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ES 2 314 248 T3

DESCRIPCIÓN

Método de expresión de una proteína recombinante en células CHO.

La presente invención se refiere al uso del promotor de mCMV para potenciar la tasa de transfección de un vector
de expresión de mamífero en células CHO.

El sistema de expresión de mamífero de células de ovario de hámster chino (CHO) se usa ampliamente en la pro-
ducción de proteína recombinante. Aparte de estirpes celulares linfoides tales como estirpes celulares de hibridoma, es
uno de los pocos tipos celulares que permite un cultivo discontinuo de células animales en suspensión de alta densidad
sencillo y eficaz. Además, permite rendimientos de producto muy altos y es comparativamente robusto ante tensiones
metabólicas, mientras que las células linfoides son más difíciles de cultivar a escala industrial. Dado el considerable
coste de producción, es de la mayor importancia maximizar el rendimiento de la proteína recombinante por proceso de
biorreactor. La elección de la composición del medio de cultivo y el diseño y operación del biorreactor son parámetros
que influyen en el rendimiento y pueden ser bastante complejos de optimizar. Más predeciblemente, los aumentos
de potencia o actividad transcripcional del promotor que controla la expresión de la proteína producto potencian el
rendimiento. Los aumentos incrementales al nivel de célula individual se traducirán en mejoras considerables de ren-
dimiento de producto en cultivo discontinuo o semicontinuo de alta densidad que muestra una expresión génica en
fase estacionaria a densidades celulares en el intervalo de 106 a 107 células/ml.

El problema técnico subyacente a la presente invención es proporcionar los medios para potenciar la eficacia de la
transfección de células CHO por vectores de expresión de mamífero.

Según la presente invención, se resuelve este problema técnico mediante el uso del promotor de mCMV para
potenciar la tasa de transfección en células CHO, preferiblemente cuando se usa un vector de expresión que comprende
al menos una primera unidad de transcripción para un gen producto, dando lugar dicha primera unidad a proteína
producto tras expresión en una célula hospedadora y estando adicionalmente dicha primera unidad de transcripción
bajo el control del promotor de citomegalovirus de ratón (promotor de mCMV), y que comprende adicionalmente
una segunda unidad de transcripción que comprende un gen marcador de glutamina sintetasa (GS). También puede
ser posible transfectar la primera y segunda unidades de expresión portadas en diferentes vectores, o en forma de
fragmentos génicos aislados que albergan unidades de expresión individuales. Adicionalmente, puede ser posible
transfectar una célula CHO que es ya recombinante y expresa GS con una primera unidad de transcripción que alberga
mCMV. Según la presente invención, “potenciar la tasa de transfección” se define comparando la tasa de transfección
en presencia del promotor de mCMV y el vector de expresión según la presente invención con la tasa de transfección
del mismo vector de expresión y célula hospedadora en condiciones de transfección y cultivo celular idénticas, excepto
porque en el vector de expresión se sustituye el promotor de mCMV por la construcción potenciador/promotor de
hCMV-primer intrón como se define en el documento US 5.658.759. Esta construcción hCMV-intrón MIE-promotor,
para un gen producto idéntico dado, sirve como patrón para determinar el efecto reivindicado de tasas de transfección
potenciadas. Preferiblemente, el uso de promotor de mCMV da como resultado una tasa de transfección potenciada al
menos 10 veces.

El citomegalovirus de múrido (mCMV) es un miembro del grupo altamente diverso de los herpesvirus. Incluso
entre los citomegalovirus de diferentes especies hospedadoras, puede haber una amplia variación. Por ejemplo, el
mCMV difiere considerablemente del citomegalovirus humano (hCMV) con respecto a las propiedades biológicas,
organización génica temprana inmediata (IE) y secuencia nucleotídica global. El genoma de 235 kpb de mCMV carece
también de las características de repetición interna y terminal grandes del hCMV. En consecuencia, no existen formas
isoméricas del genoma de mCMV (Ebeling, A. et al. (1983), J. Virol. 47, 421-433; Mercer, J.A. et al. (1983), Virology
129, 94-106). Según la presente invención, es posible emplear la región promotora esencialmente correspondiente a
un fragmento PstI grande de aprox. 2,1 kb descrito en el documento US 4.968.615 o cualquier fragmento funcional del
mismo. En una realización más preferida, el fragmento del promotor de mCMV empleado comprende el sitio de inicio
de la transcripción (+0) y se extiende cadena arriba hasta aproximadamente la posición -500. Se ha encontrado que
dicho fragmento promueve una expresión más fuerte que un módulo promotor que se extiende 800 pb cadena arriba
más allá de la posición -500. En la realización más preferida, se emplea una región promotora núcleo que se extiende
desde el sitio de inicio de la transcripción cadena arriba sólo hasta el sitio de restricción XhoI aproximadamente en
la posición -150 a partir del sitio de inicio de la transcripción natural, o incluso se extiende sólo hasta la posición
-100 cadena arriba desde el sitio de inicio de la transcripción natural. No hace falta decir que el sitio de inicio de
la transcripción podría modificarse por ingeniería genética para comprender un sitio de restricción adecuado para la
inserción del gen producto recombinante.

Según la presente invención, es también posible que la primera unidad de transcripción que está bajo el control
del promotor de mCMV albergue al menos una secuencia de intrón. Dicha medida es bien conocida en la técnica para
estabilizar transcritos de ARN y para promover una síntesis de proteína eficaz a partir del ARNm correspondiente. Para
una síntesis de proteína eficaz sin tener en cuenta el efecto reivindicado sobre la tasa de transfección, no es sin embargo
aconsejable incluir el primer intrón natural de mCMV en la construcción de promotor de mCMV. En contraposición
con la situación con el promotor de hCMV (véase el documento US 5.591.639), se encontró que dicho primer intrón
natural de mCMV reducía la expresión de un gen recombinante del promotor de mCMV, y por lo tanto se excluye en
una realización preferida adicional.
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Según una realización preferida, el vector comprende una porción del locus génico de IgG 2A de múrido, poten-
ciando dicha porción la actividad del promotor de mCMV.

La secuencia de ADN del locus génico de inmunoglobulina gamma 2A de múrido (IgG 2A) se ha ideado original-
mente en el documento WO 95/17516 para uso como secuencia de modificación dirigida genómica para generar estir-
pes de células B linfoides recombinantes estables que muestran una alta expresión del producto génico recombinante.
Los linfocitos B o células plasmáticas expresan normalmente niveles extremadamente altos de ARN de inmunoglo-
bulina del locus de cadena pesada de Ig, probablemente debido a la actividad de potenciador/factor de transcripción
específica del tipo celular y a la estructura de cromatina abierta. La secuencia del gen de inmunoglobulina gamma
2A de múrido preferida de la presente invención es la misma que la secuencia de modificación dirigida usada en el
documento WO 95/17516. Es un fragmento genómico BamHI de 5,1 kb que incluye toda la región de codificación
de Ig gamma 2A de múrido excepto la parte más 5’ del exón CH1 (Yamawaki-Kataoka, Y. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA (1982) 79: 2623-2627; Hall, B. et al., “Molecular Immunology” (1989) 26: 819-826; Yamawaki-Kataoka, Y.
et al., Nucleic Acids Research (1981) 9: 1365-1381). Según la presente invención, la promoción de la recombinación
homóloga dirigida a sitio no es la propiedad relevante de la secuencia del gen de inmunoglobulina gamma 2A (IgG
2A). En consecuencia, cualquier variante de secuencia de dicha secuencia de dicha secuencia del gen de IgG 2A o
fragmento de secuencia o fragmento de secuencia variante que sea funcional o capaz de potenciar la expresión del gen
producto recombinante a partir del promotor, preferiblemente a partir de un promotor de hCMV como se expone a
continuación, tanto en condiciones de expresión transitoria como estable en células CHO, está también comprendida
en la presente invención.

Dichas variantes “funcionales” comprenden, por ejemplo, inserciones o deleciones de bases o mutaciones puntua-
les y se generan mediante métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante PCR dirigida por cebador, PCR
“propensa a errores”, “transposición genética” denominada reensamblaje por PCR de fragmentos de ADN superpues-
tos o mutagénesis aleatoria in vivo de clones bacterianos seguido de transfección de colección y selección funcional
en células CHO. Por ejemplo, la mutagénesis aleatoria puede conseguirse mediante productos químicos alquilantes
o irradiaciones con UV como se describe en Miller, J. “Experiments in Molecular Genetics”, Cold Spring Harbor
Laboratory, 1972). Opcionalmente, puede usarse una cepa mutante natural de una bacteria hospedadora.

Preferiblemente, dicha secuencia variante o fragmento de secuencia es al menos un 65%, más preferiblemente un
75%, lo más preferiblemente un 90% homóloga en la secuencia de ADN con la parte correspondiente del locus del
gen de inmunoglobulina gamma 2A de múrido natural. Por ejemplo, es posible insertar un sitio de restricción SalI en
el sitio StuI de origen natural presente 39 pb cadena arriba del exón de membrana 2 (M2), proporcionando un único
sitio para linealización dentro de la secuencia de inmunoglobulina gamma 2A de múrido; dicha variante de secuencia
se ideó originalmente para modificación dirigida por recombinación específica de sitio, pero puede emplearse también
en el contexto de la presente invención.

Un “promotor” se define como una secuencia de ADN que dirige a la ARN polimerasa a unirse a ADN e inicia
la síntesis de ARN. Según la presente invención, es un promotor que es activo en células CHO. Dicho promotor es
preferiblemente un promotor fuerte.

Un gen producto recombinante según la presente invención es la proteína producto que se busca expresar y recoger
en altas cantidades. Puede ser cualquier proteína de interés, por ejemplo, proteínas terapéuticas tales como interleuci-
nas o enzimas o subunidades de proteínas multiméricas tales como anticuerpos o fragmentos de los mismos. El gen
producto recombinante puede incluir una secuencia señal que codifica una porción de secuencia que permite la secre-
ción del polipéptido una vez expresado por la célula productora hospedadora. En una realización preferida adicional
de la presente invención, la proteína producto es una proteína secretada. Más preferiblemente, la primera proteína o
proteína producto es un anticuerpo o anticuerpo modificado por ingeniería genética o un fragmento del mismo, lo más
preferiblemente es un anticuerpo de inmunoglobulina G (IgG).

En una realización preferida de la invención, la transfección es una transfección transitoria.

Una transfección transitoria se caracteriza por la no aplicación de ninguna presión de selección para un marcador de
selección portado por vector. Un conjunto o lote de células originado por una transfección transitoria es una población
de células agrupadas que comprende células que han incorporado y expresan y células que no han incorporado el ADN
extraño. Las células que expresan el módulo de expresión extraño habitualmente no han integrado el ADN transfectado
en su genoma todavía, y tienden a perder el ADN extraño y a sobrecrecer las células transfectadas en la población tras
cultivo del conjunto de células transfectadas transitoriamente. Por lo tanto, la expresión es más fuerte en el periodo
inmediatamente después de la transfección y se reduce con el tiempo. Preferiblemente, un transfectante transitorio
según la presente invención se entiende como una célula que se mantiene en cultivo celular en ausencia de presión de
selección hasta un tiempo de 90 horas después de la transfección.

En otra realización preferida de la invención, la transfección es una transfección estable. Transfección estable
significa que el ADN extraño recién introducido se incorpora al ADN genómico, habitualmente mediante eventos de
recombinación no homóloga aleatorios; en el caso de una secuencia de vector, la transfección estable según la presente
invención puede dar como resultado la pérdida de partes de la secuencia del vector no directamente relacionadas
con la expresión del gen producto recombinante tales como, por ejemplo, regiones de control del número de copias
bacterianas convertidas en superfluas tras la integración genómica. Una célula hospedadora transfectada ha integrado
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al menos una parte o partes diferentes del vector de expresión en el genoma. Igualmente, está incluida en la definición
de dichas células hospedadoras transfectadas la transfección de células CHO con dos o varios fragmentos de ADN
que dan lugar al menos a equivalentes funcionales in vivo de los elementos esenciales del vector de expresión de
la invención, a saber el gen producto bajo el control del promotor de mCMV y la secuencia de IgG 2A de punto
caliente. Se describe el ensamblaje in vivo de secuencias de ADN funcionales después de la transfección de ADN
fragmentado, por ejemplo, en el documento WO 99/53046. Es posible que dicha integración estable dé lugar, tras
exposición a presión de selección adicional para amplificación génica, a cromosomas diminutos dobles en células
CHO. Esto está comprendido en el presente significado de “estable”. Tras la integración genómica aleatoria del vector
de expresión en CHO, la presencia de la secuencia de modificación dirigida potencia la actividad promotora para la
expresión de la proteína producto recombinante. Dicho efecto no se ha observado ni podría haberse previsto tras la
modificación génica dirigida homóloga en estirpes de células B de múrido maduras, incluyendo estirpes celulares
de plasmacitoma/mieloma; allí, la secuencia de modificación dirigida de IgG 2A servía solamente para aumentar la
frecuencia de integrantes homólogos de alto rendimiento, puesto que el locus de IgG 2 A probó ser un “sitio caliente”
recombinante. Como se dice anteriormente, la cromatina de la región genómica de inmunoglobulina está en un estado
abierto altamente activo en las estirpes de células B de modificación dirigida adecuada.

Se definen “vectores de expresión” en la presente memoria como secuencias de ADN que son necesarias para la
transcripción y la traducción de sus ARNm en una estirpe celular hospedadora de mamífero apropiada después de
transfección con vector. Un vector de expresión construido apropiadamente debería contener habitualmente: al menos
un marcador expresable seleccionable en células animales y un número limitado de sitios de restricción útiles para
la inserción del módulo de expresión del gen producto recombinante bajo el control de una región promotora cade-
na arriba. Cuando se usa en particular sólo para expresión transitoria/episómica, puede comprender adicionalmente
un origen de replicación tal como el origen del virus de Epstein Barr (EBV) o el virus SV40 para replicación autó-
noma/mantenimiento episómico en células hospedadoras eucarióticas, pero puede estar desprovisto de un marcador
seleccionable. Son vectores de expresión, por ejemplo pero sin limitación, fragmentos de ADN lineal, fragmentos de
ADN que comprenden secuencias de modificación dirigida nuclear o están especialmente optimizados para interacción
con reactivos de transfección, virus animales o plásmidos adecuados que pueden insertarse en lanzadera y producirse
en bacterias.

Según la presente invención, el vector de expresión de mamífero comprende un marcador de selección de GS
expresable (Bebbington et al., 1992, “High-level expression of a recombinant antibody from myeloma cells using
a glutamine synthetase gene as an amplifiable selectable marker”, Bio/Technology 10:169-175; Cockett et al., 1990,
“High level expression of tissue inhibitor of metalloproteinases in Chinese Hamster Ovary (CHO) cells using Gluta-
mine synthetase gene amplification”, Bio/Technology 8: 662-667). El sistema de GS es uno de los dos únicos sistemas
que son de importancia particular para la producción de proteínas terapéuticas. En comparación con el sistema de
dihidrofolato reductasa (DHFR), el sistema de GS ofrece una gran ventaja de tiempo durante el desarrollo debido a
que a menudo pueden crearse estirpes celulares altamente productivas a partir del transfectante inicial, evitando así la
necesidad de múltiples rondas de selección en presencia de concentraciones crecientes de agente selectivo para conse-
guir la amplificación génica (Brown et al., 1992, “Process development for the production of recombinant antibodies
using the glutamine synthetase (GS) system”, Cytotechnology 9:231-236). No hace falta decir que, equivalentemente
a una segunda unidad de transcripción para la expresión del gen marcador, una unidad de expresión podría usar un
módulo de expresión monocistrónico tanto para el gen producto como para el gen marcador empleando, por ejemplo,
sitios de entrada a ribosoma internos como se emplean rutinariamente en la técnica. A la inversa, no hace falta decir
que la secuencia de IgG 2A de sitio caliente de la presente invención y el módulo de expresión de la proteína producto
que comprende un módulo promotor y/o marcador no necesitan funcionar en cis en un solo vector de expresión; los
elementos pueden portarse bien en vectores cotransfectados separados o fragmentos de ADN que pueden integrarse
cromosómicamente entonces en un solo sitio de integración concatemérico.

Las estirpes celulares de ovario de hámster chino (CHO) adecuadas pueden ser, por ejemplo, CHO K1 (ATCC
CCL-61), CHO pro3-, CHO DG44, CHO P12 o la estirpe celular CHO dhfr- DUK-BII (Chassin et al., PNAS 77, 1980,
4216-4220).

Ha de observarse que una célula hospedadora transfectada con la secuencia de ADN o vector de la presente inven-
ción ha de considerarse que es una estirpe celular transfectada transitoria o establemente. Puede emplearse según la
presente invención cualquier técnica de transfección, tales como las bien conocidas en la técnica, por ejemplo, elec-
troporación, precipitación con fosfato de calcio, transfección con DEAE-dextrano o lipofección, si es apropiado para
un tipo de célula hospedadora dado. En los ensayos de expresión transitoria que tienen lugar habitualmente aproxima-
damente 20-50 horas después de la transfección, se mantienen los vectores transfectados como elementos episómicos
y no se integran todavía en el genoma.

Se describen ejemplos de métodos de transfección adecuados para células CHO en Cockett et al., 1990, “High level
expression of tissue inhibitor of metalloproteinases in Chinese Hamster Ovary (CHO) cells using Glutamine synthetase
gene amplification”, Bio/Technology 8: 662-667. Es posible emplear, por ejemplo, precipitación con fosfato de calcio
clásica o técnicas de lipofección más modernas. La tasa de transfección se define rutinariamente como el número
de células transfectadas positivamente (transfección transitoria) o clones (transfección estable después del periodo de
selección) obtenidas a partir de un conjunto de células sometidas a una transfección. El efecto pretendido del presente
objeto de la invención puede observarse, por ejemplo, transfectando células CHO-K1 mediante lipofección (cualquier
reactivo comercial y protocolo del fabricante) con los plásmidos de SEC ID Nº 3 (pEE 12.4 hCMV-GFP + promotor
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temprano de SV40/ADNc de GS) o SEC ID Nº 4 (pEE 12.4 mCMV-GFP + promotor temprano de SV40/ADNc de
GS). Las células transfectadas pueden cultivarse en cualquier medio de cultivo convencional. El medio de cultivo puede
ser un medio suplementado con suero fetal o exento de suero como se ha definido anteriormente. Preferiblemente, el
medio de cultivo celular es un medio suplementado con suero, más preferiblemente un medio de cultivo celular que
se ha suplementado con al menos un 1% (v/v) de suero fetal, lo más preferiblemente con al menos un 5% (v/v) de
suero fetal tal como suero fetal de ternero o suero fetal bovino. En otra realización preferida, el método de transfección
llevado a cabo es electroporación.

Los medios y métodos de cultivo adecuados para estirpes celulares de mamífero son bien conocidos en la técnica,
como se describen en el documento US 5633162 por ejemplo. Son ejemplos de medios de cultivo celular estándar
para matraz de laboratorio o cultivo celular de baja densidad y que se adaptan a las necesidades de los tipos celula-
res particulares, por ejemplo: medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Morre, G., The Journal of the
American Medical Association, 199, p.519 y siguientes, 1967), medio L-15 (Leibovitz, A. et al., Amer. J. of Hygiene,
78, 1p.173 y siguientes, 1963), medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), medio esencial mínimo de Eagle
(MEM), medio F12 de Ham (Ham, R. et al., Proc. Natl. Acad. Sc. 53, p288 y siguientes, 1965) o DMEM modifi-
cado por Iscoves que carece de albúmina, transferrina y lecitina (Iscoves et al., J. Exp. Med. 1, p. 923 y siguientes,
1978). Por ejemplo, los medios F10 o F12 de Ham se diseñaron especialmente para el cultivo de células CHO. Se
describen otros medios adaptados especialmente para el cultivo de CHO en el documento EP-481.791. Es conocido
que dichos medios de cultivo pueden suplementarse con suero fetal bovino (FBS, también denominado suero fetal de
ternero FCS), proporcionando este último una fuente natural de una multitud de hormonas y factores de crecimiento.
El cultivo celular de células de mamífero, que es actualmente una operación rutinaria bien descrita en libros de texto
y manuales científicos, está cubierto con detalle, por ejemplo, en R. Ian Fresney, “Culture of Animal cells, a manual”,
4ª edición, Wiley-Liss/N.Y., 2000.

Preferiblemente, el medio de cultivo celular según la presente invención está desprovisto de suero fetal de ternero
(FCS o FBS), denominándose entonces “exento de suero”. Las células en medio exento de suero requieren general-
mente insulina y transferrina en medio exento de suero para un crecimiento óptimo. La transferrina puede sustituirse
al menos parcialmente por agentes quelantes no peptídicos o sideróforos tales como tropolona como se describe en
el documento WO 94/02592 o niveles aumentados de una fuente de hierro inorgánico, favorablemente en combina-
ción con antioxidantes tales como vitamina C. La mayoría de las estirpes celulares requieren uno o más factores de
crecimiento sintéticos (que comprenden polipéptidos recombinantes) incluyendo, por ejemplo, factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factores de crecimiento similares a insulina I y II (IG-
FI, IGFII), etc. Otras clases de factores que pueden ser necesarios incluyen: prostaglandinas, proteínas de transporte
y unión (por ejemplo, ceruloplasmina, lipoproteínas de alta y baja densidad, seroalbúmina bovina (BSA)), hormonas,
incluyendo hormonas esteroideas, y ácidos grasos. El ensayo de factor polipeptídico se realiza mejor en un ensayo por
etapas de factores polipeptídicos nuevos en presencia de aquellos que se han encontrado estimulantes del crecimiento.
Esos factores de crecimiento son sintéticos o recombinantes. Existen varios enfoques metodológicos bien conocidos
del cultivo celular animal, describiéndose un ejemplo a continuación. La etapa inicial es obtener las condiciones en las
que las células sobrevivirán y/o crecerán lentamente durante 3-6 días después de transferencia desde medio de cultivo
suplementado con suero. En la mayoría de los tipos celulares, esto es al menos en parte una función de la densidad
del inóculo. Una vez se encuentra el suplemento de hormona/factor de crecimiento/polipéptido óptimo, se reducirá la
densidad del inóculo necesaria para la supervivencia. En una realización más preferida, el medio de cultivo celular está
exento de proteína, es decir, exento tanto de suero fetal y suplementos de factor de crecimiento proteicos individuales
como de otras proteínas tales como transferrina recombinante.

Después de la expresión y recogida de la proteína producto recombinante, puede aplicarse un procesamiento cadena
abajo convencional. Opcionalmente, puede emplearse un medio de cultivo de crecimiento de alta densidad. Dichos
medios de cultivo de crecimiento de alta densidad pueden suplementarse habitualmente con nutrientes tales como
todos los aminoácidos, fuentes de energía tales como glucosa en el intervalo dado anteriormente, sales inorgánicas,
vitaminas, oligoelementos (definidos como compuestos inorgánicos presentes habitualmente a concentraciones finales
en el intervalo micromolar), tampones, los cuatro nucleósidos o sus correspondientes nucleótidos, antioxidantes tales
como glutation (reducido), vitamina C y otros componentes tales como lípidos de membrana importantes, por ejemplo,
colesterol o fosfatidilcolina o precursores lipídicos, por ejemplo, colina o inositol. Se enriquecerá un medio de alta
densidad con la mayoría o todos estos compuestos y, excepto por los basados en sales inorgánicas, en los que se basa la
regulación de la osmolaridad del medio esencialmente isotónico, los comprenderá en mayores cantidades (fortificados)
que los medios estándar anteriormente mencionados como pueden realizarse a partir del documento GB 2.251.249 en
comparación con RPMI 1640. Preferiblemente, un medio de cultivo de alta densidad está fortificado equilibradamente
cuando todos los aminoácidos, excepto el triptófano, están a más de 75 mg/l de medio de cultivo. Preferiblemente,
junto con el requisito genérico de aminoácidos, la glutamina y/o asparagina están a más de 1 g/l, más preferiblemente
a más de 2 g/l del medio de cultivo de alta densidad. En el contexto de la presente invención, se define cultivo celular
de alta densidad como una población de células animales que tienen temporalmente una densidad de células viables
de al menos, o de más de, 105 células/ml, preferiblemente de al menos o de más de 106 células/ml, y cuya población
ha crecido continuamente a partir de una sola célula o inóculo de densidad de células viables menor en un volumen de
cultivo celular constante o creciente.

En una realización preferida adicional, se usa un cultivo semicontinuo. Este es un sistema de cultivo en el que al
menos la glutamina, opcionalmente con uno o varios de otros aminoácidos, preferiblemente la glicina, se alimenta al
cultivo celular como se describe en el documento GB 2.251.249 para mantener su concentración en el medio, aparte
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de controlar la concentración de glucosa mediante alimentación separada. Más preferiblemente, la alimentación de
glutamina y opcionalmente uno o varios de otros aminoácidos se combina con la alimentación de una o más fuentes de
energía tales como glucosa al medio de cultivo celular como se describe en el documento EP-229.809-A. La alimen-
tación se inicia habitualmente 25-60 horas después del inicio del cultivo; por ejemplo, es útil empezar la alimentación
cuando las células han alcanzado una densidad de aproximadamente 106 células/ml. Es bien conocido en la técnica
que, en células animales cultivadas, la “glutaminólisis” (McKeehan et al., 1984, “Glutaminolysis in animal cells”,
en: “Carbohydrate Metabolism in Cultured Cells”, ed. M.J. Morgan, Plenum Press, Nueva York, pág. 11-150) puede
convertirse en una fuente importante de energía durante la fase de crecimiento. La alimentación total de glutamina y/o
asparagina (para la sustitución de glutamina por asparagina véase Kurano, N. et al., 1990, J. Biotechnology 15, 113-
128) está habitualmente en el intervalo de 0,5 a 10 g por l, preferiblemente de 1 a 2 g por l de volumen de cultivo;
otros aminoácidos que pueden estar presentes en la alimentación están de 10 a 300 mg de alimentación total por litro
de cultivo. En particular, glicina, lisina, arginina, valina, isoleucina y leucina se alimentan habitualmente a mayores
cantidades de al menos 150 a 200 mg en comparación con los demás aminoácidos. La alimentación puede añadirse
como una adición puntual o en forma de una alimentación bombeada continuamente, preferiblemente la alimentación
se bombea casi continuamente al biorreactor. No hace falta decir que el pH se controla cuidadosamente durante el
cultivo semicontinuo en un biorreactor a un pH aproximadamente fisiológico óptimo para una estirpe celular dada
mediante la adición de base o tampón. Cuando se usa glucosa como fuente de energía, la alimentación de glucosa total
es habitualmente de 1 a 10, preferiblemente de 3 a 6 gramos por litro de cultivo. Aparte de la inclusión de aminoáci-
dos, la alimentación comprende preferiblemente una baja cantidad de colina en el intervalo de 5 a 20 mg por litro de
cultivo. Más preferiblemente, dicha alimentación de colina se combina con un suplemento de etanolamina esencial-
mente como se describe en el documento US 6.048.728, en particular en combinación con alimentación de glutamina.
No hace falta decir que, tras el uso del sistema marcador de GS, se requerirán menores cantidades de glutamina en
comparación con un sistema de expresión no de GS, puesto que la acumulación de glutamina excesiva además de
la producida endógenamente daría lugar a la producción de amoniaco y a la toxicidad concomitante. Para la GS, la
glutamina en el medio o alimentación se sustituye en su mayor parte por sus equivalentes y/o precursores, es decir
asparagina y/o glutamato.

Experimentos

Experimento 1

Expresión transitoria y estable de vector GFP que comprende la secuencia de sitio caliente en células CHO-K1

Se adaptaron células CHO-K1 (ATCC CCL-61) y se cultivaron en medio de cultivo celular normal GMEM-S
(Gibco, R.U.) con 10% de FCS. Para selección por GS, el medio debe estar completamente exento de glutamina
como se expone en la tabla 1 siguiente; esto requiere el uso de FCS dializado. Se llevó a cabo todo el cultivo en
matraz agitado a 36,5ºC con agitación orbital a 125 rpm. Se usó lipofectina (SuperfectinTM, Gibco, R.U.) para la
transfección y se midió la fluorescencia verde del conjunto transfectante en FACS con excitación a 488 nm. Para cada
construcción de vector GS/GFP, se llevó a cabo la transfección independientemente cinco veces, siendo todos los datos
la media de cinco conjuntos analizados independientemente. Partiendo de transfectantes transitorios 48 horas después
de la transfección, se seleccionó el 10% de células de mayor expresión del conjunto celular viable en el diagrama de
recuento celular frente a fluorescencia para determinar la fluorescencia media (Fig. 1). La población de células viables
se ha preseleccionado mediante clasificación en el diagrama de dispersión frontal frente a lateral.

Para generar transfectantes estables, se seleccionó el marcador de GS 24 horas después de la transfección suple-
mentando el medio exento de glutamina con MSX 25 µM (metionina sulfoximina, Crockett et al., ibid.) y continuando
el cultivo celular con divisiones regulares de los cultivos durante 26 días. Obsérvese el impacto de los niveles medios
de otros aminoácidos sobre la potencia de MSX para selección, véase Bebbington et al., documento US 5.827.739. Se
realizó entonces un análisis de fluorescencia de nuevo como se exhibe anteriormente (Fig. 2).

Sirvieron como control negativo células no transfectadas. Se da en la SEC ID Nº 1 el vector de punto caliente (pEE
15.1 “hCMV + punto caliente”) que impulsa la expresión de GFP bajo el control del promotor de hCMV que compren-
de el primer intrón completo de CMV, y es esencialmente el vector pEE 15.1 mostrado en la Fig. 3 en el que se insertó
la secuencia de GFP en el sitio de restricción EcoRI en el poliengarce. El pEE 12.4 “hCMV” correspondiente a la SEC
ID Nº 3 es idéntico al pEE 15.1 “hCMV + punto caliente”, excepto porque no comprende el fragmento BamHI de 5,1
kb que alberga la secuencia de IgG 2A. El pEE 12.4 sirvió como control de vector. Se generó un control de vector adi-
cional pEE 12.4 “hCMV(Kozak-)” mutando la secuencia Kozak del sitio de clonación coincidente con el sitio de inicio
de la traducción (GCCGCCACCATGG) a una secuencia Kozak funcional de fase desplazada (ACCATGGTCCATGG)
mediante mutagénesis dirigida por cebador (Sambrook et al., “Molecular cloning”, Cold Spring Harbor 1983), ate-
nuando la Kozak y el sitio de inicio de la traducción originales. Se modificó adicionalmente por ingeniería genética
el vector de SEC ID Nº 1 para eliminar la región moduladora de 400 pb de la porción potenciadora de hCMV, eli-
minando los elementos potenciadores cadena arriba de -750 desde el sitio de inicio de la transcripción, dando lugar a
pEE 15.1 “hCMV(mod-)/ADNc de GS”. Mediante el intercambio del módulo de ADNc de GS de pEE 15.1 (véase la
Fig. 3) por el minigén de GS de pEE 14.4 “hCMV(mod-)”/GFP, correspondiente a la SEC ID Nº 2, se creó el vector
pEE 15.1 “hCMV(mod-)/minigén de GS”. Por tanto, todas las células transfectadas albergaban un vector plasmídico
que comprendía la secuencia de codificación de GFP. El minigén de GS contiene un único primer intrón del gen GS
y aproximadamente 1 kb de ADN 3’-flanqueante bajo el control del promotor tardío de SV40; la parte 3’ del ADN
de GS genómico se cree que causa un mayor número de copias de ADN de vector y por tanto de GS en las células
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transfectadas (véase el documento US 4.770.359, Bebbington et al.). Aunque todos los vectores de hCMV empleados
en el presente estudio expresan el gen marcador de GS a partir de su secuencia de ADNc, el uso del minigén de GS se
incluyó como un control adicional para excluir efectos potenciales del número de copias y del nivel de expresión de
GS.

Para el análisis de la generación y la expresión de células CHO transfectadas establemente, se realizaron trans-
fecciones con el vector de punto caliente linealizado vector pEE 15.1 “hCMV+ punto caliente”. Se cortó el plásmido
linealizado con SalI en la porción de secuencia que comprende IgG 2A, estimulando potencialmente los extremos de
ADN libres la recombinación con regiones genómicas que comparten un cierto grado de homología con las porciones
de ADN flanqueantes, ensayando los efectos de modificación dirigida potenciales de IgG 2A de múrido en células
CHO de hámster. La PvuI corta en el gen marcador de lactamasa bacteriano, y por lo tanto podría promover sólo
una recombinación aleatoria heteróloga. Es más, la fluorescencia media era mayor en los transfectantes linealizados
con PvuI, mostrando tanto cierta influencia de la linealización de vector como que la modificación dirigida de loci de
inmunoglobulina en células CHO no puede dar cuenta del efecto de la presente invención. Además, el efecto de ac-
tividad promotora potenciada se observaba consistentemente en poblaciones celulares transfectadas transitoriamente,
correlacionándose bien con la potencia relativa de las construcciones de vector individual. Claramente, la integración
genómica no está implicada en esta etapa temprana de la transfección.

La Fig. 3 muestra el vector pEE 15.1 de aproximadamente 12.830 pb. Puede encontrarse una descripción detallada
del marcador de GS y del módulo de expresión hCMV-p/intrón en los documentos US 5.827.739 y US 5.591.639. El
pEE 15.1 es una posible realización de un vector de expresión según la presente invención, excepto porque la secuencia
de ADN que codifica la proteína producto recombinante no se ha insertado todavía en el sitio de poliengarce. Se da en
la SEC ID Nº 1 la secuencia completa de 13.535 pb de la construcción pEE15.1 que alberga GFP. En ella, se insertó
la secuencia de codificación de GFP en fase en el sitio de restricción EcoRI centrado en la posición de base 12.814; se
describe con detalle la introducción del sitio de restricción único que alberga el codón de inicio ATG y la optimización
del entorno de la secuencia Kozak del codón de inicio en el documento US 5.591.639. Por tanto, la expresión de la
proteína GFP está bajo el control del promotor del gen temprano inmediato principal de hCMV (hCMV-MIE o hCMV
para acortar) seguido inmediatamente por el primer intrón del gen hCMV-MIE, seguido por el sitio Nco I (véase
el documento US 5.591.639). Se asegura la poliadenilación por el sitio poliA de SV40 más cadena abajo del sitio
de inserción del poliengarce. El pEE 15.1 alberga adicionalmente una secuencia de ADNc que codifica la glutamina
sintetasa (GS) de hámster, que está bajo el control del promotor temprano de SV 40 y es seguido por una secuencia
de intrón de SV40 + poliA. El locus del gen de IgG 2A o secuencia de “punto caliente” (los cuadros sombreados
CH1, Hi, CH2, CH3, M1, M2 representan la región constante de cadena pesada, membrana y anclaje a membrana)
es el fragmento BamHI de 5,1 kb del locus de IgG 2A de múrido ya descrito en el documento WO 9.517.516 y las
referencias citadas en el mismo. Se muestran los sitios de restricción únicos Pvu Iy SalI.

Experimento 2

Electroporación de células CHO con la construcción p12.4-GFP de mCMV (SEC ID Nº 4)

Se cultivaron células CHO-K1 adheridas (ATCC CCL-61) en medio DMEM de Iscoves esencialmente como se
describe en el documento EP-481.791 que comprende glutamina 2 mM, que se suplementó adicionalmente con 10%
de FCS. Opcionalmente, pudieron usarse el medio G-MEM indicado en la tabla 1 y que comprende adicionalmente
glutamina 2 mM antes de la selección con el marcador de GS como en el experimento 1. Se desprendieron las células,
se sedimentaron y se resuspendieron dos veces en medio exento de suero, a una densidad final de 5,3 x 106 células/ml.
Se electroporaron por 750 µl de lote de electroporación un total de 4 x 106 células. Se llevó a cabo la electroporación
como se describe en “Methods in Molecular Biology”, ed. J.A. Nickoloff ed., Humana Press 1995, Vol. 48/Cap. 8:
“Animal cell electroporation and electrofusion protocols”. Se linealizó el ADN del vector p12.4 mCMV-GFP (secuen-
cia ID Nº 4). Se añadieron 50 µl (20 µg) de ADN a 750 µl de células en cubeta de electroporación y se electroporaron a
300 V/750 µF, esperando un tiempo de electroporación de aproximadamente 12-14 ms. Después de la electroporación,
se transfirieron 800 µl de volumen de células a 25 ml de medio de cultivo Glasgow-MEM modificado (GMEM, Gibco)
para selección por GS (que comprende 10% de suero fetal pero no glutamina, para los detalles véase la tabla 1) en un
matraz T75. Se dividen en 2 matraces T75 transfiriendo 12,9 ml a un segundo matraz e incubando durante una noche
a 37ºC en 10% de CO2.

El día siguiente, se añadieron 37,5 ml de medio de cultivo GMEM de selección por GS suplementado con 10%
de FBS + MSX 33,3 µM (metionina sulfoximina). Por tanto, la MSX era finalmente de ∼25 µM. Se contaron los
transfectantes después de incubación adicional durante 26 días mediante recuento de colonias por matraz. Tras ins-
pección microscópica en un microscopio invertido estándar para inspección de los matraces de cultivo, se iluminaron
brillantemente con luz verde las colonias positivas y pudieron contarse fácilmente.

La construcción de mCMV de SEC ID Nº 4 proporcionaba hasta 20 veces más focos que las células que se
transfectaron en paralelo con la construcción de hCMV de SEC ID Nº 3. Las construcciones de vector diferían sólo en
los elementos promotores de CMV que impulsan la expresión de GFP, siendo idénticas las partes de vector restantes de
los vectores (incluyendo el marcador de GS; ADNc de módulo marcador de GS de p12.4). Si se diluían las células en
placas de 96 pocillos inmediatamente después de la transfección, surgían muchas más colonias de células transfectadas
con mCMV (>400 colonias) que de células transfectadas con hCMV (aproximadamente 45 colonias).
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TABLA 1

Medio para selección por GS
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El GMEM-S contiene aminoácidos no esenciales, alanina, aspartato, glicina, prolina y serina (100 µM), glutamato
y asparaginas (500 µM) y adenosina, guanosina, citidina y uridina (30 µM), y timidina (10 µM).
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REIVINDICACIONES

1. Uso del promotor de mCMV para potenciar la tasa de transfección de un vector de expresión de mamífero en
células CHO.

2. Uso según la reivindicación 1, en el que el promotor de mCMV está contenido en el vector de expresión de
mamífero que comprende al menos una primera unidad de transcripción del gen producto, estando dicha unidad de
transcripción bajo el control del promotor de mCMV, y una segunda unidad de transcripción que comprende un gen
marcador de glutamina sintetasa (GS).

3. Uso según la reivindicación 1 ó 2, caracterizado porque el promotor de mCMV comprende el sitio de inicio de
la transcripción natural (+0) y se extiende cadena arriba hasta la posición -500.

4. Uso según la reivindicación 3, caracterizado porque el promotor de mCMV se extiende hasta el sitio de restric-
ción XhoI natural.

5. Uso según la reivindicación 3, caracterizado porque el sitio de inicio de la transcripción está modificado por
ingeniería genética para comprender un sitio de restricción adecuado para la inserción de un producto génico recom-
binante.

6. Uso según una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, caracterizado porque el promotor de mCMV en la
primera unidad de transcripción carece del primer intrón natural del promotor de mCMV.

7. Uso según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el vector comprende una porción
del locus del gen de IgG 2A de múrido, potenciando dicha porción la actividad del promotor de mCMV.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Lonza Biologics plc.
<120>Método de expresión de proteína recombinante en células CHO
<130> Lip30+31
<140> NA 25/01
<141> 07-2002
<160> 4
<170> PatentIn versión 3.1
<210> 1
<211> 6679
<212> ADN
<213> Hamster sp.
<220>
<221> misc_feature
<223> SEC ID Nº 4: plásmido circular de GS vector p12.4 corto mCMV-GFP /clon 3
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<210> 2
<211> 8251
<212> ADN
<213> Hamster sp.
<220>
<221> misc_feature
<223> SEC ID Nº 3: plásmido circular de GS vector p12.4 hCMVp-GFP /clon 13
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<210> 3
<211> 10369
<212> ADN
<213> Hamster sp.
<220>
<221> misc_feature
<223> SEC ID Nº 2: plásmido circular minigén de GS-vector p 14.4 DeltaModulator (mod-) hCMVp-GFP/clon 6

<400> 3
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<210> 4
<211> 13535
<212> ADN
<213> Hamster sp.
<220>
<221> misc_feature
<223> SEC ID Nº 1: plásmido circular de GS + vector remodificación dirigida de punto caliente de IgG 2A pEE 15.1

hCMVp-GFP /clon 11
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