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DESCRIPCION
Aislamiento temprano de células después de la transfeccion (EPIC) para la produccién de productos biologicos
ANTECEDENTES

Los métodos para la seleccion de poblaciones de células productoras y clones celulares son imperativos para la
fabricacion de productos biolégicos, tales como anticuerpos y proteinas de fusion. Dichos métodos generalmente se
basan en el uso de un agente de seleccién, tal como metotrexato (MTX) o metionina sulfoximina (MSX), para sesgar
y amplificar la produccién de productos biolégicos. Por ejemplo, DeMaria, 2012 (Methods in Molecular Biology, vol.
801, paginas 27-39) y Cairns et al., 2011 (Biotechnology and Bioengineering, vol. 108, n.2 11, paginas 2611-2622)
describen ambos métodos de seleccion celular usando medio MTX. Los métodos basados en agentes de seleccion
pueden afectar a la viabilidad o a la velocidad de crecimiento de poblaciones seleccionadas o pueden tener un impacto
negativo en la estabilidad clonal. Dichas selecciones basadas en farmacos también pueden requerir mucho tiempo,
requiriendo a menudo multiples rondas de seleccién para obtener poblaciones que contienen clones que son
adecuados para la fabricacion de productos biolégicos. Por ejemplo, el documento WO 2008/036255 A2 (Genzyme
Corporation) describe métodos en los que la clasificacién celular tiene lugar al menos 9 dias después de la
transfeccion. Sigue existiendo la necesidad de métodos rapidos y fiables para generar tanto poblaciones celulares
grandes como clones que produzcan titulos elevados de productos biolégicos con menos impacto negativo en la célula
hospedadora.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente divulgacion proporciona métodos en los que se selecciona una poblacion de células que expresan un
polipéptido diana. Como se describe en el presente documento, se desarrollaron métodos de seleccién que se basaron
en la clasificacion de poblaciones poco después de su transfeccién. Por lo tanto, los métodos presentan la etapa de
aislar una subpoblacién de células transfectadas para la expresién detectable temprana del vector transfectado. En
ciertas realizaciones, la seleccién se basa en la expresién temprana de un polipéptido de seleccién, que es diferente
del polipéptido diana y detectable en la superficie de la célula.

Inesperadamente, se descubrié que los métodos descritos en el presente documento eran mas rapidos que los
métodos tradicionales que usan dos rondas de seleccién con MTX para generar un grupo, y mas productivos que la
amplificaciéon con MTX tradicional, incluida la seleccion con MTX de una sola ronda.

Los métodos descritos en el presente documento son Utiles, por ejemplo, para la generaciéon de grupos de células para
el cribado de polipéptidos de interés (tal como en el desarrollo clinico temprano y para la generacion de clones de
titulo alto, que se pueden utilizar para producir un polipéptido de interés para la fabricacién tanto a pequefia como a
gran escala.

Por consiguiente, en algunos aspectos, la divulgacion proporciona un método de producciéon de una poblacién de
células productoras que expresan un polipéptido diana, comprendiendo el método: (a) transfectar células
hospedadoras con uno o mas vectores que codifican uno o mas ARNm, en donde el uno o mas ARNm codifican un
polipéptido de seleccién y el polipéptido diana; (b) aislar de las células hospedadoras transfectadas, en 2 a 5 dias
después de la transfeccion, una subpoblacién de células hospedadoras transfectadas de expresion temprana que
expresan el polipéptido de seleccion, en donde el aislamiento emplea clasificacion de células activadas por
magnetismo (MACS) o clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) ; y (¢) expandir la subpoblacion
aislada de células hospedadoras transfectadas de expresiéon temprana, produciendo asi una poblacion de células
productoras transfectadas que expresan el polipéptido diana. En algunas realizaciones, cada una de las etapas (b) y
(c) se realiza en medio sin seleccion de farmacos.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, el método comprende ademas aislar el
polipéptido diana de la primera o segunda subpoblacién heterogénea expandida.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, el método comprende ademas aislar una
o mas células hospedadoras transfectadas individuales de la subpoblacion expandida y cultivar individualmente la una
o mas células hospedadoras transfectadas individuales para producir poblaciones clonales de la una o mas células
hospedadoras transfectadas individuales.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, al menos una de las poblaciones clonales
de la o las células hospedadoras transfectadas individuales produce una mejora de 2 a 30 veces en la produccién del
polipéptido diana en comparacién con la de un grupo estable de células hospedadoras transfectadas pero no clonadas
obtenidas en la etapa (c).

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, las células hospedadoras transfectadas
sujetas a aislamiento en la etapa (b) contienen 80-120 x 10° células.
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En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, el aislamiento en la etapa (b) se realiza
menos de seis dias después de la transfeccién. En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos
proporcionados, el aislamiento en la etapa (b) se realiza entre dos y cuatro dias después de la transfecciéon. En algunas
realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, el aislamiento en la etapa (b) se realiza dos dias
después de la transfeccion. En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, el aislamiento
en la etapa (b) se realiza tres dias después de la transfeccion.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, la subpoblacion de células hospedadoras
transfectadas contiene 0,5-6,0 x 10° células antes de la expansién en la etapa (c).

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, la expansién en la etapa (c) es durante
entre 4-31 dias.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, un primero del uno o mas vectores
codifica el ARNm que codifica el polipéptido diana, y un segundo del uno o mas vectores codifica el polipéptido de
seleccion.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, el ARNm que codifica el polipéptido diana
y el ARNm que codifica el polipéptido de seleccién estan ambos codificados en un vector.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, un primero del uno o mas vectores
codifica el ARNm que codifica el polipéptido diana, y un segundo del uno o mas vectores codifica el polipéptido de
seleccion.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, el ARNm que codifica la pluralidad de
polipéptidos diana y el ARNm que codifica la pluralidad de polipéptidos de seleccion estan ambos codificados en un
vector.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos proporcionados, el polipéptido de seleccién es un polipéptido
de seleccion por FACS y el aislamiento en la etapa (b) emplea FACS.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, el polipéptido diana y el polipéptido de
seleccion forman un polipéptido de fusion.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, el ARNm es un ARNm multicistronico. En
algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, el ARNm multicistronico comprende un
primer marco abierto de lectura (ORF) que codifica el polipéptido de seleccién y un segundo ORF que codifica el
polipéptido diana, en donde el primer ORF esta 5' con respecto al segundo ORF. En algunas realizaciones de uno
cualquiera de los métodos proporcionados, el primer ORF tiene un codén de inicio distinto de AUG. En algunas
realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, el segundo ORF tiene un codén de inicio AUG. En
algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, el codén de inicio distinto de AUG es un
UUG, GUG o CUG en una secuencia de consenso de Kozak. En algunas realizaciones de uno cualquiera de los
métodos proporcionados, el ORF que codifica el polipéptido de seleccién esta desprovisto de cualquier secuencia
AUG.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, €l polipéptido de seleccién es CD52 o
CD59.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, el polipéptido diana es un agente
terapéutico. En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, el polipéptido diana es una
proteina secretada. En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, €l polipéptido diana
es un anticuerpo o una proteina de fusion Fc.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, las células hospedadoras son células
CHO, células HEK293 o células Hel a.

Una poblacion clonal de células hospedadoras transfectadas que expresan un polipéptido de seleccién y un polipéptido
diana puede obtenerse mediante uno cualquiera de los métodos descritos anteriormente o descritos de otra manera
en el presente documento.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La Fig. 1A es un esquema que representa la comparacion entre la transfeccion y seleccion tradicionales y la

transfeccion y seleccién basadas en EPIC. La expresion temprana se refiere a la expresion temprana después de la
transfeccion, antes de una integracién gendémica significativa.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3024 209 T3

La FIG. 1B es un diagrama que muestra la expresion de indicador de una poblacion transfectada de células del dia 3
al 21 en un proceso de seleccién deficiente en nucleétidos (en comparacién con la poblacién transfectada simulada).
Las células transfectadas presentaron una expresion temprana aparente poco después de la transfeccion (por ejemplo,
dia 3-4) y después pasaron a una expresion estable tras finalizar la seleccién (dia 18-21).

La FIG. 2 es una serie de compensaciones de histogramas de FACS que representan la expresién temprana de la
proteina fluorescente roja (RFP) y la expresion del indicador de superficie celular CD52 del mismo vector (pGZ729-
RFP). No se aplic6 presion de seleccién a las células transfectadas. La expresion temprana méaxima de RFP y CD52
se produce entre los dias 2 y 3.

La FIG. 3 es una serie de compensaciones de histogramas de FACS que representan la expresion temprana del dia
3 de RFP y CD52 en células transfectadas con pGZ729-RFP (que codifica tanto el polipéptido CD52 de seleccion
como el polipéptido diana RFP) 0 pGZ700-RFP (que codifica solo el polipéptido diana RFP).

La FIG. 4 es un esquema que muestra tanto la metodologia de EPIC para generar una subpoblacién de células para
la seleccién poco después de la transfeccidn como los efectos beneficiosos tanto para la expresion de indicador como
para los titulos de anticuerpos monoclonales (mAb) tras el aislamiento/expansién de la poblacion enriquecida en la
clasificacion. La simulacion se refiere a transfeccion simulada.

La FIG. 5 es un grafico que representa los titulos de lotes no alimentados del dia 14 para grupos generados por EPIC
en comparacion con las metodologias de MTX tradicionales.

La FIG. 6 es un grafico que representa los titulos de lotes no alimentados del dia 14 de clones generados por EPIC
que lograron una expresién maxima que varia de 1,5-2,0 g/l. La barra mas a la izquierda (0,5 g/I} representa el titulo
para el grupo clasificado por EPIC antes de la clonacién. Todas las demas barras verticales representan titulos para
clones individuales.

La FIG. 7 es una serie de compensaciones de histogramas que representan el beneficio comparativo del
direccionamiento de EPIC para generar grupos estables transfectados con pGZ729-RFP. Se usé EPIC para dirigirse
a la expresién temprana de RFP el dia 2, lo que produjo un grupo estable con RFP mejorada (y expresion del indicador
CD52) en comparacion con las metodologias tradicionales de transfeccién/seleccién (MTX 0 nM).

DESCRIPCION DETALLADA

Antes de describir la presente invencion, debe entenderse que esta invencién no se limita a los métodos y condiciones
experimentales particulares descritos, ya que dichos métodos y condiciones pueden variar. También se debe entender
que la terminologia usada en el presente documento es con el fin de describir realizaciones particulares solo, y no
pretende ser limitante, ya que el alcance de la presente invencién se limitara solo por las reivindicaciones adjuntas.

Asimismo, la practica de la invencion emplea, a menos que se indique lo contrario, técnicas biolégicas e inmunolégicas
moleculares y celulares convencionales dentro de los conocimientos de la técnica. Tales técnicas son bien conocidas
por el trabajador cualificado y se explican plenamente en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Ausubel et al. ed., Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., NY, N.Y. (1987-2008), incluidos todos los suplementos, M.R.
Green y J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cuarta Edicion), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, Nueva York (2012); y Harlow et al., Antibody: A Laboratory Manual, Capitulo 14, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York (2013, 2.2 edicién).

I. DEFINICIONES

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen los significados que entiende habitualmente un experto habitual en la materia. En caso de cualquier ambigiiedad
latente, las definiciones proporcionadas en el presente documento tienen preferencia sobre cualquier diccionario o
definicion extrinseca. Salvo que se requiera de otro modo por el contexto, los términos en singular deben incluir
pluralidades y términos en plural deben incluir el singular. El uso de "o" significa "y/0" a menos que se indique lo
contrario, el uso del término "incluyendo", asi como otras formas, tales como "incluye" y "incluido", no es limitante.

En general, las nomenclaturas usadas en relacién con el cultivo celular y tisular, la biologia molecular, la inmunologia,
la microbiologia, la genética y la quimica e hibridacion de proteinas y acidos nucleicos descritas en el presente
documento son las bien conocidas y usadas habitualmente en la técnica. Los métodos y técnicas proporcionados en
el presente documento se realizan generalmente seguin métodos convencionales bien conocidos en la técnica y como
se describen en diversas referencias generales y mas especificas que se citan y analizan a lo largo de la presente
descripcion a menos que se indique lo contrario. Pueden realizarse reacciones enzimaticas y técnicas de purificacion
segun las especificaciones del fabricante, como se consigue normalmente en la técnica, o como se describe en el
presente documento. Las nomenclaturas usada a proposito de, y los procedimientos de laboratorio y técnicas de,
quimica analitica, quimica organica sintética y quimica medicinal y farmacéutica descrita en el presente documento
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son los bien conocidos y usados habitualmente en la técnica. Se usan técnicas convencionales para sintesis quimicas,
analisis quimicos, preparacion, formulacién y administracion de productos farmacéuticos, y tratamiento de pacientes.

Para que la divulgacién pueda entenderse mas facilmente, a continuacion se definen términos especificos.

Como se usa en el presente documento, el término "polinucledtido" indica una forma polimérica de nucleétidos de
cualquier longitud, cuyos ejemplos incluyen, pero no se limitan a, un gen o fragmento génico, exones, intrones, ARN
mensajero (ARNm), ARN de transferencia, ARN ribosémico, ribozimas, ADN complementario (ADNc), polinucleétidos
recombinantes, polinucleétidos ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado
de cualquier secuencia, sondas de acido nucleico y cebadores. Un polinucleétido puede comprender nucleétidos
modificados, tales como nucleétidos metilados y analogos de nucleétidos.

Como se usa en el presente documento, el término "polipéptido" indica una forma polimérica de aminoacidos de
cualquier longitud, cuyos ejemplos incluyen, pero no se limitan a, una proteina, un fragmento de proteina, una proteina
multimérica, una proteina de fusion, un anticuerpo (incluidos fragmentos del mismo) y un péptido.

Como se usa en el presente documento, un "polipéptido de seleccion” es un polipéptido que puede detectarse, directa
o indirectamente, mediante cualquier método adecuado que incluye, por ejemplo y sin limitacion, clasificacién de
células activadas por fluorescencia (FACS), clasificacion de células activadas por magnetismo (MACS), ClonePix y
cromatografia de afinidad. Los métodos de la presente invencién emplean MACS o FACS en el polipéptido de seleccion
en la etapa (b). En ciertas realizaciones, el polipéptido de seleccion se expresa en la superficie de una célula, es decir,
es un polipéptido de superficie celular. Los ejemplos de polipéptidos de seleccién incluyen polipéptidos que incluyen
un dominio extracelular (por ejemplo, CD52 o CD59) que son capaces de unirse a 0 por un comparfiero de unién
detectable (por ejemplo, un anticuerpo marcado con fluorescencia). Otros ejemplos de polipéptidos de seleccion
incluyen proteinas fluorescentes tales como proteina fluorescente verde (GFP), proteina fluorescente roja (RFP),
proteina fluorescente amarilla (YFP), proteina fluorescente azul (BFP) y variantes de las mismas que incluyen eGFP,
Venus, mCherry, mTomato y similares. En ciertas realizaciones, el polipéptido de seleccion puede detectarse
convenientemente, directa o indirectamente, mediante citometria de flujo.

Como se usa en el presente documento, "clasificacion de células activadas por fluorescencia" o "FACS" se refiere a
un método de separacién de una poblacién de células en una o mas subpoblaciones basandose en la presencia,
ausencia o nivel de uno o mas polipéptidos de seleccién por FACS expresados por las células. La FACS se basa en
las propiedades opticas, incluida la fluorescencia, de células individuales para clasificar las células en subpoblaciones.
Los clasificadores celulares de FACS adecuados para llevar a cabo un método descrito en el presente documento son
bien conocidos en la técnica y estan disponibles en el mercado. Los clasificadores de células de FACS a modo de
ejemplo incluyen BD Influx™ (BD Biosciences) y otros clasificadores de células equivalentes producidos por otros
proveedores comerciales, tales como Sony, Bio-Rad y Beckman Coulter.

Como se usa en el presente documento, un "polipéptido de seleccién por FACS" es un polipéptido que se puede
detectar, directa o indirectamente, mediante citometria de flujo. Los ejemplos de polipéptidos de seleccién por FACS
incluyen polipéptidos que incluyen un dominio extracelular (por ejemplo, CD52 o CD59) que son capaces de unirse a
un compafiero de union detectable (p. €j., un anticuerpo marcado con fluorescencia) para la deteccion indirecta del
polipéptido mediante citometria de flujo. Otros ejemplos de polipéptidos de seleccion por FACS incluyen proteinas
fluorescentes tales como proteina fluorescente verde (GFP), proteina fluorescente roja (RFP), proteina fluorescente
amarilla (YFP), proteina fluorescente azul (BFP) y variantes de las mismas que incluyen eGFP, Venus, mCherry,
mTomato y similares, que se puede detectar directamente mediante citometria de flujo.

Como se usa en el presente documento, clasificacion de células activadas por fluorescencia o "FACS" se refiere a un
método de separacién de una poblacién de células en una o mas subpoblaciones basandose en la presencia, ausencia
o nivel de uno o mas polipéptidos de seleccién por MACS expresados por las células. La MACS se basa en las
propiedades de susceptibilidad magnética de células individuales marcadas para clasificar las células en
subpoblaciones. Los clasificadores de células de FACS adecuados para llevar a cabo un método descrito en el
presente documento son bien conocidos en la técnica y estan disponibles en el mercado. Los clasificadores de células
MACS de modo de ejemplo incluyen el citémetro de flujo MACSQuant® (Miltenyi Biotec).

Como se usa en el presente documento, un "polipéptido de seleccion por MACS" es un polipéptido que se puede
detectar, directa o indirectamente, mediante clasificacion de células activada por magnetismo. Ejemplos de
polipéptidos de seleccion por MACS incluyen polipéptidos que incluyen un dominio extracelular (por ejemplo, CD52 o
CD59) que pueden unirse a un compafiero de unidén magnéticamente susceptible (por ejemplo, una perla marcada
con hierro, niquel o cobalto acoplada a un anticuerpo) para la deteccién directa o indirecta del polipéptido. En ciertas
realizaciones, el polipéptido de seleccién se puede detectar conveniente, de manera directa o indirecta, mediante
citometria de flujo.

Como se usa en el presente documento, "ClonePix" se refiere a un método de separacién y dispositivo para separar

una poblacion de células en una o mas subpoblaciones basandose en la presencia, ausencia o nivel de uno o mas
polipéptidos de seleccién expresados por las células. ClonePix se basa en propiedades opticas, incluyendo la
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deteccién de luz blanca y fluorescencia, de células individuales o colonias de células con el fin de clasificar las células
en subpoblaciones. ClonePix se describe en, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.° 7.776.584; 8.034.612,
8.034.625; 8.293.520; 8.293.525; 8.293.526; y 8.293.527, cada una de Richmond et al., y esta disponible
comercialmente en Molecular Devices (Sunnyvale, CA).

Como se usa en el presente documento, "polipéptido diana" se refiere a una proteina, un fragmento de proteina, una
proteina multimérica, una proteina de fusion, un anticuerpo (incluidos fragmentos del mismo) o un péptido que se
puede producir en células hospedadoras y en los aspectos ejemplificados en el presente documento, el polipéptido
diana se selecciona debido a su potencial como agente terapéutico, por ejemplo, un anticuerpo (incluido un fragmento
del mismo), una proteina de fusién Fc, una hormona o una enzima. En algunas realizaciones, el polipéptido diana es
una proteina secretada. Sin embargo, los métodos descritos en el presente documento no estan limitados para la
seleccion y el aumento de escala de los polipéptidos terapéuticos. Por ejemplo, también se contemplan polipéptidos
de diagnéstico o polipéptidos de uso en el ambiente para su uso como polipéptido diana en un método divulgado en
el presente documento.

En ciertas realizaciones, el polipéptido de seleccion es un polipéptido de superficie celular, y el polipéptido diana es
un polipéptido secretado.

Como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo” se refiere a tales conjuntos (por ejemplo, moléculas
de anticuerpo intactas, fragmentos de anticuerpo o variantes de los mismos) que tienen actividad inmunorreactiva
especifica conocida significativa frente a un antigeno de interés. Los anticuerpos y las inmunoglobulinas comprenden
cadenas ligeras y pesadas, con o sin un enlace covalente intercatenario entre ellas. Las estructuras basicas de
inmunoglobulina en los sistemas de vertebrados se conocen relativamente bien.

El término "anticuerpo” incluye anticuerpos enteros, asi como fragmentos de unién a antigeno y variantes de dichos
anticuerpos. Los anticuerpos pueden ser de cualquier clase, tal como 1gG, IgA o IgM; y de cualquier subclase, tal como
IgG1 o IgG4. El anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal o monoclonal, o puede ser fragmentos del anticuerpo
policlonal o monoclonal. El anticuerpo puede ser quimérico, humanizado, totalmente humano, biespecifico o
bifuncional. También se contempla cualquier fragmento de unién a antigeno o variante de un anticuerpo, tal como Fab,
Fab', Fab'2, regiones variables monocatenarias y variaciones de los mismos.

Como se usa en el presente documento, una "proteina de fusion Fc" se refiere a una proteina que comprende un
dominio Fc de inmunoglobulina que esta unido, directa o indirectamente, a un polipéptido, tal como una proteina o un
péptido. El polipéptido unido puede ser cualquier molécula proteica de interés, tal como un ligando, un receptor o un
péptido antigénico.

Como se usa en el presente documento, el término "célula productora" se refiere a una célula que expresa un
polipéptido de interés. En ciertas realizaciones, una célula productora es una célula que expresa un polipéptido diana
como se divulga en el presente documento. En ciertas realizaciones, una célula productora es una célula que expresa
tanto un polipéptido de seleccién como un polipéptido diana como se divulga en el presente documento.

En ciertas realizaciones, la expresién "células productoras" se refieren a células que son adecuadas para la produccion
de proteinas, por ejemplo, en un método de fabricacion a pequefia o gran escala para producir productos biolégicos.
En algunas realizaciones, las células productoras son células de mamifero o de insecto. Las células productoras se
analizan mas detalladamente en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, una "poblacién de células productoras” es una poblacion de células que un
nivel elevado de uno o mas polipéptidos, por ejemplo, un polipéptido de seleccion por FACS y un polipéptido diana
que estan codificados por el mismo ARNm multicistrénico. En ciertas realizaciones, una "poblacién de células
productoras" es una poblacion de células que expresa un nivel mejorado de un polipéptido diana. En algunas
realizaciones, el nivel mejorado es de al menos 10 veces, al menos 100 veces, al menos 1.000 veces o al menos
10.000 veces del uno o mas polipéptidos en una poblaciéon no seleccionada. En algunas realizaciones, el nivel
mejorado es de al menos 10 veces, al menos 100 veces, al menos 1.000 veces o al menos 10.000 veces de un
polipéptido de seleccion por FACS en una poblacién no seleccionada mediante citometria de flujo (por ejemplo, en un
clasificador de células BD Influx™). En algunas realizaciones, el nivel mejorado es al menos 10 veces, al menos 100
veces, al menos 1.000 veces o al menos 000 veces de un polipéptido de seleccion por MACS en una poblacién no
seleccionada como se detecta mediante citometria de flujo (por ejemplo, en un citdmetro de flujo MACSQuant®
(Miltenyi Biotec)). En el presente documento se describen métodos de generacién de poblaciones de células
productoras.

Como se usa en el presente documento, una "poblaciéon de células productoras" es una poblacion de células que
expresa niveles variables de uno o mas polipéptidos, por ejemplo, un polipéptido de seleccién por FACS y un
polipéptido diana que estan codificados por el mismo ARNm multicistrénico. En el presente documento se describen
métodos de generacién de poblaciones de células productoras.
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Como se usa en el presente documento, un "ARNm multicistronico” es un ARNm que contiene al menos dos marcos
abiertos de lectura (ORF) que son capaces de codificar dos 0 mas polipéptidos.

Como se usa en el presente documento, un "medio sin seleccion de farmacos" es un medio de cultivo que carece de
un farmaco (por ejemplo, metotrexato (MTX)) que se usa para seleccionar una poblacién o subpoblaciones de células
que expresan una proteina que confiere resistencia a farmacos (por ejemplo, dihidrofolato reductasa) a la poblacién o
subpoblacion.

Como se usa en el presente documento, "seleccién basada en el medio" es un proceso de seleccion mediante el cual
el medio de cultivo se altera para incluir un agente de seleccién (por ejemplo, MTX) o para excluir un componente del
medio, lo que da lugar a la seleccién de una subpoblacion que es resistente al agente de seleccion o puede sobrevivir
en ausencia del componente del medio excluido.

Como se usa en el presente documento, "medio deficiente en nucledtidos" es medio de cultivo que carece o contiene
niveles bajos (por ejemplo, menos de 10 microgramos/ml) de una o mas de las nucleobases adenina (A), citosina (C),
guanina (G), timina (T), hipoxantina o timidina. En algunas realizaciones, el medio deficiente en nucleétidos es un
medio que esta desprovisto de hipoxantina y timidina. El medio deficiente en nucleétidos ilustrativo incluye el medio
CD CHO (Gibco, Life Technologies, nimeros de catalogo 10743 (liquido) y 12490 (granulado)).

Como se usa en el presente documento, un "marcador de viabilidad" es una caracteristica celular que es indicativa de
viabilidad celular y es detectable por FACS. Los marcadores de viabilidad ilustrativos incluyen dispersion frontal,
dispersion lateral, tincién con yoduro de propidio o combinaciones de los mismos.

Como se usa en el presente documento, se entiende que la expresion "coddn de inicio distinto de AUG" incluye
cualquier polinucleétido distinto de AUG (normalmente un triplete) que actlie como sitio de inicio para el inicio de la
traduccién con una eficiencia reducida en relacién con la de un codén de inicio AUG. El uso de codones de inicio
alternativos naturales se conoce en la técnica y se describe, por ejemplo, en Kozak (1991) J. Cell Biol. 115(4): 887-
903; Mehdi et al. (1990) Gene 91:173-178; Kozak (1989) Mol. Cell. Biol. 9(11): 5073-5080. En general, los codones de
inicio distintos de AUG tienen menor eficiencia de traduccién en comparacién con la de un AUG; por ejemplo, el codén
de inicio alternativo GUG puede tener una eficiencia de traduccion del 3-5 % en comparacién con la de un AUG
(100 %). La eficiencia de traduccién de un codén de inicio distinto de AUG también puede verse afectada por su
contexto de secuencia; por ejemplo, se ha notificado que una secuencia de consenso de Kozak éptima tiene un efecto
positivo en el inicio de la traduccién en codones de inicio distintos de AUG (Mehdi et al. (1990) Gene 91:173-178;
Kozak (1989) Mol. Cell. Biol. 9(11): 5073-5080). La secuencia de consenso de ADN de Kozak completa es
GCCRCCATGG (SEQ ID NO:1), donde el codén de inicio ATG (AUG en ARN) esta en negrita, la A del codén de inicio
ATG se designa como la posicién +1 y la "R" en la posicién -3 es una purina (A o G). Las dos posiciones mas
conservadas son una purina, preferentemente una A en -3 y una G en +4 (Kozak (1991) J Cell Biol 115(4): 887-903).
Se describe el uso alternativo de codones de inicio para la expresién atenuada de un marcador de seleccién en la
publicacion de patente de los EE. UU. 2006/0172382 y la publicacién de patente de los EE. UU. 2006/0141577. Un
experto en la técnica reconocerd que las secuencias descritas en el presente documento como ADN tendran
secuencias correlativas como moléculas de ARN, por ejemplo, la secuencia de ADN ATG, por ejemplo, se
corresponderia con la secuencia de ARN AUG, y viceversa.

Como se usa en el presente documento, el término "EPIC" se refiere al aislamiento temprano de células después de
la transfeccion, como se describe con mas detalle en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término "FLARE" se refiere a "expresion de indicador atenuada con
citometria de flujo". FLARE es un sistema de expresion que utiliza un ARNm multicistrénico que contiene al menos
dos marcos abiertos de lectura (ORF), un ORF cadena arriba que contiene un codén de inicio distinto de AUG y que
codifica un polipéptido de seleccién por FACS y un ORF cadena abajo que contiene un codén de inicio AUG y que
codifica un polipéptido diana. Véase la publicacién de solicitud de patente de EE.UU. n. 12/441806.

Como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" se referira a un intervalo de tolerancia del
10 % en torno a un valor indicado. Por lo tanto, cuando se usa el término "aproximadamente" para modificar un valor
indicado, el intervalo indicado abarcara cualquier nimero dentro de +0,01 %, 0,02 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,2 %, 0,5 %,
1%,2%,3%,4%,5 %, 6 %,7 %, 8%,9 %0 10 % del valor indicado.

Il. METODOS PARA LA SELECCION TEMPRANA DE CELULAS PRODUCTORAS

La divulgacién se refiere a un método de produccién de una poblacion de células productoras que expresan un
polipéptido diana. El método comprende:

(a) transfectar células hospedadoras con uno o mas vectores que codifican uno o mas ARNm, en donde el
uno o mas ARNm codifican un polipéptido de seleccidn y el polipéptido diana;
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(b) aislar de las células hospedadoras transfectadas, en un plazo de 2 a 15 dias desde |a transfeccion, una
subpoblacion de células hospedadoras transfectadas de expresion temprana que expresan el polipéptido
seleccionable; y

(c} expandir la subpoblacion de células hospedadoras transfectadas, produciendo asi una poblacién de
células productoras que expresan el polipéptido diana. De acuerdo con las reivindicaciones adjuntas, la
invencién proporciona un método para producir una poblacion de células productoras que expresan un
polipéptido diana en donde, en la etapa (b}, la subpoblacién de células hospedadoras transfectadas que
expresan temprano el polipéptido de seleccion se aisla de las células hospedadoras transfectadas dentro de
los 2 a 5 dias posteriores a la transfeccién, y el aislamiento emplea clasificacion de células activadas
magnéticas (MACS) o clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) en el polipéptido de
seleccion, y ademas en donde los pasos (b) y (c) se realizan cada uno en medio libre de seleccién de
farmacos.

Las células transfectadas de expresién temprana pueden comprender diferentes clases de ADN exdgeno, parte del
cual no se ha integrado en el ADN genémico de las células, y parte del cual se ha integrado en el ADN genoémico de
las células. Ambos de estos tipos de ADN tienen el potencial de conducir a la expresion del polipéptido o polipéptidos
que codifican.

Las células hospedadoras se transfectan con uno o mas vectores que codifican uno o mas ARNm, en donde el uno o
mas ARNm codifican un polipéptido de seleccién y el polipéptido diana. Una célula productora se puede generar
usando cualquier tipo de célula adecuada para la produccién de un polipéptido diana a partir de un ARNm
multicistronico. En algunas realizaciones, la célula hospedadora es una célula eucariota. Los ejemplos de células
eucariotas adecuadas para producir un polipéptido diana incluyen, pero no se limitan a, una linea celular de ovario de
hamster chino (CHO), incluidas las designadas CHO-DBX11, CHO-DG44, CHO-S, CHO-K1 y la linea celular de
hamster BHK-21; las lineas celulares murinas designadas NIH3T3, NS0, C127, las lineas celulares de simio COS,
Vero; y las lineas celulares humanas Hela, HEK293 (también denominada 293), NIH-3T3, U-937 y Hep G2. Los
ejemplos adicionales incluyen células hospedadoras adecuadas incluyen células de levadura, células de insecto (p.
ej. células de Drosophila Schnieder S2, células de insecto Sf9 (documento de patente WO 94/26087), células de
insecto BTI-TN-5B1-4 (High Five™) (Invitrogen)), células vegetales, células aviares y células bovinas. Los ejemplos de
levaduras Utiles para la expresién incluyen, pero no se limitan a, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Hansenula,
Candida, Torulopsis, Yarrowia y Pichia. Véanse, por ejemplo, las patentes de los EE. UU. n.° 4.812.405; 4.818.700;
4.929.555; 5736.383;, 5.955.349; 5.888.768 y 6.258.559. Otros ejemplos de células productoras pueden ser
procariotas, incluidas células bacterianas, tales como E. coli (por ejemplo, cepa Dh5a™) Invitrogen, Carlsbad, CA),
PerC6 (Crucell, Leiden, NL), B. subtilis y/u otras bacterias adecuadas. Las células se pueden comprar a un proveedor
comercial tal como la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD) o cultivar a partir de una cepa aislada
usando métodos conocidos en la técnica

Para crear una célula productora, el o los polinucleétidos recombinantes se pueden insertar en la célula hospedadora
usando cualquier técnica de transferencia adecuada (por ejemplo, por transformacién, transfeccion, electroporacion o
transduccion). Los vectores que codifican uno o mas ARNm incluyen vectores de ADN. Los vectores que se pueden
usar incluyen plasmidos, virus, fago, transposones y minicromosomas, de los que los plasmidos son una realizacién
tipica. Generalmente, dichos vectores incluyen ademas una secuencia sefializadora, origen de replicacion, uno o mas
genes marcadores, un promotor y secuencias de terminacién de la transcripcién unidas operativamente al gen que
codifica el ARNm multicistrénico para facilitar la expresién. Los ejemplos de vectores viricos de ADN adecuados
incluyen adenovirus (Ad) y virus adenoasociado (AAV). Los vectores basados en adenovirus para el suministro de
polinucleétidos se conocen en la técnica y pueden obtenerse comercialmente o construirse mediante métodos
biolégicos moleculares convencionales. Los adenovirus (Ad) son un grupo de virus, que incluye mas de 50 serotipos.
Véase, por ejemplo, la solicitud de patente internacional n.2 WO 95/27071. Otros vectores viricos para su uso en la
presente divulgacién incluyen vectores derivados de la variolovacuna, virus del herpes (por ejemplo, virus del herpes
simple (VHS)) y retrovirus. Los vehiculos de suministro génico también incluyen varios vectores no viricos, incluidos
complejos de ADN/liposomas y complejos dirigidos de ADN-proteina virica.

Para uso en transfeccion, en ciertas realizaciones los vectores circulares pueden prelinealizarse, es decir, linealizarse
antes de la introducciéon en la célula hospedadora, por ejemplo mediante restriccion en uno o mas sitios de
endonucleasa de restriccion. Se cree que la linealizacién es necesaria para la integracién en el genoma, y esto puede
efectuarse mediante prelinealizacién o de manera aleatoria por endonucleasas presentes naturalmente dentro de la
célula hospedadora. La prelinealizacion tiene la ventaja potencial de introducir un grado de control en el sitio de
restriccion. Por lo tanto, en ciertas realizaciones, pueden introducirse vectores circulares, incluyendo vectores
circulares superenrollados, en la célula hospedadora. En ciertas realizaciones segun la presente invencién, el uno o
mas vectores son lineales en el momento de la transfeccioén.

Los vectores que contienen tanto un promotor como un sitio de clonacién al que se puede unir operativamente un
polinucleétido son conocidos en la técnica y estan disponibles en proveedores comerciales. Dichos vectores son
capaces de transcribir ARN in vitro o in vivo, y estan disponibles en el mercado de fuentes tales como Agilent
Technologies y Promega Corporation. Para optimizar la expresién y/o la transcripcién in vitro, puede ser necesario
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eliminar, afiadir o alterar partes no traducidas en 5' y/o 3' para eliminar codones de inicio de la traduccion alternativos
adicionales, potencialmente inadecuados, u otras secuencias que puedan interferir en la expresién o reducirla, ya sea
a nivel de transcripcién o traduccién. Como alternativa, se pueden insertar sitios de union al ribosoma de consenso en
posicion inmediatamente 5' del codén de inicio para mejorar la expresion.

Se puede proporcionar un promotor para la expresion en la célula productora. Los promotores pueden ser constitutivos
o inducibles. Por ejemplo, un promotor puede unirse operativamente a un &cido nucleico que codifica un ARNm
multicistronico, de modo que dirige la expresion de los polipéptidos codificados. Se dispone de diversos promotores
adecuados para hospedadores procariotas y eucariotas. Los promotores procariotas incluyen promotores lac, tac, T3,
T7 para E. coli; 3-fosfoglicerato quinasa u otras enzimas glucoliticas, por ejemplo, enolasa, gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa, hexoquinasa, piruvato descarboxilasa, fosfofructoquinasa, glucosa 6 fosfato isomerasa, 3-
fosfoglicerato mutasa y glucoquinasa. Los promotores eucariotas incluyen promotores de levadura inducibles tales
como alcohol deshidrogenasa 2, isocitocromo C, fosfatasa acida, metalotioneina y enzimas responsables del
metabolismo del nitrégeno o la utilizacion de la maltosa/galactosa; promotores de ARN polimerasa Il, incluidos
promotores viricos tales como polioma, viruela y adenovirus (por ejemplo, adenovirus 2), virus del papiloma bovino,
virus del sarcoma aviar, citomegalovirus (CMV, en particular, el promotor génico temprano inmediato), retrovirus, virus
de la hepatitis B, actina, promotor del virus del sarcoma Rous (VSR) y promotores tempranos o tardios del virus de los
simios 40 y no viricos, tales como EF-1 alfa (Mizushima y Nagata (1990) Nucleic Acids Res. 18(17):5322). Los expertos
en la técnica podran seleccionar el promotor adecuado para expresar cualquier polipéptido dado en una célula
hospedadora dada.

Cuando resulte adecuado, por ejemplo, para la expresién en células de eucariotas superiores, se pueden incluir
elementos potenciadores adicionales en lugar de o ademas de los que se encuentran en los promotores descritos
anteriormente. Las secuencias potenciadoras de mamifero adecuadas incluyen elementos potenciadores de globina,
elastasa, albumina, fetoproteina, metalotioneina e insulina. Como alternativa, se puede usar un elemento potenciador
de un virus celular eucariota tal como potenciador de SV40, potenciador promotor temprano del citomegalovirus,
potenciador del polioma, potenciador baculovirico o locus de IgG2a murino (véase el documento WO 2004/009823).
Aunque dichos potenciadores a menudo se encuentran en el vector en un sitio cadena arriba del promotor, también
pueden ubicarse en otra parte, por ejemplo, dentro de la regién no traducida o cadena abajo de la sefial de
poliadenilacion. La eleccion y el posicionamiento del potenciador pueden basarse en la compatibilidad con la célula
hospedadora usada para la expresion.

Ademas, los vectores (por ejemplo, vectores de expresion) pueden comprender un marcador de seleccion para la
seleccion de células hospedadoras que transportan el vector y, en el caso de un vector replicable, un origen de
replicacion. Los genes que codifican los productos que confieren resistencia a antibiéticos o fArmacos son marcadores
de seleccion habituales y se pueden usar en células procariotas (por ejemplo, gen de fi-lactamasa (resistencia a
ampicilina), gen tet (resistencia a tetraciclina)) y eucariotas (por ejemplo, genes de resistencia a la neomicina (G418 o
geneticina), gpt (acido micofendlico), ampicilina o higromicina B). El gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR) permite
la seleccion con metotrexato o medio deficiente en nucleétidos en diversos hospedadores. De modo similar, el gen de
la glutamina sintetasa (GS) permite la seleccion con metionina sulfoximina. Los genes que codifican el producto génico
de marcadores auxotroficos del hospedador (por ejemplo, LEU2, URA3, HIS3) se usan a menudo como marcadores
de seleccion en levadura. También se contempla el uso de vectores viricos (por ejemplo, baculovirus) o fagos, y
vectores que son capaces de integrarse en el genoma de la célula hospedadora, tales como vectores retroviricos.

En sistemas eucariotas, las sefiales de poliadenilacion y terminacion pueden unirse operativamente a un polinucledtido
que codifica el ARNm multicistronico como se describe en el presente documento. Dichas sefiales se colocan
normalmente en direccion 3' con respecto a un marco abierto de lectura. En sistemas de mamiferos, los ejemplos no
limitantes de sefiales de poliadenilacion/terminacién incluyen las derivadas de hormonas del crecimiento, genes alfa
del factor de elongacion 1y viricos (por ejemplo, SV40) o repeticiones terminales largas retroviricas. En sistemas de
levadura, los ejemplos no limitantes de sefiales de poliadenilacién/terminacion incluyen las derivadas de los genes de
la fosfoglicerato quinasa (PGK) y la alcohol deshidrogenasa 1 (ADH). En los sistemas procariotas, normalmente no se
requieren sefiales de poliadenilacién y, en cambio, es habitual emplear secuencias terminadoras mas cortas y
definidas. La eleccion de las secuencias de poliadenilacién/terminacion puede basarse en la compatibilidad con la
célula hospedadora usada para la expresién. Ademas de lo anterior, otras caracteristicas que se pueden emplear para
mejorar los rendimientos incluyen elementos de remodelacién de cromatina, intrones y modificacion de codones
especificos de células hospedadoras.

Las células productoras de la divulgacion contienen un polinucledtido recombinante (por ejemplo, un ADNc
recombinante) que codifica una molécula de ARNm multicistronica a partir de la cual los polipéptidos diana y de
seleccion se traducen por separado de diferentes ORF. En algunas realizaciones, el polipéptido de seleccion es un
polipéptido de superficie celular. En ciertas realizaciones, las células productoras de la divulgacion contienen una
pluralidad de polinucleétidos recombinantes, cada uno de los cuales codifica una molécula de ARNm multicistrénica a
partir de la cual un polipéptido diana y un polipéptido de seleccion se traducen por separado de diferentes ORF. Por
lo tanto, cada polipéptido diana puede asociarse a un polipéptido de seleccién particular. En algunas realizaciones, el
polipéptido de seleccién es un polipéptido de superficie celular.
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Los ejemplos de polipéptidos de superficie celular incluyen, pero sin limitacion, CD2, CD20, CD52 y CD59. A
continuacién se proporcionan secuencias de aminoacidos a modo de ejemplo, no limitantes, para los polipéptidos de
superficie celular CD52 y CD59.

Secuencia de aminoacidos para el polipéptido CD52 humano a modo de ejemplo:
LERFLFLLLTISLLVLVQIQTGLSGQNDTSQTSSPSASSNISGGIFLFFVANAIIHLFCFS (SEQ ID NO: 2)

Secuencia de aminoacidos para el polipéptido CD59 humano a modo de ejemplo (mutante aceptor de
empalme):

LGIOGGSVLFGLLLVLAVFCHSGHSLQCYNCPNPTADCKTAVNCSSDFDACLITKAG

LOVYNNCWKFEHCNFNDVTTRLRENELTY YCCKKDLCNFNEQLENGGTSLSEKTVL
LLVTPFLAAAWSLHP (SEQ ID NO: 3)

Secuencia de aminoacidos para el polipéptido CD52 de ratén a modo de ejemplo:

LKSFLLFLTILLVVIQIQTGSLGQATTAASGTNKNSTSTKK TPLKSGASSITDAGACSFL
FFANTLICLFYLS (SEQ ID NO:4)

En algunas realizaciones, se proporciona un primer ORF que codifica un polipéptido de seleccién, tal como CD52 o
CD59. A continuacion, se proporcionan secuencias de ORF a modo de ejemplo, no limitantes, para CD52 y CD59.

Secuencia de nucleétidos para ORF de CD52 humano a modo de ejemplo:

ttgeagcgcttectettcctectactcaccatcagectectegttttggtacaaatacaaaccggactctceggacaaaacgacaccagc
caaaccagcagcececctcageatccageaacataageggaggcattttecttttettcgtegecaacgecataatecacctettetgettca
gttga (SEQ ID NO: 6)

Secuencia de nucleétidos para ORF de CD59 humano a modo de ejemplo:

ttoggaatocaaggagggtctgtectgttcggectectgetegtoctegetatettctgecattceggatcatagectgcagtectacaact
gtcctaacccaactgetgactgeaaaacagecgtcaattgttcatetgattttgacgcgtgtetcattaccaaagetgggtiacaagtgtat
aacaactgttgeaagttteagcattgcaatttcaacgacgtcacaacccgcetigagggraaaacgagctaacgtactactgetgcaagaa
ggaccigtgtaactitaacgaacagcttgaaaacggagggacatccttatcagagaaaacagticiictgetggtgactecatttciggea

getgettggagectteateectaa (SEQ ID NO: 7)

Secuencia de nucleétidos para ORF de CD52 de raton a modo de ejemplo:

TTGAAGAGCTTCCTCCTCTTCCTCACTATCATTCTTCTCGTAGTCATTCAGATACA
AACAGGATCCTTAGGACAAGCCACTACGGCCGCTTCAGGTACTAACAAAAACAG
CACCTCCACCAAAAAAACCCCCTTAAAGAGCGGGGCCTCATCCATCATCGACGC
GGGCGCTTGCAGTTTCCTCTTCTTCGCCAATACCCTTATTTGCCTCTTCTACCTCA
GCTAACTGAGTAA (SEQ ID NO:8)

Como se trata a continuacion, cada uno de los ORF a modo de ejemplo anteriores se ha modificado para eliminar
todos los tripletes ATG internos.

En algunas realizaciones, se proporciona un segundo ORF que codifica un polipéptido diana, tal como un anticuerpo,
enzima o proteina de fusién de Fc. En algunas realizaciones, se realiza traduccién separada mediante el uso de un
codon de inicio distinto de AUG para el inicio de la traduccién del polipéptido de seleccion y el uso de un codén de
inicio AUG para el inicio de la traduccion del polipéptido diana. En esta realizacién, generalmente el polinucleétido que
codifica el polipéptido diana se ubica cadena abajo del polinucledtido que codifica el polipéptido de seleccién. También
se puede realizar una traduccién separada usando un sitio interno de entrada de ribosomas (IRES). En algunas
realizaciones, el elemento IRES esta situado cadena arriba del polinucleétido que codifica el polipéptido diana y
cadena abajo del polinucleétido que codifica el polipéptido de seleccién. En algunas realizaciones, el elemento IRES
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esta situado cadena arriba del polinucleétido que codifica el polipéptido de seleccion y cadena abajo del polinucleétido
que codifica el polipéptido diana.

En algunas realizaciones, un codén de inicio distinto de AUG esta situado dentro del ADN que codifica el polipéptido
de seleccién de tal manera que la traduccién del polipéptido de seleccién es menos eficiente que la traduccion del
polipéptido diana. Para lograr una eficiencia de traduccion reducida, el codén de inicio AUG del polipéptido de seleccion
puede cambiarse a un codén de inicio alternativo distinto de AUG, ejemplos de los cuales incluyen, pero no se limitan
a: CUG, GUG, UUG, AUU, AUA Y ACG.

Por lo tanto, cuando se usa un codén de inicio alternativo distinto de AUG, la expresion de un polipéptido de seleccién
puede atenuarse con respecto a la de un polipéptido diana coexpresado. Ademas de la alteracién del codén de inicio,
el ADN que codifica el polipéptido de seleccion puede modificarse en todos los tripletes ATG internos para evitar el
inicio interno de la traduccién. En algunas realizaciones, el polipéptido de seleccidén tiene una secuencia de
aminoacidos corta (< 200 aminoacidos) y esta codificado por un polinucleétido con pocos (< 10) tripletes ATG.

Sin desear quedar ligado a la teoria, para iniciar la traduccion del ARNm que codifica tanto el polipéptido de seleccion
como el polipéptido diana, los ribosomas comienzan a leer en la estructura de caperuza 5' del ARNm, leyendo la
mayoria mas alla del codén de inicio alternativo (por ejemplo, UUG) y, en su lugar, inician la traduccion en el codén de
inicio AUG cadena abajo. Sin embargo, el inicio de la traduccién puede producirse en el codén de inicio alternativo,
aungue con una frecuencia muy baja, de modo que también se expresa un nivel bajo del polipéptido de seleccién.

De las células hospedadoras transfectadas se selecciona una subpoblacién de células hospedadoras transfectadas
de expresién temprana que expresan niveles detectables del polipéptido de seleccién. Durante la transfeccion, las
células hospedadoras individuales absorberan diferentes cantidades de polinucleétido exdgeno, por ejemplo, ADN, de
una manera esencialmente aleatoria. Algunas células absorberan muchas copias del polinucleétido exdégeno, otras
absorberan menos copias y algunas no absorberan ninguna. La cantidad de ADN absorbido en una célula dada afecta
el destino del ADN, incluyendo su expresién temprana y su integracion en el genoma.

Después de la transfeccidon con ADN, al menos parte del polinucleétido que se ha introducido en la célula se transloca
en el nicleo donde se transcribe en ARNm. En los primeros dias, la expresion del ADN introducido puede ser
expulsada de una o mas clases de ADN, algunas de las cuales aun no se han integrado en el genoma de la célula
hospedadora, y algunas de las cuales se han integrado en el genoma de la célula hospedadora. En este punto, se
cree que el grado de expresién es principalmente proporcional a la "dosis" de ADN introducida en la célula
hospedadora y su nicleo. Cuanto mayor sea la cantidad de ADN exdgeno absorbido por la célula hospedadora, mayor
serda el grado de expresion temprana. Sin embargo, una pequefia cantidad de ADN que se ha introducido en la célula
hospedadora, particularmente una vez que es lineal, puede integrarse en el genoma de la célula hospedadora. Por lo
tanto, en los primeros dias después de la transfeccion, hay una competencia entre la degradacién y pérdida del ADN
exodgeno, por un lado, y la integracion estocastica del ADN exdégeno en el genoma, por otro lado. La integracién puede
incluir copias individuales o multiples de ADN introducido. Cuanto mayor sea la cantidad de ADN exégeno absorbido
por la célula hospedadora, mayor sera la posibilidad (y el grado) de su integracién. En dltima instancia, es el ADN
integrado que es responsable de la expresion productiva a largo plazo, es decir, la expresion después de que todo el
ADN no integrado (por ejemplo, el plasmido o el ADN episémico) se degrada hasta el punto de ser incapaz de una
expresion significativa.

Por lo tanto, en los primeros 2 a aproximadamente 15 dias (por ejemplo, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias,
8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias, 13 dias, 14 dias, 15 dias) después de la transfeccién, hay células
hospedadoras transfectadas de expresién temprana que expresan cantidades detectables del polipéptido de
seleccién. Particularmente en los primeros 2-6 dias, mas particularmente en los primeros 2-4 dias, e incluso mas
particularmente en los primeros 2-3 dias, se cree que esta expresion temprana es en gran parte, pero no
necesariamente exclusivamente, expulsada del ADN exdégeno que aln no se ha integrado en el genoma de la célula
hospedadora. Durante este periodo temprano después de la transfeccién, puede haber algin grado de integracion de
ADN exégeno en el genoma de la célula hospedadora. Debido a que esta expresion temprana depende de la "dosis"
de ADN absorbida por la célula hospedadora y su nucleo, y la dosis es esencialmente aleatoria entre las células
transfectadas, durante este periodo temprano las células hospedadoras transfectadas incluyen subpoblaciones de
células que expresan diferentes cantidades de polipéptido codificado por el ADN exégeno. También durante este
periodo temprano, las subpoblaciones de células que expresan mayores cantidades de polipéptido codificado por el
ADN exdégeno presumiblemente absorbieron mayores cantidades de ADN exbgeno y, por lo tanto, tienen una mayor
probabilidad de incorporar el ADN en su genoma.

En consecuencia, el término "expresion temprana” o "expresion temprana", como se utiliza en el presente documento,
se refiere a la expresion detectable en los primeros 2 a aproximadamente 15 dias (p. ej., 2-15 dias, 2-14 dias, 2-13
dias, 2-12 dias, 2-11 dias, 2-10 dias, 2-9 dias, 2-8 dias, 2-7 dias, 2-6 dias, 2-5 dias, 2-4 dias, 2-3 dias, 3-15 dias, 3-
14 dias, 3-13 dias, 3-12 dias, 3-11 dias, 3-10 dias, 3-9 dias, 3-8 dias, 3-7 dias, 3-6 dias, 3-5 dias, 3-4 dias, 4-15 dias,
4-14 dias, 4-13 dias, 4-12 dias, 4-11 dias, 4-10 dias, 4-9 dias, 4-8 dias, 4-7 dias, 4-6 dias, 4-5 dias, 5-15 dias, 5-14
dias, 5-13 dias, 5-12 dias, 5-11 dias, 5-10 dias, 5-9 dias, 5-8 dias, 5-7 dias, 5-6 dias, 6-15 dias, 6-14 dias, 6-13 dias,
6-12 dias, 6-11 dias, 6-10 dias, 6-9 dias, 6-8 dias, 6-7 dias, 7-15 dias, 7-14 dias, 7-13 dias, 7-12 dias, 7-11 dias, 7-10
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dias, 7-9 dias, 7-8 dias, 8-15 dias, 8-14 dias, 8-13 dias, 8-12 dias, 8-11 dias, 8-10 dias, 8-9 dias, 9-15 dias, 9-14 dias,
9-13 dias, 9-12 dias, 9-11 dias, 9-10 dias) después de la transfeccion. En ciertas realizaciones, el término "que se
expresa temprano” o "expresién temprana” se refiere a expresion detectable en los primeros 2 a aproximadamente 10
dias después de la transfeccién. En ciertas realizaciones, el término "que se expresa temprano” o "expresion
temprana" se refiere a expresion detectable en los primeros 2 a aproximadamente 6 dias después de |a transfeccién.
En ciertas realizaciones, el término "que se expresa temprano" o "expresién temprana" se refiere a expresion
detectable en los primeros 2 a aproximadamente 5 dias después de la transfeccién. En ciertas realizaciones, el término
"que se expresa temprano" o "expresion temprana" se refiere a expresion detectable en los primeros 2 a
aproximadamente 4 dias después de la transfeccion. En ciertas realizaciones, el término "que se expresa temprano”
0 "expresién temprana" se refiere a expresion detectable en los primeros 2 a aproximadamente 3 dias después de la
transfeccion. Los métodos de la presente invencién implican aislar, a partir de las células hospedadoras transfectadas,
una subpoblacién de células hospedadoras transfectadas de expresiéon temprana que expresan el polipéptido de
seleccion, dentro de los 2 a 5 dias posteriores a la transfeccion.

Se puede usar cualquier método conocido en la técnica util para detectar un marcador de superficie celular en relacién
con los métodos de la divulgaciéon. Por ejemplo, un anticuerpo u otro agente de unién especifico de marcador de
superficie celular se pone en contacto directa o indirectamente con las células hospedadoras transfectadas en
condiciones que permiten o favorecen la unién de anticuerpo al polipéptido de seleccion y, por lo tanto, seleccionan
una subpoblacién de células hospedadoras transfectadas de expresion temprana. La seleccidon del anticuerpo u otro
agente de union esta determinada por: 1) su capacidad para unirse selectivamente al polipéptido de seleccién que se
expresa en la célula hospedadora; y 2) su capacidad para marcarse con un marcador detectable o unirse a un
marcador detectable, por ejemplo, para su uso en citometria de flujo o FACS.

En una realizacion alternativa, un primer agente puede ser una proteina o péptido que se une al polipéptido de
seleccion, cuyo primer agente también unirse a su vez a un segundo agente que puede marcarse de manera detectable
(por ejemplo, incorporando un marcador fluorescente, enzimatico, colorimétrico, magnéticamente susceptible u otro
detectable). Se pretende, aunque no siempre se indica explicitamente, que la unién "indirecta" al polipéptido de
seleccién incluya el uso de cualquier nimero de compafieros intermedios. En ciertas realizaciones, la unién "indirecta"
al polipéptido de seleccién incluye el uso de un compafiero intermedio, por ejemplo, un anticuerpo no marcado u otro
agente de unién.

En algunas realizaciones, el anticuerpo u otro agente de unién se une directamente al marcador de superficie celular
y comprende un marcador fluorescente. Los marcadores fluorescentes adecuados incluyen, pero no se limitan a,
isocianato de fluoresceina (FITC), rodamina, tetrametilrodamina, eosina, ficoeritrina (PE), eritrosina, aloficocianina
(APE), cumarina, metilcumarinas, pireno, verde de malaquita, estilbeno, Lucifer Yellow, Cascade Blue y Texas Red.
Se describen otros colorantes 6pticos adecuados en el manual de Molecular Probes®, 11.2 edicién, 2010.

En algunas realizaciones, el marcador fluorescente esta funcionalizada para facilitar la unién covalente al anticuerpo
u otro agente. Los grupos funcionales adecuados incluyen, pero sin limitacion, grupos isotiocianato, grupos amino,
grupos haloacetilo, maleimidas, ésteres de succinimidilo y haluros de sulfonilo, todos los cuales se pueden usar para
unir el marcador fluorescente a una segunda molécula. La eleccién del grupo funcional del marcador fluorescente
dependera del sitio de unién al anticuerpo u otro agente de unién, el polipéptido de seleccion o el segundo agente de
marcado.

La unién del marcador fluorescente puede ser directa o a través de un conector al anticuerpo u otro agente de union.
En un aspecto, el conector es un resto de acoplamiento relativamente corto que generalmente se usa para unir
moléculas. En esta realizacién, la union del primer resto de marcado a los agentes candidatos se realizara como es
apreciado generalmente por los expertos en la técnica y puede incluir técnicas descritas anteriormente para la
incorporacion de marcadores fluorescentes.

Los materiales y técnicas para el disefio y la construccién de anticuerpos marcados y otros agentes para su uso en
citometria se conocen en la técnica y se describen, por ejemplo, en Bailey et al. (2002) Biotechnol. Bioeng. 80(6); 670-
676; Carroll y Al-Rubeai (2004) Expt. Opin. Biol. Therapy 4:1821-1829; Yoshikawa et al. (2001) Biotechnol. Bioeng.
74:435-442; Meng et al. (2000) Gene 242:201-207; Borth et al. (2001) Biotechnol. Bioeng. 71 (4):266-273; Zeyda et al.
(1999) Biotechnol. Prog. 15:953-957; Klucher et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25(23):4853-4860; y Brezinsky et al.
(2003) J. Imumunol. Methods 277:141-155.

Los pares de unién adecuados para su uso en la unién indirecta del marcador al agente (que, a su vez, se une al
polipéptido de seleccion) incluyen, pero no se limitan a, antigenos/anticuerpos, incluyendo digoxigenina/anticuerpo,
dinitrofenol (DNP)/anti-DNP, dansilo-X/anti-dansilo, fluoresceina/anti-fluoresceina, lucifer yellow/anti-lucifer yellow,
rodamina/anti-rodamina; y biotina/avidina (o biotina/estreptavidina). Los pares de unidn deben tener altas afinidades
entre si, suficientes para soportar las fuerzas de cizallamiento durante la clasificacion de células u otro sistema de
deteccién usado en relacién con la divulgacion.

Por lo tanto, en algunos aspectos, los primeros restos de marcado (cuando se usan segundos restos de marcado)
incluyen, pero no se limitan a, haptenos, tales como biotina. La biotinilacion de moléculas diana es bien conocida, por
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ejemplo, se conoce un gran numero de agentes de biotinilacién, incluidos agentes reactivos a amina y reactivos a tiol,
para la biotinilacién de proteinas, acidos nucleicos, hidratos de carbono y &cidos carboxilicos. Del mismo modo,
también se conoce un gran numero de otros reactivos de haptenilacion.

Los anticuerpos usados en un método descrito en el presente documento se pueden producir en cultivo celular, en
fagos o en diversos animales, que incluyen, pero no se limitan a, ratones, ratas, hamsteres, cobayas, conejos, ovejas,
cabras, caballos, vacas, camélidos, monos, chimpancés, etc., siempre que los anticuerpos conserven la especificidad
de unién para el polipéptido de seleccion. Los anticuerpos se pueden probar para determinar la especificidad de la
unién comparando la unién con el antigeno adecuado con la union a una mezcla de antigeno o antigeno irrelevante
en un conjunto dado de condiciones.

En realizaciones en las que el anticuerpo u otro agente de unién para el polipéptido de seleccién no esta marcado
directamente, el anticuerpo o agente de unién también contiene preferentemente y conserva la capacidad de unirse a
un agente secundario que es detectable después de unirse a la célula a través del polipéptido de seleccién.

En algunas realizaciones, cuando el polipéptido de seleccién es CD52, el polipéptido de seleccién puede detectarse
usando un anticuerpo anti-CD52. "Anticuerpo anti-CD52" se refiere a un anticuerpo que reconoce y se une
especificamente a CD52. Los anticuerpos anti-CD52 se pueden generar mediante métodos bien conocidos en la
técnica. Véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology (F. M. Ausubel, et al. eds., 1987 hasta las versiones
actuales) y Antibodies: A Laboratory Manual, segunda edicién (Greenfield, ed. 2013). Ademas, varios anticuerpos anti-
CD52 estan disponibles en el mercado (por ejemplo, anticuerpos conjugados con un marcador fluorescente, tales
como los comercializados por los proveedores comerciales AbCam, SeroTec y BioLegend).

En algunas realizaciones, cuando el polipéptido de seleccién es CD59, el polipéptido de seleccién puede detectarse
usando un anticuerpo anti-CD59. "Anticuerpo anti-CD59" se refiere a un anticuerpo que reconoce y se une
especificamente a CD59. Los anticuerpos anti-CD59 se pueden generar mediante métodos bien conocidos en la
técnica. Ademas, varios anticuerpos anti-CD59 estan disponibles en el mercado (por ejemplo, anticuerpos conjugados
con un marcador fluorescente, tales como los comercializados por los proveedores comerciales Abcam, SeroTec y
BioLegend).

En una realizacién particular, cuando el polipéptido de seleccion es CD20, el polipéptido de seleccién por FACS puede
detectarse usando un anticuerpo anti-CD20. "Anticuerpo anti-CD52" se refiere a un anticuerpo que reconoce y se une
especificamente a CD20. Los anticuerpos anti-CD20 se pueden generar mediante métodos bien conocidos en la
técnica. Ademas, varios anticuerpos anti-CD20 estan disponibles en el mercado de proveedores tales como BD
Pharmigen; Beckman Coulter, Inc. (Fullerton, Calif., multiples clones, incluyendo el clon H299 (B1) n.® de catalogo
66041086; isotipo |1gG2a y clon L26 n.° de catdlogo IM1565, isotipo 19G2a); Invitrogen (Carlsbad, Calif., clon: BH-20,
isotipo: IgG2a y clon: B-H20, isotipo: 1gG2a); BioLegend (San Diego, Calif., catalogo n.? 302301, clon: 21-7, isotipo:
lgG2b, k); EMD Biosciences, Inc., marca CALBIOCHEM® (San Diego, Calif., clon 2H7 n.2 de catalogo 217670, isotipo:
1gG2b); y Anaspec (San José, Calif., n.° de catélogo 29587).

Para uso en MACS, donde hay un nimero mas limitado de perlas magnéticas especificas de antigeno, se puede usar
un anticuerpo primario marcado o no marcado u otro agente de unién (por ejemplo, proteina de fusiéon de Fc) para
unirse al polipéptido de seleccion, seguido de la unién por, por ejemplo, una perla magnética especifica de isotipo. Por
ejemplo, Miltenyi Biotec vende microperlas CD20 y microperlas IgG anti-ratén, pero ni las microperlas CD52 ni CD59;
las microperlas IgG anti-ratén podrian usarse para etiquetar IgG de ratén primario anti-CD52 humano o IgG de ratén
anti-CD59 humano.

En un método a modo de ejemplo, no limitante, una poblacién de células hospedadoras transfectadas como se
describe en el presente documento se pone en contacto con un agente que reconoce y se une directa o indirectamente
al polipéptido de seleccion, si esta presente, en la superficie de las células. El contacto se realiza en condiciones que
favorecen o son adecuadas para la unién especifica (directa o indirectamente) del agente o anticuerpo con el
polipéptido de seleccion. Las células que se unen al agente o anticuerpo se seleccionan a continuacién para usar un
método adecuado, tal como FACS (por ejemplo, seleccionando células que expresan el polipéptido de seleccion por
FACS a un nivel alto, tal como un nivel que es al menos el 80 % del nivel de la poblacién) y se usan para crear una
subpoblacion de células hospedadoras transfectadas de expresion temprana. Alternativamente, las células que se
unen al agente o anticuerpo se seleccionan a continuacién para usar un método adecuado, tal como MACS (por
ejemplo, seleccionando células que expresan el polipéptido de seleccion por MACS a un nivel alto, tal como un nivel
que es al menos el 80 % del nivel de la poblacion) y se usan para crear una subpoblacién de células hospedadoras
transfectadas de expresion temprana.

La subpoblacién seleccionada de células hospedadoras transfectadas de expresién temprana se cultiva entonces en
condiciones que dan como resultado la expansién de la subpoblacién para producir una poblacién de células
productoras que expresan el polipéptido diana.

En ciertas realizaciones, tanto la etapa de (b) aislar de las células hospedadoras transfectadas, en 2 a 5 dias desde
la transfeccion, una subpoblacién de células hospedadoras transfectadas de expresion temprana que expresan el
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polipéptido de seleccién, como la etapa de (¢} expandir la subpoblacién aislada de células hospedadoras
transfectadas, se realizan en medio sin seleccion de farmacos. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, tanto la etapa
de (b) aislar de las células hospedadoras transfectadas, en 2 a 5 dias desde la transfeccién, una subpoblacién de
células hospedadoras transfectadas de expresién temprana que expresan el polipéptido de seleccion, como la etapa
de (c) expandir la subpoblacién aislada de células hospedadoras transfectadas, se realizan en medio MTX 0 nM (es
decir, sin MTX).

Las células, incluidas las células productoras, se pueden cultivar en matraces giratorios, matraces de agitacién, frascos
rotatorios, reactores de ondas (por ejemplo, System 1000 de wavebiotech.com) o sistemas de fibra hueca, o, para la
produccién a gran escala, se usan reactores de tanque con agitacién o reactores de bolsa (por ejemplo, Wave Biotech,
Somerset, Nueva Jersey, EE. UU.), particularmente para cultivos en suspensién. Los reactores de tanque con
agitacion se pueden adaptar para aireacién usando, por ejemplo, rociadores, deflectores o impulsores de cizallamiento
bajo. Para columnas de burbujas y reactores de transporte aéreo, se puede usar aireacion directa con burbujas de
aire u oxigeno. Cuando las células hospedadoras se cultivan en un medio de cultivo sin suero, el medio se puede
complementar con un agente protector celular, tal como poloxamero 188 (Pluronic® F-68) para ayudar a prevenir el
dafio celular como resultado del proceso de aireacién. Dependiendo de las caracteristicas de las células
hospedadoras, se pueden usar microportadores como sustratos de cultivo para lineas celulares dependientes de
anclaje, o las células se pueden adaptar al cultivo en suspensioén. El cultivo de células hospedadoras, en particular
células hospedadoras de vertebrados, puede utilizar diversos modos operativos, tales como procesamiento
discontinuo, semicontinuo, de repeticion de lotes (véase Drapeau et al. (1994) Cytotechnology 15:103-109), proceso
discontinuo extendido o cultivo de perfusién. Aunque las células productoras transformadas de forma recombinante se
pueden cultivar en medios que contienen suero, tales como medios que comprenden suero de ternera fetal (FCS), en
algunas realizaciones, dichas células hospedadoras se cultivan en medios sin suero, tal como se desvela en Keen et
al. (1995) Cytotechnology 17:153-163, o medios disponibles en el mercado, tales como ProCHO-CDM o UltraCHO™
(Cambrex, NJ, EE. UU.), complementados cuando sea necesario con una fuente de energia tal como glucosa y
factores de crecimiento sintéticos, tales como insulina recombinante. El cultivo sin suero de células hospedadoras
puede requerir que esas células se adapten a crecer en condiciones sin suero. Un enfoque de adaptacion es cultivar
dichas células hospedadoras en medios que contienen suero e intercambiar repetidamente el 80 % del medio de
cultivo por el medio sin suero, para que las células hospedadoras se adapten a condiciones sin suero (véase, por
ejemplo, Scharfenberg, K. et al. (1995) en: Animal Cell Technology: Developments Towards the 21st Century (Beuvery,
E.C. et al,, eds), pag. 619-623, Kluwer Academic publishers).

En ciertas realizaciones, el método comprende ademas aislar el polipéptido diana de la poblacién de células
productoras. El polipéptido diana se puede aislar usando cualquier método conocido en la técnica y se puede purificar
adicionalmente, por ejemplo, segun las buenas practicas de fabricacion actuales (CGMP) para proteinas
recombinantes y anticuerpos, hasta un nivel de pureza de al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %,
al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 % o mas. Un polipéptido diana segun las
realizaciones descritas puede secretarse en el medio y recuperarse y purificarse a partir del mismo usando diversas
técnicas para proporcionar un grado de purificacion adecuado para el uso previsto. Por ejemplo, el uso de un
polipéptido diana (p. €j., un anticuerpo o proteina de fusién Fc) para el tratamiento de sujetos humanos normalmente
exige al menos un 95 % de pureza segun se determina mediante SDS-PAGE reductora, mas normalmente un 98 % o
un 99 % de pureza, en comparacion con el medio de cultivo que comprende el polipéptido diana. En el primer caso,
los residuos celulares del medio de cultivo se pueden eliminar usando centrifugacién seguida de una etapa de
clarificacién del sobrenadante usando, por ejemplo, microfiltracion, ultrafiltracién y/o filtracion en profundidad. Como
alternativa, un polipéptido diana se puede recoger mediante microfiltracién, ultrafiltracion o filtracion en profundidad
sin centrifugacion previa. Estan disponibles diversas otras técnicas, tales como didlisis y electroforesis en gel, y
técnicas cromatograficas, tales como hidroxiapatita (HA), cromatografia de afinidad (que implica opcionalmente un
sistema de marcado de afinidad, tal como polihistidina) y/o cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC) (véase el
documento de patente US 5.429.746). En una realizacion, un polipéptido diana, tal como un anticuerpo o proteina de
fusion de Fc, después de diversas etapas de clarificacion, se captura usando cromatografia de afinidad con proteina
A o G seguida de etapas de cromatografia adicionales, tales como intercambio i6nico y/o cromatografia de HA,
intercambio aniénico o catiénico, cromatografia de exclusion por tamafo y precipitacion con sulfato de amonio.
También se pueden emplear diversas etapas de eliminacion de virus (por ejemplo, nanofiltraciéon usando, por ejemplo,
un filtro DV-20). Siguiendo estas diversas etapas, se proporciona un preparado purificado que comprende al menos
10 mg/ml o mas, por ejemplo, 100 mg/ml o mas, del polipéptido diana descrito en el presente documento.

En ciertas realizaciones, los métodos de la invencién incluyen ademas la etapa de aislar una o mas células
hospedadoras transfectadas individuales de la subpoblacién expandida y cultivar la una o mas células hospedadoras
transfectadas individuales para producir poblaciones clonales de la una o mas células hospedadoras transfectadas
individuales. En ciertas realizaciones, los métodos de la invencion incluyen ademas la etapa de aislar una o mas
células hospedadoras transfectadas individuales de la subpoblaciéon expandida y cultivar la una o mas células
hospedadoras transfectadas individuales para producir una o mas poblaciones clonales de células productoras que
expresan el polipéptido diana. La preparacion de una poblacion clonal se puede realizar mediante cualquier método
conocido en la técnica. Por ejemplo, en una realizacion, las células seleccionadas pueden sembrarse en placas de 96
pocillos (u otro tamarfio) a una densidad de una célula por pocillo y dejarlas crecer durante un periodo de tiempo (por
ejemplo, normalmente 7-28 dias), lo que permite que la célula individual se convierta en una colonia multicelular de
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células descendientes (es decir, una poblacion clonal). El método puede comprender a continuacion analizar una o
mas de las poblaciones clonales detectando el nivel del polipéptido de seleccion y/o la expresion del polipéptido diana
en dicha poblacion clonal y seleccionar una o mas poblaciones clonales con un nivel alto de expresién del polipéptido
de seleccién y/o polipéptido diana, seleccionando de este modo una 0 mas poblaciones clonales que expresan de
manera estable el polipéptido diana. En ciertas realizaciones, la poblacién clonal se cultiva durante 7-28 dias después
de sembrar en placas a una densidad de células individuales antes de analizar las poblaciones clonales. El método
puede incluir ademas poner en contacto la poblacién clonal con un anticuerpo detectable u otro agente de unién que
reconoce y se une directa o indirectamente al polipéptido de seleccion, si esta presente, en la superficie de la célula
clonal en condiciones que permiten o favorecen la unién del anticuerpo u otro agente de unién con el polipéptido de
seleccion; y seleccionar o detectar una o mas células que estan unidas directa o indirectamente al anticuerpo u otro
agente de unién. Estas células seleccionadas de este modo también se pueden aislar y cultivar. El método puede
incluir ademas analizar la expresién del polipéptido diana del uno o mas clones, p. €j., usando cribado de proteina A
(tal como cuando el polipéptido diana es un anticuerpo o proteina de fusion de Fc), transferencia de Western, SDS-
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) con azul de Coomassie o tincion con plata, o un ensayo de actividad
enzimatica.

En ciertas realizaciones, la subpoblacién de células hospedadoras transfectadas sujetas a aislamiento en la etapa (b)
comprende al menos 80-120 x 10° células. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la subpoblacion de células
hospedadoras transfectadas sujetas a aislamiento en la etapa (b) comprende al menos aproximadamente 80 x 108
células; en determinadas realizaciones, la subpoblacidén de células hospedadoras transfectadas sujetas a aislamiento
en la etapa (b) comprende al menos aproximadamente 90 x 10° células; en ciertas realizaciones, la subpoblacién de
células hospedadoras transfectadas sujetas a aislamiento en la etapa (b} comprende al menos aproximadamente 100
x 10% células; en determinadas realizaciones, la subpoblacion de células hospedadoras transfectadas sujetas a
aislamiento en la etapa (b) comprende al menos aproximadamente 110 x 10 células; y en ciertas realizaciones, la
subpoblacién de células hospedadoras transfectadas sujetas a aislamiento en la etapa (b) comprende al menos
aproximadamente 120 x 108 células. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, la subpoblacion de células
hospedadoras transfectadas sujetas a aislamiento en la etapa (b) comprende aproximadamente 80 x 106 a
aproximadamente 800 x 10°% células, aproximadamente 100 x 10® a aproximadamente 800 x 10°% células,
aproximadamente 200 x 108 a aproximadamente 800 x 108 células, aproximadamente 300 x 108 a aproximadamente
800 x 108 células, aproximadamente 400 x 10® a aproximadamente 800 x 108 células, aproximadamente 500 x 10® a
aproximadamente 800 x 10° células, aproximadamente 80 x 10° a aproximadamente 600 x 10% células,
aproximadamente 100 x 106 a aproximadamente 600 x 108 células, aproximadamente 200 x 108 a aproximadamente
600 x 108 células, aproximadamente 300 x 108 a aproximadamente 600 x 108 células, aproximadamente 400 x 108 a
aproximadamente 600 x 10° células, aproximadamente 500 x 10° a aproximadamente 600 x 10® células,
aproximadamente 80 x 10° a aproximadamente 500 x 108 células, aproximadamente 100 x 108 a aproximadamente
500 x 10° células, aproximadamente 200 x 108 a aproximadamente 500 x 10° células, aproximadamente 300 x 106 a
aproximadamente 500 x 10°® células, aproximadamente 400 x 10® a aproximadamente 500 x 10°% células,
aproximadamente 80 x 108 a aproximadamente 400 x 10° células, aproximadamente 100 x 10% a aproximadamente
400 x 108 células, aproximadamente 200 x 10® a aproximadamente 400 x 108 células, aproximadamente 300 x 10® a
aproximadamente 400 x 10° células, aproximadamente 80 x 10° a aproximadamente 300 x 10% células,
aproximadamente 100 x 106 a aproximadamente 300 x 108 células, aproximadamente 200 x 108 a aproximadamente
300 x 10° células, aproximadamente 80 x 108 a aproximadamente 250 x 10° células, aproximadamente 100 x 108 a
aproximadamente 250 x 10° células, aproximadamente 200 x 10° a aproximadamente 250 x 10°® células,
aproximadamente 80 x 106 a aproximadamente 200 x 108 células, or aproximadamente 100 x 10° a aproximadamente
200 x 10° células.

Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el aislamiento en la etapa (b) se realiza entre dos y cuatro dias después de la
transfeccion. En ciertas realizaciones, el aislamiento en la etapa (b) se realiza dos dias después de la transfeccién. En
ciertas realizaciones, el aislamiento en la etapa (b) se realiza tres dias después de la transfeccion.

En ciertas realizaciones, la subpoblacién de células hospedadoras transfectadas comprende aproximadamente 0,5-
6,0 x 10° células antes de la expansion en la etapa (c). Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la subpoblacién de
células hospedadoras transfectadas comprende aproximadamente 0,5 x 108 células, aproximadamente 1,0 x 108
células, aproximadamente 2,0 x 108 células, aproximadamente 3,0 x 108 células, aproximadamente 4,0 x 108 células,
aproximadamente 5,0 x 10° células, o aproximadamente 6,0 x 10° células antes de la expansién en la etapa (c). Por
ejemplo, en determinadas realizaciones, la subpoblacién de células hospedadoras transfectadas comprende
aproximadamente 0,5 x 108 a aproximadamente 1,0 x 10° células, aproximadamente 0,5 x 108 a aproximadamente 2,0
x 108 células, aproximadamente 0,5 x 10 a aproximadamente 3,0 x 10% células, aproximadamente 0,5 x 106 a
aproximadamente 4,0 x 10% células, aproximadamente 0,5 x 10° a aproximadamente 5,0 x 108 células,
aproximadamente 0,5 x 10° a aproximadamente 6,0 x 108 células, aproximadamente 1,0 x 108 a aproximadamente
2,0 x 10°® células, aproximadamente 1,0 x 10° a aproximadamente 3,0 x 108 células, aproximadamente 1,0 x 10° a
aproximadamente 4,0 x 10® células, aproximadamente 1,0 x 10® a aproximadamente 5,0 x 10%® células,
aproximadamente 1,0 x 10% a aproximadamente 6,0 x 108 células, aproximadamente 2,0 x 10° a aproximadamente 3,0
x 108 células, aproximadamente 2,0 x 10® a aproximadamente 4,0 x 10° células, aproximadamente 2,0 x 10% a
aproximadamente 5,0 x 10% células, aproximadamente 2,0 x 10° a aproximadamente 6,0 x 108 células,
aproximadamente 3,0 x 108 a aproximadamente 4,0 x 10° células, aproximadamente 3,0 x 106 a aproximadamente 5,0
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x 108 células, aproximadamente 3,0 x 10% a aproximadamente 6,0 x 108 células, aproximadamente 4,0 x 108 a
aproximadamente 5,0 x 108 células, aproximadamente 4,0 x 108 a aproximadamente 6,0 x 10% células, or
aproximadamente 5,0 x 10° a aproximadamente 6,0 x 108 células, antes de la expansién en la etapa (c). En ciertas
realizaciones, la subpoblacion de células hospedadoras transfectadas contiene mas de 6,0 x 10° células antes de la
expansion en la etapa (c). Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la subpoblacién de células hospedadoras
transfectadas comprende aproximadamente 7,0 x 108 células, aproximadamente 8,0 x 108 células, aproximadamente
9,0 x 108 células o aproximadamente 10,0 x 108 células, antes de la expansion en la etapa (c).

En ciertas realizaciones, la expansion en la etapa (c) es durante entre 4-31 dias. Por ejemplo, en diversas
realizaciones, la expansion es durante 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27,28, 29, 30 o 31 dias.

En ciertas realizaciones, un primero del uno o mas vectores codifica el ARNm que codifica el polipéptido diana, y un
segundo del uno o mas vectores codifica el ARNm que codifica el polipéptido de seleccion. Cuando el uno o mas
vectores que codifican el ARNm que codifica el polipéptido diana y el ARNm que codifica el polipéptido de seleccién
son vectores separados, en ciertas realizaciones, los vectores se seleccionan independientemente de plasmidos, virus,
fagos, transposones y minicromosomas.

En ciertas realizaciones, el ARNm que codifica el polipéptido diana y el ARNm que codifica el polipéptido de seleccién
estan ambos codificados en un vector. Segln estas realizaciones, un solo vector codifica un ARNm policistrénico que
codifica tanto el polipéptido diana como el polipéptido de seleccién. También segun estas realizaciones, en ciertas
realizaciones, el ARNm que codifica el polipéptido de seleccién puede estar cadena arriba (es decir, 5') del ARNm que
codifica el polipéptido diana. Alternativamente, en ciertas realizaciones, el ARNm que codifica el polipéptido diana
puede estar cadena arriba (es decir, 5'} del ARNm que codifica el polipéptido de seleccién.

Por lo tanto, en ciertas realizaciones, el polipéptido diana y el polipéptido de seleccion estan codificados por un unico
ARNm multicistronico. En ciertas realizaciones, el ARNm multicistrénico comprende un primer marco abierto de lectura
(ORF) que codifica el polipéptido de seleccién y un segundo ORF que codifica el polipéptido diana, en donde el primer
ORF esta 5' con respecto al segundo ORF.

En ciertas realizaciones, el primer ORF tiene un codén de inicio distinto de AUG. En ciertas realizaciones, el codén de
inicio distinto de AUG es un UUG, GUG o CUG en una secuencia de consenso de Kozak. Se puede instalar un codén
de inicio distinto de AUG usando técnicas de biologia molecular estandar, tales como son bien conocidas en la técnica.

En ciertas realizaciones, el segundo ORF tiene un codén de inicio AUG.

En ciertas realizaciones, el primer ORF tiene un codén de inicio distinto de AUG, y el segundo ORF tiene un codon de
inicio AUG.

En ciertas realizaciones, el ORF que codifica el polipéptido de seleccion esta desprovisto de cualquier secuencia AUG.
Las secuencias AUG pueden convertirse en otras secuencias triplete, distintas de los codones de parada, usando
técnicas de biologia molecular estandar tales como son bien conocidas en la técnica; por ejemplo, y sin limitacion, las
secuencias AUG pueden convertirse independientemente en CUG (L), GUG (V), UUG (L), AAG (K), ACG (T), AGG
(R), AUA (1), AUC (1), AUU (I}, GCA (A), GCC (A), GCG (A) O GCU (A).

En ciertas realizaciones, el polipéptido diana y el polipéptido de seleccion forman una proteina de fusién. En ciertas
realizaciones, la proteina de fusion esta unida a membrana. Cuando la proteina de fusion esta unida a membrana, en
ciertas realizaciones, el polipéptido de seleccién esta presente en una forma detectable, es decir, la porcién de
polipéptido diana de la proteina de fusién no prohibe la deteccién de la porcién de polipéptido de seleccion de la
proteina de fusién. También cuando la proteina de fusiéon esta unida a membrana, en ciertas realizaciones, el
polipéptido diana esta presente en una forma funcional, es decir, la porcién de polipéptido de seleccioén de la proteina
de fusién no prohibe la funcién de la porcién de polipéptido diana de la proteina de fusién. En ciertas realizaciones, la
proteina de fusién se libera de la célula hospedadora como una proteina soluble. En ciertas realizaciones, la proteina
de fusién se expresa como una proteina de superficie, pero se puede escindir para liberar el polipéptido diana en una
forma soluble y funcional.

En ciertas realizaciones, el polipéptido diana es un agente terapéutico, por ejemplo, un anticuerpo, un fragmento de
unién al antigeno de un anticuerpo, una proteina de fusion de Fc, una hormona o una enzima. Las hormonas
polipeptidicas incluyen, sin limitacién, hormona adrenocorticotrépica (ACTH), hormona antidiurética (vasopresina),
péptido natriurético auricular (ANP), colecistoquinina, hormona estimulante del foliculo (FSH), gastrina, glucagoén,
hormona de crecimiento, insulina, leptina, hormona luteinizante (LH), oxitocina, prolactina, somatostatina y hormona
estimulante de la tiroides (TSH). Las enzimas incluyen, sin limitacién, alfa-glucosidasa &cida, adenosina desaminasa,
alfa-galactosidasa, alfa-L-iduronidasa, arilsulfatasa B, beta-galactosidasa, beta-glucuronidasa, galactosa-6-sulfato
sulfatasa, glucocerebrosidasa, heparan sulfamidasa, heparan-alfa-glucosaminida N-acetiltransferasa, hialuronidasa,
iduronato-2-sulfatasa, N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa, N-acetilglucosamina 6-sulfatasa y N-acetilglucosaminidasa.
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En algunas realizaciones, el polipéptido diana es una proteina secretada.

En algunas realizaciones, las células hospedadoras son células de mamifero. En ciertas realizaciones, las células
hospedadoras se seleccionan del grupo que consiste en células CHO, células BHK-21, células NIH/3T3, células
HEK?293, células Hela, células SP2/0, células NSO, células C127, células COS, células Vero y células U937. Todas
estas células (lineas celulares) estan disponibles comercialmente de fuentes tales como American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA). En ciertas realizaciones, las células hospedadoras se seleccionan del grupo que
consiste en células CHO, células HEK293 y células Hel a.

Un aspecto de la invencién es una poblacién clonal de células hospedadoras transfectadas que expresan un
polipéptido de seleccion y un polipéptido diana obtenibles mediante el método de la invencién. En ciertas realizaciones,
la poblacién clonal de células hospedadoras transfectadas expresa un polipéptido de seleccion por FACS y un
polipéptido diana obtenible mediante el método de la invencién.

En ciertas realizaciones, la poblacion clonal produce una mejora de 2 a 30 veces en la produccion del polipéptido
diana en comparacion con la de un conjunto estable de células hospedadoras transfectadas, pero no clonadas,
obtenidas en la etapa (c).

Por ejemplo, en algunas realizaciones, la poblacién clonal produce 2 a 30 veces, 3 a 30 veces, 5 a 30 veces, 10 a 30
veces, 15 a 30 veces, 20 a 30 veces, 25 a 30 veces, 2 a 25 veces, 3 a 25 veces, 5 a 25 veces, 10 a 25 veces, 15a 25
veces, 20 a 25 veces, 2 a 20 veces, 3 a 20 veces, 5 a 20 veces, 10 a 20 veces, 15 a 20 veces, 2 a 15 veces, 3 a 15
veces, 5a 15 veces, 10 a 15 veces, 2 a 10 veces, 3 a 10 veces, 5 a 10 veces, mejora de 2 a 5 veces, de 3 a 5 veces
o de 2 a 3 veces en la produccion del polipéptido diana en comparacién con la de un conjunto estable de células
hospedadoras transfectadas, pero no clonadas, obtenidas en la etapa (c). En ciertas realizaciones, la poblacién clonal
produce una mejora superior a 30 veces en la produccién del polipéptido diana en comparacion con la de un conjunto
estable de células hospedadoras transfectadas, pero no clonadas, obtenidas en la etapa (c). Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, la poblacion clonal produce hasta 40 veces, hasta 50 veces, hasta 60 veces, hasta 70 veces, hasta 80
veces, mejora de hasta 90 veces o hasta 100 veces en la produccién del polipéptido diana en comparaciéon con un
conjunto estable de células hospedadoras transfectadas, pero no clonadas, obtenidas en la etapa (c).

Ill. CELULAS PRODUCTORAS Y METODOS DE PRODUCCION DE LAS MISMAS

La poblacion heterogénea de células productoras se produce usando el método descrito en el presente documento.
En el presente documento no se reivindica una poblacién heterogénea de células productoras como tal. En algunos
casos, una poblacién heterogénea de células productoras se produce transfectando células con un vector que codifica
el ARNm multicistrénico y sometiendo las células transfectadas a menos de o igual a una ronda de seleccion basada
en el medio para seleccionar células que expresan niveles variables (por ejemplo, una variacién de al menos 10, 100,
1.000 o 10.000 veces) del ARNm multicistrénico. En algunas realizaciones, el vector contiene ademas un marcador
de seleccion de farmacos, por ejemplo, un gen de dihidrofolato reductasa (DHFR), y la seleccion basada en medio es
metotrexato (MTX, por gjemplo, MTX 1 nM-100 nM), medio deficiente en nucleétidos o una combinacién de los mismos.
En algunas realizaciones, el vector contiene ademas un gen de la glutamina sintetasa (GS) y la seleccién basada en
el medio es metionina sulfoximina (MSX, por ejemplo, MSX 25-100 uM). En algunas realizaciones, el vector carece de
un marcador de seleccién por farmacos, por ejemplo, carece de un gen de DHFR o un gen de GS. En los métodos de
la invencién, en donde las etapas (b) y (c) se realizan cada una en medio sin seleccién de farmacos.

En algunas realizaciones, se usa FACS para seleccionar células que expresan niveles variables del ARNm
multicistrénico, por ejemplo, usando el nivel de polipéptido de seleccién por FACS para seleccionar las células.

Resultara evidente para los expertos en la técnica que se pueden realizar otras modificaciones y adaptaciones
adecuadas de los métodos descritos en el presente documento utilizando equivalentes adecuados sin apartarse del
alcance de las realizaciones divulgadas en el presente documento. Habiendo descrito ahora determinadas
realizaciones en detalle, las mismas se entenderan mas claramente por referencia a los siguientes ejemplos, que se
incluyen Unicamente con fines ilustrativos y no se pretende que sean limitantes.

EJEMPLOS

La presente invencién se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no deben considerarse como
limitativos adicionalmente.

EJEMPLO 1: CLASIFICACION PARA EL AISLAMIENTO DE CELULAS DESPUES DE LA TRANSFECCION
TEMPRANA (EPIC) - PRUEBA DE CONCEPTO

Este ejemplo demuestra la viabilidad de un método de clasificacion para dirigirse a una poblaciéon de expresion
temprana transfectada no seleccionada para el enriquecimiento a granel antes de la seleccion. Este método de
clasificacion se denomina "clasificacion corta” o EPIC (aislamiento temprano de células después de la transfeccion) y
esta disefiado para aislar por clasificacion o enriquecer a granel, la expresién temprana del indicador poco después

17



10

15

20

25

ES 3024 209 T3

de la transfeccion. EPIC puede reducir significativamente los plazos de seleccién y/o mejorar la productividad de la
poblacion heterogénea resultante. Se han realizado experimentos para investigar el perfil de expresién de indicador
de una poblacién transfectada a lo largo de un proceso de seleccién deficiente en nucleotidos. La FIG. 1A representa
un esquema general para EPIC. La FIG. 1B muestra la expresion temprana aparente del gen indicador durante el
proceso de seleccién deficiente en nucleétidos. Estos histogramas de compensacién demuestran que la expresion
temprana (por ejemplo, dia 3-4) es positiva y clasificable; lo que hace factible aislar una subpoblacion de células
transfectadas para un proceso EPIC.

Como se muestra en la FIG. 1A, EPIC puede ejecutarse transfectando una poblacién y permitiendo que se desarrolle
una expresion temprana, que puede ser objetivo de aislamiento usando citometria de flujo u otros medios de
clasificacion de células. Estas subpoblaciones de expresion temprana aisladas por clasificacion se pueden colocar a
continuacion en un medio de seleccién para establecer un grupo de expresion estable. El aislamiento de estas
subpoblaciones de expresion temprana después de la transfeccion antes de la seleccién produce una productividad
mejorada con respecto a las metodologias estandar de transfeccion/seleccion solas (por ejemplo, como se muestra
en la Fig. 1A).

Para demostrar el estudio preliminar de eficacia de que la sefial de CD52 detectada es de hecho la expresion temprana
del indicador de CD52, se construyeron y transfectaron vectores que expresan tanto proteina roja fluorescente (RFP)
como CD52 (pGZ729-RFP) y solo RFP (pGZ700-RFP) para la evaluacion de la expresion temprana. En este sistema,
CD52 corresponde al polipéptido detectable, y RFP corresponde al polipéptido diana.

La secuencia del esqueleto del vector pGZ729 (que incluye secuencia que codifica CD52, pero no RFP) se muestra a
continuacion, seguida de anotaciones de la secuencia.

Secuencia del vector de expresion pGZ729 (SEQ ID NO: 6):
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ggatcegetgtggaatgtgtgteagttagggtgtggaaagtececaggetecccagecaggcagaagtatgeaaag
catgcatctcaattagtcagecaaccaggtgtggaaagtcoccccaggctecoccagcaggcagaagtatgecaaagecat
gcatctcaattagtcagcaaccatagteccgeccctaacteccgeccatececegecectaactecegeeccagttecge
ccalttctoccgceccccatggectgactaatttbttttatttatgocagaggecgaggeoegeoctecggecteotgagetatt
ccagaagtagtgaggaggettbttttggaggectaggecttttgecaaaaagecttggggggggggacagetocaggget
gocgatttcgeogecaaacttgacggecaatcoctagegtgaaggetggtaggattttateccecgetgecatcatggtt
cgaccattgaactgecategtegecgtgtcccaaaatatggggattggcaagaacggagacctaccctggectceeg
ctcaggaacgagttcaagtacttceccaaagaatgaccacaacctettecagtggaaggtaaacagaatectggtgatt
atgggtaggaaaacctggttctcoccattcctgagaagaatcgacctttaaaggacagaattaatatagtbctecagt
agagaactcaaagaaccaccacgaggagctecattttcttgeccaaaagtttggatgatgecttaagacttattgaa
caaccggaattggcaagtaaagtagacatggtttggatagteggaggeagttetgtttaccaggaagecatgaat
caaccaggccacctcagactectttgtgacaaggatcatgecaggaatttgaaagtgacacgtttttcoccagaaatt
gatttggggaaatataaacttctecccagaatacccaggoegtecctetctgaggtecaggaggaaaaaggeatecaag
tataagtttgaagtctacgagaagaaagactaacaggaagatgctttcaagttctcectgetccectecctaaageta
tgcatttttataagaccatgggacttttgectggectttagatetttgtgaaggaaccttacttectgtggtgtgaca
taattggacaaactacctacagagatttaaagetctaaggtaaatataaaatttttaagtgtataatgtgttaaa
ctactgattctaattgtttgtgtattttagattccaacctatggaactgatgaatgggagrcagtggtggaatgec
tttaatgaggaaaacctgttttgctcagaagaaatgccatctagtgatgatgaggectactgeoctgactcbcaacat
tctactcecotecaaaaaagaagagaaaggtagaagacoccaaggacttteocttcagaattgectaagtttittgagt
catgetgtgtttagtaatagaactettgottigetttgetatttacacocacaaaggaaaaagctgcactygetatac
aagaaaattatggaaaaatattctgtaacctttataagtaggcataacagttataatcataacatactgtttttt
cttactccacacaggcatagagtgtctgectattaataactatgetcaaaaattgtgtacctttagetttttaatt
tgtaaaggggttaataaggaatatttgatgtatagtgecttgactagagatcataatcageccataccacatttgt
agaggttttacttgcetttaaaaaacctaccacacctocccactgaacctgaaacataaaatgaatgcaattgttgt
tgttaacttgtttattgcagcttataatggttacaaataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataaagecatt
tttttcactgcattectagttgtggtttgtcoccaaactecatcaatgtatettatecatgtetggatectetacgecgyg
acgcatcgtggecggcatcaccggegecacaggbgeggttgetggegectatategeocgacatcaccgatgggga
agatcgggotcocgeocacttcgggcteatgageogettgtttcaggegtgggtatggtggecaggocgtggocgggggac
tgttgggegecatetecttgoatgeaccattecttgeggcggaggtgetecaacggocctecaacetactactgygget
gettectaatgecaggagtaegeataagggagagedgtegacegatgocecttgagagecttecaacccagteagetoct
tcocggtgggcgeggggcatgactategtegecgecacttatgactgtettetttatcatgecaactagtaggacagg
tgccggragogetotgggtecattttocggegaggaccgeotttecgotggagogogacgatgatcggeooctgbegettg
cggtattcggaatcttgocacgocctogetcaagocttogtcactggtccocgocaccaaacgtttcggegagaage
aggecattategeoeggeatgyeggecgacgegetgggctacgtettgetggegttegegacygegaggetggatyg
ccttccccattatgattcecttcbtecgettcecggeggecatogggatgeccgegttgcaggeccatgectgtccaggeagg
tagatgacgaccatcagggacagettcaaggcoccageaaaaggocaggaacogtaaaaaggeaegegttgetggegt
ttttccataggectccocgeccoccctgacgagcatcacaaaaategacgectcaagtcagaggtggegaaacccgacadg
gactataaagataccaggegtbtococactggaageteccectegtigegetectectgttccgacecoctgaoagettacag
gatacctgtccgecotttotecctteogggaagegbtggegetttoctecatagotcacgetgtaggtatotecagttagg
tgtaggtegttegetecaagetgggetgtgtgeacgaaccccecgttcageccgacegetgegecttatecyggta
actatecgtettgagtecaacccggtaagacacgacttategecactggecageagecactggtaacaggattagea
gagcgaggtatgtaggecggtgctacagagttcttgaagtggtggectaactacggctacactagaaggacagtat
ttggtatctgcgctetgctgaagecagttaccttaggaaaaagagttggtagetettgatceggcaaacaaacca
ccgotggtageggtggtttttitgtttgcaagecageagattacgegeagaaaaaaaggatctcaagaagatectt
tgatcttttctacggggtectgacgectcagtggaacgaaaactcacgttaagggatttitggbcatgagattatcaa
aaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaactt
ggtctgacagttaccaatgettaatcagtgaggcacctatctcecagegatetgtetatttegtteatecatagttg
cotgactecocgtegtgtagataactacgatacgggagggettaccatetggececagtgetgocaatgatacege
gagacceacgctecaccggectecagatttatcagecaataaaccagecageocggaagggcegagegecagaagtggtc
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ctgcaactttatccgectccatccagtctattaattgbtgeccgggaagectagagtaagtagbtcgecagttaata
gtttgcgcaacgttgttgecattgetgecaggecategtggtgtcacgetegtegtttggtatggeottcattecaget
coeggttoccaacgatcaaggecgagttacatgatcecccatgttgtgeaaaaaageggttagetoctteggtecte
cgatcgttgtcagaagtaagttggoccgecagtgttatcactcatggttatggecagecactgecataattectettactg
tcatgcoccatecocgtaagatgettttetgtgactggtgagtactcaaccaagtcattectgagaatagtgtatgeggc
gaccgagttgctcttgcococggeogtcaacacgggataataccgegecrcacatagcagaactttaaaagtgetcatea
ttggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttacecgetgttgagatccagttcgatgtaacccactce
gtgcacccaactgatcttcagecatettttactttecaccagegtttotgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatg
ccgcaaaaaagdgaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactottectttttecaatattattgaagea
tttatcagggttattgtctecatgagoggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttecocge
gcacatttcocccogaaaagtgocacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaatagygc
gtatcacgaggeccctttegtecttcaagaattggggaccaagacagaaccataagecagtgggatagatcagaaat
gttccagaggtgggatggggecagagtgectgeoccecttgaacegteccagggaccagaggtgacaaagtggeaac
acaggtcctgcctgggaatctggtectgetocctacttagtaaagetgectggtgtcacacaagaggccecccactta
ttcctgecaccectggtggtaggtggegtettctaccctgecageccaccaggctccaectgagaacactgeaggeagt
cctecattgacaggecagtattegetectgeccecacceccacctgtgaattgocagggetggecaggtectecaggecagat
ggcaaaccgcectgaacaactgagagatacagggccagggeccagggcagtecogteccecggaggcagggagggaga
cgtgctgggaaagttctectectoctcaggeccaggttggtgactgocagaaggeottetgtcaaatetettttgtggga
accacagagtagccctgaacgtgggggtgtgecttccagtatactctggggtcacecctttccatactggaggectc
tgcaacttcaaaatgctctgctaccaacctagoacaaggaadgitggtocagectecccacgeagggecactygety
cagtccatatatggactaagecttocttggtttcaacacctacactecactgageecctactatgtgtatgcagag
ccgagacaggccctgagocatctcatctgaagecaccottottgoctaaattcagttttetgtcactttetceccagg
aggtgtgtgtcoctetaagetaagocaggggtecctcaccectgecceacteccateectagtgtaggtateage
tgaagagcttcctgagecagaacactocttgggtgectgacattttgataaataggecccatgtttaggagagcagggg
tccgggggcogggagatecttctectggtggattgagggectccaagaactactctttgagcacgectgeocecteccaga
gtccccacagcctoccagatggactagaacacagttcggetgtggctgecacataactaacagaggatagatggtgg
gtcccageccaacagtgectggeaatecacccagagaecaccagetaacggeettggoettagbtttttgectgggty
tgatcaggcageccctccaaaactgeocaggactoccatgacaagttttgottgttetatagagecacagttoctttet
aggtctggggcaagggacategggagacatettcctgcaacagectccagtcactggaccaccaggctaegeacctygt
ctttggtgtgtggececctgagteteoctaagtggecoccaaacctgtgaagacocecteocaaccacagtbttgettcectaa
attgtaccccaacacacctagcaaattgaaaccccaccagaagtcccocccagatctggettteocggetattgetgg
caagggggagtgactocccggeccattcaatccaggeccoccgogtgttecctcaaacaagaagoccacgtaaacataaa
cecgagectoecatgotgacoeettgeccatcgaggtacteaatgttcacgtgatatecacacccagagggtectygygg
gtgggtgcatgagccccagaatgcaggettgataaccgagaccetgaategggeagtgtecacaagggoggagge
cagtcatgecatgttcegggectatggggccagecacccaacgacaaaactctecatectettectecaatetegettt
ctctoctectoctectettttbtttEttttattbttttttttttgcaaaaggaggggagaggyggtaaaaaaatgectgea
ctgtgoggoctaggecggtgagtgageggcgeggagecaatecagegotegoogttecgaaagttgoecttttatgge
tcgagtggcecgectgtggegtectataaaacccggoggogecaacgecgeagecactgtocgagboccgegteccaccoge
gagcacaggcctttegecagetectttettogecgetecacacccgocaccaggtaagcagggacaacaggceocagc
cggaecacagecctecoegtyggeagtgacocgegetgeagggtegegggggacacteggegacggacaccggggaagy
ctggagggtggtgecgggecgeggageggacactttcagatccaactttcagtccagggtgtagaccctttacag
ccgcattgoccacggtgtagacaccggtggaccocgoctectggetcagageocacgeggettgggggaaccecattagggt
cgcagtgtgggegctatgagagocgatgcagetttcgggtgttgaacegtatetgeccaccttgggoggaggaca
caaggtcgggagccaaacgecacgatcatgoecttggtggeccatgggtetitgtectaaaccggtttgeoccatttg
gcttgecgggegggegggegeggegggeccggeteggecgagtgagggetgggttgecactgegettgegegeta
tatggctgggtattggggegegtgecacgetggggagggagecettectetteccecteteccaagttaaactge
gegtgograttgagacttygagegaggacaceggggttgggegagggoggggecgtigtacggaaggyggegggyt
cgcagoggoetteggggegectgetegegettectgetgggtgtggtegectecegegegegeactagecgaeccyga
cggeggggcgaaggoggggcttgogeccgtttgggyagggygeggaggoctggottectygoogtggggoogecte
cggaccagegtttgectottatggtaataacgeggecggectgggettectttgtocecctgagtttgggegegag
coccctggoggoccdaggecgedycttgocggaadgtgggeaggyceggcageggctgegectagtggcccgaetagt
gaccgcgaccectettttgtgecctgatatagttogecggatectacegeggtageggecgegecacettyggagey
cttoctettocteocectactecaccatecagectactegttttggtacaaatacaaaceggactectecggacaaaacga
caccagccaaaccagcagcecccocctcagcatccagecaacataagecggaggecattttecttttettegtegeocaacge
cataatccaccteottotgottcagttgaaggccggecaatacgtaggegogecattgagtgagtgatttggegeg
ccaagatatcacacccgggattaattaaaggtacctacgegtagaattccacgtagtggtttaaactctagatac
tcgagggatctggatcataatcagecataccacatttgtagaggttittacttgetttaaaaaaccteccacacct
cccoccocctgaacctgaaacataaaatgaatgcaattgttgttgttaacttgtttattgecagecttataatggttacaa
ataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataaageatttttttcactgeattctagttgtggtttgtccaaact
catcaatgtatettatcatgtet

Elementos del vector de expresion pGZ729 (y ubicaciones de nucleétidos):
Nucleétidos 1-325 - promotor temprano de SV40 (para transcripcién de DHFR)
Nucleotidos 347-1089 - marco abierto de lectura de la dihidrofolato reductasa (DHFR})

Nucleétidos 1090-1934 - intrén y poliA tempranos de SV40
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Nucleétidos 2684-3366 - origen de E. coli ColE1

Nucleétidos 3464-4123 - gen de resistencia a ampicilina

Nucleétidos 4528-7539 - promotor de B-actina de hamster (para la transcripcion del gen de interés)

Nucleétidos 7568-7753 - marco abierto de lectura de CD52 (que contiene el codén de inicio TTG)

Nucleétidos 7781-7791 - codones de parada en cada uno de 3 marcos de lectura

Nucleétidos 7813-7872 - sitio de clonacion multiple (para la insercion del polipéptido diana con codén de inicio ATG)
Nucleétidos 7882-8123 - poliA temprana de SV40

Como se muestra en la FIG. 2, las células CHO transfectadas con pGZ729-RFP produjeron una expresioén temprana
de CD52 y RFP que alcanz6 su maximo en torno a los dias 2 y 3, deteriorandose la sefial hasta el dia 7 después de
la transfeccion. Por lo tanto, el direccionamiento de EPIC en o cerca de los dias 2-3 es adecuado para el aislamiento
de subpoblaciones de expresién temprana de células hospedadoras transfectadas. Para demostrar que estas sefiales
de intensidad de fluorescencia relativamente baja eran de hecho expresiéon de CD52, se analizaron células CHO
transfectadas con pGZ729-RFP o pGZ700-RFP para la expresion de RFP y CD52. Como se muestra en la FIG. 3,
tanto las células CHO transfectadas con pGZ729-RFP como las células CHO transfectadas con pGZ700-RFP
expresaron robustamente RFP (parte superior izquierda e inferior izquierda, respectivamente), mientras que las células
CHO transfectadas con pGZ729-RFP tuvieron una expresién modesta de CD52 (parte superior derecha), las células
CHO transfectadas con pGZ700-RFP esencialmente no expresaron ningin CD52 detectable (parte inferior derecha).
Estos datos respaldan la nocién de que estas sefiales de intensidad de fluorescencia de grado relativamente bajo eran
de hecho expresion de CD52 del casete de expresion de inicio alternativo, adecuadas como diana para el aislamiento
por clasificacion (EPIC).

EJEMPLO 2: CLASIFICACION PARA EL AISLAMIENTO TEMPRANO DE CELULAS DESPUES DE LA
TRANSFECCION (EPIC) - GENERACION DE GRUPOS DE CELULAS PRODUCTORAS

EPIC se intent6 inicialmente usando el mAb n.2 1 en el que se transfectaron células CHO y se les dej6é recuperarse
durante 2 dias, después de lo cual se inici6 la seleccion con MTX 0 nM para establecer la expresion temprana. Cuatro
dias después de la transfeccion, la expresion temprana del indicador de superficie celular CD52 fue diana de
aislamiento por clasificacion (EPIC). La clasificacion se dirigié Unicamente a la expresién positiva que se recogié como
una poblacion enriquecida a granel de aproximadamente 1 millén de células a la que luego se permitié continuar la
seleccién en un medio deficiente en nucledtidos (MTX 0 nM). Como control, se permitid que una transfeccién no
clasificada continuara la seleccién mediante un procedimiento de seleccion estandar. Como se muestra en la FIG. 4,
en el dia 8, la clasificacion por EPIC produjo una poblacién ligeramente enriquecida como se observa por la expresion
del indicador de CD52 en comparacién con la seleccion estandar. Sin embargo, a medida que continud la seleccién
de ambas poblaciones, esta pequefia subpoblacién EPIC se hizo mas prominente con el tiempo. De hecho, la
subpoblacion CD52-negativa se habia eliminado casi por completo al finalizar la selecciéon. En comparacién, el método
de seleccion estandar demostré una ligera mejora en la expresion del indicador de CD52 que es histéricamente tipica.
La clasificacion para EPIC, o aislamiento de expresién temprana, produjo una subpoblacién de expresién positiva que
tuvo una capacidad de supervivencia preferencial sobre las células menos expresivas, lo que a su vez produjo un
grupo estable mas productivo.

Los grupos seleccionados por EPIC y de forma estandar se usaron para establecer cultivos discontinuos no
alimentados para determinar los titulos de mAb n.° 1. Como se muestra en las FIGS. 4 y 5, el grupo generado por
EPIC produjo un titulo de 502 mg/l, superando con creces cualquier grupo generado por amplificacién con MTX, de
nuevo sin usar MTX durante los procesos. En comparacion, el grupo generado mediante seleccién estandar produjo
un titulo de 150 mg/l, que fue 3 veces menor que el del grupo generado por EPIC.

Si bien estas clasificaciones por EPIC iniciales tardaron 35 dias (transfeccion/aislamiento/seleccion) en lograr llegar a
un grupo estable, esto estaba directamente relacionado con el pequefio nimero de células clasificadas recogidas (1
millén) que después tuvieron que soportar tanto la expansién como la seleccién hasta una poblacion estable. Tales
plazos podrian reducirse en gran medida, ya sea simplemente recogiendo mas células y/o dirigiéndose a una
clasificacion mas pura. Muchas de las células clasificadas tenian altos niveles de impurezas (células con poca o
ninguna expresién) y tuvieron que seleccionarse (eliminarse), prolongando los tiempos de seleccién/expansion.

EJEMPLO 3:,CLASIFICACION PARA EL AISLAMIENTO TEMPRANO DE CELULAS DESPUES DE LA
TRANSFECCION (EPIC) - GENERACION DE CLONES

Este grupo generado por EPIC del Ejemplo 2 se us6 a continuacion para generar clones usando FLARE como se ha

descrito anteriormente (véase, por ejemplo, Cairns, V. et al. (2011} Utilization ofNon-AUG Initiation Codons in a Flow
Cytometric Method for Efficient Selection of Recombinant Cell Lines. Biotechnol Bioeng 108(11):2611-2622). En
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resumen, se us6 FLARE para aislar y sembrar en células individuales el 3-5 % superior de las células que expresan
el indicador de cada grupo usando FACS. A continuacion, se examinaron los clones expandidos (tomando el 30 % con
mayor expresion positiva), usando de nuevo FLARE, para identificar solo los clones de nivel superior para expandir
para la evaluacion del titulo del polipéptido diana. Como se muestra en la FIG. 6, los clones generados por EPIC de
expresion superior lograron titulos similares a los de los mejores clones de métodos tradicionales, por ejemplo, usando
conjuntos amplificados con MTX (casi 2,0 g/l). Los resultados demostraron que el uso de EPIC para aislar poblaciones
de expresion temprana antes de la seleccién es una alternativa viable a las metodologias tradicionales de transfeccion
y seleccion. EPIC ofrece una metodologia independiente de MTX para lograr titulos de clones similares a los de las
metodologias con MTX tradicionales, lo que da lugar a clones potencialmente méas robustos y estables.
Alternativamente, EPIC también se presta a la introduccién de MTX durante la seleccién/expansion de subpoblaciones
generadas por EPIC, con el potencial de impulsar una expresién incluso mayor en estas poblaciones enriquecidas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de produccién una poblacion de células productoras que expresan un polipéptido diana, comprendiendo
el método:

(a) transfectar células hospedadoras con uno 0 mas vectores que codifican uno o0 mas ARNm, en donde el uno 0 mas
ARNmM codifican un polipéptido de seleccién y el polipéptido diana;

(b) aislar de las células hospedadoras transfectadas, en 2 a 5 dias desde la transfeccion, una subpoblacién de células
hospedadoras transfectadas de expresién temprana que expresan el polipéptido de seleccién, en donde el aislamiento
emplea clasificacién de células activadas por magnetismo (MACS) o clasificacién de células activadas por
fluorescencia (FACS) en el polipéptido de seleccion; y

(c) expandir la subpoblacion aislada de células hospedadoras transfectadas, produciendo asi una poblacion de células
productoras transfectadas que expresan el polipéptido diana.

en donde cada una de las etapas (b) y (c) se realiza en medio sin seleccion de farmacos.

2. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas:

(i) aislar el polipéptido diana de la poblacion de células productoras; o

(i) aislar una o mas células hospedadoras transfectadas individuales de la subpoblaciéon expandida y cultivar la una o
mas células hospedadoras transfectadas individuales para producir poblaciones clonales de la una o mas células
hospedadoras transfectadas individuales.

3. El método de la reivindicacion 2, en donde al menos una de las poblaciones clonales de la o las células
hospedadoras transfectadas individuales produce una mejora de 2 a 30 veces en la produccién del polipéptido diana
en comparacion con la de un grupo estable de células hospedadoras transfectadas pero no clonadas obtenidas en la
etapa (c).

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el aislamiento en el paso (b) es:

(i) realizado entre dos y cuatro dias después de la transfeccion;

(ii) realizado dos dias después de la transfeccidn; o

(i) realizado tres dias después de la transfeccion.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la expansién en (c) es durante entre 4-31 dias.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el polipéptido de seleccion es un
polipéptido de seleccién por FACS vy el aislamiento en la etapa (b} emplea FACS.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el polipéptido diana y el polipéptido de seleccién
estan codificados por un Unico ARNm multicistrénico.

8. El método de la reivindicacion 7, en donde el ARNm multicistronico comprende un primer marco abierto de lectura
(ORF) que codifica el polipéptido de seleccién y un segundo ORF que codifica el polipéptido diana, en donde el primer
ORF esta 5' con respecto al segundo ORF.

9. El método de la reivindicacion 7 u 8, en donde el primer ORF tiene un codén de inicio distinto de AUG.

10. El método de la reivindicacién 9, en donde el coddn de inicio distinto de AUG es un UUG, GUG o CUG en una
secuencia de consenso de Kozak.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en donde el segundo ORF tiene un codén de inicio
AUG.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, en donde el ORF que codifica el polipéptido de
seleccién esta desprovisto de cualquier secuencia AUG.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde el polipéptido diana es un agente terapéutico.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en donde el polipéptido diana es una proteina
secretada.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde el polipéptido diana es un anticuerpo o una
proteina de fusién Fc.
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Clones generados por EPIC (mAb n°® 1)
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