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DESCRIPCION

Identificacién de lineas celulares humanas para la produccién de proteinas humanas mediante la activacién endé-
gena de genes.

La invencién se refiere a un procedimiento para la seleccion de células humanas para la obtencién de proteinas
humanas mediante la activacion endégena de genes, para producir proteinas humanas con rendimientos econémicos y
en una forma que es apropiada para la obtencién de un preparado farmacéutico. Ademads, la invencion se refiere a un
procedimiento para la obtencién de proteinas humanas en una linea celular identificada de esta manera.

Ya es conocida la obtencién de proteinas humanas mediante la activacion endégena de genes. Asi, las patentes
W093/09222, W0O94/12650 y WO95/31560 describen por ejemplo la produccién de eritropoyetina humana y otras
proteinas humanas en lineas celulares humanas mediante la activacién endégena de genes.

En los documentos citados, no existe ninguna indicacién de que en la seleccidon para la obtencién de proteinas
humanas las lineas celulares empleadas deban tener en cuenta determinados criterios. Por ello no se puede establecer
con seguridad que la proteina humana deseada pueda obtenerse en la linea celular escogida para su produccién con el
rendimiento y forma deseados asi como libre de contaminaciones. Correspondientemente, se logran en los documentos
citados mds arriba en general solamente pequefios rendimientos en proteinas humanas.

Es un objetivo de la presente invencidn solventar las desventajas del estado actual de la técnica, y en particular,
poner a punto criterios para la seleccion de lineas celulares humanas de partida, que sean apropiados para la activacién
endégena de un gen diana predeterminado.

Este problema se resuelve mediante un procedimiento para la seleccién de lineas celulares humanas para la obten-
cién de proteinas humanas mediante la activacién de un gen diana endégeno presente en la linea celular, caracterizado
porque

(a) se analiza una linea celular humana para determinar la presencia de las siguientes caracteristicas:
(1) un gen diana con la secuencia de 4cidos nucleicos deseada,
(ii) por lo menos 5 duplicaciones de la poblacién dentro de 14 dias en un cultivo en suspension, y

(iii) por lo menos 5 duplicaciones de la poblacién dentro de los 14 dias en un medio de cultivo exento de suero,
y

(b) se emplea una linea celular que satisface las caracteristicas (i), (ii), y (iii), como linea celular de partida para la
activacion enddégena del gen diana.

Cuando se estd frente al problema de activar un gen diana humano en una linea celular humana mediante direccién
selectiva al gen diana, en situacién de producir una célula que para la produccién de la proteina diana en un rendi-
miento satisfactorio y en la forma deseada, se analizan segin la invencidn varias lineas celulares para determinar la
presencia de algunas de las caracteristicas que estas lineas celulares deben satisfacer, para ser candidatas adecuadas
para la posterior produccién a escala industrial de la proteina diana. Preferentemente se analizan para esta finalidad
lineas celulares como p. ej., lineas celulares inmortalizadas, en particular lineas celulares de tumores, puesto que éstas
presentan importantes ventajas frente a células no inmortalizadas, con respecto a la facilidad para su cultivo.

Seglin la caracteristica (i) se investigé la linea celular humana, sobre si el gen diana, es decir, el gen que hay que
activar mediante la activacién endégena del gen, presenta verdaderamente la secuencia de 4cidos nucleicos deseada,
que es en general, la secuencia de acidos nucleicos del gen diana natural. Las lineas celulares tumorales y otras lineas
celulares en cultivo permanente muestran a menudo una serie de mutaciones en su genoma. Por ello, un aspecto
importante en la seleccion de una linea celular apropiada, es si las células poseen un gen correcto para el producto
deseado. La determinacién de la secuencia puede lograrse mediante el cultivo de las células de manera habitual, y la
secuenciacion del gen diana. Eventualmente puede lograrse una amplificacién del gen diana antes de la secuenciacion,
mediante una PCR u otros métodos de amplificacion.

Otra caracteristica importante para la seleccion de una linea celular es la facilidad de su cultivo en suspension. Las
células en suspension son mas féciles de fermentar, y la fermentacion se puede adaptar mas facilmente a las grandes
dimensiones, p. €j., en un fermentador grande con un volumen de por ejemplo 10 litros a 50.000 litros. Por ello las
células seleccionadas deberian ser o bien células en suspension o deberfan poderse adaptar ficilmente a un cultivo en
suspension. Para ello se cultivan las células durante 14 dias en reposo continuo. Cuando las células muestran dentro de
este periodo de tiempo por lo menos cinco duplicaciones de la poblacidn, se consideran apropiadas para un cultivo en
suspension. La determinacién del nimero de duplicaciones de la populacién puede lograrse mediante determinaciones
periddicas del nimero de células p. ej., mediante el contaje de células o midiendo la densidad dptica de la suspensioén
celular.
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Otra caracteristica importante para la seleccién de células humanas es la facilidad de su cultivo en un medio exento
de suero. Puesto que la purificacién de proteinas a partir de cultivos celulares exentos de suero es mds facil, y en un
cultivo exento de suero no existe ningin peligro de contaminacién con patdégenos animales, p. ej., virus, las células
seleccionadas deberfan poderse cultivar en cultivos exentos de suero. Para ello las células se cultivan durante 14 dias a
una densidad de 1 a 10 x 10° células por ml en recipientes de cultivo en un medio exento de suero (p. €j., RPMI 1640
con ITS de Boehringer Mannheim). Cuando durante este cultivo las células muestran por lo menos 5 duplicaciones de
la poblacion, las cuales pueden determinarse mediante contaje celular, se consideran apropiadas para el cultivo exento
de suero.

Otra caracteristica importante y preferida segin la invencién es el tiempo de generacion (iv). Asi, las células
seleccionadas en medios como por ejemplo el DMEM 10% de suero bovino fetal, o respectivamente RPMI 1640
con 10% de suero bovino fetal, deberian presentar una alta proliferacién, es decir, en una semana de cultivo deberian
presentar de 16 a 256 duplicaciones de poblacion, preferentemente de 64 a 128 duplicaciones de poblacién. Para ello,
las células se siembran en una concentracién de 0,1 a 10 x 105 por ml, de preferencia 0,5 a 2 x 10° células por ml
en cdpsulas de cultivo y el nimero de células se determina cada dos o tres dias con ayuda de una cdmara celular,
o respectivamente sin tripsinizacién. Las células que presentan un tiempo de generacion suficientemente corto, son
particularmente apropiadas para la produccién a escala industrial de proteinas humanas mediante activacion endégena
de los genes.

Otra caracteristica preferida es la falta de una expresion endogena detectable, es decir, transcripcion y traduccion,
del gen diana (v). De preferencia se seleccionan para la activacién enddgena de los genes, aquellas lineas celulares
que esencialmente no presentan ninguna expresion endégena del gen diana. Para ello pueden sembrarse las células
durante 24 horas a una densidad celular de 0,01 a 2 x 10% células/ml, de preferencia 0,5 a 1 x 10° células/ml de
medio de cultivo. Después de un periodo de tiempo predeterminado, p. €j., 24 horas, se retira el sobrenadante celular,
se desprecian las células y el contenido de proteina diana se determina en el sobrenadante celular por medio de
procedimientos de anélisis ya conocidos, p. €j., andlisis ELISA. En el caso del EPO, el limite de deteccién por ejemplo
es de 10 pg/EPO/ml. Aquellas células que en una siembra de 10° células/ml sintetizan menos de 10 pg de proteina, se
consideran como no productivas y son particularmente adecuadas.

Todavia otra caracteristica importante y preferida es la polisomia del gen diana y la célula a seleccionar (vi). La
existencia de mds de dos copias cromosdmicas del gen diana en la célula eleva el rendimiento de la recombinacién
homodloga de manera significativa. Para la produccién de EPO cuyo gen estd en el cromosoma 7, por ejemplo las células
Namalwa (Nadkarni et al., Cancer 23 (1969), 64-79) 6 HeLa S3 (Puck et al., J. Exp. Med. 103 (1956), 273-284), las
cuales tienen tres veces el cromosoma 7, se han acreditado como particularmente apropiadas. Otros ejemplos de lineas
celulares que contienen el cromosoma 7 en un nimero de copias mas elevado, se encuentran en las lineas celulares
del adenocarcinoma de colon SW-480 (ATCC CCL-228; Leibovitz et al., Cancer Res. 36 (1976), 4562-4567), 1a linea
celular del melanoma maligno SK-MEL-3 (ATCC HTB 69; Fogh y Tremp: Células tumorales humanas in vitro pp
115-159, Fogh (ed.), Plenum Press, Nueva York 1975), el adenocarcinoma de colon Colo-320 (ATCC CCI-220; Quinn
et al., Cancer Res. 39 (1979), 4914-4924)), la linea celular del melanoma MEL-HO (DSM ACC 62; Holzmann et al.,
Int. J. Cancer 41 (1988), 542-547) y la linea celular del carcinoma de rifién A-498 (DSM ACC 55; Girad et al., J. Natl.
Cancer Inst. 51 (1973), 1417.1423).

La comprobacién del nimero de cromosomas en el genoma de una linea celular puede efectuarse mediante el
empleo de sondas de ADN, las cuales son especificas para el cromosoma correspondiente o/y el “locus” (“lugar”) del
gen diana.

Todavia otra caracteristica preferida de una linea celular de partida empleada para la activaciéon endégena de los
genes es una correcta glicosilacién de la proteina diana deseada (vii). De preferencia se emplea una linea celular hu-
mana, la cual sintetiza la proteina diana con una muestra comparativa de glicosilacién en particular con respecto al
nimero de radicales de 4cido sidlico como la proteina diana que existe en la naturaleza. El andlisis sobre la existencia
de una correcta glicosilacion tiene lugar de preferencia de forma que la célula que se analiza, se transfiere transi-
toriamente con un vector extracromosémico el cual contiene el gen diana deseado bajo el control de un promotor
activo celular. Después de la expresion transitoria del gen diana, el sobrenadante de las células o/y el desdoblamiento
celular se analiza mediante enfoque isoeléctrico. En el ejemplo del EPO es muy clara la existencia de una correcta
glicosilacién. Asi, el EPO no glicosilado, p. ej., el EPO recombinante de células E. coli, posee en experimentos in
vitro, una actividad comparable a la del EPO glicosilado. Sin embargo, en experimentos in vivo, el EPO no glicosilado
es esencialmente menos activo. Para la determinacién de si una linea celular de partida estd en condiciones para la
obtencién de EPO con una correcta glicosilacion, puede efectuarse una comparacion con EPO urinario, pero también
con EPO recombinante a partir de células CHO, del cual es sabido que presenta en el ser humano una forma activa de
glicosilacion, y por su glicosilacién es ampliamente idéntico con el EPO urinario. La comparacién de la glicosilacién
tiene lugar de preferencia mediante enfoque iso-eléctrico.

Todavia otra caracteristica preferida para la seleccion de una linea celular humana es la independencia de la linea
celular investigada de contaminaciones infecciosas (vii), p. €j., de particulas virales infecciosas o mico-plasmas. Las
investigaciones sobre la presencia de contaminaciones viricas pueden efectuarse mediante cultivo celular, andlisis in
vivo oly deteccion de proteinas virales especificas.
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La invencién se refiere ademads a un procedimiento para la obtencién de proteinas humanas mediante la activacién
enddgena de genes en una linea celular humana, el cual procedimiento se caracteriza porque se emplea una linea
celular la cual cumple con las caracteristicas antes mencionadas (i), (ii) y (iii), asi como ademads de preferencia por lo
menos una de las caracteristicas (iv), (v), (vi) y (vii), como se ha indicado anteriormente.

El procedimiento segun la invencidn se emplea particularmente para la obtencion de factores humanos, por ejemplo
EPO, trombopoyetina (TPO), factores estimuladores de colonias como G-CSF 6 GM-CSF, proteinas que influyen
sobre la coagulacién de la sangre como la tPA, interferones como IFN-a, IFN-8 6 IFN-y, interleucinas como IL-
1 hasta IL-18, quimoquinas como MIP, factores neurotrofos como NGF 6 BDNF, proteinas que influyen sobre el
crecimiento 6seo como IFG-BPs, proteina Hedgehog (Igel), factores de crecimiento tumoral como TFG-, hormonas
de crecimiento como HGH, ACTH, enquefalina, endorfina, receptores como por ejemplo receptores de interleucina
o insulina en forma soluble o/y permanente en la membrana, y otras proteinas de unién a proteinas. Particularmente
preferido es el procedimiento empleado para la obtencién de EPO.

La propia activacién endégena de genes puede lograrse por métodos ya conocidos y comprende de preferencia los
pasos siguientes:

(a) Preparacion de lineas celulares humanas de partida, las cuales contienen por lo menos una copia de un gen diana
enddgeno con la secuencia deseada de 4cidos nucleicos e identificacién mediante la comprobacion de los criterios de
seleccion segun la invencion, de que son apropiadas para la expresion del gen diana,

(b) Transfeccion de las células con una construccién de ADN que contiene:

(i) dos secuencias de ADN flanqueantes, las cuales son homoélogas a la region del locus del gen diana, para
permitir una recombinacién homéloga,

(i) un gen marcador de seleccién positiva
(iii) eventualmente, un gen marcador de seleccién negativa,

(iv) eventualmente un gen de amplificacion, y

(v) una secuencia de control de expresion heter6loga, la cual es activa en las células humanas,

(c) cultivo de las células transfectada en condiciones en las que tiene lugar una seleccion respecto a la presencia
del gen marcador de seleccidn positiva y eventualmente respecto a la ausencia del gen marcador de seleccion negativa,

(d) andlisis de las células seleccionables segtin el paso anterior,
(e) identificacién de las células productoras de la proteina diana deseada, y
(f) eventualmente, amplificacién del gen diana en las células seleccionadas.

La construcciéon de ADN empleada por las células productoras para la obtencion de la proteina humana deseada,
contiene dos secuencias de ADN homoélogas que flanquean la region del locus del gen diana. La seleccion de las
secuencia flanqueantes apropiadas tiene lugar por ejemplo segin los métodos descritos en las patentes WO90/11354
y WO91/09955. De preferencia, las secuencias flanqueantes tienen una longitud de por lo menos 150 bp. Se escogen
con particular preferencia las secuencias de ADN homdlogas de la regién 5’ del gen diana, p. ej., secuencias 5’ no
traducidas, exones codificadores de secuencias sefial e intrones localizados en esta region, p. €j., exén 1 e intrén 1.

El gen marcador de seleccion positiva puede ser uno cualquiera del gen marcador de seleccién apropiado para
células eucaridticas, el cual conduce en la expresion a un fenotipo seleccionable, p. ej., resistencia al antibidtico,
auxotrofia, etc. Un gen marcador de seleccién positiva particularmente preferido es el gen de la neomicinafosfo-
transferasa.

Eventualmente, puede estar también presente un gen marcador de seleccién negativa como por ejemplo el gen de la
HSV-timidinaquinasa que puede ser destruido por sus células de expresién en presencia de un medio de seleccién. El
gen marcador de seleccion negativa estd colocado ademads de las dos regiones de secuencias homoélogas flanqueantes.

Cuando se desea una amplificacion del gen diana activado enddgeno en la célula humana, la construccién de ADN
recibe un gen de amplificacién. Ejemplos de genes de amplificacién adecuados son el gen de la dihidrofolato-reductasa,
el gen de la adenosinadesaminasa, el gen de la ornitinadescarbozxilasa, etc. Un gen de amplificacion particularmente
preferido es el gen de la dihidrofolato-reductasa, en particular un gen que codifica un mutante de dihidrofolatoreduc-
tasa-arginina, el cual posee una alta sensibilidad para el agente selectivo (metotrexato) como el gen de tipo salvaje
(Simonsen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 (1983), 2495).

Ademéds, contiene la construccion de ADN empleada para la activacion enddgena del gen, una secuencia heteréloga
de control de expresidn, la cual es activa en una célula humana. La secuencia de control de expresién contiene un
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promotor y de preferencia otras secuencias para mejorar la expresion, p. ej., un potenciador. El promotor puede ser un
promotor regulable o constitutivo. De preferencia el promotor es un promotor virico potente, p. €j., un promotor SV-
40 6 un promotor CMV. Particularmente preferido es el promotor/potenciador CMV.

La invencién se refiere ademds al empleo de lineas celulares humanas identificadas por el procedimiento antes
descrito por activacién de un gen diana presente endégeno en la célula para la obtencién del polipéptido codificado
por el gen diana activado, de preferencia para la obtencién del polipéptido en un procedimiento a escala industrial, p.
ej., el empleo de un fermentador de gran tamaiio.

Todavia otro objetivo de la invencién es una célula humana que contiene una copia de un gen endégeno en conexién
operativa con una secuencia heter6loga de control de expresion activa en la célula humana, y es capaz de producir sin
previa amplificacién del gen una produccién de por lo menos 200 ng del polipéptido/10° células/24 horas codificado
por el gen endégeno. De preferencia la célula humana segin la invencién es capaz de una produccién de 200 a
3000 ng de polipéptido/10° células/24 horas y con la maxima preferencia para la produccién de 1000 a 3000 ng de
polipéptido/10° células/24 horas.

Finalmente todavia otro objetivo de la presente invencion es una célula humana la cual puede obtenerse mediante
la amplificacion del gen de la célula antes citada, y contiene varias copias de un gen enddégeno siempre en unién
operativa con una secuencia heter6loga de control de expresion activa en la célula humana y es capaz de la produccién
de por lo menos 1000 ng del polipéptido/10° células/24 horas codificado por el gen endégeno. Es particularmente
preferida la linea celular humana obtenible por amplificacion del gen, capaz para la produccién de 1000 a 25000 ng de
polipéptido/10° células/24 horas y con la mdxima preferencia para la produccién de 5000 a 25000 ng/polipéptido/10°
células/24 horas.

Un ejemplo de una célula segin la invencién es el clon “Aladin” que produce EPO, el cual fue registrado el
15.07.1997 segin las prescripciones del Tratado de Budapest, en la “Coleccidén Alemana de Microorganismos y Cul-
tivos Celulares (DSMZ), Mascheroder Weg 1b, 38124 Braunschweig, con el niimero de referencia DSM ACC 2320.

Ademds, la invencién se aclara mediante los siguientes ejemplos y figuras y protocolos de secuencias.

Las figuras representan:

Figura 1: Una representacion esquematica de la amplificacidn de regiones homdlogas del gen de EPO a partir de
la region de las secuencias 5’ no traducidas, exén 1 e intrén 1;

Figura 2: Una representacion esquemdtica de un pldsmido, el cual contiene regiones de homologia con EPO a
partir de la region de las secuencias 5’ no traducidas, exén 1 e intrén 1;

Figura 3: Una representacion esquemdtica de una secuencia de activacién del gen, la cual contiene el promotor del
Rous Sarcomavirus (RSV), el gen de la neomicinafosfo-transferasa (NEO), la temprana regién de poliadenilacion de
SV40 (SVIpA), los tempranos promotor SV40 (SVI), gen de la dihidrofolatoreductasa (DHFR) y promotor inmediato
temprano Cytomegalovirus, y el potenciador MCMV);

Figura 4a: La obtencidn del vector dirigido selectivamente al gen de EPO p176;

Figura 4b: La obtencién de los vectores dirigidos selectivamente al gen de EPO p179 y p187;

Figura 4c: La obtencion del vector dirigido selectivamente al gen de EPO p189;

Figura 4d: La obtencién del vector dirigido selectivamente al gen de EPO p190;

Figura 4e La obtencion del vector dirigido selectivamente al gen de EPO p192;

SEQ ID NO. 1 y NO. 2 Secuencias de nucleétidos del cebador empleado para la obtencién del producto 1 de la
PCR (figura 1);

SEQ ID NO. 3 y NO. 4 Secuencias del cebador empleado para la obtencién del producto 2 de la PCR (figura 1).

Ejemplos
Ejemplo 1
Meétodos de seleccion
1.1 Determinacion del tiempo de generacion
Las lineas celulares analizadas se sembraron con una concentracién de 0,1 - 5 x 10° por ml, de preferencia con
0,5 - 2 x 10° células por ml en cdpsulas de cultivo con DMEM y 10% de FKS 6 respectivamente RPMI 1640 y 10%

de FKS y se determind el niimero de células por cultivo en un medio recomendado por la ATCC para cada una de
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las células correspondientes, y en condiciones adecuadas cada dos hasta tres dias con una cdmara de contaje, p. €j.,
Neubauer, sin o respectivamente con tripsinizacion. Las células que en el intervalo de una semana de cultivo presentan
de 16 a 256 duplicaciones de poblacién, de preferencia de 64 a 128 duplicaciones de poblacidn, se valoran como
positivas (+, ++ 6 +++).

1.2 Facilidad de cultivo en suspension

Para la determinacién de la facilidad de cultivo en suspension se cultivaron las células durante 14 dias con agita-
cién continua en un medio (ver 1.1 con y sin adicién de suero, p. €j., suero bovino fetal) en un Bellco-Spinner con
los correspondientes accesorios a 37°C y 7% de CO,. Las células que durante esta fase mostraron por lo menos 5
duplicaciones de la poblacion, fueron valoradas como apropiadas para un cultivo en suspension (+).

1.3 Facilidad de cultivo en un medio exento de suero

Para determinar la facilidad de cultivo de las células en un medio exento de suero, se cultivaron las células durante
14 dias con una densidad de 1 - 10 x 10° células/ml en recipientes de cultivo en un medio bésico p. €j., recomendado
por la ATCC para las correspondientes células (es decir sin adicién de suero) con ITS (Boehringer Mannheim, articulo
de catdlogo n° 1074547) en condiciones segtn 1:1. Las células que durante este tiempo presentaron por lo menos 5
duplicaciones de poblacion (determinadas por contaje celular), se validaron como adecuadas para el cultivo exento de
suero (+).

1.4 Determinacion de la expresion endogena del gen diana

Para determinar si la proteina diana se produce en la linea celular seleccionada, se sembraron las células durante 24
horas con una densidad celular de 0,01 a 2 x 10° células/ml de preferencia 0,5 a 1 x 10° células/ml de medio de cultivo.
24 horas mas tarde se retiré el sobrenadante de las células, se desecharon las células y se determiné el contenido
de proteina celular en el sobrenadante celular segiin métodos ya conocidos, p. ej., por medio de un inmunoensayo
especifico para la correspondiente proteina.

En el caso del EPO, se determind el contenido mediante un andlisis ELISA. Para ello se recubrieron las placas
de microtitulacién recubiertas de estreptavidina con anticuerpos biotinilados anti EPO (Boehringer Mannheim), y
para el bloqueo de condiciones no especificas, se incubaron con una solucién que contenia una proteina (1% p/v). A
continuacidn, se afiadieron 0,1 ml de sobrenadante del cultivo y se incubaron durante la noche. Después de lavar, se
afiadieron anticuerpos de EPO monoclonales conjugados con peroxidasa (Boehringer Mannheim) durante dos horas.
La reaccién de la peroxidasa se efectué empleando ABTS® como substrato en un fotémetro Perkin Elmer a 405 nm.

El limite de deteccién de EPO en este ensayo fue de 10 pg de EPO/ml. Las células que, en una siembra de 10%/ml,
produjeron menos de 10 pg de EPO/ml, fueron valoradas como no productivas y como apropiadas (+).

1.5 Determinacion del niimero de copias del gen diana

Para la comprobacién del nimero de copias del gen diana en la linea celular, se aislé ADN gendémico humano con
aproximadamente 10% células y se cuantificé (Sambrook et al., Molecular Cloning. A Laboratory Manual (“Clonacién
molecular. Un Manual de Laboratorio”) (1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press). Después de la escisién del
ADN mediante enzimas de restriccidn, p. ej., Agel y Ascl 6 respectivamente BamHI, HindIII y Sall, se separaron los
fragmentos de ADN segtin su tamafio mediante electroforesis en gel de agarosa y finalmente se transfirieron sobre una
membrana de nylon y se inmovilizaron.

El ADN inmovilizado se hibridé con una sonda de ADN marcada con digoxigenina, la cual era especifica para
el locus del gen diana o el cromosoma sobre el cual se encuentra el gen diana, y se lavé en condiciones restrictivas.
Las sefiales de hibridacion especifica fueron detectadas con ayuda de un procedimiento de quimioluminiscencia con
el empleo de films sensibles a la radiacion.

1.6 Determinacion de la secuencia de dcidos nucleicos del gen diana

A partir de aproximadamente 107 células se aislé el ADN genémico mediante el empleo de un kit de aislamiento
de ADN (p. ej., QIAGEN Blood & Cell Culture DNA Kit).

Se emplearon un par de cebadores de PCR para la amplificacién del gen diana. Por ello, las secuencias del cebador
fueron complementarias a las secuencias que flanqueaban la regién codificadora del gen diana. Por este motivo pudo
ser amplificada la totalidad de la regién codificadora del gen diana.

El producto de la PCR fue sometido directamente a andlisis secuencial o clonacién dentro de un vector y a conti-
nuacion se secuencid. A este respecto se emplearon cebadores secuenciadores cuyas secuencias son complementarias
a las secuencias de las regiones de intrones del gen diana, de manera que las secuencias de las regiones de exones del
gen diana pueden ser completamente obtenidas. La secuenciacion tuvo lugar en un secuenciador automatico PE/ABI,
con empleo p. €j., de los kits de secuenciacion “Prism™ Ready Reaction Dye Terminator Cycle Sequenzing” Kits
(PE/ABI, Forster City, U.S.A.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

6
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1.7 Determinacion de la muestra de glicosilacion

Para la determinacién de la muestra de glicosilaciéon del EPO se transfectaron las lineas celulares a analizar con
el plasmido pEPO 227, el cual contiene un fragmento HindIII/EciRI de 4 kb de la secuencia del gen de EPO humano
bajo el control del promotor SV40 (Jacobs et al., Nature 313 (1985), 806; Lee-Huang et al., Gene 128 (1993), 272). A
este respecto las células se transfectaron en presencia de Lipofektamin con el empleo de un kit de reactivos que puede
adquirirse en el comercio, segtin las instrucciones del fabricante. En el sobrenadante obtenido de las células obtenido
2 6 5 dias mas tarde, se determind el contenido de EPO mediante un andlisis ELISA.

El sobrenadante de las células se concentré y se comparé mediante enfoque isoeléctrico (Righetti P.G., en Work
T.S., Burdon R.M. (ed), Isoelectric focusing: Theory, methodology and applications (“Enfoque isoeléctrico: teorfa,
metodologia y aplicaciones”), Elsevier Biomedical Press, Amsterdam (1983)), con productos de EPO ya conocidos.
Las células humanas las cuales proporcionaron una muestra de glicosilacion comparable a los productos de EPO ya
conocidos, p. €j., al EPO urinario, se valoraron como apropiados (+).

1.8 Determinacion de las contaminaciones viricas
1.8.1 Andlisis mediante cultivo celular

Para la determinacion de posibles contaminaciones viricas infecciosas en la linea celular humana que se ensaya, se
incub6 un lisado de células con una linea celular humana, para poder detectar efectos citopaticos. Adicionalmente se
efectuaron andlisis de hemoadsorcién.

Para la obtencién del lisado se lisé una suspension de 10° células en 1 ml de tampén mediante un proceso rapido
de congelacion-descongelacién. El residuo celular se separd por centrifugacion y el sobrenadante se afiadi6 a las
lineas celulares detectoras. Como lineas celulares detectoras se emplearon las células HepG2 (ATCC HB-8065; Nature
282 (1979), 615.616), MCR-5 (ATCC-1587) y Vero (ATCC CCL-171; Jacobs, Nature 227 (1970), 168-170). Como
controles positivos se emplearon virus del tipo polio SV y de la gripe. Como controles negativos se emplearon lineas
detectoras, las cuales fueron cultivadas sin el lisado. Para la determinacién de efectos citopaticos se investigaron las
lineas celulares detectoras regularmente durante un periodo de tiempo de por lo menos 14 dias.

Para los andlisis de hemoadsorcién se emplearon células Vero que se incubaron con lisados de células o respec-
tivamente con los controles, después de 7 dias con eritrocitos de pollo, cerdo o seres humanos. Una sujecién de los
eritrocitos a las monocapas de las células cultivadas indicé una contaminacién virica de los cultivos.

1.8.2 Anadlisis in vivo

Se prepararon lisados de las lineas celulares que se investigan, como se ha indicado en 1.8.1, y se inyectaron en
ratones recién nacidos por via intraperitoneal o “intaraceribral” en una cantidad de 0,1 ml. Durante un periodo de
tiempo de 14 dias los ratones fueron observados con respecto a la morbilidad y la mortalidad.

1.8.3 Deteccion especifica de proteinas viricas

Se analizé la presencia de proteinas viricas especificas, p. €j., la proteina del virus Epstein-Barr (proteina nuclear
o antigeno capsular), en la cual se afiadi6 a las células inmovilizadas de la linea celular que se estd analizando, suero
humano de bandas EBV positivas. La deteccién del antigeno del virus se efectué a continuaciéon mediante la adicién
de complemento y del correspondiente complemento anti-humano conjugado de fluoresceina C3 (para la deteccién
del antigeno capsular).
Ejemplo 2

Resultados de la seleccion

Se analizaron las lineas celulares humanas HepG2, HT1080, Namalwa, Hela y HelaS3 mediante los métodos
indicados en el punto 1. Los resultados estan representados en la siguiente tabla 1.
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TABLA 1
HepG2 | HT1080 | Namalwa| Hela Hela
S3

Comportamiento al crecimiento
Tiempo de duplicacion + ++ ++ +++ +++
Cultivo de suspension - + + +/- +
posible exento de suero +/- + + + +
Produccion de EPO
endogeno + - - - -
transiente/ml 53 ng 65 ng 70 ng 100 ng | 480 ng
Glicosilacion de ECO (transiente) - + + + +
Andlisis de  contaminaciones no libre libre no libre
infecciosas viricas analizado analizado

A partir de la tabla 1 puede verse que las lineas celulares HT1080, Namalwa y Hela S3 deben considerarse como
apropiadas para la activacién endégena de genes de EPO. Son particularmente apropiadas Namalwa y Hela S3.

Ejemplo 3
Clonacion de regiones de homologia de ECO

Se amplificaron regiones de homologia del gen de EPO mediante PCR empleando un ADN gendmico de placenta
(Boehringer Mannheim). A este respecto, se obtuvieron a partir de una regiéon de homologia de 6,3 kB de longitud,
de la region de las secuencias 5’ no traducidas del gen de EPO, el ex6n 1 y el intrén 1, dos productos de la PCR
(ver figura 1). Los cebadores empleados para la obtencién del cebador empleado del producto 1 de la PCR tenian las
secuencias siguientes: 5’-CGC GGC GGA TCC CAG GGA GCT GGG TTG ACC GG-3’ (SEQ ID NO. 1) y 5’-GGC
CGC GAA TTC TCC GCG CCT GGC CGG GGT CCC TCA GC-3’ (SEQ ID NO. 2). Los cebadores empleados para
la obtencién del producto 2 de la PCR tenian las siguientes secuencias: 5’-CGC GGC GGA TCC TCT CCT CCC TCC
CAA GCT GCA ATC-3’ (SEQ ID NO. 3) y 5’-GGC CGC GAA TTC TAG AAC AGA TAG CCA GGC TGA GAG-
3’ (SEQID NO. 4).

A partir de los productos 1 y 2 de la PCR se escindieron los segmentos deseados mediante escisién por restriccion
(producto 1 de la PCR: HindIII; producto 2 de la PCR: HindIIl y Eco RV) y se clonaron en el vector pCRII (Invitrogen)
el cual se habia escindido mediante HindIIl y Eco RV). El vector recombinante obtenido de esta forma recibi6 el
nombre de Sepopcr1000 (ver figura 2).

Ejemplo 4
Construccion de los vectores selectivos del gen de EPO

4.1 Una secuencia de activacién del gen, el cual contiene el gen de NEO, el gen de la DHFR y un promo-
tor/potenciador del CMV (ver figura 3), se inserté en el lugar del plasmido Sepocr1000 que contiene la regién de
homologia de EPO, en donde estaba contenido el pldsmido p176 (ver figura 4a). Para llevar el promotor CMV lo més
cerca posible al lugar de partida de la traduccién del gen de EPO, se suprimié un segmento de 963 bp de longitud entre
los lugares de restriccién Ascl y Agel (escision parcial), en donde el plasmido p179 estaba contenido (figura 4b).

4.2 Para lograr una optimizacion de la expresion, se substituyeron nucleétidos en el exén 1, los cuales codifican el
comienzo de la secuencia EPO lider Met-Gly-Val-His, por la secuencia sintética Met-Ser-Ala-His. Esta secuencia se
obtuvo mediante la amplificacién de una secuencia gendémica del ADN de EPO, p. ej., del plasmido pEPO148, el cual
contiene un fragmento BStEII/EcoRI de 3,5 kB (inclusive los exones 1-5) de la secuencia del gen del EPO humano
bajo el control del promotor SV40 (Jacobs et al., Nature 313 (1985), 806 y Lee-Huang et al., Gene 128(1993), 227),
como matriz con los correspondientes cebadores. Con ello se obtuvo el plasmido p187 (figura 4b).

4.3 El plasmido p189 se obtuvo a partir del pldsmido p187 mediante la insercion del gen de la timidinaquinasa
del virus del Herpes Simplex (HSV-TK), el cual procedia de Psvtk-1 (fragmento Pvull/Narl) (figura 4c). El gen de la

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2281 133 T3

HSV-TK se encuentra bajo el control del promotor SV40 en el extremo 3’ del intrén 1 (Eco RV/Clal) en orientacién
opuesta con respecto al promotor del CMV y se utiliza para la seleccién negativa de una recombinacién homdloga.

4.4 Para la construccion del pldsmido p190 se subcloné un fragmento SfI/BgIIl de pHEAVY, un pldsmido el cual
contiene el ADNc de un mutante de arginina descrito por Simonsen et al. (Proc. Natl. Acad. Sci USA 80 (1983),
2495), de la DHFR, y el plasmido pGenak-1 cortado por Sfil y BgIII, el cual contiene el gen de NEO bajo el control
del promotor RSV y el lugar tardio de la poliadenilacién como terminador, el gen de la DHFR de rata bajo el control
del promotor SV40 temprano y el lugar temprano de la poliadenilacién del SV40 como terminador (Kaufmann e al.,
Mol. Cell. Bio. 2 (1982), 1304; Okayama et al., Mol. Cell. Biol. 3 (1983), 280 y Schimke, J. Biol.. Chem. 263 (1988),
5989) y el promotor de CMV (Boshart et al., Cell 41 (1995), 521). A continuacién. se ligé un fragmento Hpal, el cual
contenia el ADNc que codificaba el mutante de DHFR-arginina, en el plasmido p189 cortado con Hpal, mediante lo
cual se obtuvo el plasmido p190 (figura 4d).

4.5 Para la obtencion de un vector de transfeccién sin el gen HSV-TK, se ligé un fragmento Ascl/Nhel del plasmido
p190, el cual contenia la secuencia de activacién del gen, en un fragmento Ascl/Nhel que contenia el exén 1, del
plasmido p187. El pldsmido resultante recibi6 el nombre de p192 (figura 4e).

Ejemplo 5

Transfeccion de las células
Se seleccionaron diferentes lineas celulares para la produccién de EPO y se transfectaron con vectores selectivos.
5.1 Células Namalwa

Las células se cultivaron en frascos de cultivo de tejidos T150 y se transfectaron mediante electroporacién (1 x 107
células/800 ul de tampdn de electroporacion, a saber, 20 mM de Hepes, 138 mM de NaCl, 5 mM de KCl, 0,7 mM de
Na,HPO,, 6 mM de monohidrato de D-glucosa de pH 7,0, 10 ug de ADN linealizado, con las condiciones 960 uF,
260 V, pulsador de genes BioRad). Después de la electroporacién se cultivaron las células en RPMI 1640, 10% (v/v)
de suero fetal bovino (FCS), 2 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de sodio en cuarenta placas de 96 pocillos.
Después de dos dias se cultivaron las células durante 10 a 20 dias en un medio que contenia 1 mg/ml de G-418. El
sobrenadante se analizé en un ELISA de fase sélida para determinar la produccién de EPO (ver ejemplo 1.4). Los
clones productores de EPO se expandieron en placas de 24 pocillos y frascos de cultivo de tejidos T-25. Se congelaron
alicuotas y las células se subclonaron mediante FACS (Ventage, Becton Dickinson). Los subclones se analizaron por
repetido para determinar la produccion de EPO.

5.2 Células HT 1080

Las condiciones fueron como se ha descrito para las células Namalwa, a excepcion de que las células HT1080
se cultivaron en DMEM, 10% (v/v) de FCS, 2 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de sodio. Para la transfeccién
mediante electroporacion se despegaron las células mediante tripsinizacion de las paredes de los recipientes de cultivo.
Después de la electroporacién se cultivaron 1 x 107 células en DMEM, 10% (v/v) de FCS, 2 mM de L-glutamina, 1
mM de piruvato de sodio, en 5 placas de 96 pocillos.

5.3 Células HeLa S3

Las condiciones fueron como las descritas para las células Namalwal, a excepcion de que las células HeLaS3 se
cultivaron en RPMI 1640, 10% (v/v) de FCS, 2 mM de L-glutamina, 1% (v/v) de aminodcidos NEM no esenciales
(Sigma), 1 mM de piruvato de sodio. Para la transfeccién mediante electroporacién las células se despegaron de las
paredes de los recipientes de cultivo mediante tripsinizacion. Las condiciones para la electroporacion fueron de 960
uF/250 V. Después de la electroporacién se cultivaron las células en RPMI 1640, 10% (v/v) de FCS, 2 mM de L-
glutamina, 1% (v/v) de NEM, 1 mM de piruvato de sodio en frascos de cultivo de tejidos T75. 24 horas después de la
electroporacion se tripsinizaron las células y se cultivaron durante 10 a 15 dias en un medio que contenia 600 pg/ml
de G-418 en 10 placas de 96 pocillos.

Ejemplo 6
Amplificacion del gen de EPO

Para aumentar la expresién de EPO se cultivaron los clones productores de EPO en presencia de concentraciones
crecientes (100 pM -1000 nM) de metotrexato (MTX). En cada concentraciéon de MTX se analizaron los clones

mediante un andlisis ELISA (ver por ejemplo 1.4) para determinar la produccién de EPO. Los mayores productores
fueron sub-clonados mediante una dilucién limitada.
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Ejemplo 7
Caracterizacion de las lineas celulares productoras de EPO

Se seleccionaron tres lineas celulares distintas (Namalwa, HeLa S3 y HT 1080) para la activacién del gen de EPO.
Los clones productores de ECO se obtuvieron mediante transfeccién con los plasmidos p179, p187, p189, p190 6 p192
(ver ejemplos 2 y 3).

Se analizaron aproximadamente 160.000 clones NEO- resistentes para determinar la produccién de EPO, de los
cuales 12-15 EPO segregaron reproduciblemente con un rendimiento significativo en el sobrenadante celular.

De los mismos, se pudieron identificar sorprendentemente sin amplificacién del gen, mediante MTX en total 7 clo-
nes de EPO, los cuales produjeron EPO en suficiente cantidad para una produccién a escala industrial. La produccién
de EPO de estos clones fue del orden de 200 ng/ml hasta mas de 1000 ng/ml/10° células/24 horas.

Después de la amplificacién del gen con 500 nM MTX pudo aumentarse la produccién de EPO de los clones de
EPO identificados hasta mds de 3000 ng/ml/10° células/24 horas. Otro aumento de la concentracién de MTX hasta
1000 nM condujo a una produccién de hasta mds de 7000 ng/ml/10° células/24 horas.

Los clones obtenidos mostraron también una produccién de EPO en condiciones de cultivo exentas de suero y en
ausencia de MTX.

10
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la seleccién de lineas celulares humanas para la obtencién de proteinas humanas mediante
activacion endégena de un gen diana que es endégeno en la célula,

caracterizado porque,
(a) se analiza una linea celular humana respecto a la presencia de las siguientes caracteristicas:
(i) un gen diana con la secuencia de dcidos uncleicos deseada
(i1) por lo menos 5 duplicaciones de la poblacion en el periodo de 14 dias en un cultivo en suspension, y

(ii1) por lo menos 5 duplicaciones de la poblacién en el periodo de 14 dias en un medio de cultivo exento de
suero, y

(b) se emplea una linea celular que satisface las caracteristicas (i), (ii) y (iii) como linea celular de partida para la
activacién endégena del gen diana.

2. Procedimiento segtin la reivindicacién 1, caracterizado porque,

se emplea una linea celular humana la cual (iv) presenta un tiempo de generacion de 16 a 256 duplicaciones de la
poblacién en el periodo de una semana en un medio de cultivo.

3. Procedimiento segtn la reivindicacién 2, caracterizado porque,

se emplea una linea celular humana la cual presenta de 64 a 128 duplicaciones de la poblacién en el periodo de
una semana en un medio de cultivo.

4. Procedimiento segiin una de las reivindicaciones precedentes,
caracterizado porque,

se emplea una linea celular humana, la cual (v) no presenta esencialmente ninguna expresion endégena del gen
diana.

5. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones precedentes,

caracterizado porque,

se emplea una linea celular humana, la cual (vi) contiene mdas de 2 copias cromosémicas del gen diana.
6. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones precedentes,

caracterizado porque,

se emplea una linea celular humana, la cual (vii) sintetiza la proteina celular con una muestra de glicosilacién
comparable a la proteina diana que se encuentra en la naturaleza.

7. Procedimiento segin una de las reivindicaciones precedentes,
caracterizado porque,
se emplea una linea celular humana, la cual (viii) estd libre de contaminaciones infecciosas comprobables.

8. Procedimiento para la obtencién de una proteina humana mediante activacién endégena del gen, en una célula
humana,

caracterizado porque,

mediante un procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 7, se selecciona una linea celular, la cual satisface
las caracteristicas (i), (ii) y (iii) como se han definido en la reivindicacién 1, y emplea la linea celular as{ seleccionada.

9. Procedimiento segtin la reivindicacién 8,

caracterizado porque,

11
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se emplea una linea celular la cual ademds satisface por lo menos una de las caracteristicas (iv), (v), (vi), (vii) y
(viii) como se definen en una de las reivindicaciones 2,4,5,6y 7.

10. Procedimiento segtin la reivindicacion 8 6 9, para la obtencién de un factor humano seleccionado de EPO, TPO,
factores estimuladores de colonias, proteinas que influyen sobre la coagulacién sanguinea, interferonas, interleucinas,
quemoquinas, factores neutotrofos, proteinas que influyen sobre el crecimiento 6seo, proteinas Hedgehog, factores de
crecimiento tumoral, hormonas de crecimiento, ACTH, enquefalinas, endorfinas, receptores y otras proteinas que se
unen con proteinas.

11. Procedimiento segtn la reivindicacién 10, para la obtencién de EPO.

12. Procedimiento para la obtencién de un polipéptido,

caracterizado porque,

mediante un procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 7, se identifica una linea celular humana, en
la cual un gen diana que codifica un deseado polipéptido, es enddgeno, tiene lugar una activacioén del gen diana y

entonces se obtiene el polipéptido codificado por el gen diana.

13. Procedimiento segtn la reivindicacioén 12, en el cual la obtencién del polipéptido tiene lugar en un fermentador
grande.

12
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5.0kb PCR Producto 2

Cebador para el producto 1 de la PCR
5" CGC GGC GGA TCC CAG GGA GCT GGG TTGACC GG 3
5"GGCCGC GAA TTC TCC GCG CCT GGC CGG GGTCCC TCAGC 5°

Cebador para el producto 2 de la PCR
5 CGCGGC GGATCC TCTCCT CCC TCC CAAGCT GCA ATC 3°
5' GGC CGC GAA TTC TAG AAC AGA TAG CCA GGC TGA GAG 3’

FIGURA 1
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ADN gendmico de 6 kb del gen de EPO clonado en el vector

S5epopcr1000
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FIGURA 2
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Secuencia de activacion del gen

Promotor RSV NEO SV40pA  Promotor SV40 DHFR SV40pA  Promotor CMV

FIGURA 3
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Construccién de vectores selectivos para genes EPO

Secuencia de activacion delf gen

Promotor RSV NEO SV40pA  Promotor SV40 DHFR SV40pA Promotor CMV

5epopcr1000

Insercion de la secuencia de activacién del gen en
el lugar de corte Agel

FIGURA 4a
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FIGURA 4b

17



ES 2281 133 T3

FIGURA 4c
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Fragmento Sfil/Bgi

FIGURAS 4d
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Fragmento Ascl/Nhel

FIGURAS 4e
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) DATOS GENERALES:

(i) SOLICITANTE:
(A) NOMBRE: Boehringer Mannheim GmbH
(B) CALLE: Sandhofer Str. 112-132
(C) POBLACION: Mannheim
(E) PAIS: Alemania
(F) CODIGO POSTAL; 68305

(ii) TITULO DE LA INVENCION: Identificacién de lineas celulares humanas para la produccién de proteinas

humanas mediante activacién endégena de los genes
(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 4

(iv) MODALIDAD DE LECTURA DEL ORDENADOR
(A) SOPORTE DE DATOS: disco flexible
(B) ORDENADOR: PC IBM compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) PROGRAMA: Patentln Release #1.0, version #1.30 (EPA)

(2) DATOS PARA LA SEQ ID NO: 1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 32 pares de bases
(B) CLASE: nucleétido
(C) TIPO DE CADENA: monocatenaria
(D) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 1:

CGCGGCGGAT CCCAGGGAGC TGGGTTGACC GG
(2) DATOS PARA LA SEQ ID NO: 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 38 pares de bases
(B) CLASE: nucleétido
(C) TIPO DE CADENA: monocatenaria
(D) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 2:

GGCCGCGAAT TCTCCGCGCC TGGCCGGGGT CCCTCAGC
(2) DATOS PARA LA SEQ ID NO: 3:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 36 pares de bases
(B) CLASE: nucleétido
(C) TIPO DE CADENA: monocatenaria
(D) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 3:
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ES 2281 133 T3

CGCGGCGGAT CCTCTCCTCC CTCCCAAGCT GCAATC
(2) DATOS PARA LA SEQ ID NO: 4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 36 pares de bases
(B) CLASE: nucleétido
(C) TIPO DE CADENA: monocatenaria
(D) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 4:

GGCCGCGAAT TCTAGAACAG ATAGCCAGGC TGAGAG
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