ES 2 309 427 T3

@ Numero de publicacién: 2 309 427

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
C12N 15/67 (2006.01)
ESPANA CO07K 14/715 (2006.01)
@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 04020455 .4
Fecha de presentacion : 27.08.2004

Numero de publicacion de la solicitud: 1630232
Fecha de publicacion de la solicitud: 01.03.2006

Titulo: Secuencias de nucleétidos optimizadas que codifican para sgp130.

@ Titular/es: CONARIS research institute AG.
Schauenburgerstrasse 116

24118 Kiel, DE
Fecha de publicacién de la mencion BOPI: @ Inventor/es: Seegert, Dirk;
16.12.2008 Witzig, Georg;

Rahaus, Nikolaus;
Daecke, Jessica y
Rose-John, Stefan

Fecha de la publicacion del folleto de la patente: Agente: Arizti Acha, Ménica
16.12.2008

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2309 427 T3

DESCRIPCION

Secuencias de nucledtidos optimizadas que codifican para sgp130.

La presente invencidn se refiere a moléculas de 4cido nucleico que codifican para sgp130 con codones optimizados,
tal como se caracterizan en las reivindicaciones asi como a un método para la produccién recombinante sumamente
eficaz de sgp130 en células de mamifero usando una molécula de acido nucleico de la invencion.

Para el tratamiento de diversas enfermedades tales como enfermedad de Crohn etc. puede ser deseable para el tra-
tamiento el bloqueo especifico de las respuestas de IL-6 dependientes del IL-6R soluble. Se encontré que un dimero de
gp130 soluble, en particular una proteina de fusién IgG-Fc o una versién PEGilada de sgp130, inhibe de manera eficaz
el efecto antiapoptético del sIL-6R de las LPMC de los pacientes con enfermedad de Crohn (EC) y que, por tanto,
dicho compuesto es util para el tratamiento de dicha enfermedad y enfermedades relacionadas como, por ejemplo,
colitis o artritis reumatoide. Desafortunadamente, hasta el momento la produccién recombinante de sgp130 es dificil,
en particular debido al hecho de que s6lo pueden obtenerse bajas cantidades de proteina.

El documento US 2002/012962 da a conocer una proteina de fusién gp130-Fc humana y la produccién de dicha
proteina en células de mamifero (células CHO, 293).

El documento WO 95/33059 da a conocer un fragmento N-terminal de gp130 y la secuencia de nucleétidos que
lo codifica. Chow et al., Biochemistry, American Chemical Society, Easton, PA, EE.UU., vol. 40(25), (2001), 7593-
7603 dan a conocer una gp130 soluble (D1-D3) llamada gp130-IGD-CHR que comprende los aminodcidos 1-291 de
la gp130 humana. Horsten et al., FEBS LETTERS 360(1) (1995), 43-46 dan a conocer un D1-D3 de gp130 soluble
fusionado con Fc, que comprende los residuos 1-301 de la gp130 humana. Ancey et al., J. Biol. Chem. 278(19),
16968-72 dan a conocer una proteina de fusién de gp130 (D1-D3) fusionada con dominios D2-D3 del IL-6R-alfa.
Tanaka et al., J. Clin. Invest. 106 (2000), 137-44 dan a conocer una proteina de fusién RAPS-(D1-D3) de gp130
soluble. Los documentos WO 95/33059, EP-A1 148 065 y Kallen er al., Biochemica et Biophysica Acta, Molecular
Cell Research 1592(3) (2002) 1323-43 dan a conocer proteinas de fusion de la parte extracelular de la gp130 humana
con Fc.

Sin embargo, ninguno de dichos documentos da a conocer cémo optimizar codones de los dcidos nucleicos que
codifican para sgp130Fc para su expresion eficaz en células de mamifero.

Por tanto, el problema técnico subyacente a la presente invencion era proporcionar medios que permitan mejorar
la eficacia de produccién recombinante de sgp130Fc.

La solucién de dicho problema técnico se consigue proporcionando las realizaciones caracterizadas en las reivin-
dicaciones. Durante los experimentos que condujeron a la presente invencion se descubrié que mediante el uso de
versiones con codones optimizados particulares del ADN que codifica para sgp130Fc pueden aumentarse los rendi-
mientos de proteina recombinante al menos de 10 a 20 veces en comparacién con la versién no modificada del ADN.
Breve descripcion de los dibujos
Figura 1
Representacion esquemdtica de los constructos

El sombreado en gris marca las partes de la proteina que se han optimizado. (A) Constructo eucariota que com-
prende un péptido sefial, seis dominios de gp130 extracelulares y la parte de IgG-Fc. (B) Variaciones de la proteina
sgp130 expresada en células procariotas. sgp130 puede expresarse con o sin secuencia lider N-terminal y/o etiqueta
C-terminal para fines de purificacion.

Figura 2

sgpl30(D1-D3) (secuencia de nucledtidos y secuencia de aminodcidos) para su expresion en células bacterianas

Se muestra una alineacién de la secuencia de nucleétidos con codones optimizados (sgp130(D1-D3)_opt) frente a
la secuencia original (sgp130(D1-D3)_wt).

Figura 3
sgp130Fc (secuencia de nucledtidos y secuencia de aminodcidos) para su expresion en células de mamifero

Se muestra una alineacion de la secuencia de nucleétidos con codones optimizados (sgpl30Fc_opt) frente a la
secuencia original (sgp130Fc_wt).
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Figura 4

Deteccion de sgpl30Fc tras transfeccion transitoria de células HEK293 (A) o células CHO (B) con pldsmidos de
expresion de sgp130Fc de tipo natural u optimizado (opt)

La posicion de sgpl130Fc se indica mediante flechas («). Se detect6 la expresion de sgp130Fc de tipo natural y
optimizada en dos experimentos de transfeccién independientes de cada una. Los diferentes tamafios de la proteina
(panel izquierdo) resultan de la secuencia lider que se ha escindido parcialmente tras la secrecién hacia el medio. El
panel derecho representa los resultados derivados de extractos de células completas de células CHO (sgp130Fc son
secuencia lider).

Figura 5

Deteccion de ARN transcrito a partir de ADN de pldsmido transfectado (sgpl30Fc; gen de resistencia a neomicina
(NeoR)) mediante RT-PCR especifica de gen

Se transfectaron células HEK293 con un pldsmido de expresion que codifica para sgp130Fc o bien de tipo natural o
bien optimizado. Ademds ambos plasmidos codifican para un gen de resistencia a neomicina (NeoR). La transfeccién
del vector vacio (mock) o células no transfectadas (control) sirvié como controles negativos. Se amplificé S-actina a
partir del ARN total para demostrar el uso de cantidades iguales de ARN en cada experimento individual.

Por tanto, la presente invencién se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica para sgp130 que com-
prende la secuencia de 4cido nucleico (a) tal como se representa en la figura 3 (sgp130Fc_opt) o (b) un fragmento de
la misma que mantiene el patrén de utilizacién de codones de la misma. La letra “s” de sgp130 significa “soluble”. El
término “soluble” tal como se usa en el presente documento se refiere a una molécula de gp130 que carece del dominio
intracelular y del dominio transmembrana.

El término “fragmento” tal como se usa en el presente documento se refiere a fragmentos de sgp130 que com-
prenden la totalidad o partes mas pequefias del ADNc optimizado que codifica para el dominio extracelular de gp130.
Preferiblemente, tales fragmentos muestran una actividad bioldgica de 1a molécula de longitud completa, por ejemplo,
mantienen la capacidad para inhibir la actividad del complejo agonista IL-6/sIL-6R. Para la expresion en bacterias tal
fragmento comprende también sgp130 sin la secuencia lider secretora eucariota (MLTLQTWVVQALFIFLTTESTG,
posiciones 1 a 22). Ademds, una secuencia lider secretora procariota, por ejemplo pelB o OmpA podria clonarse delante
de la secuencia de sgp130 o partes de la misma y podria derivarse del plasmido de expresién adecuado respectivo, por
ejemplo pET22b (Merck Biosciences GmbH, Bad Soden, Alemania), pASK-IBA2, pASK-IBA12 (IBA, Goettingen,
Alemania). Ademas, la proteina sgp130 puede expresarse con o sin etiqueta para fines de purificacién, por ejemplo
Hisg, Strep, Myc u otras.

Alternativamente, la presente invencion se refiere a una molécula de dcido nucleico, en la que estd presente al
menos el 80%, preferiblemente al menos el 90%, mds preferiblemente al menos el 95% y, lo mds preferiblemente al
menos el 98% de los codones alterados en la secuencia de dcido nucleico de la figura 3 frente a la secuencia de tipo
natural.

En una realizacién preferida, la molécula de acido nucleico de la presente invencién es una molécula de ADN.

La presente invencidn incluye vectores de expresion que comprenden las moléculas de 4cido nucleico de la inven-
cién. Los vectores de expresion pueden construirse segtin métodos bien conocidos para el experto en la técnica; véase,
por ejemplo, Sambrook, Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1989) N.Y. Los
“elementos de control” o “secuencias reguladoras” utilizados para la expresion recombinante son aquellas regiones
no traducidas de los promotores, potenciadores de vector, regiones no traducidas en 5’ y 3’ que interaccionan con
proteinas de célula huésped para llevar a cabo la transcripcién y la traduccion. La fuerza y la especificidad de tales ele-
mentos pueden variar. Dependiendo del sistema de vector y del huésped utilizados, puede usarse cualquiera de varios
elementos de transcripcién y traduccion adecuados, incluyendo promotores constitutivos e inducibles. En sistemas de
célula de mamifero, son preferibles promotores de genes de mamifero o de virus de mamifero. Pueden seleccionarse
promotores y otras sefiales de regulacion de la expresion para que sean compatibles con la célula huésped para la que
se disena la expresion. Por ejemplo, los promotores de mamifero incluyen el promotor de metalotioneina, que puede
inducirse en respuesta a metales pesados tales como cadmio, y el promotor de S-actina 30. También pueden usarse
promotores virales tales como promotor de antigeno T grande de VS40, promotor inmediato temprano (IT) de cito-
megalovirus (CMV) humano, promotor LTR de virus del sarcoma de Rous, promotor de adenovirus, o un promotor
de VPH, particularmente la regién reguladora en sentido 5’ (URR, upstream regulatory region) de VPH. Todos estos
promotores estdn bien descritos y facilmente disponibles en la técnica.

En células huésped de mamifero, pueden utilizarse varios sistemas de expresion de base viral. En los casos en que
se usa un adenovirus como vector de expresion, las secuencias que codifican para el/los polipéptido(s) de la presente
invencion pueden estar ligadas en un complejo de transcripcién/traduccion de adenovirus que consiste en el promotor
tardio y la secuencia lider triparental. Puede usarse la insercién en una regién E1 o E3 no esencial del genoma viral
para obtener un virus viable que puede expresar el anticuerpo en células huésped infectadas (Logan, J. y Shenk, T.
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(1984) Proc. Natl. Acad. Sci. 81:3655-3659). Ademas, pueden usarse los potenciadores de la transcripcion, tales como
el potenciador de virus del sarcoma de Rous (VSR), para aumentar la expresién en células huésped de mamifero.

Otros ejemplos de vectores virales adecuados incluyen vectores virales de herpes simple, vectores de alfavirus
0 vaccinia y retrovirus, incluyendo lentivirus y virus adenoasociados. Los expertos en la técnica conocen técnicas
de transferencia génica que utilizan estos virus. Por ejemplo pueden usarse vectores de retrovirus para integrar de
manera estable las moléculas de dcido nucleico de la invencién en el genoma del huésped, aunque tal recombinacién
no se prefiere. Por el contrario, vectores de adenovirus defectuosos en la replicaciéon permanecen episomales y por
tanto permiten una expresion transitoria. Si es necesario generar una linea celular que contenga multiples copias de
la secuencia que codifica para los polipéptidos de spgl130, pueden usarse vectores a base de VS40 o VEB con un
marcador seleccionable apropiado.

También pueden emplearse cromosomas artificiales humanos (CAH) para suministrar fragmentos mds grandes de
ADN que pueden estar contenidos y expresarse en un plasmido. Los CAH de 6 a 10 M se construyen y suministran
mediante métodos de suministro convencionales (liposomas, aminopolimeros policatiénicos o vesiculas) para fines
terapéuticos.

También pueden usarse sefiales de iniciacidn especificas para conseguir una traduccidon mds eficaz. Tales sefiales
incluyen el codén de iniciacién ATG y las secuencias adyacentes. En casos en los que las secuencias que codifican
para la sgp130, su codén de iniciacién y secuencias en sentido 5’ se insertan en el vector de expresion apropiado,
pueden no necesitarse sefales adicionales de control de la transcripcion o la traduccién. Sin embargo, en caso en el
que s6lo se inserta una secuencia codificante para un fragmento, deben proporcionarse sefiales exdgenas de control
de la traduccién incluyendo el coddn de iniciacion ATG. Ademds, el codén de iniciacidn debe estar en el marco de
lectura correcto para garantizar la traduccion de todo el inserto. Los codones de iniciacion y elementos de traduccién
exogenos pueden ser de diversos origenes, tanto natural como sintético. La eficacia de expresién puede potenciarse
mediante la inclusidon de potenciadores que son apropiados para el sistema celular particular que se usa, tal como los
descritos en la bibliografia (Scharf, D. et al. (1994) Results Probl. Cell Differ. 20:125-162).

Ademads, puede seleccionarse una cepa de células huésped por su capacidad para modular la expresion de las se-
cuencias insertadas o para procesar las cadenas polipeptidicas expresadas de la manera deseada. También puede usarse
procesamiento postraduccional que escinde una forma “prepro” del polipéptido para facilitar la insercién, el plega-
miento y/o la funcién correctos. Diferentes células huésped de mamifero que tienen los mecanismos caracteristicos
y la maquinaria celular especificos para actividades postraduccionales (por ejemplo, CHO, HeLLa, MDCK, HEK?293,
293, COS-7y W138), estdn disponibles en la Colecciéon Americana de Cultivos Tipo (ATCC; Bethesda, Md.) y pueden
seleccionarse para garantizar la modificacion y el procesamiento correctos de las cadenas polipeptidicas extrafias.

Para la produccidén a largo plazo, de alto rendimiento de sgp130, se prefiere la expresion estable en células de
mamifero. Por ejemplo, pueden transfectarse lineas celulares que expresan de manera estable sgp130Fc usando vec-
tores de expresion que pueden contener origenes de replicacion virales y/o elementos de expresion endégenos y uno
o mas genes de marcador seleccionable en el mismo o en un vector separado. Tras la introduccién del vector, puede
dejarse crecer a las células durante 1-2 dias en medios enriquecidos antes de cambiarlos a medios selectivos. El fin del
marcador seleccionable es conferir resistencia a la seleccién y su presencia permite el crecimiento y la recuperacién
de las células que expresan de manera satisfactoria las secuencias introducidas. Puede hacerse proliferar a los clones
resistentes de células transformadas adecuadas usando técnicas de cultivo tisular apropiadas para el tipo de célula.

Tras la introduccién del/de los vector(es) recombinante(s), se hacen crecer las células huésped en un medio se-
lectivo, que selecciona el crecimiento de células que contienen vector. Puede usarse cualquiera de varios sistemas de
seleccidn para recuperar lineas celulares transformadas. Estos incluyen, pero no se limitan a, los genes de timidina
quinasa del virus del herpes simple (Wigler, M. et al. (1977) Cell 11:223-32) y genes de adenina fosforribosiltransfe-
rasa (Lowy, L. ef al. (1980) Cell 22:817-23) que pueden emplearse en células de tk.sup.- o aprt.sup.-, respectivamente.
Ademas puede usarse resistencia a herbicidas, antibiéticos o antimetabolitos como la base para la seleccion; por ejem-
plo, dhfr que confiere resistencia a metotrexato (Wigler, M. et al. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. 77: 3567-70); npt, que
confiere resistencia a los aminoglic6sidos neomicina y G-418 (Colbere-Garapin, F. et al (1981) J. Mol. Biol. 150:1-14)
y als o pat, que confieren resistencia a clorsulfurén y fosfinotricina acetiltransferasa, respectivamente (Murry, citado
anteriormente). Se han descrito genes seleccionables adicionales, por ejemplo, trpB, que permite que las células utili-
cen indol en lugar de triptéfano, o hisD, que permite que las células utilicen histinol en lugar de histidina (Hartman,
S. C. y R. C. Mulligan (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 85:8047-51). Recientemente, el uso de marcadores visibles ha
ganado popularidad con marcadores tales como antocianinas, beta-glucuronidasa y su sustrato GUS, y luciferasa y
su sustrato luciferina, usdndose ampliamente no s6lo para identificar transformantes, sino también para cuantificar la
cantidad de expresion de proteina transitoria o estable atribuible a un sistema de vector especifico (Rhodes, C. A. et
al. (1995) Methods Mol. Biol. 55:121-131).

La purificacién de la sgp130 recombinante se lleva a cabo mediante uno cualquiera de los métodos conocidos
para este fin, es decir, cualquier procedimiento convencional que implique extraccidn, precipitacion, cromatografia,
electroforesis, o similar. Un procedimiento de purificacion adicional que puede usarse es cromatografia de afinidad
usando anticuerpos monoclonales que se unen al polipéptido diana o una etiqueta fusionada con el mismo, por ejemplo,
His, Strep o Myc, y que se producen e inmovilizan sobre una matriz de gel contenida dentro de una columna. Las
preparaciones impuras que contienen la sgp130 recombinante se hacen pasar a través de la columna. La sgp130 se
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unird a la columna mediante el anticuerpo especifico mientras que las impurezas pasardn a su través. Tras lavar, el
polipéptido se eluye del gel mediante un cambio en el pH o la fuerza idnica y entonces, si se desea, puede dimerizarse
y/o PEGilarse.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere también a un método de produccién de la sgp130 de la pre-
sente invencién, que comprende cultivar una célula huésped transformada con una molécula de 4cido nucleico de la
invencion y recuperar el polipéptido de sgp130 a partir de dicha célula huésped o del cultivo.

El polipéptido de sgp130 producido a partir de una molécula de 4cido nucleico de la presente invencion es titil en
el tratamiento y/o la prevencion de todas las patologias en las que debe inhibirse la actividad del complejo agonista
IL-6/s1L6R, por ejemplo, para el tratamiento/la prevencidn de resorcidn 6sea, hipercalcemia, caquexia, tumores (tales
como céancer de colon), enfermedades autoinmunitarias (por ejemplo lupus eritematoso sistémico, LES), inflamaciones
cronicas (tales como enfermedad de Crohn o artritis reumatoide) e infecciones bacterianas o virales.

Los ejemplos siguientes explican la invencién en mds detalle.
Ejemplo 1
Material y Métodos

(A) Constructo y transfeccion

Se cloné el ADNc que codifica para sgp130Fc o bien de tipo natural o bien optimizado en el plasmido de expresién
pDESTA40 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) segtin procedimientos convencionales. La secuencia de tipo natural se
derivé de un pldsmido de expresion que se ha descrito en Jostock et al., Eur. J. Biochem. 268 (2001), 160-7 (Figura 1;
panel superior). Se verificé la secuencia del constructo. Se transfectaron de manera transitoria 3 x 10° células HEK293
con 1 ug de plasmido y 3 ul de Fugene (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) en 3 ml de medio segiin el manual
del fabricante. Posteriormente se incubaron las células durante 24 h a 37°C y se recogieron los sobrenadantes y las
células para preparaciones adicionales o bien de proteinas o bien de ARN totales, respectivamente.

Se transfecté un conjunto de células con el vector vacio (mock), otro conjunto de células se dej6 sin transfectar
(control). Ambos conjuntos sirvieron como controles negativos.

(B) Extraccion de proteina e inmunotransferencia de tipo Western

Se precipito la proteina sgp130Fc en los sobrenadantes celulares afiadiendo 20 ul de proteina-A/G-Plus Agarosa
(Santa Cruz, CA, EE.UU.). Se incubd la suspension durante la noche a 4°C y finalmente se centrifugd. Se extrajeron
las proteinas unidas mediante ebullicién del sedimento de agarosa en tampén de muestra de SDS durante 5 minutos a
100°C. En paralelo se rascaron las células de las placas usando un policia de caucho, se recogieron en 100 ul de PBS y
se centrifugaron. Se separaron todas las muestras de proteina sobre un gel de acrilamida convencional, se transfirieron
auna membrana de PDVF mediante transferencia semiseca y se tifieron con un anticuerpo especifico de gp130 (Holzel
Diagnostika, Colonia, Alemania). 50 ng de sgp130 recombinante sirvieron como control positivo (sgp130).

(C) Extraccion de ARN

Se extrajo el ARN total de los sedimentos celulares usando un kit RNeasy Mini (Qiagen) segiin las instrucciones
del fabricante. Se usaron los siguientes cebadores para determinar el ARN transcrito a partir del ADN de plasmi-
do transfectado mediante RT-PCR: sgp130Fc_f: 5’-ATGAGGTGTGAGTGGGATGG-3’, sgp130Fc_r: 5’-ACCTTG
CACTTGTACTCCTTGC-3’; gen de resistencia a neomicina NeoR_s: 5’-GATGCCTGCTTGCCGAATATC-3’;
NeoR_r: 5’-CGCCAAGCTCTTCAGCAATATC-3’. Inicialmente se realiz6 la transcripcién inversa del ARN total y se
amplificé el ADNc mediante 30 ciclos de 30 segundos a 95°C seguido de 2 minutos a 57°C y una etapa de elongacién
final de 5 minutos a 72°C. Tamaiios de amplicon esperados: gp130: 1.712 pb, NeoR: 133 pb. Se realiz6 la amplifica-
cién de NeoR para documentar una eficacia de transfeccién igual del plasmido. Ademds, se amplificé B-actina para
demostrar el uso de cantidades iguales de ARN total en cada experimento.

Ejemplo 2
Produccion recombinante sumamente eficaz de sgp130Fc en células HEK293

La figura 4 demuestra que en comparacion con el plasmido de expresion de tipo natural la produccién de sgp130Fc
se aument$ al menos de 10 a 20 veces en células HEK293 transfectadas con el pldsmido de expresion de sgp130Fc
optimizado. En el nivel de ARN (figura 5) se detect6é un aumento similar de la expresién de sgp130Fc con el constructo
optimizado. Este aumento de cantidades de ARN de sgp130Fc no se debi6 a una eficacia de transfeccién diferente tal
como se muestra mediante cantidades iguales de ARN codificado por el gen de resistencia a neomicina que estaba
situado también en el pldsmido de expresion.
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Los resultados indican que el aumento significativo de la produccién de sgpl130Fc tras la optimizacién de la se-
cuencia de ADNCc se basa parcialmente en una utilizacién de codones mejorados durante la traduccidn pero se deriva
principalmente de la elevacién de los niveles de ARN correspondientes. Esto puede deberse a una transcripcion mas
eficaz o a una mayor estabilidad del ARN.
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REIVINDICACIONES
1. Molécula de 4cido nucleico que codifica para sgp130 que comprende (a) la secuencia de dcido nucleico tal como
se representa en la figura 3 (sgp130Fc_opt) o (b) un fragmento de la misma que mantiene la capacidad para inhibir la
actividad del complejo agonista IL-6/sIL-6R.

2. Molécula de 4cido nucleico segun la reivindicacién 1, en la que estd presente al menos el 80% de los codones
alterados en la secuencia de dcido nucleico de la figura 3 frente a la secuencia de tipo natural.

3. Molécula de dcido nucleico segin la reivindicacion 1 6 2, que es una molécula de ADN.

4. Vector de expresion que contiene una molécula de dcido nucleico segtin una cualquiera de las reivindicaciones
1a3.

5. Célula huésped que contiene un vector de expresioén segutn la reivindicacién 4.
6. Célula huésped segtn la reivindicacion 5, que es una célula huésped de mamifero.
7. Célula huésped segtin la reivindicacidn 6, que es una célula CHO o HEK293.

8. Método de produccion de un polipéptido de sgp130 que comprende cultivar una célula huésped segiin una
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 y recuperar el polipéptido a partir de dicha célula huésped o del cultivo.
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Figura 4
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Figura 5
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