
gttcagcgtg
catctgcacc
cggcgtgcag
cgccatgecce
caagacccgc

gggcatcgac

ggggtggtge
tceggegagg
accggcaagc
tgcttcagcee
gaaggctacg
gccgaggtga

ttcaaggagg

39

ccatcctggt
gcgagggcga
tgcecegtgee
gctaccccga
tccaggageg
agttcgaggg

acggcaacat

gaggctattce
ccggcetgtca
gaatgaactg
cgcagctgtg
gccggggcag
tgatgcaatg
gaaacatcgce
tctggacgaa
catgccegac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgaccgcttc

tcgecettett

cgagctggac
tgccacctac
ctggcccace
ccacatgaag
caccatcttc
cgacaccctg

cctggggecac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

795

60

120

180

240

300

360

420



aagctggagt
ggcatcaagg
gaccactacc
tacctgagca
ctgctggagt
ggactcagat
tccaccggat
cccatgtcett
ttgcacgecag
cagacaatcg
ctttttgtca
ctatcgtgge
gcgggaaggg
cttgctcectg
gatccggcta
cggatggaag
ccagccgaac
acccatggceg
atcgactgtg
gatattgctg
gccgetcececeg
<210> 16

<211> 583

<212> ADN
<213> Virus de |

<400> 16

ggcgegecec
ggccggtgtyg
agggccoegga
gcocaaaggaa

tgaagacaaa

acaactacaa
tgaacttcaa
agcagaacac
cccagteccge
tcgtgaccge
ctcgagctca
ctagacatgg
gtgcccagga
gttctecegge
gctgctctga
agaccgacct
tggccacgac
actggctgcet
ccgagaaagt
cctgcccatt
ccggtettgt
tgttcgecag
atgcctgcett
gcecggctggg
aagagcttgg

attcgcagceg
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cagccacaac
gatccgecac
cccecatcgge
cctgagcaaa
cgcecgggate
agcttcgaat
ctteecegeeg
gagcgggatg
cgcttgggtg
tgccgeegtg
gtcecggtgece
gggcgttect
attgggcgaa
atccatcatg
cgaccaccaa
cgatcaggat
gctcaaggcg
gccgaatatce
tgtggcggac
cggcgaatgg

catcgeccette

a encefalomiocarditis

cctetecececte cecceccoeocet

cgtttgtcta tatgtgattt

aacctggcce tgtettettg

tgcaaggtcet gttgaatgte

caacgtctgt agcgaccctt

gtctatatca
aacatcgagg
gacggccccg
gaccccaacg
actctcggceca
tctgcagteg
gaggtggagg
gaccgtagtt
gagaggctat
ttccggetgt
ctgaatgaac
tgcgcagetg
gtgccgggge
gctgatgcaa
gcgaaacatc
gatctggacg
cgcatgceeceg
atggtggaaa
cgctatcagg
gctgaccgcet

tatcgectte

tggccgacaa
acggcagegt
tgctgetgee
agaagcgcga
tggacgagct
acggtaccgce
agcaggatga
taaacattga
tcggctatga
cagcgcaggg
tgcaggacga
tgctcgacgt
aggatctcct
tgcggegget
gcatcgagcg
aagagcatca
acggcgagga
atggcecgett
acatagcgtt
tcctegtget

ttgacgagtt

gcagaagaac
gcagctcgece
cgacaaccac
tcacatggtc
gtacaagtcc
gggcccggga
tggcacgcectg
acaagatgga
ctgggcacaa
gcgcccggtt
ggcagcgcgg
tgtcactgaa
gtcatctcac
gcatacgctt
agcacgtact
ggggctegeg
tctegtegtg
ttctggattc
ggctacccgt
ttacggtatc

cttctga

aacgttactg gcegaageecg cttggaataa

tccaccatat tgeocgtottt tggeaatgtg

acgagcattec ctaggggtct ttceccctcete

gtgaaggaag cagttcctet ggaagettet

tgcaggcage ggaacccccce acctggogac

40

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1677

60

120

180

240

300
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aggtgectet geggecaaaa gocacgtgta

cagtgecacg ttgtgagttg gatagttgtg

ttcaacaagg ggctgaagga

ccteggtgea

aaccacgggg

<210> 17
<211> 655
<212> ADN

catgetttac

acgtggtttt

<213> Enterovirus 71

<400> 17

ggcgcgeccece
ccagtcatac
cgcggcectgaa
catgaacgag
actgcaaccc
tccatgggac
tceggeccect
gtgtgtcgta
ttattcctat
attggccatce

tcactgaagt

cgaagtaact
cttgatcaag
ggagaaaacg
gcagggtgtt
ccatgggcga
gctctaattce
gaatgcggcet
acgggcaact
attggctgcet
cggtgtgcaa

ctgtgatcac

tgcccagaag
atgtgtttag

cctttgaaaa

tagaagctgt
cacttctgtt
ttegttacce
tcgcetecagea
ccatggcagt
tgacatggtg
aatcctaact
ctgcagcgga
tatggtgaca
cagggcaatt

tctcaaattce

taagatacac ctgcaaagge ggcacaacce

gaaagagtca aatggetcte ctcaageogta

gtacceccatt gtatgggatc tgatctgggg

togaggttaa aaaaacgtet aggeccceceg

acacgatgga tcc

aaatcaacga
tcececggact
gaccaactac
caaccccagt
ggctgegttg
tgaagagcct
gcggagcaca
accgactact
atcaaaaagt
gtttacctat

attttgaccc

41

tcaatagcag
gagtatcaat
ttcgagaage
gtagatcagg
gcggectgee
attgagctag
tgctcacaaa
ttgggtgtce
tgttaccata
ttattggttt

tcaacacaat

gtgtggcaca
aggctgctcg
ttagtaccac
ctgatgagtce
catggagaaa
ctggtagtcc
ccagtgggtg
gtgtttecett
tagctattgg
tgtaccatta

caaac

360
420
480
540

583

60

120

180

240

300

360

420

480
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600

655
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REIVINDICACIONES
1. Un vector de expresion que comprende
- un casete de expresion de la cadena ligera de anticuerpo,
- un casete de expresion de la cadena pesada de anticuerpo, y
- un casete de expresion de marcador de seleccion,
en el que los casetes de expresion se disponen unidireccionales, y

en el que los casetes de expresion se disponen en la secuencia 5' a 3' del casete de expresion de la cadena pesada
de anticuerpo, casete de expresién de la cadena ligera de anticuerpo y casete de expresion del marcador de seleccion,

en el que los tres casetes de expresion comprenden el promotor del factor de alargamiento humano 1 alfa de SEQ ID
NO: 05,

en el que el casete de expresion de la cadena ligera y el casete de expresion de la cadena pesada de anticuerpo
comprenden la secuencia sefal de poliA de la hormona de crecimiento bovina.

2. El vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que los casetes de expresion no
comprenden una secuencia finalizadora.

3. El vector de expresién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado por que el acido
nucleico que codifica la cadena ligera de anticuerpo y/o el acido nucleico que codifica la cadena pesada de anticuerpo
comprende al menos un intrén.

4. El vector de expresién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que el acido
nucleico que codifica la cadena ligera de anticuerpo y/o el acido nucleico que codifica la cadena pesada de anticuerpo
es ADNc.

5. Uso de un vector de expresion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para la produccion
recombinante de un anticuerpo.

6. Uso de un vector de expresion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para la generacion de
una linea celular estable.

7. Uso de un vector de expresion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para la generacion de
una linea celular de produccion.

8. Un procedimiento para la produccion de un anticuerpo que comprende las siguientes etapas:

- cultivar una célula eucariota que se ha transfectado con un vector de expresiéon de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4,y

- recuperar el anticuerpo de la célula o del medio de cultivo.

9. El vector de expresion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que el vector
de expresion comprende

- un primer casete de expresion que comprende en sentido 5' a 3' un promotor, un acido nucleico que codifica una
primera cadena ligera de anticuerpo, una secuencia sefial de poliA, y opcionalmente una secuencia finalizadora,

- un segundo casete de expresion que comprende en sentido 5' a 3' un promotor, un acido nucleico que codifica una
segunda cadena ligera de anticuerpo, una secuencia sefal de poliA y opcionalmente una secuencia finalizadora,

- un tercer casete de expresion que comprende en sentido 5' a 3' un promotor, un acido nucleico que codifica una
primera cadena pesada de anticuerpo, una secuencia sefial de poliA y opcionalmente una secuencia finalizadora,

- un cuarto casete de expresion que comprende en sentido 5' a 3' un promotor, un acido nucleico que codifica una
segunda cadena pesada de anticuerpo, una secuencia sefial de poliA y opcionalmente una secuencia finalizadora,

o bien

- un primer casete de expresion que comprende en sentido 5' a 3' un promotor, un acido nucleico que codifica una
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cadena ligera de anticuerpo, una secuencia sefial de poliA y opcionalmente una secuencia finalizadora,

- un segundo casete de expresion que comprende en sentido 5' a 3' un promotor, un acido nucleico que codifica una
primera cadena pesada de anticuerpo, una secuencia sefial de poliA, y opcionalmente una secuencia finalizadora, y

- un tercer casete de expresion que comprende en sentido 5' a 3' un promotor, un acido nucleico que codifica una
segunda cadena pesada de anticuerpo, una secuencia sefial de poliA y opcionalmente una secuencia finalizadora,

con lo que la cadena ligera de anticuerpo es una cadena ligera comun para ambas cadenas pesadas de anticuerpo.

10. El vector de expresion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y 9, caracterizado por que el
vector de expresion comprende

- un casete de expresion de la cadena ligera de anticuerpo,

- un primer casete de expresion de la cadena pesada de anticuerpo,

- un segundo casete de expresion de la cadena pesada de anticuerpo, y
- un casete de expresion de marcador de seleccion,

en el que al menos uno de los casetes de expresion de la cadena pesada de anticuerpo y el casete de expresion de
la cadena ligera de anticuerpo y el casete de expresion de marcador de seleccion se disponen unidireccionales, y

en el que los casetes de expresién unidireccionales se disponen en la secuencia 5' a 3' del casete de expresién de la
cadena pesada de anticuerpo, casete de expresion de la cadena ligera de anticuerpo y casete de expresion de
marcador de seleccion.

11. El vector de expresion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a4y 9 a 10, caracterizado por que
el vector de expresion comprende

- un primer casete de expresion de la cadena ligera de anticuerpo,

- un segundo casete de expresion de la cadena ligera de anticuerpo,

- un primer casete de expresion de la cadena pesada de anticuerpo,

- un segundo casete de expresion de la cadena pesada de anticuerpo, y
- un casete de expresion de marcador de seleccion,

en el que uno de los casetes de expresiéon de la cadena pesada de anticuerpo y uno del casete de expresion de la
cadena ligera de anticuerpo y el casete de expresién del marcador de seleccién se disponen unidireccionales, y

en el que los casetes de expresion unidireccionales se disponen en la secuencia 5' a 3' del casete de expresion de la

cadena pesada de anticuerpo, casete de expresion de la cadena ligera de anticuerpo y casete de expresion de
marcador de seleccion.

43



ES 2791 758 T3

Figura 1

p3137

p5156

p5158

p3159

px7068

px7068A

px7068C

px7068B

44



ES 2791 758 T3

Figura 2

J0JoaA
651 cd ggled 9g|6d /e1ed

[RR T

© < N O

0l
¢l
14

(Jwy6r) 56| op Jojep

45



ES 2791 758 T3

Figura 3

J0JOOA
/¢€1gd 6Glcd 9glgd QG| gd

G¢

(lw/br) 56| ap Jojep

46



ES 2791 758 T3

Figura 4

8909xd

/]

oH < ANDY

110

(s

"

AWDY ) DT

4

)

/

890sd
/]

51 { AWDY

oH { AWDY
\

N

=)

47



ES 2791 758 T3

Figura 5

px6068

[
Vector

T
p5068

N O 0 O T AN O
—_—

(Tu/311) D3] op JoTeA

48



ES 2791 758 T3

Figura 6

(ITHssg) "u1] §909xd

J0109A

(I vI3S) "ur] g9p9xd

(Juy/3ri)
D3] ap 10[eA

49



ES 2791 758 T3

Figura 7

uoIoo9jsuel) e| ap sondsap uQI0d8|8s ap OIoIU|
y gy VR4 ysg Ut uo

Lo i

HH
HH

31y jw/3n 0os M
31y |w/3n 0S5z O

so)0| Jod sisijeue us sa|qe)sa sodnig)

0°0S

0°00T

0°0ST

0°‘00¢

0°0S¢

(jw/Bn) 5b| dp 10]ep

50



ES 2791 758 T3

Figura 8
(A)

Seleccion de grupos estables

< 25,0 s
he
g -
.2 —_ 20’0 —_ R S
g \§
TR
g E 15,0
25
28 100
\g 3
3 5,0
]
=
A
0,0 +-
A
Preparacion de vector
(B)
Grupos estables en analisis por lotes
200,0
E 1500 |feemes .
el ;
=
N’
E, 100,0
[Nl
e ;
;6 50,0 RS —— ~
§ i

0,0

A B C
Preparacion de vector

51



Valor de IgG (ug/ml)

ES 2791 758 T3

Figura 8

©)
Clones individuales por lote

1000

800
700

S S

500
300

100

Preparacion de vector

(D)

Seleccién de grupos estables

450 ——

40)0 S )" Preparacién Horyaphar it
35,0

30,0
25,0
20,0
15,0
10,0

5,0

0,0

| ——Preparacion de vector B s T AR5

| === Preparacion de vector C )

nimero de células viables (x10E5 células/ml)

dias después de la transfeccion

52



ES 2791 758 T3

Figura 8
(E)

Grupos estables en analisis por lotes

160
140
80
60
40
20

Clpreparaciéon de vector A

| Epreparacion de vector B

B preparacion de vector C

de células viables

(x10E5 células/ml)

’

numero

53



ES 2791 758 T3

Figura 9

uoIisaldxa ap J0)OoA
1T06Xd 0T06Xd £006Xd 9006Xd S006Xd $006Xd €£006Xd TO06Xd Z006Xd

i

m.fste H i ) ) H H i - i i

0S
001
0S1

0S¢
00€
0GE
00¥

]

(%) D3| 9p uoisaidx]

54



ES 2791 758 T3

Figura 10

uoisaidxa ap J0J0oA
L006Xd 9006x%d S006xd 006xd €006xd 2006xd

N, S S iaéLssiga.aiéa

001
00¢
00t
00%
00S
009

008
006

s o

(%) D8I op uogisaidx3

55



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

