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TECNICA DE TRANSFECCION INTENSIFICADA

Campo: Esta invencion se refiere en general a una mejora de los sistemas
de expresion en células de mamiferos y se relaciona en especial con un sistema
vector de expresidn génica en células de mamiferos que incluye un sistema de
mantenimiento episomal, un fuerte promotor / intensificador, un complejo de
transactivacion de proteinas y un ADN que codifica para una proteina heteréloga.

Antecedentes: Bien se sabe que diversas células huésped, tales como las
células microbianas, células de levadura, células de insectos y células de
mamiferos son capaces de producir pequenas cantidades (cantidades en
miligramos) de proteinas especificas en periodos de tiempo relativamente cortos.
Se sabe también que las proteinas procedentes de diferentes sistemas de células
huésped genéticamente modificadas generan proteinas con diferentes perfiles de
glicosilacion, dependiendo de la célula empleada. Para aplicaciones
farmacéuticas, en algunos casos es oonve;'siente producir protelnas que tengan
perfiles de glicosilacién similarés a los encontrados en los humanos. Esto se logra
habitualmente utilizando un sistema celular de mamifero, ya que dichos sistemas
producen proteinas con glicosilaciones compatibles con aplicaciones clinicas. La
desventaja de emplear células de mamiferos es que tipicamente requieren un
periodo de tiempo mas prolongado para proFucir una cantidad equivalente de
protelna. Por consiguiente, serla muy ventajoso contar con un sistema de
expresion en células de mamifero genéticamente- modificadas (para expresar
proteinas heterdlogas) que puedan expresar cantidades mayores de la proteina
en periodos de tiempo mas breves.

Se sabe que se pueden introducir diversos elementos de mantenimiento
episomal en un vector de un sistema de expresion génica, a fin de garantizar la
replicacién. También se sabe que los sistemas genéticamente modificados

pueden incluir potentes sistemas de promotoresfintensificadores,”y en muchos




casos se debe hacerlo. Ademas, se sabe que las lineas celulares genéticamente
modificadas pueden incluir sistemas de transfeccidén de protelnas para intensificar
la expresion de proteinas de un ADN que codifica para una protefna heterdloga
que también se incorpora al sistema. En el marco de dichos antecedentes, no '
tenemos conocimiento alguno de intentos o sugerencias de incorporar los cuatro
elementos o sistemas antes mencionados en un sistema de expresién Gnico en
células de mamiferos de manera que estén presentes las ventajas combinadas
de todos los elementos en un solo sistema efectivo que exprese proteinas
heter6logas. Para sorpresa nuestra, cuando se efectué la mencionada
combinacién utilizando las técnicas descriptas a continuacién, encontramos lo que
parece ser un efecto sinérgico sobre la expresién de protelnas. A continuacion se
describen ejemplos representativos de dos proteinas heterdlogas (a las que se

designa IL-2SA e IL-4SA).

SINTESIS DE LA INVENCION

Nuestro sistema vector de expresidbn génica en células de mamliferos
comprende:

(a) un sistema de mantenimiento episomal;

(b) un fuerte promotor / intensificador .

(c) un complejo de transactivacion de proteinas y

(d) ADN que codifica para la proteina heteréloga.

El sistema de mantenimiento episomal y el complejo de transactivacion de
proteinas pueden incluir subelementos que estan situados en los mismos o
diferentes plasmidos dentro del sistema de expresién en células de mamiferos. En
una técnica preferida, el sistema de mantenimiento episomal esta compuesto por

un elemento oriP y un gen que expresa EBNA1. Un fuerte promotor/intensificador

es CMV y el complejo de transactivacién de proteinas preferido incluye tanto a los



elementos TAT como TAR. Una secuencia codificadora de ADN preferida para la
protelna heterdloga incluye ADN que codifica para sustancias (a las que se
describe mas adelante en forma mas detallada) conocidas como IL-2SA e IL-4SA.
Una linea celular de mamlifero preferida procede de un primate, si bien se pueden
utilizar otras lineas celulares de mamiferos. Se ha de tener en cuenta, sin
embargo, que las lineas celulares preferidas no deben ser de roedores por las
razones expuestas mas adelante._

Los componentes empleados para demostrar nuestros sistemas son los
que se describen a continuacion:

1. Se suplementd un vector de expresion basado en pBR322 con el
elemento intensificador/ promotor CMV (descripto en la patente de los Estados
Unidos No: 5.854.021).

2. Los elementos EBNA1 y oriP, que pueden sostener el mantenimiento del
plasmido ADN como estructura episomal (Yates y otros, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 81: 3806-3810 y la patente de los Estados Unidos No: 4.686.186) fueron
agregados al vector de expresidn antes mencionado.

3. Los elementos TAT (gen transactivador) y TAR (secuencia de respuesta
transactivadora), que pueden sostener la funcién transactivadora de la protelna
TAT (descripta en la patente de los Estados Unidos No: 5.801.056), designados
en este documento como elementos TAT/TAR, fueron agregados al vector de
expresion para dar origen a un vector de expresion oriP con los elementos
TAT/TAR,

4. Se insertd en el vector BMLF1 (Lieberman y otros, J Virol 60: 140-148,
1986, Kenney y otros, J Virol 63; 3870-3877, 1989 y Ruvolo y otros, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 95: 8852-8857) originado a partir del virus de Epstein-Barr.



BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las Figuras 1-1 y 1-2 ilustran mapas fisicos de los vectores de expresién
de la muteina de Interleuquina-2 (designada IL-2SA) necesarios para el estudio
de transfeccion de la optimizacién de los vectores de expresion, que incluyd a los
elementos oriP y TAT/TAR.

La Figura 2 ilustra mapas fisicos de los vectores de expres.;ién para el
estudio de transfeccién del efecto de transactivacién de BMLF.

La Figura 3 es un gréfico que ilustra la intensificacién de la secrecién de li-
2SA en ensayos de transfeccion transitoria utilizados para identificar y comparar
el efecto de oriP, el efecto de transactivacion de TAT/TAR y los efectos de
transactivacion de TAT/TAR mas oriP. Noétese que adoptamos el pSS179
linealizado como finea de base del nivel de expresién de IL-2SA puesto que se
debe abolir la funcion de oriP tras la linealizacién mediante el uso de una enzima
de restriccion y lo mismo ocurre con el pSS185 linealizado. -

La Figura 4 ilustra los efectos de la transactivacién de BMLF1 sobre la
secrecion de IL-2SA de células CHO en un tiempo de cultivo prolongado. A 3 dpt,
se tratd a las células con tripsina y se las sembrd con el mismo nimero de células
en un pocillo con medio fresco suplementado con SFB al 5 %. Los niveles de
secrecion de IL-2SA originados en células QHO transfectadas con pSS179 se
mantuvieron igualmente de 4-7 dpt con los de 3 dpt. Sin embargo, los niveles de
expresion de las células CHO transfectadas con pSS212, 213 y 214 al cabo de 4
dpt no exhibieron efecto intensificado sobre la actividad de transfeccién de BMLF1
que se puso de manifiesto a los 3 dpt.

La Figura 5 ilustra los efectos de transactivacién de BMLF1 sobre la
secrecion de IL-2SA de células HKB11 en un tiempo de cultivo prolongado bajo la
seleccion de farmacos. Los efectos de transactivacion de BMLF1 vistos a los 3

dpt, de células HKB11 transfectadas con pSS212, 213 y 214 fueron anulados



después de agregar HygB, si bien el efecto de TAT/TAR se mantuvo bajo la
seleccion de farmacos como se ilustra en la Figura 6.

La Figura 6 ilustra los efectos de transactivaciébn de TAT/TAR sobre la
secrecion de IL-2SA de células HKB11 bajo la seleccién de higromicina B. Las
células transfectadas se mantuvieron de acuerdo con lo descripto en el texto.

La Figura 7 ilustra mapas fisicos de los vectores de expresion utilizados

para el estudio de cotransfeccién para [a expresion de alto rendimiento.

REALIZACIONES ESPECIFICAS
Materiales y Métodos

Células
Células de rindn embrionario humano (293) (ATCC CRL-1573)

293EBNA (células 293 que expresan EBNA 1) obtenidas de Invitrogen
(Carisbad, CA).

Células CHO (Ovario de Hamster de China) dihidrofolato reductasa (dhfr)-
negativas, que fueron obtenidas de Genentech Inc.

HKB11 (ATCC, CRL-12568) es una linea celular hibrida somatica humana
(Solicitud de patente de los Estados Unidos No: No. 09/209.920) derivada de
fusiones celulares de células de rifidn embrionario humano (2938) y células de

origen de linfoma de Burkitt (P3HR-1).

Construccion de Plasmidos

La IL-2SA es una muteina de IL-2 que tiene una sola sustitucién de
aminoacidos (N88R), de acuerdo con lo descripto en WO 99/60128. A

continuacion se presenta una breve descripcion de los vectores de expresion

individuales de las Figuras 1-1 y 1-2.



pSL160N: se insertd una secuencia codificadora de IL-2SA en el sitio Pvull
de pSM97 y se lo modificd ademas mediante la adicién del elemento HSAG1
(fragmento EcoRIl y Xbal; 1447 pb) descripto por McArthur y Stanners (J Biol
Chem 266: 6000-6005, 1991) en el sitio Spel de pSM97 y EBV-TR (Cho y otros,
solicitud de patente de los Estados Unidos No: 98/209.915) en el sitio Nael de

pSM97.

pSS179: se insertd una secuencia codificadora de IL-2SA en el sitio
BamHi/Xhoi de pCEP4.

pSS178: el elemento TAR (82 pb) esta situado en linea de entrada de
pSS179 con respecto a IL-2SA.

pSS185: Se insertd un elemento funcional TAT descripto en la construccion
del plasmido en el sitio Nrul (sitio en llnea de entrada del promotor TK) de
pSS178.

pSH201: Una secuencia intrénica, MIS (~270 pb) estaba ubicada en el
extremo 3’ de la secuencia TAR (Notl/Hindill) de pSS185.

pSC221: Se omitid el elemento HSAG de pSL160N y el elemento TAR
estaba situado en el extremo 3' de CMVe/p y en el extremo 5' de MIS.

pSS225: Se escindi6 EBNA1 y TAT funcional, asl como los segmentos de
alta expresién de hph de pSH201. .

pSS226: Se insertd un elemento de expresion de TAT funcional en el
extremo 5' del gen amp-r de pSS225.

La descripcién del vector de expresién individual de la Figura 2 es la
siguiente:

pSS210: el plasmido oriP que expresa BMLF1 y bph fue descripto en la
seccion de construccién de plasmidos.

pSS212: la secuencia codificadora de IL-2SA estaba situada en el extremo

3'de CMVc/p con respecto a pSS210.



pSS213: Un elemento TAR esta situado en el extremo 3' de IL-2SA con
respecto a pSS212.

pSS214: Se agrega ademds una secuencia intrénica, MIS, en el extremo §'
de IL-2SA con respecto a pSS213.

A continuacion se presenta una breve descripcion de la estructura de los
plasmidos individuales de la Figura 7:

pSS223: Este plasmido es basicamente igual a p§5225, aunque carece de
la secuencia codificadora de [I-2SA.

pSC186: Habla una secuencia codificadora de TAT situada en el extremo
3' de CMVe/p con respecto a pCEP4 y se suprimid el segmento funcional de
expresion de hph.

pSS240: se insertd la secuencia codificadora de IL-2SA en el sitio Pvull de

pSS223.
pSS241: Se insertS [a secuencia codificadora de IL-4 en el sitio Pvull de

pSS223.

El vector de expresidon en células de mamffero a base de pBR322 con
expresion de un gen funcional dhfr (pSM97; Cho y otros, patente de los Estados
Unidos No: 5.854.021). El vector pCEP4, que consistia en oriP, EBNA1 y la
expresion del gen funcional hph basado en pBR322 fueron obtenidos de
Invitrogen (Carlsbad, CA).

Se prepararon ochenta y dos pares de bases del elemento TAR por PCR
utilizando pBennCAT (Gendelman H.E. y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:
9759-9763, 1986) como patrén. Se prepararon dos cebadores agregando el sitio
Kpnl en el extremo 50 de TAR y el sitio Hindlll en el extremo 3' de TAR. El
producto de PCR as! obtenido fue digerido con Hindill y Kpnl e insertado en
pCEP4 después de la digestion de pCEP4 con Kpnl y Hindlll. El segmento de
expresién del gen funcional TAT fue preparado a partir de pSVTAT (Peterlin BM y



otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 0734-9738, 1986) digiriéndolo con BamHI
{modificado con el fragmento Klenow) y Hpai.

Este fragmento fue insertado en pSV:neo después de la digestion con
Pvull y Hpal. Este segmento de expresion funcional de TAT puede ser faciimente
escindido mediante la digestion con Pvull y BamHI para insertarlo en cualquier
otro vector de expresion, como se ilustra en la Figura 1 (pSS185 y pSC221). La
secuencia codificadora de BMLF1 y el area de sefial de poliA fueron preparados a
partir de B95-8 EBV que abarcaba la secuencia de ADN desde 84301 (Nhel) a
82180 (Hindlll) de los datos de secuencia de B95/8 EBV (P.J. Farmrell, “Epstein-
Barr Virus Genome" en Advanced Viral Oncology; editado por G. Klein; Ravens
Press, Ltd., Nueva York 1989, pag. 103-132) e insertados en el sitio Pvull de
pCEP4, un vector con CMV/e/p. Esta expresion de BMLF1 esta ahora bajo el
control de CMVe/p.

Se eliminé de este vector el segmento de expresion funcional de BMLF1
mediante digestion con Spel y Nhel y se construyé un nuevo vector de expresion.
Este plasmido obtenido, pSS210, se encuentra en la Figura 2. Se utilizé a muteina
de Interleuquina-2 (N88R) conocida como IL-2SA (solicitud de patente Acta No.
WO9960128, IL-2 Selective Agonists and Antagonists).como gen reportero.

Transfeccion

Se ejecutaron transfecciones estacionarias utilizando ias células en cultivo
de modo dependiente del anclaje. Se sembraron células HKB11 en crecimiento
logaritmico (1,5 x 10% células) en 4 ml de medio fresco con SFB al 5 % o sin
suero, en un pocilio de una placa de cultivo de tejidos con formato de 6 pociilos
(Coming Inc., Coming, NY) y se lo dejé adherir al fondo de la placa por espacio de
dos o mas horas en un incubador humedecido con CO2 a 37°C. Se prepard un

cocktail (1 ml) que consistia en 5 pg de ADN y 20 ul de reactivo DMRIE-C (Life



Technologies, Rockville, MD) de acuerdo con el protocolo del fabricante y se lo
agrego6 al pocillo y se mezclé6 suavemente. Las placas fueron incubadas en el
incubador con CO2.

Se llevaron a cabo transfecciones con agitacién utilizando las células
adaptadas a las condiciones de suspensidon sin suero. Se mezclaron células
HKB11 en crecimiento logaritmico (5 x 10° células) en 4 ml de medio fresco con
un mi del complejo ADN/DMRIE-C al igual que en la transfeccién eétacionaria
anterior. Estos 5 ml de células transfectadas en un formato de 6 pocillos fueron
incubados en un agitador (90-100 rpm) en un incubador con CO2 humedecido.
Las células transfectadas fueron subcultivadas a 3 y 7 dias después de la
transfeccion (dpt) dividiéndolas 1:4 o bien 1:5. El volumen de cultivo total fue
incrementado desde el volumen de transfeccién inicial a 20 veces a los 10 dpt. Se
analizé el sobrenadante del cultivo tisular mediante un ELISA para determinar los

niveles de secrecién de proteinas.

ELISA

Para la deteccion de IL-2SA, se revistieron placas de fondo redondo
Dynatech Immulo-2 con 1 pg/mi de IL-2 antihumana purificada (PharMingen, San
Diego, CA) de rata utilizando buffer de NaHCOs 0,1 M (pH 8,2), incubado a 37°C
por espacio de 3 horas en una cdmara humedecida, se las lavé con PBS/Tween
20 al 0,05 1% (Sigma P-1379, St. Louis, MO) y se las bloqued con PBS/BSA al 1
% durante una hora a temperatura ambiente. Los sobrenadantes del cuitivo, que
contenian IL-2SA y un patrén de IL-2SA purificada (como curva standard) fueron
diluidos en serie con PBS/ BSA al 1 % (50 pi/pocillo) e incubados a temperatura
ambiente por espacio de dos horas. Se detecté la IL-2SA capturado utilizando IL-2
biotinilada de ratén (62,5 ng/ml; PharMingen, San Diego, CA) seguida por
ineubacib_n con HRP-estreptavidina (125 ng/ml; Zymed Laboratories Inc. #43-



10

4323, San Francisco Sur, CA). Entre todas las incubaciones {(una incubacion de
una hora cada una a temperatura ambiente), las placas fueron lavadas con
PBS/Tween 20. Las placas fueron reveladas utilizando soluciones sustrato de
tetrametilbencidina (TMB; Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc. Producto # 50-65-
00 y 50-76-01, Gaithersburg, MD} y la reaccién fue detenida con HCl 1 N. Se
midid la densidad éptica (DO) a 450 nm/570 nm utilizando un lector cinético de
microplacas Vmax de Molecular Devices (S/N 04514, Sunnyvale, CA} y el
programa Softmax provisto por Molecular Devices. La concentracion de IL-2SA en
el sobrenadante de cultivo tisular se determind comparando con la DO de una
curva standard de IL-2SA purificada.

Para medir la secrecién de interleuquina-4 humana (IL-4), el ensayo fue
similar, excepto que se utilizd el anticuerpo de IL-4 antihumana de ratén
(PharMingen, Cat. #18651D, San Diego, CA) para revestir la placa, y se utilizd el
anticuerpo de IL-4 biotinilada antirrata (PharMingen, Cat #18502D, San Diego,

CA) como anticuerpo de deteccidn. Se utilizé ia molécula de IL4 purificada como

patrén.

EJEMPLO 1

Expresién d telnas n d tragsfe ion transitoria utilizando |
vectores de expresiéon TAT/TAR-oriP

Los vectores de expresion en células de mamiferos equipados con CMV3/p
en el plasmido pBR322 exhibieron un nivel de expresion relativamente elevado y
secrecion de entre 1 — 20 pg/ml de proteina heterbloga. Sin embargo, algunas
proteinas habian sido muy dificiles de expresar, por ejemplo IL-2SA. Por lo tanto,
construimos diversos vectores de expresion equipados con diferentes elementos
intensificadores, fundamentalmente proteinas transactivadoras y el elemento oriP

para mantener el plasmido transferido como episoma. Cualquiera de estos
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elementos por si solo exhibid un pequefio nivel de aumento (3-5 veces) en
ensayos de transfeccion transitoria. Construimos dos vectores de expresion, uno
con IL-2SA en el vector pCEP4 (pSS179) y otro con la adicién de elementos
transactivadores TAT/TAR a pSS179 (pSS185). Ambos plasmidos ADN que
expresan IL-2SA (pSS179 y pSS185) fueron digeridos con enzimas de restriccion
y se transfectd la misma cantidad de ADN (5 pg de cada uno) de ambos
plasmidos sin cortar. Se utilizd una pequefia cantidad de ambos ADN digeridos
con enzimas de restriccion para confirmar la cantidad de ADN precipitado para
garantizar las mismas cantidades y calidad (para ver el 100 % de conversidn a Ia
forma lineal) en cada transfeccion. lLas transfecciones fueron ejecutadas
utilizando el método de transfeccién estacionario con medio suplementado con
SFB al 5 %. Se analizaron los niveles de expresién de cada plasmido bajo la
presuncion de que la forma lineal del plasmido anula la funcién de oriP, puesto
que el ADN lineal no puede ser replicado en estas condiciones. Si bien oriP y
TAT/TAR tienen un efecto intensificador, cuando se los evallia individualmente
bajo la regulacion de un promotor CMV, el aumento es considerablemente bajo
(3-5 veces) en los ensayos de transfeccion transitoria.

Como se ilustra en la figura 3, los efectos del elemento oriP (pSS179 sin
cortar) y la transactivacion con TAT/TAR (pSS185 cortado) sobre la secrecion de
IL-2SA fueron 2,7 y 6 veces mas altos, respectivamente, que el de la forma lineal
de pSS179 a los 3 dpt. Los aumentos multiplicadores a los 5 dpt fueron de 5,6 y
10, respectivamente. Sin embargo, el pSS185 sin cortar (transactivacién con
TAT/TAR intacto y funciébn de oriP) exhibié niveles asombrosamente mas
elevados (26 veces a los 3 dpt y 34 veces a los 5 dpt) de secrecién de IL-25A
que los de pSS179 sin cortar.

Analizamos también otras construcciones de vectores que consistian en el

mismo elemento funcional. Se utilizaron vectores que expresan IL-2SA pSC221
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(TAT/TAR-dhfr), pSH201 (TAT/TAR-0riP con EBNA1) y pSS226(TAT/TAR-oriP sin
EBNA1) para transfectar células HKB11 y 293EBNA a fin de comparar las dos
células huésped y comparar los vectores episomales de TAT/TAR y TAT/TAR-
oriP. Referirse a la Figura 1 para ver mapas fisicos de los vectores de expresion.
Como se ilustra en la Tabla 1, el efecto de TAT/TAR-oriP (pSH201) sobre
TAT/TAR (pSC221) fue ~ 9 veces mayor en las células HKB11 y ~ 4 veces mas
elevado en las células 293EBNA a los 3 dpt. Estos efectos fueron similares a los
observados (4,4 veces) utilizando pSS185 episomal y lineal (Figura 3). Las células
293EBNA exhibieron niveles de secrecidn de IL-2SA ligeramente inferiores a los
de las células HKB11; sin embargo, resuité evidente que se puede utilizar el
vector TAT/TAR-oriP en otras células aparte de las HKB11, en este caso células
293EBNA, para la produccidon méxima de protelnas. Observamos que el vector
TAT/TAR-oriP equipado con el gen EBNA1 era ligeramente mejor que sin el gen
EBNA1. Parece que las células HKB11 y 293EBNA pueden no tener suficientes
proteinas EBNA1 para mantener el vector episomal.

También analizamos otras construcciones vector que consisten en el
mismo elemento funcional. Se utilizaron los vectores de expresién de IL-2SA
pSC221 (TAT/TAR.dhfr), pSH201 (TAT/TAR-oriP con EBNA1) y pS35226
(TAT/TAR-oriP sin EBNA1) para transfectar cglulas HKB11 y 293EBNA a fin de
comparar dos células huésped y comparar los vectores episomales de TAT/TAR y
TATITAR-oriP. Referirse a la Figura 1 para ver mapas fisicos de [os vectores de
expresion. Como se ilustra en la Tabla 1, el efecto de TAT/TAR-oriP (pSH201)
sobre TAT/TAR (pSC221) fue ~8 veces mas elevado en las células HKB11 y ~ 4
veces mayor en las células 293EBNA. Estos efectos fueron similares (~ 5 veces)
al que observamos utilizando pSS185 episomal y lineal (Figura 2). Las células
293EBNA exhibieron niveles de secrecion de IL-2SA ligeramente inferiores a los

de las células HKB11, sin embargo, fue evidente que también se observaba el
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efecto sinérgico de TAT/TAR-oriP en las células 293EBNA aparte de las células
HKB11, para la produccion maxima de la proteina. Observamos que el vector
TAT/TAR-oriP equipado con el gen EBNA1 era algo mejor que sin el gen EBNAA1.
Parece que las células HKB11 y 293EBNA pueden no tener suficiente proteina

EBNA1 para mantener el vector episomal.

Tabla 1. Comparacion de las células HKB11 y 293EBNA transfectadas con los
vectores TAT/TAR y TAT/TAR-oriP para la secrecidon de IL-2SA en medio sin

suero a los 3 dpt.

Vector de |HKB11 293EBNA

Expresion

pSC221 0,5 1 0,62 1
pSH201 4,45 8,9 2,55 4,11
pSS226 2,98 59 2,27 3.6

Nota: Se calculd el aumento de IL-SA por medio de TAT/TAR y TAT/TAR-oriP
presumiendo una produccién de |L-2SA a partir de pSC221 de 1.

EJEMPLO 2
xpresion de Protef 53 e transfeccién transitoria utilizando |

vectores de expresion BMLF{-oriP

En un principio se conocid a BMLF1 como un transactivador promiscuo
(Lieberman y otros, J Virol 60: 140-148, 1986). Desde entonces, se ha encontrado
que esta proteina era un transactivador posterior a la transcripcion (Kenney y
otros, J. Virol, 63;: 3870-3877, 1989} y muy recientemente se lo describié como
transactivador para la expresion génica sin intrones y como inhibidor de Ia
expresion génica vinculada con los intrones (Ruvolo y otros, Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 95: 8852-8857). Analizamos la proteina BMLF1 en cuanto a la funcién de
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transactivacion de la expresion génica en mamiferos (IL-2SA). La secuencia
codificadora de IL-2SA sin 5-IS insertado en linea de salida de CMVel/p con
respecto a pSS210 es pSS212. La secuencia codificadora de IL-2SA fue
modificada agregando la secuencia TAR en el extremo 5' de IL-2SA (pSS213) y
fue modificada también agregando una secuencia intrénica (MIS) en el extremo 5
de IL-2SA con respecto a pSS13, dando origen al vector pSS214. Ver la Figura 2
para encontrar mapas fisicos del vector de expresién individual. Los ensayos de
transfeccién transitoria estacionaria indicaron que la proteina bMLF1 intensificaba
la expresién de IL-2SA independientemente de los intrones en 3-4 veces en las
células HKB11 (Tabla 2) y en 10-20 veces en las células CHO (Tabla 3) utilizando

medio con contenido de suero.

Tabla 2. Comparacion de la produccién de IL-2SA (3 dpt) a partir de células

HKB11 transfectadas con diversos vectores de expresién de IL-2SA en medio con

contenido de suero.

Vectores de | Titulos de [L-2SA (ug/ml) Veces de

expresion Exp. 1 Exp. i Exp. il aumento
(promedio)

pSS179 0,84 1,24 . 10,27 1

pSS212 3 4.4 1,23 4

pSS213 2,76 4,16 0,81 3,2

pSS214 2,48 3.1 1.1 3,2

Nota: Se calculd la multiplicacién de la produccién de IL-2SA por BMLF1 a partir

del promedio de tres experimentos tomando la produccién de IL-2SA a partir de

pSS179 como 1.
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De acuerdo con lo descripto en la Figura 3, pSS212, pSS213 y pSS214
tienen segmentos de expresidn de IL-2SA incorporados en el extremo 5° de la

molécula sin intrones, sin intrones con TAR y TAR-MIS, respectivamente.

Tabla 3. Comparacion de la produccién de IL-2SA (3 dpt) a partir de células CHO

transfectadas con diversos vectores de expresion de IL-2SA en medio con

contenido de suero.

Vectores de | Titulos de IL-2SA (ug/ml) Veces de

expresién Exp. 1 Exp. Il Exp. IlI aumento
(promedio)

pSS179 0,062 0,058 0,042 1

pSS212 0,275 0,77 0,7 11,2

pSS213 0,23 0,88 1,33 16,6

pSS214 0,225 1,46 1,52 21,5

Nota: El aumento multiplicador y los vectores de expresién han sido descriptos

para la Tabla 2.

EJEMPLO 3

Produccién de la proteina en ensayos prolongados de transfeccién transitoria

Para preparar grandes cantidades de protelnas, analizamos estas
proteinas transactivadoras en el plasmido oriP en un tiempo de cultivo prolongado
posterior a la transfeccién hasta 10 dias. En este experimento, utilizamos un
vector de expresidn basico de IL-2SA (pSL160N) un vector de expresién de IL-
2SA suplementado con elementos transactivadores TAT/TAR (pSC221), un vector
de expresion de IL-2SA con el elemento oriP solo (pSS225) vy el elemento de
expresion de IL-2SA tanto con los elementos transactivadores TAT/TAR como

oriP (pSS185). Referirse a la Figura 1 para ver mapas fisicos de la estructura de
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los plasmidos. Se adaptaron células HKB11 adaptadas a la condicién de
suspension sin suero segun el método de transfeccion con agitacion de acuerdo
con lo descripto anteriormente. Las células transfectadas fueron subcultivadas
utilizando medio libre de suero dividiendo 4-5 veces dos veces a los 3 dpt y 7 dpt
durante un periodo de 10 dlas después de la transfeccion. El volumen total del
cultivo transfectado fue incrementado en 20-25 veces.

Observamos que el efecto de oriP y los efectos de transactivacion de
TAT/TAR (Tabla 4) fueron ligeramente diferentes de los datos expuestos en la
Figura 3, lo que se podria explicar por los diferentes estados plasmidicos de la
forma lineal del ADN plasmido oriP (por ejemplo, pSS170 y pSS185 linealizados)
y la estructura plasmldica sin el elemento oriP (por ejemplo, pSL160N y pSS221).
Por ejemplo, se presumié que un vector de expresion de pSS179 lineal basal
exhibla el mismo resultado con pSL160N y se presumi6é que pSS185 lineal era
igual a pSC221 a causa de la funcidn interrumpida de oriP al linealizar la
estructura plasmidica. Sin embargo, el efecto combinado de TAT/TAR vy la funcién
oriP fue similar. Durante este tiempo de cultivo prolongado, como se ilustra en la
Tabla 4, el aumento visto en la expresion de la protelna (titulos de IL-2SA) se
mantuvo sin disminuir drasticamente los niveles de expresion. El rendimiento total
de produccién de IL-2SA a partir de pSS185 gvedor de expresion de IL-2SA con
los elementos TAT/TAR y oriP) en el tiempo de transfeccién transitoria prolongada
(10 dias) exhibié un rendimiento sumamente elevado de la proteina (460.8 pg) a
partir de 5 ug de ADN transfectado con un nimero de células iniciales de 5 x 10°,
en tanto que el vector de expresién no optimizado (pSL160N) en un cultivo de 3
dias utilizando las mismas cantidades de ADN y células puede dar origen a sdlo
28,8 ug de la proteina a los 10 dpt y 1,4 ug de la proteina a los 3 dpt utilizando un

vector de expresién standard.
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Se demostré que este sistema se podria aumentar facilmente a escala para
utilizar en la produccion eficiente de proteinas, por ejemplo cuando se
transfectaron 50 x 10° células HKB11 (50 ml de cultivo) con 50 pg de pSS185,
pudimos obtener aproximadamente 5 mg de proteina a los 10 dias después de la
transfeccion con un volumet.1 final de cultivo de 1 litro. Segin nuestra experiencia,
encontramos que este efecto es proporcionar y que la produccién de proteina a
partir de 500 g de ADN utilizando un frasco agitador fue aproximadamente 100
veces mayor que la encontrada en una transfeccién standard utilizando 5 pg de
ADN en formato de 6 pocillos. Este resultado de la transfeccion a escala mas
grande indica que podemos ahorrar en el costo de la preparacion del ADN y los
reactivos de transfeccion utilizando esta técnica de transfeccién aumentada en
escala en comparacién con la técnica de transfeccidn standard que utiliza 20-25
veces mas materiales de partida (ADN, reactivo de transfeccion y células).

Como se ilustra en la Figura 4 y 5, no se pudo utilizar el transactivador
BMLF1 en una técnica de transfeccién prolongada, puesto que los titulos de IL-
2SA y el nimero de células se redujeron drasticamente al cabo de 3 dpt La
proteina BMLF1 podria ser tdxica, en (ltima instancia, para las células que
expresan BMLF1 en el modo de transfeccién transitoria prolongada.

Tabla 4. Comparacion de la produccion de IL-2SA en una técnica de transfeccién

transitoria aumentada a escala utilizando diversos vectores de expresién en

condiciones sin suero.
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Vectores de| Titulo (ug/mi) Rendimientos totales (ng)
expresion 3 dpt 7 dpt 10 dpt 3 dpt 7 dpt 10 dpt
pSL160N 0,28 0,36 0,36 14 . 7.2 28.8
pSS221 0,64 0,68 0,74 3,2 13,6 58,2
pSS225 1,22 1,42 1,31 6,1 28,4 104,8
pSS185 5,08 7.29 5,76 25 .1145,8 460,8

Nota: Los rendimientos totales indican una multiplicacién de los titulos de [L-2SA

(ng/ml) en volumen (ml).

pSL160N: Secuencia codificadora de IL-2SA en un vector dhfr

pSS221: Secuencia codificadora de IL-2SA en un vector TAT/TAR
pSS225: Secuencia codificadora de IL-2SA en un vector oriP

pSS185: Secuencia codificadora de IL-25A en un vector TAT/TAR-oriP.

Las células fueron divididas 1:4 alos 3dpty 1:5a 7 dpt.

EJEMPLO 4

resion rote bajo la seleccién de farm
Se analizd la expresion de IL-2SA de los vectores oriP, pSS178 y pSS179
(referirse a Figura 1 para ver los mapas de los_plasmidos), y se la comparé con la
expresion de IL-2SA de un vector TAT/TAR-oriP, pSS185, bajo la seleccién de
farmacos para obtener células resistentes a los farmacos para la produccion de
proteinas a mayor escala durante periodos de tiempo aun mas prolongados. Se
transfectaron células HKB11 que se desarrollaban en un frasco agitador en
condicién sin suero con los tres vectores de expresion empleando un formato de 6
pocillos. Tres dias después de la transfeccion, las células transfectadas fueron
inoculadas en un frasco agitador, a razén de 2 x 108 células en 20 ml de medio

suplementado con suero (§ %) con 100 pg/ml de higromicina B (HygB). Las

4
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ceélulas fueron subcultivadas dos veces por semana empleando estos mismos
medios de seleccion. Las células fueron centrifugadas y resuspendidas en el
mismo volumen de medio fresco en las primeras tres pasadas. Después de esta
fase de seleccion inicial, el cultivo celular fue subcultivado manteniendo una
densidad celular de 5x10° células/ml. Se midieron los titulos de produccién de IL-
2SA de cada pasada por medio de un ELISA. Cuatro semanas después de la
produccion, la productividad de IL-2SA de pSS185 se mantenia con un titulo
superior a los de pSS178 y pSS179 en mas de 10 veces (Figura 6). Estos
resultados indican que los elementos de transactivacion TAT/TAR con los
elementos oriP, juntos (pSS185), bajo el modo de seleccién de farmacos exhiben
una productividad mucho mayor en comparacion con la productividad de 1I-2SA de

los vectores oriP, pSS178 y pSS179.

EJEMi’LO 5
istema TAT/TAR para la transfeccién de alto rendimient

Si bien el vector de expresibn TAT/TAR-oriP exhibi®é una expresién
asombrosamente elevada de la proteina, el tamafio del vector es excesivo para
utilizar en clonaciéon de alto rendimiento. Por lo tanto, separamos el vector de
expresién par formar dos grupos funcionales. {EI principal vector de clonacién (4,0
kb) consiste en CMVe/p, TAR, MIS, el sitio de clonacién (Pvull) y la sefial de poliA
en un vector oriP, p§S223. El vector oriP de expresion de TAT (8,7 kb), el
plasmido pSC186, fue un plasmido cotransfectado. En ensayos de transfeccién
transitoria para el screening de alto rendimiento, podemos transfectar 5 pg de
pSS223 con el gen de interés y 1 ug del pldsmido oriP pSS186 para expresién de
TAT. Como se ilustra en la Figura 8, insertamos las secuencias codificadoras de
IL-2SA e IL4 en el sitio de clonacidn Pvull de pSS223. Los plasmidos resultantes
son pSS240 y pSS241, respectivamente. Se cotransfectaron células HKB11 con 5
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ng de pSS240 y pSS241 y 1 pg de pSC186 en un modo de transfeccién con
agitacion en condiciones libres de suero. Observamos un resultado similar de un
aumento de 3-5 veces en los ensayos de cotransfeccion (Tabla 5) como en el
vector TAT/TAR-oriP (pSS185) con respecto al vector oriP (pSS225 (Tabla 4).
Este resultado indica que el método de cotransfeccién de los dos plasmidos
funcionaimente separados es equivalente a la transfeccién de un solo vector de

expresion que consiste en los elementos TAT/TAR y oriP.

Tabla 5. Comparacién de la produccién de proteina (ug/ml) del vector TAR-oriP

con la de la cotransfeccion con el vector TAT-oriP

Transfeccion simple |Cotransfeccién con|Veces de aumento
pSC186
IL-2SA (3dpt) |4.28 14,2 33
IL-2SA (6 dpt) 3.07 15,9 5,1
iL-4 (3 dpt) 13.4 41,8 3,1
l-4 (6 dpt) 11,6 37,2 3,2

Nota: Se calculo el aumento multiplicador a partir de los valores de cotransfeccion

sobre los valores de la transfeccidn simple.

-

COMENTARIOS
Las protelnas heterélogas expresadas por células de mamiferos tienen
habitualmente cualidades mejores 0 mas convenientes para caracterizar las
proteinas que las proteinas expresadas a partir de células no de mamiferos y, por
consiguiente, son preferibles las células de mamiferos. Sin embargo, la cantidad
de proteina preparada por células de mamiferos es habitualmente menor que en

otros sistemas. Para compensar los mencionados problemas, optimizamos un
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método de transfeccion transitoria para dar lugar a la produccion de proteinas “en
via rapida”. Nuestros resultados se basan en numerosos factores, a saber:

1. Una célula huésped HKB11 optimizada que ha sido adaptada a una
condicion de suspension sin suero.

2. Métodos de transfeccion con agitacion utilizando medio libre de suero.
En este método pudimos utilizar una densidad celular inicial mayor en condiciones
de cultivo optimas, que posteriormente puede producir mas proteina. En las
transfecciones estacionarias, no se pudo utilizar mas de 1,5 x 10° células por
pocillo a causa de la condicién de cultivo no Optima de las células que se
desarrollaron en forma de monocapa. Utilizando células en monocapa (por
ejemplo, células CHO) para la transfeccidn, las condiciones de agitacién del
cultivo transfectado dieron lugar a una mayor secrecién de proteina (2-3 veces)
con respecto a las condiciones sin agitacion, por razones que permanecen sin
dilucidar. '

3. Vectores de expresion optimizados mediante el uso del elemento oriP,
que puede mantener a los plasmidos transferidos como episomas, asi como
elementos de transactivacion, que pueden intensificar la expresion de protelnas,
respectivamente.

4, La parte mas critica y el resultado inesperado de esta técnica de
transfeccion mejorada fueron la combinacion d;l elemento oriP y los elementos de
transactivacién TAT/TAR para la expresion proteica y dicha combinacién en un
solo sistema vector o de transfeccién no habia sido propuesto en la técnica
anterior.

No se llevé a cabo intensamente el experimento utllizando células CHO
después de obtener datos ineficaces en el sistema de transactivacion TAT/TAR-
oriP y se basé en la siguiente informacién publicada. Un pladsmido oriP no se

replica con eficiencia (Yates y otros, Nature 313: 812-815, 1985 y Mizuguchi y
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otros, FEBS lett 472: 173-178, 2000) en células de roedor y las células CHO
carecen de factores celulares para el sistema de transactivacion TAT/TAR (Alonso
y otros, J Virol 66: 4617-4621, 1992 y Wimmer y otros, Virology 255: 182-189,
1999).

Dada la descripcién que antecede, los expertos en la técnica podran idear
variaciones de lo expuesto. En consecuencia, se pretende que los ejempios
consignados sean considerados ilustrativos y el alcance de las invenciones
descriptas en este documento sélo debé estar limitado por las siguientes

reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un sistema vector de expresion génica en células de mamiferos que
incluye fu@@mwos y comprende:

(a) un sistema de mantenimiento episomal;

(b) un fuerte promotor/intensificador

(c) un complejo de transactivacion de proteinas y

(d) ADN que codifica para la proteina heterbloga.

2. El sistema de acuerdo con la reivindicacién 1, en el cual el sistema de
mantenimiento episomal comprende un elemento oriP y un gen que expresa
EBNA1.

3. El sistema de acuerdo con la reivindicacién 1, en el cual el elemento oriP
y el gen que expresa EBNA1 estan en el mismo plasmido.

4. E! sistema de acuerdo con la reivindicacién 1 en el cual el elemento oriP
y el gen que expresa EBNA1 estan en plasmidos separados.

5. El sistema de acuerdo con la reivindicacién 1 en el cual el elemento oriP
esta en un plasmido y la proteina EBNA1 en las células huésped.

6. El sistema de acuerdo con la reivindicacién 1 en el cual el fuerte
promotor/intensificador es CMV.

7. El sistema de acuerdo con la reivindjcacién 1 en el cual el complejo de
transactivacidon de proteinas incluye tanto al elemento TAT como TAR.

8. El sistema de acuerdo con la reivindicacién 7 en el cual los elementos
TAT y TAR se encuentran en el mismo plasmido.

9. El sistema de acuerdo con la reivindicacién 7 en el cual los elementos
TAT y TAR se encuentran en plasmidos separados.

10. El sistema de acuerdo con la reivindicacién 7 en el cual el elemento

TAR estad en un plasmido y el elemento TAR se encuentra en las células de

expresion.
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11. El sistema de acuerdo con la reivindicacién 1 en el cual el complejo de
transactivacion de proteinas incluye a la proteina BMLF1.

12. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 11, en el cual el gen BMLF1
esta en el mismo plasmido.

13. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 11, en el cual el gen BMLF1
esta en un plasmido aparte.

14. El sistema de acuerdo con la reivindicacién 11, en el cual a proteina
BMLF1 es expresada en las células.

15. El sistema vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 1, en el
cual la proteina heterdloga es seleccionada entre el grupo que consiste en IL-2SA
e IL4R.

16. El sistema de acuerdo con la reivindicacién 1, en el cual la linea celular
de mamifero es de un primate.

17. Una linea celular de mamifero que comprende el sistema vector de
expresién génica en mamiferos de acuerdo con la reivindicacion 1.

18. La linea celular de mamifero de acuerdo con la reivindicacién 17 en la
cual la linea celular es HKB11.

19. La linea celular de mamifero de acuerdo con la reivindicacién 17 en la
cual la linea celular es 293EBNA. .

20. La linea celular de mamifero de acuerdo con la reivindicacién 17 en [a
cual la linea celular es una linea celular 293.

21. Un método para expresar una proteina heterloga empleando una linea

celular de acuerdo con la reivindicacién 1.
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RESUMEN

Un sistema vector de expresién génica en células de mamiferos que
incluye una pluralidad de plasmidos y comprende: (a) un sistema de
mantenimiento episomal; (b) un fuerte promotor/intensificador; (¢) un complejo de
transactivacion de proteinas y (d) ADN que codifica para la proteina heterdloga.
Los complejos de mantenimiento episomal y de transactivacién de proteinas
pueden incluir subelementos situados en el mismo o en diferentes plasmidos

dentro del sistema de expresion celular.
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To all to whom these presents shall come, Greetin

DEPARTMENT OF STATE

I Certify That the document hereunto annexed is under the
Seal of the State(s) of Connecticut, and that such Seal({s)
is/are entitled to full faith and credit.*

lzsunt purcamt o CHXIV, Ste of
Sept. 13, 1709, | Swm. 63-89- 22
USC 2657; 22 USC 2631x; 3 USC
301: 28 USE 1733 a1, seq.: 8 USC
14431); RULE 44 Federal Rules of
Clvil Proosdure.

In testimony whereof, I, Strobe Talbott, Acting
Secretary of State , have hereunto caused the
seal of the Department of State to be affixed and
my name subscribed by the Assistant
Authentication Officer, of the said Department,
at the city of Washington, in the District of
Columbia, this nineteenth day of April, 2000.

5

e, X MAY]

ﬂhcting Secretary of State
f
By ) v J“}*Aﬁﬁﬁﬁj‘

Assistant Authentica‘tion Officer,
Department of State

*For !he contenn' of the annexed document,the Department assumes no

This cemﬁcarem' not valld if it is removed or altered in any way whatsoever
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STATE OF CONNECTICUT

OFFICE OF THE SECRETARY OF THE STATE

l, SUSAN BYSIEWICZ, Secretary of the State of Connecticut and keeper of the seal

thereof,

DO HEREBY CERTIFY, that DEBORAH COLLINS, was duly elected or appointed

to the office of ASSISTANT CITY AND TOWN CLERK, for the town of WEST HAVEN in

the County of NEW HAVEN in said state, for the term of DECEMBER 5, 1999 to

DECEMBER 2, 2001;

and that to his/her acts and attestations as
such, full faith and credit are and ought to
be givel;l in and out of Court.

In Testimony Whereof, | have hereunto
set my hand and affixed the Great Seal of
the State of Connecticut, at Hartford, on

April 14, 2000.

Secretary of the State

OF BOGOTA, HADD COMITAR OUE ESTA COPIA FO-
TOSTAMCA CORCIDE CON EL ORWEAL QUE HE
i!”lum
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STATE OF CONNECTICUT

COUNTY OF New Haven } s West Haven

. ey

L —— Deborah Colling ___  Apgst. Clerk of the Town of __West Haven

in said County, do hereby certify that _______Elaine Porter
by and before whom the foregoing (or annexed) acknowhdgmmtmnkm.mattheﬁmednﬁngth:m
a notary public (or other officer) residing (or authorized to act) in sid County, and was authorized by the laws

of said State to nkeandcu-ufyuctnowledgmcnummds:au.md.funhu that I believe that the signature to
the certificate of acknowledgment is genuine,

IN TESTIMONY WHEREOF, I have hereunto set my hand and affixed the seal of the State and Town this

fmff

"ABst.

1L3ith da, of Apzpil

ADKING FORM I3

Subscribed and sworn to before me this ___/O7 day |

/ CLAINE PORTZR :2:'-
NOTARY pripie 3.

MY SOLRISIN SXPIRES 1iiz 39, 200y § \{
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ABOGADOS
EDIFRCIO HSE)

CARRERA 4 No. T2 - 15
B0GOTA &, COLOMBIA

REPRESENTACION Y PODER

PV

For patents, utiity models, Industrial designe, trademarka,
commarcial names, trade smblems, slogans.

Para patentes, modaios de utilidad, dissfios mdustriales, marces
de filwica, nombres comerclales, onsefias, lemes comerciales.

REPRESENTATION AND
POWER OF ATTORNEY

| {we), the undersigned/Ye (nosolros), abejo fimado (s)
BAYER CORPORATION

offdomiciliado (s) en

100 BAYER ROAD, PITTSBURGH, PENNSYLVANIA 15205,

UNITED BTATES OF AMERICA

afiemaies in their um, or both of them, shall sists their intenfion not 1o act as

represariiatives through & declaration given belore a Notary Public in
Calombia, or befora a Notary or anothar Publc Oficial or a Colombian

siomaies b their tum shall end st such fma.

hm.um.hﬁdwuvhi'\wdhw
#0 that they muy cbialn the protection of my (ous) incustrisl

and denominalions of origin; ks renewal,
cancalation;

nulity,
graniing of icenses, the action for wit mandamus, tha
protaciion of frace sacrels, end in genarsl the civil, penal, end sdminisirafive
suits relating (o thoss rights: actions and suils institued by me (Us) or against
me (us). And that in el the above mstiens they may substtuls this Power of
Altomey, compromisa, concliaia, admit the facts of the cass, desist, cancel,
recaiva, resign, and retify acis done by representeiives withoul 8 pawer of

© CAVELIER ABOGADOS %'
(Minula N° 12.1,1.26.USA) wm
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MY COLRISSICH EXPIRES JUE 50, 2001
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CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUO)

Alos dias del mes do de1e__'
anke mi, Notario Pdblico de

compereciteraon) personaiments

nurmceth.«mnmmu o
On this day of o -.1n;of.
betore me, & Notary Public of ! _
perscrially appearad -

8 quisn{es) doy fe de congosr ¥y me conste que es(son) ia(s)
persong(s) frmante{s) del documenio que preceds, y quisn{es)
tienein) capackiad legal para olorgaria.

___Notario Poblico ___ Natary Public,_

* Los documnenios deben kentificarss con fecha y origen.

CERTIFICADO {PARA SOCIEDAD) .

De conformidad con las leyes de Estados Unidos de America, yo
soy o funcicnario qus tiens la feculiad legal de certificar acerca
de la existancia y represeniacion de s Socladad/Companla. .

BAYER CORPORATION

hmhm“hmhmhhhmﬂl)mmﬁlm
foregoing document. and who has{have) legal capacity io executs k.

* Documents must be identified with date and origin.
CERTIFICATE (FOR CORPORATION)

According 1o the laws ol the Unllad States of America, | am the
officlal who has the jagal funcilon to ceriity about the axdstence and
reprassniation of Corporalion/Company

named  BAYER CORPORATION

denominada
Cartifico: | Certily:
1. Que he visio ios sigulenins documanios:* i 1. That | have ssen the following documanta:*

Ver AAATD

2. Que dichos documentios prusban by sigulents:
21.0ue_BAYER CORPORATION

es una Sociedad/Compafila fegaiments constituiie y existerds
de scuardo con bns leyes de1_Estado de Indiana,

- Soa below -

2. Thet the sbove documenis duly prove the following:
2.1. That __BAYER CORPORATION
is a Comoration/Company legaly constituted and in xistence
In accordance with tha laws of __the Stale of indlana
Unlied States of America

2.2. Que el domidiiio de dicha Sociedad/Compalila es

2.2, That the domicie of said CorporationCompany is
100 Bayer Road, Piltsburgh, Pennsyivania 15205,
United States of Amarica

15205, Estados Unidos de AmBrica

2.3. That the purposa of purposes for which the presenl Power of
Altomoy is granted are comprised within the corporation purposes sat
forth In the charter of the mentionad Corporation/Campany.,

24. That Mr.(Mesars)y __Jefitey M. Greenman

o

is(are) authorized to grant the present Power of Attomey.
Cy West Haven

Stale Connacticut

1% gy of Aprt, 2000,

Signature:

* Nombre del funcionario: Name of Atlestihf Officer: George J. Lykos -
Cargo: heid: President, Assistant Genaral -
Fima: Counsel, and Assistant Secretary

ma: Signature:

“Los documentos deben Idenificarse con facha y origen.
! Prficdoodelinsicfec oy focladoe 6MHazTe 199¢ au
Indtanapibis | (ndiaded ~ 285 VY
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© CAVELIER ABOGADOS of

3 zm;;ihmcypwd;o e 10 AA/] 1785 Bywun of Bayer Corporation effactive 2a of Apri 1, 1985.
Toula Directuen do 0ot ie: 4. Resiution of the Board of Direciors of Mies Inc.. now

§. Resoloctom de /s
Ahover. [ayor Cor pornt

CvafFeadol name of the sarvivor to Bayer Corporation:
" !
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2. Ariicies of Merger of Bayer U.S.A. Inc_, ard Bayer Corporalion,
and Miies Financial Services Inc., into Mies Inc., and change :
: cartifed by the ,

Cofporaiion, *
AL Tl
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Pégina 1de 4
TRADUCCION OPICIAL N° 0806001 del inglés al espaficl de los

sellos y autenticaciones que aparecen en el documento de poder
otorgado por BAYER CORPORATION, preparada por Jaime Armando
Garavito Burgos, Traductor Oficial debidamente reconocido por
el Ministerio de Relaciones Exteriores y aprobado por el
Ministerio de Justicia de la Reptblica de Colombia mediante

Resolucisn N°® 034 de enero 11 de 1983

Documento escrito en inglés y espafiol por medio del cual BAYER

rﬁ.&{ \.‘-f'l"

-..d:.n.'r?-""?}'?
a0

]
W e

CORPORATION, otorga{ﬁgf_&er. ai favor de EMILIO FERRERO, GONZALO

v
H

¥

PERDOMO, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ y GERMAN CAVELIER. Dado y

N

firmado el 11 de abril del 2000 en West Haven, Connecticut,
Estados Unidos de América (firmado) Jeffrey M. Greeman

Nombre: Jeffrey M. Greenman

Cargo: Vicepresidente, Patentes y Licenciamiento

Suscrito y juramentado en mi presencia hol; 11-de abril del

2000. (firmado) ELAINE PORTER, Notario Piiblico

e Y -4':."""“'

B Ty S AT

oD X o GO LTS

(Sello notarial en tinta y sello notarial enk¥iERYdicecco b owowon
TENOALA VSTA

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)

referente a la existencia 1legal de

CORPORATION y su representante autorizado Jeffrey M. Greenman,
expedida el 12 de abril del 2000 en West Haven, Connecticut,
Estados Unidos de América

Suscrito y juramentado en mi presencia hoy 10 de abril del
2000. (firmado) ELAINE PORTER, Notario Pldblico

(Sello notarial en tinta y sello notarial en relieve)
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Pagina 2 de 4

(Aparece escudo impreso)

ESTADO DE CONNECTICUT
} declaracién juramentada Weat Haven
CONDADO DE New Haven

Yo, Deborah Collina, Subsecretario de la ciudad de West Haven
en dicho condado, por medio del presente certifico que Elaine
Porter por quien ante quien se hizo el reconocimiento anterior
(anexo), era en el momento de hacerlo un notario pfiblico (u
otro funcionario) residente (o autorizado para actuar) en dicho
Condado y estaba autorizado por las leyes de dicho Estado para
hacer y certificar reconocimientos en dicho Estado. Certifico
ademis que creo que 1la firma en dicho certificado de
reconocimiento es auténtica.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he estampado mi firma y el sello del
estado y ciudad hoy 13 de abril del 2000.

(firmado) Deborah Collins, Subsecretaria del Poblado

(Aparece sello en relieve)

Fi o b PR} »
ADINKS FORMATO 223 ""‘mm‘mmmum

ESTADO DE CONNECTICU 1"‘:&"-‘.‘.1_-.;... o
OFICINA DEL SECRETARIO DE ES Abqs SET 200 /--

.,- tvm-n.. .
Yo, SUSAN BYSIEWICZ, Secretario del Est Yy
JUAN MANUEL BO ;
LAl
guardifin de su sello, -
POR MEDIO DEL PRESENTE CERTIFICO que DEBORAH COLLINS, fue
debidamente electa © nombrada al cargo de SUBSECRETARIA DE
CIUDAD Y DE PUEBLO, para la poblacién de WEST HAVEN en el

Condado de NEW HAVEN en dicho estado, por el perfodo

comprendido entre DICIEMBRE 5, 1999 y DICIEMBRE 2, 2001;

(Aparece adherido sello dorado)

r
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Péagina 3 de 4

y que se da y deberd darse plena fe y crédito a sus actos y
testimonios como tales, tanto procesal como extraprocesalmente.
En testimonio de lo cual, he estampado mi firma y el Gran Sello
del Estado de Connecticut en Hartford el 14 de abril del 2004Q.

(firmado) Susan Bysiewicz, Secretaria del Estado

N® 00034295-4
Estados Unidos de America

{Aparece escudo)

DEPARTAMENTO DE ESTADO

A todos aquellos a quienes los presentes llegaren, Saludos:

Certifico que el documento adjunto al presente se encuentra

bajo el(los) Sello(s) del Secretario de Estado del Estado de
Connecticut y que debe darse plena fe y crédito a dicho(s)
Sello(s) .*

En testimonio de lo cual, yo, Strobe Talbott, Secretario de

Estado Encargado, he hecho que

5
en la ciudad de Washington, en el Distriaékﬂﬁﬁ

diecinueve de abril del 2000.

(Eirmado) Strobe Talbott, Secretario de Estado

(Firmado) Patrick O. Hatchett, Funcionario Asistente de
Autenticaciones Departamento de Estado.

*E]l Departamento no asume ninguna responsabilidad por el

contenido del documento anexo.
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el w =
Este certificado no es vdlido si se le remueve o alﬁg;a S8 I

Eg;: ;Q E?g
cualquier forma. == =

- -0 vata

- ] et -
(Sello en relieve del Departamento de Estado de loscEatadqg g1

L. - .
Unidos de América) -

(E1 formulario detalla las disposiciones legales bajo 1las

cuales fue emitido e impreso)

rw =3
____________________________________________________ :q;%_____
N°® 1040. EL CONSULADO DE COLOMBIA en Washington, D.C.,:Ebpados st
. Tt T B
- by 8 o~
Unidos de América, certifica las funciones y firma de PATRICK 5;;5f}
P e
(5 5 fd

0. HATCHETT, el 25 de abril del 2000. Pagado impuesto de timbre

y derechos consulares. (firmado) JAQUELINE ESPITIA ARIAS,

Vicecbdnsul

EL MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES en Santa Fe de Bogotd,
D.C. certifica la firma y las funciones de JAQUELINE ESPITIA,

el 07 de junio del 2000. N° 276352, (firmado) dJdefe de .

Legalizaciones.

Es traduccibébn fiel y completa de la cual se deja copia en los

archivos de esta oficina para su confrontacién y a la cual me

remito. é ﬁwfﬂ-'? .
JIME A. GARAVITO B

COLO: 9597-801-014-8
WPCL9597 - ID # 156

- 5 i,
s SHUAN MANUE
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document '
2. has been signed by L. Edelen

3. acting in the capacity of Certifying Officer

4. bears the seal/stamp of Patent and Trademark Office

Certified

5. at Washington, D.C.

6. the twenty-ninth of August, 2001

7. by Assistant Authentication Officer, United States Department of State

8. No. 01025980-3

Patrick O.Hatchett
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UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
United States Patent and Trademark Office

T August 24, 2001 il

418> THISIS TO CERTIFY THAT ANNEXED IS A TRUE COPY FROM THE o
Al RECORDS OF THIS OFFICE OF A DOCUMENT RECORDED ON i :

:
b yel
581  September 28, 2000. H
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By Authority of the
OMMISSIONER OF PATENTS AND TRADEMARKS

7 ELl—

L. EDELEN
Certifying Officer
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PORM PTO-1508 " F
[ ]

OMB No. 0831-0011 (axp, AB4)

- Tabmineo oo ¥

10-23-2000

To the Honorable Commisslonar o . __-iqm&.?ﬁzumnmmmwmm.

U.8. DEPARTMENT OF COMMERCE
Pt and Trademans Oiice

HEET

v v

1. Name of conveying partyiies):
MG~
MYUNG-SAM COHD
HELENA YEE

Acdditions] namets) of conveying pantylies) atached? O Yes X No

3. Natura of conveyancs: um QEUT

XN Assignmaent Q Merger
O Security Agresment O Changs of Name

< Other

Exacution Data:

2. Name and addrass of recelving party(les)
Name i
Intamal Addresa:

b4
N
e

f

A

S,

73

]

StroolAddress:__ P, 0, Box 1986
200 Dvl.ﬁ;hl: Way

L

Cly:_Berkelay State:___CA 1P 94701

AddRlional name(s) & sekiress(ss) sliachad? O Yen $XNo

4, Appiication number(s) or palsnt number{s):

It this document is being filad togather with a new application. the exacution date

A, Pataent Application No.(s)

e A RE]
of the application I»:
B. Patent No.(s)

-

Additionsl rumbers afizcheg? O Yes Neo

5. Nams and address ol party 1o whom corrsspondenca
concarning documant ahould be malied:

&Tmumwamhmmmmmm

Nama: James A. Giblin
Intemal Addreass:___Bayer Corporatjion

7. Total fse (37 CFR A.41) $_40.00

O Enclosad

X3 Authorized to be charged fo depesit account

Strest Address:___P. O. Box 1986

800 Dwight Way

Chy:_Berkeley State: _CA ZIP; 94701

8. account number;

E:—Aooo -
duplicate copy of this page H paying by deposk sccound)

DO NOT URE THIS llgl

9. Statament and signature,

To ihe bast of my knowledpe and belef, mwmmmuni?mmwammnmmm

the original document.
Jauwes A. Giblin

3. )RR Sepi. 2§, Losv

Name of Person Bigning

Signamrek

Total numbar of pagea ncluging Covar sNee

e (2] "

Mall documents 1o be recerded with required

Commissionerof Patents &

Washinaton, D.C, 202

tHeet informesion to1

PATENT
REEL: 011165 FRAME: 01568



' . - Patent
MSR-T7270
ASSIGNMENT

WHEREAS, WE, MYUNG-SAM CHO and HELENA YEE, have invented
certain new and useful improvements in ENHANCED TRANSFECTION SYSTEN for
which Application for United States Lettera Patent was executed by US

on SEPTEMAEEL 2%, 2000 .

WHEREAS, Bayer Corporation, a corporation organized and
exigsting under the laws of the State of Indiana, having a principal
place of business at 800 Dwight Way, Berkeley, California 94710, is
desirous of acquiring said invention and application and any and all
Letters Patent that may be obtained therefor or thereupon;

NOW, THEREFORE, TO ALL WHOM IT MAY CONCERN, be it known that,
for and in consideration of the sum of One Hundrad Dollars ($100.00) and
other good and valuable consideration, to US in hand paid by Bayer
Corporation, the receipt of which is hereby acknowledged, WE have sold,
assigned, transferred and set over and by these presents do =sell,
assign, tranafer and set over unto Bayer Corporation, its successora and
_ assigns, the full and exclusive right, title and interest in and to said
invention and application and any and all divisions and continuations
thereof, and in and to any and all United States Letters Patent and any
.and all reispues and extensions thereof that may be issued for or upon
said invention and applications, to have and to hold for its own use and
behoof and the use and behoof of ita successors and assigns as fully and

entirely as the same might be enjoyed by US if this sale and assignment
had not been made;

AND WE HEREBY AUTHORIZE and reguest the Commissionar of
Patents and Trademarks to issue said Letters Patent and any reissues and
extensions thereof to Bayer Corporation, as assignee of the entire
right, title and interest in and to said invention and application and
any and all Letters Patent issued therefor or thereupon;

AND WE HEREBY AGREE to execute all instruments and documents
within OUR power which may be necessary for the carrying out of thias
assignment in full; and to execute any diviaional or continuation
application which may be necessary or proper to obtain full protection
on the invention hereby assigned; and to execute any and all
supplemental oaths, preliminary statements and other papers should the

same be proper and necessary in the prosecution of said application and
any divisions and continuations thereof;

AND WE HEREBY FURTHER ASSIGN unto Bayer Corporation, ita
successors and assigna, the whole right, title and interest in and to
the invention disclosed in said application throughout all countries
foreign to the United States and do hereby ratify any acts of Bayer

PATENT

REEL: 011165 FRAME: 0159

V4



.- ' Patent

MSB-7270

Corporation, its successors and aasigns, in applying for patents
therefor in its own name in countries where such application is proper
and do agree to execute applications for gaid invention in the several
countries where it 1s necessaxry that the same be executed by the
inventor, and to execute assignments of such applications and the

patents to be obtained thereupon to Bayer Corporation, ite successors
and assigns;

AND WE HEREBY AUTHORIZE Bayer Corporation, and its successora
and agseigns, to claim the prilority of the aforesaid United States Patent
Application in accordance with the provisions of each and every
international convention or treaty in connection with each and every
corresponding application which it may file or cause to be filed in each
and every country which is a party to any such convention or treaty.

IN WITNESS WHEREOF, WE have hereunto set OUR hands this
€ day of Sepjender, 2000.

STATE OF CALIFORNIA )

) aa: ﬂt‘fégw @4—0
° COUNTY OF ALAMEDA H {: E A

AN

on this _ﬂ day of .Sep‘\gmh-ec , 2000, Dbefore me

personally appeared MYUNG-SAM CHO and HELENA YEE to ms known to
be the persons described in and who executed the foregoing
instrument and acknowledge that THEY executed the sawme as THEIR
free act and deed in thelr authorized capacity.

Ncta Public

PATENT
REEL: 011165 FRAME: 0160

RECORDED: 09/28/2000



TRADUCCION OFICIAL N® 170901 al eqpaﬁol de un documento escrito
en inglés, preparada por Jaime Armando Garavito Burgos,
Traductor Oficial debidamente reconocido por el Ministerio de
Relaciones Exteriores y aprobado por el Ministerio de Justicia
de la Repiliblica de Colombia mediante Resoclucién N? 034 de enero

11 de 1983
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Formato de e OIidn.n de 10-23-2000 HOJA R  DEPARTAMENTO DE

- COMERCIO DE LOS EE.UU,
vsay L (otdigo de barres) Oficins de Patantss y Marcas
T e omstoon 101494757

{vencimianto 4/04)
Ajusiss da tabulacién

Al Honorable Comisionado de Patentes y Marcas. Por favor

registrar los documentos originales anexos o copia de los

mismos.
1. Nombre(e) de la(s) parte(s) que efectﬁa(n)cff:Ffass;no;;
MYUNG-
MYUNG-SAM CHO
HELENA YEE
Nombre (8) adicional (es) de la({es) parte(s) anexo(s)?
_ 51 X No

2. Nombre y direccién de la(s) parte{s) que recibe(n)?
Nombre: Bayer Corporation
Direccifn interna: {en blanco) (Aparece sello)
Direccifn: P.O. Box 1986

800 Dwight Way
Ciudad: Berkeley Estado: CA C6digo Zip: 94701

Nombre(s) adicional (es) & direccibn(es) anexo(s)

s X No

3. Naturaleza del Traspaso: MRD 9.28.00
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X Ceaibn . —_ Fusidn
_ Acuerdo de Seguridad __ Cambio de Nombre
Otro

Fecha de firma: (en blanco)

4. NiGmero({s) de la(s) solicitud(es) o registro(s):
09/675847

8i este documento se presenta junto con una nueva solicitud, la

fecha de firma de la solicitud es: (en blanco}

A. BSolicitud(es) de Patente({s) N° (en blanco)

B. Patente(s) N° (en blanco)

5. Nombre y direccién de la parte a quien debe enviarse la
correspondencia concerniente al documento:

Nombre: James A. Giblin

Direccién interna: Bayer Corporation

Direccién: P.O. Box 1986
800 Dwight Way

Ciudad: Berkeley Estado: CA Cbdigo Zip: 94701

6. NGmero total de solicitudes y patentes involucradas: 1

7. Tarifa total (37 CFRI[eic] 3.41): $§ 40.00
_ Adjunto.

_ Se autoriza cambilar a cuenta de depésito

8. Cuenta de Depésito N° 3-4000 (Parece haber antes del 3 un
nGmero repisado por el sello)
(Anexe el duplicado de esta pdgina si el pago se efectida en la

cuenta de depésito)

NO ESCRIBA EN ESTE ESPACIO

4



9. Declaracién y firma.

Segin mi leal saber y entender, la anterlor informacién es-
verdadera y correcta y cualquler copia anexa es una copia
auténtica del documento original.

James A. Giblin
Nombre de la persona que firma

(firmado) James A. Giblin
Fecha Septiembre 28, 2000

El niimero total de paginas incluye la pdgina de cubierta,
anexos y el documento: 3

OMB N° 0651-0011 (exp.{sic} 4/94)

Enviar por correo los documentos que deban registrarse con la
informacién de la cubierta a:
Comisionado de Patentes y Marcas de los EE.UU.
Casilla de Traspasos

Washington, D.C. 20231

PATENTE
CARRETE: 011165 MARCO:0158
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TRASPASO

CONSIDERANDO QUE NOSOTROS, MYUNG-SAM CHO y HELENA YEE
hemos inventado ciertas mejoras nuevas y Gtiles en el SISTEMA
MEJORADO DE TRANSFECCION para las cuales firmamos una Solicitud
de Titulo de Patente de los Estados Unidos el 28 de septiembre
del 2000.

CONSIDERANDO QUE, Bayer Corporation, una sociedad
organizada y existente bajo las leyes del Estado de Indiana,

con lugar principal de negocios en 800 Dwight Way, Berkeley,
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California 94710, desea adqgirir_dicho invento y solicitud al
igual que todos y cada uno de los Titulos de Patente que puedan
obtenerse para el mismo;

EN CONSECUENCIA, A TODOS AQUELLOS A QUIENES PUEDA
INTERESAR, sépase que por la suma de Cien D6lares (US$ 100.00)
y por otra contraprestacién efectiva y valiosa pagada en
efective a NOSOTROS por Bayer Corporation, cuyo recibo se
reconoce por medic del presente, NOSOTROS hemos vendido,
cedido, transferido y traspasado y por medio del presente
vendemos, cedemos, transferimos y traspasamos a Bayer
Corporation, sus sucesores y ceslonarios, el derecho, titulo e
interés completos y exclusivos a dicho invento y solicitud, asi
como a todas y cada una de sus divisiones y continuaciones, al
igual que a todos y cada uno de los Titulos de Patente de los
Estados Unidos y a todas y cada una de las re-expediciones y
prérrogas que puedan expedirse con respecto a dicho invento y
solicitudes, para que los posea y tenga en su poder para su
propio uso y provecho, al igual que para el uso y provecho de
sus sucesores Yy cesionarios tan completamente y enteramente
como si el mismo derecho fuese disfrutado por NOSOTROS si esta
venta y cesién no hubiera sido hecha;

Y POR MEDIO DEL PRESENTE AUTORIZAMOS y solicitamos al
Comisionado de Patentes y Marcas para que expida dichos Titulos
de Patente y cualesquier re-expediciones y prérrogas de los
mismos a Bayer Corporation, como cesionario de la totalidad del
entero titulo e interés en dicho invento y solicitud y en todos

y cada uno de los Titulos de Patente expedidos para ellos;

57
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Y POR MEDIO DEL PRESENTE .ACORDAMOS firmar todos los
instrumentos y documentos en NUESTRO poder que puedan ser
necesarios para llevar a cabo en su totalidad esta cesifn y
para suscribir cualquier solicitud suplementaria o de
continuacién que pueda ser necesaria o apropiada para obtener
la proteccidn completa sobre el invento cedido por medio del
presente; y suscribir todas y cada una de las declaraciones
juramentadas suplementarias, declaraciones preliminares y otros
papeles que fuesen apropiados y necesarios dentro del tré&mite
de dicha solicitud y cualesquier divisiones y continuaciones de

la misma;

Y POR MEDIO DEL PRESENTE CEDEMOS ADEMAS a Bayer
Corporation, sus sucesores y cesionarios, la totalidad del
derecho, titulo e interés en el invento publicado en dicha
solicitud en todos los paises fuera de los Estados Unidos y por

medio del presente ratificamos cualesquier

PATENTE
CARRETE: 011185 MARCO:0158
Patente
MSB-7270

actos de Bayer Corporation, sus sucesores y cesionarics, al
golicitar patentes para ellos en su propio nombre en paises en
los que dicha solicitud es apropiada y acordamos firmar las
solicitudes para dicho invento en los diversos paises donde sea
necesario que estas sean firmadas por el inventor y a suscribir
las cesiones de dichas solicitudes y las patentes que se

obtengan a Bayer Corporation, sus sucesores y cesionarios;
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Y POR MEDIO DEL PRESENTE AUTORIZAMOS A Bayer Corporation,

gus sucesores y cesionarios, para que reclamen la prioridad de
la anteriormente mencionada Solicitud de Patente de los Estados
Unidos de acuerdo con las disposiciones de todos y cada uno de
los convenios o tratados internaclionales relacionados con todas
y cada una de las solicitudes correspondientes que pueda
presentar o hacer que se presenten en todos y cada uno de los
paises que sean parte de cualquiera de dichos convenios o

tratados.

EN FE DE LO CUAL, NOSOTROS hemos FIRMADO hoy 28 de

septiembre del 2000.

ESTADO DE CALIFORNIA )
) declaracién juramentada
CONDADO DE ALAMEDA )

(firmado) MYUNG-SAM CHO

(firmado) HELENA YEE

Hoy 28 de septiembre del 2000, ante mi, comparecieron
personalmente MYUNG-SAM CHO y HELENA YEE, a quienes conozco
como las.personas descritas en el anterior inatrumento y como
quienes lo suscribieron y reconozco que ELLOS lo firmaron como
SU acto libre en su calidad autorizada.

(firmado) LUAJUANA LE GRANDE, Notario Pfiblico

(Sello en tinta que dice: ®“LUAJUANA LE GRANDE; Comisién #
1245542; Notario PGblico - California; Condado de Alameda; mi
comisién vence el 12 de diciembre del 2003")

REGISTRADO: 06/268/2000

PATENTE
CARRETE: 011165 MARCO:0180
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A 4586810
ESTADOS UNIDOS' DE AMERICA

A TODOS AQUELLOS A QUIENES LOS PRESENTES LLEGAREN:
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS

Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

Agosto 24, 2001

EL PRESENTE CON EL FIN DE CERTIFICAR QUE ANEXA SE ENCUENTRA UNA
COPIA AUTENTICA DE LOS REGISTROS QUE REPOSAN EN ESTA OFICINA DE
UN DOCUMENTO REGISTRADO EL 28 de septiembre del 2000.

(Aparece adherido sello dorado de oblea con cinta azul de la
Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos de América)
Por autoridad del COMISIONADO DE PATENTES Y MARCAS

(firmado) L. EDELEN, Funcionario que certifica

APOSTILLA
(Aparece leyenda en Francés)

1. Paig: Estados Unidos de América
Este documento piiblico

2. ha sido firmado por L. Edelen

3. quien actfia en calidad de Funcionario que Certifica
4 lleva el sello de la Oficina de Patentes y Marcas
Certificado

5. . en Washington, D.C.

6. el veintinueve de agosto del 2001

7. por el  |Funcionario Asistente de Autenticaciones,
Departamento de Estado de los Estados Unidos

8. N° 01025980-3



9. Sello: (Aparece sello en relieve)

10. Firma: (firmado) Patrick ©. Hatchett

Es traduccién fiel y completa de la cual se deja copia en los

archivos de esta oficina para su confrontacién y a la cual me

remito.

Bogotd, septiembre 14 del 2001

COLO: 09547-801-020-5
WPCL9547 - ID: 15 /.w . y .
JAIME A; GARAVITO B

mapuavon I myEnPAETE DFICAL
Do 034 de Inera 1} de el
MINISTERIO DK JUSTICIA
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document
2. has been signed by E. Bornett

3. acting in the capacity of Certifying Officer

4. beers the seal/stamp of Patent and Trademark Office

Certified

S. at Washington, D.C.

6. the twenty-second of August, 2001

7. by Assistant Authentication Officer, United States Department of State

8. No. 01025507-3

9. Seal/Stamp: 1Q¢-Signature:

AN o

Patrick O.Hatchett




- BIEXNITED @mnmm RICYY
mﬂmmmmmmmm

UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE

‘ ¢
United States Patent and Trademark Office
‘u
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i

T,
A
August 17, 2001 g

S
THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED HERETO IS A TRUE COPY FROM §;y;’f§
o

THE RECORDS OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK i
14 OFFICE OF THOSE PAPERS OF THE BELOW IDENTIFIED PATENT i
i APPLICATION THAT MET THE REQUIREMENTS TO BE GRANTED A
FILING DATE UNDER 35 USC 111. ?'_fg
: _""-: I’.: :
- APPLICATION NUMBER: 09/675,847 -
il  FILING DATE: September 28, 2000 e
ik

2

i
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By Authority of the
COMMISSIONER OF PATENTS AND TRADEMARKS
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Applicanta:

MYUNG-B8AM CHO

HELENA YEE TRANSMITTAL: LETTER
Serial Wo. =_Unassigned EXAMINER: Unasaigned
Flled: Unaasigmned ART UNIT: Unassigned
Title: BENHANCED TRANSFECTION SYSTEM

Box: PATENT APPLICATION
Commissioner of Patents and Trademarks

Washingten, D.C. 20231
8ir:

Transmitted herewith for filing are tha followiug:

1. Application for United States Patent, including a Title page, 20
pages of Specification and Claims, an Abatract (1 page) and 7
sheets of drawings of Applicants: MYUNG-SAM CHO and HELENA YEE
for: Emhanced Transfaction Bystem.

2. An Assignment document is enclosed, together with a Request for
Recordation.

3. Fee calculation:

§790.00
Total Claims 21 1 a2 22.00
Independent Claims 4 1 82 82.00
Multiple Dependent Claims 0

TOTAL $ 894.00




0G8a 0" Lh85.L8960

PATENT
MSB=7270

4. Enclosed with this Transmittal Letter is a Deposit Account Oxder

Form authorizing payment of the filing fee from Deposit Account
No. 03-4000.

5, An axscuted Declaration for Patent Application is enclosed.

6. Address all future commnications to:

James A. Giblin
Patent Department
Bayer Corporation
800 Dwight Way
P.O. Box 1986
Berkeley, CA 94701

Respectfully submitted,

pated: __ Sept. 2%, 2000 %M‘w A Atte,

\Udmes A. Giblin
Attorney for Applicants
Rag. No. 25,772

Bayex Corporation

800 Dwight Way

P.O. Box 1986

Bexrkeley, CR 94701
{510) 705-7910
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UNITED STATES PATENT AFPLICATION

Title: Enhanced Transfection System

Inventors: Myung-Sam Cho and Helena Yee
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Field: This invention generally relates to an improvement in mammalian cell
expression systems and specificaily relates to a mammalian cell gene expression vector
systern which includes an episomal maintenance system, a strong promoter/enhancer, a
protein transactivation system and DNA coding for a heterologous protein.

Backeround: It is well known that varlous cell hosts such as microbial cells, yeast
cells, insects cells and mammalian cells are capable of producing small amounts
(milligram quantities) of specific proteins in relatively short periods of time. Also, it is
imown that proteins from different genetically engineered host cell systems generate
proteins having different glycosylation profiles, depending on the cell used. For
pharmaceutical applications in some cases it is desirable to product proteins that have
glycosylation profiles that are similar to those found in humans. This is usually
accomplished using a mammalian cell system since such systems produce proteins with
glycosylations that are compatible with clinical applications. The disadvantage of using
mammalian cells is that they typically require a longer period of time to produce an
equivalent quantity of protein. Thus, it would be very desirabie to have a geneticaily
engineered mammalian cell expression system (for expressing heterologons proteins) that
can express larger amounts of the protein in shorter periods of time.

It is known that various episomal maintenance elements can be introduced into a
vector in a gene expression system to ensure replication. It is also well known that
genetically engineered systems can and in many cases should include strong
promoter/cnhancer systems. In addition, it is well known that genctically engineered cell
lines can include pratein transactivation systems to enhance protein expression from DNA
coding for a heterologons protein that is also incorporated into the system. Against that
background, we are unaware of any attempts or suggestions to incorporate all four of the
above clements or systems into a single mammalian cell expression system so that the
combined advantages of all of the clements are present in a single and functioning system
that expresses heterologous proteins. To our surprise, when the above combination was
made using the techniques described below we found what appears to be a synergistic

4
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effect on protein expression. Representative examples for two heterologous proteins
(designated I1-2SA and ]JL-4SA) are described below.

. SUMMARY OF THE INVENTION

Our mammalian cell gene expression vector system comprises;
(a) an episomal maintenance system,
(b)  astrong promoter/cnhancer,
{c) & protein transactivation system, and
(@ DNA coding for heterologous protein.
The episomal maintenance system and the protein transactivation system
can include sub-clements that are located on same or different plasmids within the
mammalian cell expression system. In a prefesred system, the episomal maintenance
system comprises of an oriP element and an EBNAL expressing gene. A preferred
strong promoter/enhancer is CMV and the preferred protein transactivation system
includes both TAT and TAR clements. A preferred DNA coding sequence for the
heterologous protein includes DNA that codes for substances (described in more detail
below) known as IL-2SA and IL-4SA. A preferred mammalian cell line comes from a
primate although other mammalisn cell lines can be used. It should be noted, however,
that the preferred ccll lines should be non-rodent for reasons given below.

The components used to demonstrate our systems are described below.

1. A pBR322-based expression vector was supplemented with human CMV
enhancer/promoter element and 5*-IS for mammalian cell expression, this plasmid is
pSM97 (described in United State Patent No 5,854,021).

2. EBNAI and oriP elements, which can support maintenance of plasmid DNA as
an episomal structure (Yates et al., Proc.Natl. Acad.Sci. USA 81:3806-3810 and United
State Patent No 4,686,186), were added to the above expression vector.

& 2
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3. TAT (transactivator gene) and TAR (trans-activating responsive sequence)
elements, which can support the transactivating function of TAT protein (described in
United States patent No 5,801,056), designated them here as TAT/TAR elcments, were
added to the expression vector to result in an oriP expression vector combined with the
TAT/TAR elements.

4. BMLF1 transactivator (Licberman et al., J Virol 60:140-148, 1986, Kenney et
al., J Virol, 63: 3870-3877, 1989, and Ruvolo et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:
8852-8857) originated from Epstein-Barr virns was inserted into vector.

BRIEF DESCRIFTION OF THE FIGURES

Figure 1-1 and 1-2 show physical maps of Interleukin-2 mutein (designated
IL-2SA) expression vectors used for the transfection study of the optimization of
expression vectors, which included combined oriP and TAT/TAR elements.

Figure 2. shows physical maps of expression vectors used for the tranafection study of
BMLF transactivation effect.

Figure 3 is a chart which shows enhancement of IL-2SA secretion in transient transfection
assays used to identify and compare oriP effect, TAT/TAR transactivation effect, and
TAT/TAR transactivation plus oriP effects. Note that we assumed the linearized pSS179
as base line of IL-2SA expression level because oriP function should be abolished after
linearization by using a restriction enzymc and similarly with linearized pSS18S5.

Figure 4 shows BMLF] transactivation effects on IL-2SA secretion from CHO cells in a
prolonged culture time. At 3 dpt, cells were treated with trypsin and seeded with the same
numbers of cells on & well with a fresh medium supplemented with 5 % FBS. The
secretion levels of IL-2SA from pSS179 transfected CHO cells maintained similarly
throughout 4-7 dpt with that from 3 dpt. However, IL-2SA expression Ievels from
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pSS212, 213, and 214 transfected CHO cells after 4 dpt didn't show any enhanced effect
of BMLF1 trapsfection activity that was shown at 3dpt.

Figure 5 shows BMLF] transactivation effects on IL-2SA sscretion from HKB11 cells in
a prolonged culture time under the drug sclection. BMLF1 transactivation effects seen at
3 dpt, from HKB11 cells transfected with pSS212, 213, and 214, was abolished after
adding HygB, although TAT/TAR effect was maintained under the drug selection as
sbown in Figure 6.

Figore 6 shows TAT/TAR transactivation effects on IL-2SA secretion from HKB11 cells
under the hygromycin B selection. The transfected cells were maintained as described in
the text.

Figure 7 shows physical maps of expression vectors used for cotransfection study for
highthroughput expression.

SPECIFIC EMBODIMENTS

Materials and Methods

Human embryonic kidney cells (293) (ATCC CRL-1573)
293EBNA (EBNA1 expressing 293 cells) obtained from Invitrogen (Carlsbad,
CA)

Dihydrofolate reductase (dhfr)-negative CHO (Chinese Hamater Ovary) cells
were obtained from Genentech Inc.

HKB11 (ATCC, CRL-12568) is a buman somatic hybrid cell line (United States
Patent Application No. (09/209,920) derived from the cell fosion of human
embryonic kidney (293S) cells and Burkitt's lymphoma origin (P3HR-1) cells.
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The [L-2 SA is an [L-2 mutein having a single amino acid substitution (NSSR), as
described in WO 99/60128. A brief description of the individual expression vectors of
Figures 1-1 and 1-2 is as follows.

pSL160N: IL-2SA coding sequence was inserted into Pvnll site of pSM97 and
further modified by adding HSAG1 clement (EcoRI and Xbal fragment; 1447 bp)
described in McArthur and Stanners (J Biol Chem 266:6000-6005, 1991) into Spel site of
pSMY97 and EBV-TR (Cho et al., US patent application # 09/209,915) into Nael site of
pSMY7.

pSS179: IL-2SA coding sequence was inserted into BamH1/Xho] site of pCEP4.

pSS178: TAR element (82 bp) is located upstream of IL-2SA of pSS179.

pSS185: A functional TAT element described in the plasmid construction was

inserted into Nrul site (upstrcam site of TK promoter) of pSS178,
pSH201: An intronic sequence, MIS ( ~270 bp) was located at the 3%end of TAR
sequence (Notl/HindITI) of pSS185.

pSC221: HSAG element of pSL160N was cmitted and TAR element was located

at 3"end of CMVe/p and 5™ end of MIS.

pSS225: EBNA1 and functional TAT and hph expressing segments were excised

from pSH201.

pSS226: A functional TAT expressing element was inserted at 5end of amp-r

gene of pSS225.

A description of individual expression vector of Figure 2 iy as follows.
pSS210: BMLF]1 and hph expressing oriP plasmid was described in a section of
plasmid contruction.
pSS212: [L-2SA coding sequence was located 3*-end of CMVe/p of pSS210.
pSS213: A TAR element is located at the 5"-end of IL-2SA of pSS212.
pSS214: An intronic sequence, MIS, is further added at the 5'end of IL-2SA of

pSS213.



gnse 0" LhESLS60

Patent MSB-7270

A brief description of individual plasmid structure of Figure 7 is as follows.
pSS223: This plasmid is basically same as pSS225 but missing IL-2SA coding
sequence.
pSC186: A TAT coding sequence was located at the 3end of CMVe/p of pCEP4
pSS240: IL-2SA coding sequence was inserted into Pvull site of pSS223.
pSS241: IL-4 coding sequence was inserted into Pvull site of pSS223,

The pBR322-based manmalian cell expression vector with a functional dhfr gene
expression (pSM97; Cho et al., United State Patent Number 5,854,021). pCEP4 vector
consisting of oriP, EBNA1, and functional hph gene expression based on pBR322 was
obtained from Invitrogen (Carlsbad, CA).

Bighty-two base pairs of TAR element was prepared by PCR using pBernCAT
(Gendelman H.E. et al., Proc.Natl. Acad. Sci.USA 83:9759-9763, 1986) as a template.
Two primers were made by adding Kpnl site at 5"-end of TAR and HindITI site at 3’ end
of TAR. The resulting PCR product was digested with HindIlI and Kpnl and inserted into
pCEP4 after digesting pCEP4 with Kpnl and Hindlll. The functional TAT gene
expressing segment was prepared from pSVTAT (Peterlin B.M. et al.,

Proc.Natl. Acad.Sci.USA 83: 9734-9738, 1986) by digesting it with BamHI (modified
with Klenow fragment) and Hpal.

This fragment was inserted to pSV,neo after digesting with Pvull and Hpel. This
functional TAT expressing segment can be easily excised by digesting with Pvull and
BamHI to insert into any other expression vectors as ahown in Figure 1 (pSS185 and
pSC221). BMLF1 coding sequence and polyA signal area was prepared from B95-8 EBV
encompassing DNA sequence from 84301 (Nhel) to 82180 (HindlIl) of B95/8 EBV
sequence data (P.J. Farell, “Epstein-Barr Virus Genome” in Advanced Viral Oncology;
edited by G. Klein;Ravens Press, Ltd.: New York 1989, pp103-132) and inserted to
Pvull site of pCEP4,a vector with CMVe/p. This BMLF] expression is now under the
control of CMVe/p.
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The functional BMLF1 expreasion segment was removed by digestion with Spel
and Nhel from this vector and a new expression vector was constructed. This resulting
plasmid pSS210 found in Figure 2. The Interleukin-2 nmtein (N88R) known as IL-2SA
(Patent application file No. W09960128, IL-2 Selective Agonists and Antagonists) was
used a3 a reporter gene.

Transfection

Stationary transfections were performed using the cells growing in anchorage
dependent mode. Logarithmically growing HKB11 cells (1.5 x10° cells) in 4 ml of fresh
medium with either 5 % FBS or without serum were seeded in one well of a 6-well
format tissue culture dish (Corning Inc., Corning, NY ) and allowed to attach on the
bottom of the plate for two or more hours in a humidified CO2 incubator at 37°C. A
cocktail (1 ml) consisting of 5 pug of DNA and 20 ul of DMRIE-C reagent (Life
Technologies, Rockville, MD) was prepared according to the mamufactarer’s protocol and
added to the well and mixed gently. Plates were incubated in the CO2 incubator.

Shaking transfections were performed using cells adapted to serum-free suspension
conditions. Logarithmically growing HKB11 cells (5x10 cells) in 4 ml of fresh medium
were mixed with one ml of the DNA/DMRIE-C complex as in the above stationary
transfection. This 5 ml of transfected cells in a 6-well format was incubated on a shaker
(90-100 rpm) in a mmidified CO,-incubater. Transfected cells were sub-cultured at 3 and
7 daya post transfection (dpt) by splitting either 1:4 or 1:5. The total culture volume was
increased from the initial transfection volume to 20 fold at 10 dpt. Tissue culture
supernatant was analyzed by an ELISA to determine secretion levels of proteins.

ELISA

For detection of IL-2SA, Dynatech Imnmilo-2 round bottom plates were coated
with 1 pg/mi purified anti-inman I -2 (PharMingen, San Diego, CA) fram rat using 0.1
M NaHCO, (pHS.2) buffer, incubated at 37°C for 3 hours in a humidified chamber,
washad with PBS/0.05% Tween 20 (Sigma P-1379, St Louis, MO) and blocked with
PBS/1% BSA for one hour at room temperature. Culture supernatants containing IL-2SA
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and a standard of purified IL-2SA (as a standard corve) were serially diluted with
PBS/1% BSA (50 pl/well) and incubated at room temperature for two hours. Captured
TL-2SA was detected using biotinylated mouse anti-human IL-2 (62.5 ng/ml; PharMingen,
San Diego, CA) followed by incubation with HRP-streptavidin (125 ng/ml; Zymed
Lsboratorics Inc. #43-4323, South San Francisco, CA). Betweea all incubations (a one
hour incubation each at room temperature), plates were washed with PBS/Tween 20.
Plates were developed using substrate solution tetramethylbenzidine (TMB; Kirkegaard &
Perry Laboratories, Inc. Product? 50-65-00 and 50-76-01, Gaithersburg, MD) and the
reaction was stopped with 1 N HC]. The optical density (OD) was measured st 450
nm/570 om using Molecular Device’s Vmax kinetic microplate reader (S/N 04514,
Sunnyvale, CA) and the Softmax program provided by Molecular Devices. The [L-2SA
concentration in the tissue culture supernatant was determined by comparing to the OD of
a standard curve of purified IL-2SA.

To measure human interleukin-4 (II.-4) secretion, assay was similar except mouse
anti human 14 antibody (PharMingen, Cat. #18651D, San Diego, CA) was used to coat
the plate, and biotinylated anti rat IL4 antibody (FPharMingen, Cat. #18502D, San Diego,
CA) was used as a detection antibody. Purified [L-4 molecule was used as a standard.

Mammalian cell expression vectors equipped with CMVe/p in pBR322 plasmid showed
relatively high level expression and secretion of between 1 ~ 20 ug/ml of heterologous
protein. However, some proteins had been very difficult to express, e.g. IL-2SA.
Therefore, we constructed various expression vectors equipped with different enhancing
clements, mainly transactivating proteins and the oriP element to maintain the transferred
plasmid as an episome. Either element alone showed a small level of increases (3-5 fold)
in transient transfection assays. We constructed two expression vectors, one with IL-2SA
in pCEP4 vector (pSS179) and other with the addition of
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TAT/TAR transactivating clements to the pSS179 (pSS185). Both 1L-2SA
expressing plasmid DNAs (pSS179 and pSS185) were digested with restriction enzymes
and the same amount of DNAS (5 ug cach) of both and uncut plasmids were transfected.
A small amount of both restriction enzyme digested DNAs was used to confirm the
amount of precipitated DNA to assure that same amounts and quality (to see 100 %
conversion to linear form) were used in each transfection. Transfections were performed
using stationary transfection method with medium supplemented with 5 %FBS.
Expression levels of each plasmid were analyzed the under assumption that the linear
form of plasmid abolishes oriP function, becanse lintcar DNA can not be replicated at this
condition, Although oriP end TAT/TAR have an enbancing effect, when evaluated
individually under the regulation of a CMV promoter, the increase is considerably low (3-
5 fold) in transient transfection assays.

As shown in Figure 3, the effects of oriP element (uncut pSS179) and TAT/TAR
transactivation {cut pSS185) on IL-2SA secretion were 2.7 and 6 fold, respectively,
higher than that from linear form of pSS179 at 3 dpt. The fold increases at 5 dpt was 5.6
and 10, respectively. However, the uncut pSS185 (intact TAT/TAR transactivation and
oriP function) showed unexpectedly higher levels (26 fold at 3 dpt and 34 fold at 5 dpt)
of [L-2SA secretion than that from cut pSS179.

We tested also other vector constructions consisting of same functional element. IL-2SA
expressing vectors pSC221 (TAT/TAR-dbfr), pSH201(TAT/TAR-oriP with EBNA1),
and pSS226(TAT/TAR-oriP w/o EBNA1) wexe used to transfect HKB11 and 293EBNA
cells to compare two host cells and to compare episomal vectors of TAT/TAR and
TAT/TAR-oriP. See Figure 1 for the physical maps of the expression vectors. As shown
in Table 1, the TAT/TAR-oriP effect (pSH201) over TAT/TAR (pSC221) was ~9-fold
higher in HKB11 cells and ~4-fold higher in 293HBNA cells at 3 dpt. This cffects was
gimilar as that (4.4-fold) we observed using episomal and linear pSS1835 (Figure 3).
293EBNA cells showed slightly lower secretion levels of JL-2SA than HKB11 cells,
bowever, it was clear that TAT/TAR-oriP vector can be used in other than HKB11 cells,
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here 293EBNA cells, for maximal protein production. We observed that TAT/TAR-oriP
vector equipped with EBNA1 gene was slightly better than withoutEBNA1 gene. It scems
that HKB11 and 293EBNA cells may not have enough EBNA1 protein to maintain
episomal vector.

We also tested other vector constructions consisting of the same functional
element. IL-2SA expressing vectors pSC221 (TAT/TAR-dhfr), pSH201(TAT/TAR-oriP
with EBNA1), and pSS226(TAT/TAR-oriP w/o EBNAL) were used (o transfect HKB11
and 293EBNA cells to compare two host cells and to compare episomal vectors of
TAT/TAR and TAT/TAR-oriP. See Figure 1 for the physical maps of the expression
vectors. As shown in Table 1, the TAT/TAR-oriP effect (pSH201) over TAT/TAR
(pSC221) was ~9-fold higher in HKB11 cells and ~4-fold higher in 293EBNA cells.
This effects were similar ( ~ 5-fold) to what we observed using episomal and linear
pSS185 (Figure 2). 293EBNA cells showed slightly lower secretion levels of IL-2SA than
HKB11 cells, however, it was clear that TAT/TAR-oriP synergistic effect was also
observed in 293EBNA cells aside from HKB11 cells, for maximal protein production. We
observed that TAT/TAR-oriP vector equipped with EBNA1 gene was slightly better than
withoutEBNA1 gene. It scems that HKB11 and 293EBNA cells may not have enough
EBNA1 protein to maintain episomal vector.

Table 1. Comparson of HKB11 and 293EBNA cells transfactad with TAT/TAR and
TAT/TAR-oriP veciors for IL-28A secretion In sarum-free medium at 3dpt.

Expraasion [HKB11 283EBNA

vector Titer }_|Foldincrease [Ttter (ug/mi) _[Fokd increesa
1 0.5 1 0.62 1

SH201 4.45] 8.9 2.56| 4.11

pS5226 2.98] 5.9] 2.27] 36

Note: Fold increase of IL-SA by TAT/TAR and TAT/TAR-oriP was calculated from by
assuming IL-2SA production from pSC221 as 1

10
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BMLF1 was originaily known as a promiscuous transactivator (Lieberman et al.,J Virol
60:140-148, 1986). Since then, this protein has been found to be post-transcriptional
transactivator (Kenney et al., J. Virol, 63:3870-3877, 1989), and most recently described
as a transactivator for intronless gene expression and as an inhibitor for intron linked gene
expression (Ruvolo ¢t al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 8852-8857). We tested the
BMLF] protein for transactivating function of mammalian gene expreszion (IL-2SA). The
IL-28A coding sequence without 5-IS inserted in downstream of CMVe/p of pSS210 is
pSS212. IL-2SA expressing coding sequence was modified by adding TAR sequence at
the S'end of IL-2SA (pSS213) and further modified by adding an intronic sequence (MIS)
at 5-end of IL-2SA of pSS213, resulting in vector pSS214. See Figure 2 for physical maps
of individual expression vector. Stationary transient transfection assays indicated that
BMLF]1 protein enhanced IL-2SA expression regardless of intron by 3-4 fold in HKB11
(Table 2) and by 10-20 fold in CHO cells (Table 3) using serum-containing medium.

Table 2. Compansonof[[fmpmducunncdpt)ﬁ'omm(mleeusmfectedmth
various I1.-2SA expressing vectors in serum-containing medinm

Expression |IL-2SA titers [Fold Increase
(ag/mi) _
Vectors Exp.| [Exp. i}l _|Exp. lll_|(Average)
pSS178 0.84 1.24 0.27| 1
pSS212 3 44 1.23 4
S213 2.76 4.16 0.81 3.2
S5214 248 3.1 1.1 3.2

Note: Fold increase of IL-2SA production by BMLF1 was calculated from the average of
three experiments by assuming IL-2SA production from pSS179 as 1.

As described in Figure 3, pSS212, pSS213, and pSS214 have [L-2SA expressing
segments equipped at 5° end of the molecule with intron-less, intron-less with TAR, and
TAR-MIS, respectively.

11
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Table 3. Comparison of IL-2SA production (3 dpt) from CHO cells transfected with
various IL-2SA expressing vectors in serum-containing medium.

Expression |[IL-2SA titers |Fold increase
Mml)
Vectors Exp. | [Exp. il [Exp. lll {(average)
S179 0.082] 0.058| 0.042 1
85212 0.275| 0.77 0.7 1.2
58213 0.23 0.88| 1.33 16.6
58214 0225 148] 152 215

Note: Fold increase and expreasion vectors are described in Table 2.

12
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To make larger amount of proteins, we tested these transactivating proteins in oirP
plasmid in prolonged cultre time post transfection up to 10 days. In this experiment, we
used a basic expression vector of IL-2SA (pSL160N), an IL-2SA expression vector
supplemented with TAT/TAR transactivating clements (pSC221), an IL-2SA expression
vector with oriP element alone (pSS225), and IL-2SA expression element with both
TAT/TAR transactivating elements and oriP element (pSS185). See Figure 1 for the
physical maps of the plasmid strocture. HKB11 cells adapted to serum-free suspension
condition were transfected under shaking transfection method as described earlier. The
transfected cells were sub-cultured using serum-free medium by splitting 4-5 fold twice at
3 dpt and 7 dpt through 10 days period post transfection. The total transfected culture
volume was increased by 20- 25 fold.

We observed that the oriP effect and TAT/TAR transactivation effects (Table 4)
were slightly different than the data shown in Figure 3, which might be explained by the
different plasmid states of linear form of oriP-plasmid DNA (e.g. lincarized pSS179 and
pSS5185) and plasmid structure without oriP element (e.g. pSLIGON and pSS221). For
cxample, a baseline expression vector of linear pSS179 was assumed to show the same
result with pSL160N and lincar pSS185 was assumed to be the same ag pSC22] becanse
of interrupted oriP function by linearizing the plasmid structure, However, the combined
effect of TAT/TAR and oriP function was similar. During this prolonged culture time, as
thown in Table 4, the increase seen in protein expression (IL-2SA titers) was maintained
without drastically decreased expression-levels. The total yield of IL-2SA production
from pSS185 (IL-2SA expressing vector with TAT/TAR and oriP elemnents) in the
prolonged transient transfection time (10 days) showed extremely high yield of the protein
(460.8 pg) from 5 g of transfected DNA with 5 x 10* starting cell mumber, while the
non-optimized expression vector (pSL160N) in 3 day-culture nsing the same amounts of

13

73



Do03260" £HhH85L960

Patent MSB-7270 7 }/

DNA and cells can harvest only 28.8 ug of the protein at 10 dpt and 1.4 pg of protein at
3 dpt using a standard expression vector.

Thig system was shown to be casily scaled up for the use of efficient production of
proteins, e.g. when 50x10° HXKB11 cells (S0 ml culture) were transfected with 50 pg of
pSS185, we could obtain approximately 5 mg of protein at 10 days post transfection with
a final culture volume of one liter. In our experience, we found that this effect is
proportional and that production of protein from 500 pg of DNA using shake flask was
approximately 100 fold more than what was found in a standard transfection using 5 pg
DNA in 6-well formst. This result of lager scale transfection indicates that we can save in
the cost of DNA preparation and transfection reagents using this prolonged scale up
transfection system when caompared to standard transfection system which use 20-25 fold
more initial materials (DNA, transfection reagent, and cclls).

As shown in Figure 4 and 5, BMLF] transactivator could not be utilized in a
prolonged transfection system, because the titers of IL-2SA and cell number decreased
drastically after 3 dpt and. The BMLF1 protein might be toxic, unltimately, to the BMLF1
expressing cells in the prolonged transient transfection mode.

Table 4. Comparison of IL-2SA production in a prolonged and scaled-up transient
transfection system using various expression vectors under serum-free condition.

Titer Total yields (ug)
(ng/mil)
Expression 3dpt |[7dpt |10dpt |[3dpt |[7dpt [10dpt
vectors
SL160N 0.28 0.36/ 0.36 14 7.2 28.8
55221 0.64 068, 074 3.2 13.6 58.2
pSS225 1.22 1.42 1.31 8.1 284 104.8
pSS185 508 7.29 5.76] 25! 1458 460.8

Note: Total yields indicate a multiplication of IL-2SA titers (ug/ml) by volume (ml).
PSL160N:  IL-2SA coding sequence in a dhfr vector
pSS221: TL-2SA coding sequence in a TAT/TAR vector
pSS225: IL-2SA coding sequence in an oriP vector
pSS185: TL-2SA coding sequence in 8 TAT/TAR-oriP vector.
Cells were split 1:4 at 3dpt and 1:5 at 7 dpt.

14
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IL-2SA expreasion from oriP vectors, pSS178 and pSS179 (see Figure 1 for physical -
maps of the plasmids), were tested and compared to [L-2SA expression from a
TAT/TAR-oriP vector, pSS18S, under the drug selection to obtain drug resistant cells for
larger scale protein production for even longer periods of time. HKB11 cells growing in &
shake flask under scrum-free condition were transfected with the three expression vectors
using 6-well format. Three days post transfection, transfected cells were inocnlated into a
shake flask, 2 x10° cells in 20 ml of serum (5 %) conteining medium supplemented with
100 ug/ml of hygromycin B (HygB). Cells were sub-cultured twice per week nsing this
same sclection media. Cells were centrifuged and resuspended in the same volume of
fresh medium in the first three passages. After this initial sclection phase, cell culture
were sub-cultured by maintaining cell density of 5x10” cells /ml. Titers of IL-2SA
production from each passage were measured by an ELISA. Four weeks post production
the IL-2SA productivity from pSS185 was maintained at higher titer than those from
pSS178 and pSS179 by over 10 fold (Figure 6). These resukts indicate that TAT/TAR
transactivating elements with oriP elements together (pSS185) under drug selection
system show much higher productivity when compared to IL-2SA productivity from oriP
vectors, pSS178 and pSS179.

Although the TAT/TAR-oriP expression vector showed unexpectedly high expression of
protein, the size of the vector is too large to use in high throughput cloning. Therefore,
we separated the expression vector into two functional groups. The main cloning vector
(5.9 kb) consists of CMVe/p, TAR, MIS, cloning site (Pvull) and polyA signal in an
oriP vector, pSS223. The TAT expressing oriP vector (8.7 kb) pSC186 plasmid was co-

15
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transfected plasmid. In transient transfiction assays for high throughput screening, we can
transfect 5 ug of pSS223 with the gene of interest and 1 pg of TAT expressing oriP
plasmid pSS186. As shown in Figure 7, we inserted the IL-2SA and IL-4 coding
sequences into Pvull cloning site of pSS223. The resulting plasmids are pSS240 and
pSS241, respectively. HKB11 cells were co-transfected with 5 pg of pSS240 or pSS241
and 1 ug of pSC186 in a shaking transfection mode under serum-free condition. We
observed a similar result of 3-5 fold increase in cotransfection assays (Table 5) as in
TAT/TAR-oriP vector (pSS185) over oriP vector (pSS22S) (Table 4). This result
indicates that the cotranafection method of the two functionally separated plasmids is
equivalent to the transfection of the single expression vector consisting of both TAT/TAR
anxi oriP elements.

Table 5. Comparison of protein production (ug/mil) from TAR-oriP vector to those from
the cotransfection with TAT-oriP vector

Single transfiection [Cotransfection with pSC186{Fold increase
IL-2SA (3dpt) 4.28 14.2 33
IL-2SA (6dpt) 3.07 15.9 5.1
IL4 (3dpt) 13.4 41.6] 3.1
IL-4 (6dpt) 11.6 37.2 3.2

Note: Fold increase was calculated from the cotransfection values over the values of
single transfection.

DISCUSSION

Heterologous proteins expressed by mammalian cells wsually have a better or more
desirable qualities for characterizing the proteins than proteins expressed from non-
mammalian cells and, thug, mammalian cells are preferred. However, the quantity of the
protein made by mammalian cell is usually amailer than other systems. To compensate the
above problems, we optimized a transient transfection system to produce “fast track”
protein production. Our results are based on many factors as follows:

16
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1. Optimized HKB11 cell host that was adapted to a serum-free mspension condition.

2. Shaking transfection methods using serum-free medium. In this method, we could use

a larger imitial cell density under optimal growth conditions, which can subsequently
produce more protein. In stationary transfections, more than 1.5 x10° cells per well
could not be used for transfection, because of the non-optimal prowth condition of
cells growing as a monolayer. Using monolayer cells (e.g. CHO cells) for
transfection, shaking conditions of transfected culture provided more protein secretion
(2-3 fold) over non-shaking conditions, for reasans not entirely clear.

3. Optimized expression vectors using the oriP element, which can maintain transferred
plasmid as episomes, and trangactivation elements, which can enhance protein

4. The most critical part and unexpected result of this improved transfection system were
the combination of oriP clement and TAT/TAR transactivation elements for protein
expression and such combination in a single vector or transfection system has not been

suggested in the prior art.

The experiment using CHO cells was not pursued intensively after obtaining the
ineffective data in TAT/TAR-oriP transactivation system and based on the following
published information. An oriP plasmid is not replicating efficiently (Yates et al., Nature
313:812-815, 1985 and Mizuguchi et al., FEBS lctt 472:173-178, 2000) in rodent cells
and CHO cell Incks cellular factors for TAT/TAR transactivation system (Alonso et al., J
Virol 66:4617-4621, 1992 and Wimmer et al., Virology 255:182-189, 1999).
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Given the above disclosure, it is though variations will now occur to those skilled in the
art. Accordingly, it is intended that the above exemples should be construed as
illustrative and that the scope of the inventions disclosed herein should be limited only by
the following claims.
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CLAIMS

/Ammnllimcellgmea:pre-ionveﬂnruymincluding a plurality of plasmids

and comprising:
a. an episomal maintenance system,
b. A strong promoter/enhancer,
c. A protein transactivation system, and
d. DNA coding for a heterologous protein.

The system of claim 1 wherein the episomal maintenance system comprises an
element oriP element and EBNA1 expressing gene.

The systam of claim 1 wherein the oriP element and EBNA1 expressing gene are on
the same plasmid.

The system of claim 1 wherein the oriP element and EBNA| expressing gene are on
separate plasmids.

The system of claim 1 wherein the oriP element on a plaamid and the EBNA1
protein in the host cells.

The system of ¢claim ] wherein the strong promoter/enhancer is CMV.

The system of claim 1 wherein the protein transactivation system includes both TAT
and TAR elements.

The system of claim 7 wherein the TAT and TAR. elements are on the same plasmid.

The system of claim 7 where the TAT and TAR elements are on separate plagmids.
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The system of claim 7 wherein TAR element is on a plasmid and TAT element is in
the expressing cells.

The system of claim 1 wherein the protein transactivation system includes BMLF]
protein.

The system of claim 11 wherein the BMLF]1 gene is on the same plasmid.

The system of claim 11 wherein the BMLF1 gene in on a separate plasmid.

The system of claim 11 wherein the BMLF1 protein is expressed in the cells.

The expression vector system of claim 1 wherein the heterologous protein is
sclected from the group congisting of [L-2SA and IL.4R.

The system of claim | wherein the mammalian cell line is from a primate.

A mammalian cell line comprising the mammalian gene expression vector gystem of
clajm 1.

The marmmalian cell line of claim 17 wherein the cell line is HKB11.

The mammalian cell line of claim 17 where in the cell line is 293EBNA.

The mammalian cell line of claim 17 where the cell line is a 293 cell line.

A method of expresaing a heterologous protein using a cell line of claim 1.
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ABSTRACT

A mammalian cell gene expression vector system comprising () an episomal maintenance
system (b), a strong promoter/enhancer, (c) a protein transactivation system and (d) DNA
coding for a heterologous protein. The epivomal maintenance and protein transactivation
systems can include sub-clements located on the same or different plasmids within the cell
expresgion system.

g/



o

o

Page 1 of 1

DECLARATION FOR PATENT APPLICATION
Aa a below named inventor, | hereby deciare that:
My reskience, post office address and clitrenship are as atatad balow next fo my name.
) balleve | am tha original, first and aoie Inventor (if only one name is Bstad bejow) or en original, first and joint lnventor (f phural

names are fistad below) of the subjact matter which Is claimed and for which a patent ia souglt on the Invantion antitlad
ENHANCED TRANSFECTION SYSTEM the specification of which

MSB-7270

Is sttached hereto uniess the following box is checkad:
O wasfledon as Unitad States Applicetion Number or PCT Intemational Application
Numbaer and was amended on _(if applicabils).

| haraby stals thet | have reviewad and undarstand the contents of tha above ldanfifiad apecification, including the claims, as
amended by any amendmesnt refermed to sbove.
| acknowledge the duty 1o disclose Information which is material to patertabiitty ss defined in Title 37, Code of Federal

Imudrr?hldgnprhlﬂyh-ndhumlarmas Unhdﬂnh.(:od..iﬂﬂdanybrnbnapplhdhn(s)brmbﬂor
inventor's certificats Reted below and have atso identifled below any foreign appBcation for patent or invantor's certificats
having a filing dats before that of the application an which priority Is clalmed.

Application(s) Priority Claimed
O Yes OMNo
O\ (amben) {Countey) (DwyMorvYear Fiad)
h OYas ONe
Ry ) (Cowntry) (Omydonth/Year Fied)
—i1 O Yes ONo
0 (Number) ({Couniry) (Dayicnih/Year Flod)

ciaim the benefit under Tils 35, United Statea Code, § 120 of any United States application(s) Usted below and, insofar
subject matter of each of the clalms of this application is not disclosed In the prior Unliad Staies epplication in the manner
pwldudbyhﬂmnpholﬂuaas, United States Coda, § 112, | acknowledge the duty to disciose Information which Is
patentablfity es definad in Tite 37, Coda of Fedaral Regulstions, § 1.580 which bacame avaliable between the filing date
pdnrlppﬂuthnmdhmﬂundeCThhnnﬂonalmdadehawnuﬂm

Eg {Appication Number) {FEng Data) {Btalug - patented, panding, shandonsd)
ﬂ= (Appication Nuviber) (Fing Dals) (Status - pytenind, panding, sbandoned)

| hereby appoint the following attomay(s) and/or agent(s) fo prosacute thiv appication and {0 trensact all business In the
Patent and Tredamark Office connectad therewith: Jemes A. Giblin, Reg. No. 25, 772

Maliasa A. Shaw, Reg. No. 38,301

Addross all telephonecalisto _JamasA Ghlln st telephone number ___ (510) T05-7810
Addrass afl comespondencato _lamas A Giblin

~800 Dwight Way

-Barkelgy, CA 94701

1 hareby declare that all stataments made hareln of my own knowledge are true and that all staternants made on information and
ballef are balleved to be true; and lurther that theso statemants were made with the imowiadge that willful false sisternents and the
ke s0 made are pimishable by fine or imprisonment, or both, under Section 1001 of Title 18 of the Unltad States Code and that
such wiliful false atetaments may jaopandlirs the validity of the application or eny patent lssusd thereon.

Full nama of sole or first r {given famfly —Myung-tam Cha
lmsmm_%ﬂm_m
Residence _Pinnla, Calfornia Chizanship

Post Office Address _ 3258 Ramana Street

—~Fingla, Caliomia R4584

Full name of sscond joint inventoy Iif iven fomly —Haiana Yan
Smndmmnwpnllhm 5 neme) Date __9/28/00
Reskience Ciitzenship_ US A,
Post Office Address .__ 154 Viaona Simnt

112

—2San Emndacg, California 84
o Additional Inventors are baing named on sepamiuly numbered sheets attached hereln,

(2-92) ) Petent and Trademark Offics; U.8. DEPARTMENT OF COMMENCE



Qos2ad" LHhBSL960

pSS8179 ™™
10880 bps ™
EBNA1 THp

Figure 1-1

EBNA1

Patent MSB-7270

pSS178 ™m
10852 bps ™"
m .

&3



NO08260" LHESLBET

pSH201 ™

g 12218 bps

Figure1-2

hph
™

Patent MSB-7270

7314 bps y

7



QO08260" £HE85£L960

¥ owep PSS213 ™R
11130bps ™

Patent MSB-7270

§ owep pSS212 XA

11046 bps



08260 LhE8SL960

Patent MSB-7270

= |
0__=_ .

O 3dpt
H 5dpt
TAT/TAR + orP effact
—>
TAT/TAR effect
oriP effect

pSS179 pSS179
(linear) (episomal)

Ll

pSS185 pSS18S
(linear) (cpisomal)




OGEBC60" L hESLTSE0D

Patent MSB-7270
3.5 -
= 3
£25 = M pSS179
g 2 COOpSS212
Eis HpSS213
8 1 M pSS214
=
0.5 1
0 T T l t
3dpt Add 4dpd 7dpd 11dpd
HygB
Figure 4
= OpSS17
14
512 Opsoi2
HpSs213
‘E 08 HpSS214
= 0.6
é 0.4
=1 0.2
' l:l-__l.__'_=—__
6dpt 7 dpt

7



O0B8E60" LhBSLS60

Patent MSB-7270

IL-2SA (ug/ml)

-+ ~9— pSS179 (oriF)

—=—pSS178 (Tar-oriP)

—o—pSS185 (Tat/Tar-oriP)

AN,

WAWAY
A\VARVARY
[ v

/J\_/

1234567
Passages

L L L] ¥

8 91011121314 1516




COBE60" LHEBSL360

Patent MSB-7270

37



TRADUCCION
( EMBLEMA )

ESTADOS UNIDOS DE AMERIC

A POND

DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS
Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

17 de agosto, 2001

SE CERTIFICA QUE SE ADJUNTA A LA PRESENTE UNA COPIA FIEL DE
LOS REGISTROS DE LA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS
ESTADOS UNIDOS DE LOS DOCUMENTOS DE LA SOLICITUD DE
PATENTE IDENTIFICADA DEBAJO QUE REUNE LOS REQUISITOS PARA
QUE SE LE OTORGUE UNA FECHA DE PRESENTACION SEGUN LO
PREVISTO EN EL ARTICULO 35 “USC” (CODIGO DE LOS ESTADOS
UNIDOS DE NORTEAMERICA) 111.

¢

NUMERO DE SOLICITUD: 09/675.847  ~

FECHA DE PRESENTACION: 28 de Setiembre del 2000

(Aparece una oblea dorada que reza:) Oficina de Patentes y Marcas. Estados Unidos
de América.

Por autorizacion del

COMISARIO DE PATENTES Y MARCAS
(Aparece una firma ilegible debajo de la cual se
lee:} E. BORNETT

Funcionario Certificante



SOLICITUD DE LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

THtulo: Técnica de Transfeccion Intensificada

Inventores: Myung-Sam Cho y Helena Yee

4



7z

Patente MSB-7270

[En el costado izquierdo de todas las paginas dice: 09675847.092800 (28 de
setiembre del 2000)]

Campo: Esta invencion se refiere en general a una mejora de los sistemas
de expresion en células de mamiferos y se relaciona en especial con un sistema
vector de expresion génica en células de mamiferos que incluye un sistema de .
mantenimiento episomal, un fuerte promotor / intensificador, un complejo de
transactivacion de proteinas y un ADN que codifica para una proteina heterc_':loga.

Antecedentes: Bien se sabe que diversas células huésped, tales como las
células microbianas, células de levadura, células de insectos y células de
mamiferos son capaces de producir pequefias cantidades (cantidades en
miligramos) de protelnas especilficas en periodos de tiempo relativamente cortos.
Se sabe también que las protelnas procedentes de diferentes sistemas de células
huésped genéticamente modificadas generan proteinas con diferentes perfiles de
glicosilacién, dependiendo de Ila célula empleada. Para aplicaciones
farmacéuticas, en algunos casos es conveniente producir proteinas que tengan
perfiles de glicosilacién similares a los encontrados en los humanos. Esto se logra
habitualmente utilizando un sistema celular de mamifero, ya que dichos sistemas
producen proteinas con glicosilaciones compatibles con aplicaciones clinicas. La
desventaja de emplear células de mamiferos es que tipicamente requieren un
perfodo de tiempo mas prolongado para pro&ucir una cantidad equivalente de
proteina. Por consiguiente, serla muy ventajoso contar con un sistema de
expresion en células de mamifero genéticamente modificadas (para expresar
proteinas heterdlogas) que puedan expresar cantidades mayores de la proteina
en periodos de tiempo méas breves.

Se sabe que se pueden introducir diversos elementos de mantenimiento
episomal en un vector de un sistema de expresién génica, a fin de garantizar la

replicacién. También se sabe que los sistemas genéticamente modificados
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pueden incluir potentes sistemas de promotores/intensificadores, y en muchos
casos se debe hacerlo. Ademas, se sabe que las lIneas celulares genéticamente
modificadas pueden incluir sistemas de transfeccion de protainas para intensificar
la expresion de proteinas de un ADN que codifica para una proteina heteréloga
que también se incorpora al sistema. En el marco de dichos antecedentes, no
tenemos conocimiento alguno de intentos o sugerencias'de incorporar los cuatro
elementos o sistemas antes mencionados en un sistema de expresidn Unico en
células de mamiferos de manera que estén presentes las ventajas combinadas
de todos los elementos en un solo sistema efectivo que exprese proteinas
heterblogas. Para sorpresa nuestra, cuando se efectué la mencionada
combinacion utilizando las técnicas descriptas a continuacién, encontramos lo que
parece ser un efecto sinérgico sobre la expresién de protelnas. A continuacién se
describen ejemplos representativos de dos protelnas heterélogas (a las que se

designa IL-2SA e IL-4SA).

SINTESIS DE LA INVENCION

Nuestro sistema vector de expresi@n génica en células de mamiferos
comprende:

(a) un sistema de mantenimiento episomal;

(b) un fuerte promotor / intensificador :

(c) un complejo de transactivacion de proteinas y

(d) ADN que codifica para la proteina heteréloga.

El sistema de mantenimiento episomal y el complejo de transactivacion de
proteinas pueden incluir subelementos que estdn situados en los mismos o
diferentes plasmidos dentro del sistema de expresion en células de mamiferos. En
una técnica preferida, el sistema de mantenimiento episomal estd compuesto por

un.elemento oriP y un gen que expresa EBNA1. Un fuerte promotor/intensificador
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es CMV y el complejo de transactivacion de proteinas preferido incluye tanto a los
elementos TAT como TAR. Una secuencia codificadora de ADN preferida para la
proteina heterdloga incluye ADN que codifica para sustancias (a las que se
describe mas adelante en forma mas detallada) conocidas como IL-25A e IL-4SA.
Una linea celular de mamifero preferida procede de un primate, si bien se pueden
utilizar otras lineas celulares de mamiferos. Se ha de tener en cuenta, sin
embargo, que las lineas celulares preferidas no deben ser de roedores por las
razones expuestas mas adelante.

Los componentes empleados para demostrar nuestros sistemas son los
que se describen a continuacién:

1. Se suplementd un vector de expresion basado en pBR322 con el
elemento intensificador/ promotor CMV (descripto en la patente de los Estados
Unidos No: 5.854.021).

2. Los elementos EBNA1 y oriP, que pueden sostener el mantenimiento del
plasmido ADN como estructura episomal (Yates y otros, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 81: 3806-3810 y la patente de los Estados Unidos No: 4.686.186) fueron
agregados al vector de expresién antes mencionado.

3. Los elementos TAT (gen transactivador) y TAR (secuencia de respuesta
transactivadora), que pueden sostener la funcién transactivadora de la proteina
TAT (descripta en la patente de los Estados linidos No: 5.801.0566), designados
en este documento como elementos TAT/TAR, fueron agregados al vector de
expresidn para dar origen a un vector de expresidén oriP con los elementos
TAT/TAR.

4. Se insertd en el vector BMLF1 (Lieberman y otros, J Virol 60: 140-148,
1986, Kenney y otros, J Virol 63: 3870-3877, 1989 y Ruvolo y otros, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 95: 8852-8857) originado a partir del virus de Epstein-Barr.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las Figuras 1-1 y 1-2 ilustran mapas fisicos de los vectores de expresién
de la muteina de Interleuquina-2 (designada IL.-2SA) necesarios para el astudio
de transfeccion de la optimizacién de los vectores de expresidn, que incluyo a los
elementos oriP y TAT/TAR.

La Figura 2 ilustra mapas fisicos de los vectores de expresion para el
estudio de transfeccion del efecto de transactivacion de BMLF.

La Figura 3 es un grafico que ilustra la intensificaciéon de la secrecion de -
2SA en ensayos de transfeccion transitoria utilizados para identificar y comparar
el efecto de oriP, el efecto de transactivacién de TAT/TAR y los efectos de
transactivacion de TAT/TAR mas oriP. Noétese que adoptamos el pSS179
linealizado como linea de base del nivel de expresion de IL-2SA puesto que se
debe abolir la funcién de oriP tras la linealizacién mediante el uso de una enzima .
de restriccién y lo mismo ocurre con el pSS185 linealizado.

La Figura 4 ilustra los efectos de la transactivacién de BMLF1 sobre la
secrecion de IL-2SA de células CHO en un tiempo de cultivo prolongado. A 3 dpt,
se tratd a las células con tripsina y se las sembré con el mismo nimero de células
en un pocillo con medio fresco suplementado con SFB al 5 %. Los niveles de
secrecion de IL-2SA originados en células D‘HO transfectadas con pSS179 se
mantuvieron igualmente de 4-7 dpt con los de'.3 dpt. Sin embargo, ios niveles de
expresion de las células CHO transfectadas con pSS212, 213 y 214 al cabo de 4
dpt no exhibieron efecto intensificado sobre la actividad de transfeccion de BMLF1
que se puso de manifiesto a los 3 dpt.

La Figura 5 ilustra los efectos de transactivacién de BMLF1 sobre la
secrecion de IL-2SA de células HKB11 en un tiempo de cultivo prolongado bajo la
selecciéon de farmacos. Los efectos de transactivacion de BMLF1 vistos a los 3

dpt, de células HKB11 transfectadas con pSS5212, 213 y 214 fueron anulados
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después de agregar HygB, si bien el efecto de TAT/TAR se mantuvo bajo la
seleccion de farmacos como se ilustra en la Figura 6.

La Figura 6 ilustra los efectos de transactivacion de TAT/TAR sobre la
secrecion de IL-2SA de células HKB11 bajo [a seleccion de higromicina B. Las
células transfectadas se mantuvieron de acuerdo con lo descripto en el texto.

La Figura 7 ilustra mapas flsicos de los vectores de expresién utilizados

para el estudio de cotransfeccién para la expresion de alto rendimiento.

REALIZACIONES ESPECIFICAS
Materiales y Métodos

Células
Células de rifibn embrionario humano (293) (ATCC CRL-1573)

293EBNA (células 293 que expresan EBNA 1) obtenidas de Invitrogen
(Carisbad, CA).

Células CHO (Ovario de Hamster de China) dihidrofolato reductasa (dhfr)-
negativas, que fueron obtenidas de Genentech Inc.

HKB11 (ATCC, CRL-12568) es una linea celular hibrida somética humana
(Solicitud de patente de los Estados Unidos No: No. 09/209.920) derivada de
fusiones celulares de células de rifién embn‘opaﬁo humano (293S) y células de

origen de linfoma de Burkitt (P3HR-1).

Construccion Plasmidos

La IL-2SA es una muteina de IL-2 que tiene una sola sustitucion de
aminoacidos (N88R), de acuerdo con lo descripto en WO 89/60128. A
continuaciéon se presenta una breve descripcion de los vectores de expresion

individuales de las Figuras 1-1 y 1-2.
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pSL160N: se insertdé una secuencia codificadora de IL-2SA en el sitio Pvull
de pSM97 y se lo modific6 ademas mediante la adicién del elementc HSAG1
(fragmento EcoRI y Xbal; 1447 pb) descripto por McArthur y Stanners (J Biol
Chem 266: 6000-6005, 1991) en el sitio Spel de pSM97 y EBV-TR (Cho y otros,
solicitud de patente de los Estados Unidos No: 98/209.915) en el sitio Nael de
pSM97.

pSS179: se insertd una secuencia codificadora de IL-2SA en el sitio
BamHi/Xhoi de pCEP4.

pSS178: el elemento TAR (82 pb) esta situado en linea de entrada de
pSS179 con respecto a [L-2SA.

pSS185: Se inserté un elemento funcional TAT descripto en la construccion
del plasmido en el sitio Nrul (sitioc en linea de entrada del promotor TK) de
pSS178.

pSH201: Una secuencia intrénica, MIS (~270 pb) estaba ubicada en el
extremo 3' de la secuencia TAR (Notl/Hindlll) de pSS185.

pSC221: Se omitié el elemento HSAG de pSL160N y el elemento TAR
estaba situado en el extremo 3' de CMVe/p y en el extremo 5' de MIS.

pSS225: Se escindid EBNA1 y TAT funcional, asi como los segmentos de
alta expresion de hph de pSH201.

pS5226: Se insertd un elemento de i;xpresic'm de TAT funcional en el
extremo 5' del gen amp-r de pS$5225.

La descripcion del vector de expresion individual de la Figura 2 es la
siguiente:

pSS210: el plasmido oriP que expresa BMLF1 y bph fue descripto en la
saccidn de construccién de plasmidos.

pSS212: la secuencia codificadora de IL-2SA estaba situada en el extremo

3'de CMVc/p con respecto a pSS210,
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pSS213:; Un elemento TAR esta situado en el extremo 3' de IL-2SA con
respecto a pSS212.

pSS214: Se agrega ademas una secuencia intrénica, MIS, en el extremo &'
de IL-2SA con respecto a pSS213.

A continuacién se presenta una breve descripcion de la estructura de los
plasmidos individuales de la Figura 7:

pSS223: Este plasmido es basicamente igual a pSS225, aunque carece de
la secuencia codificadora de II-2SA.

pSC186: Habia una secuencia codificadora de TAT situada en el extremo
3" de CMVe/p con respecto a pCEP4 y se suprimié el segmento funcional de
expresion de hph.

pSS240: se insertd la secuencia codificadora de IL-2SA en el sitio Pwull de
pSS223.

pSS241: Se insertd la secuencia codificadora de IL-4 en el sitio Pvull de
pSS223. '

El vector de expresién en células de mamifero a base de pBR322 con
expresién de un gen funcional dhfr (pSM97; Cho y otros, patente de los Estados
Unidos No: 5.854.021). El vector pCEP4, que consistia en oriP, EBNA1 y la
expresion del gen funcional hph basado en pBR322 fueron obtenidos de
Invitrogen (Carlsbad, CA). \

Se prepararon ochenta y dos pares de bases del elemento TAR por PCR
utilizando pBennCAT (Gendelman H.E. y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:
9759-9763, 1986) como patrdn. Se prepararon dos cebadores agregando el sitio
Kpnl en el extremo 50 de TAR vy el sitio Hindlll en el extremo 3' de TAR. El
producto de PCR asi obtenido fue digerido con Hindlll y Kpnl e insertado en
pCEP4 después de la digestién de pCEP4 con Kpnl y Hindlll. El segmento de
expresion del gen funcional TAT fue preparado a partir de pSVTAT (Peterlin BM y
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otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 0734-9738, 1986) digiriéndolo con BamHlI
(modificado con el fragmento Klenow) y Hpal.

Este fragmento fue insertado en pSVaneo después de la digestion con
Pwvull y Hpal. Este segmento de expresion funcional de TAT puede ser faciimente
escindido mediante la digestién con Pvull y BamHI para insertarlo en cualquier
otro vector de expresion, como se ilustra en la Figura 1 (pSS185 y pSC221). La
secuencia codificadora de BMLF1 y el 4rea de seiial de poliA fueron preparados a
partir de B95-8 EBV que abarcaba la secuencia de ADN desde 84301 (Nhel) a
82180 -(Hindlll) de los datos de secuencia de B95/8 EBV (P.J. Farrell, "Epstein-
Barr Virus Genome” en Advanced Viral Oncology: editado por G. Klein; Ravens
Press, Lid., Nueva York 1989, pag. 103-132) e insertados en el sitio Pwull de
pCEP4, un vector con CMV/e/p. Esta expresion de BMLF1 esta ahora bajo el
control de CMVe/p.

Se elimind de este vector el segmento de expresion funcional de BMLF1
mediante digestién con Spel y Nhel y se construyd un nuevo vector de expresion.
Este plasmido obtenido, pSS210, se encuentra en la Figura 2. Se utilizé a muteina
de Interleuquina-2 (N88R) conocida como IL-2SA (solicitud de patente Acta No.
WO09960128, IL-2 Selective Agonists and Antagonisis).como gen reportero.

Transfeccion
Se ejecutaron transfecciones estacionarias utilizando las células en cultivo

de modo dependiente del anclaje. Se sembraron células HKB11 en crecimiento
logaritmico (1,5 x 10° células) en 4 ml de medio fresco con SFB al 5 % o sin
suero, en un pocillo de una placa de cultivo de tejidos con formato de 6 pocillos
(Corning Inc., Coming, NY) y se lo dejé adherir al fondo de la placa por espacio de
dos o0 mas horas en un incubador humedecido con CO2 a 37°C. Se prepard un

‘cocktail (1 ml) que consistia en 5 pg de ADN y 20 ul de reactivo DMRIE-C (Life
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Technologies, Rockville, MD) de acuerdo con el protocolo del fabricante y se lo
agreg6 al pocillo y se mezclé suavemente. Las placas fueron incubadas en el
incubador con CO2.

Se llevaron a cabo transfecciones con agitacién utilizando las células
adaptadas a las condiciones de suspension sin suero. Se mezclaron células
HKB11 en crecimiento logaritmico (5 x 10° células) en 4 ml de medio fresco con
un ml del complejo ADN/DMRIE-C al igual que en la transfeccion estacionaria
anterior. Estos 5 ml de células transfectadas en un formato de 6 pocillos fueron
incubados en un agitador (90-100 rpm) en un incubador con CO; humedecido.
La-s células transfectadas fueron subcultivadas a 3 y 7 dias después de la
transfeccion (dpt) dividiéndolas 1:4 o bien 1:5. El volumen de cultivo total fue
incrementado desde el volumen de transfeccion inicial a 20 veces a los 10 dpt. Se
analizé el sobrenadante del cultivo tisular mediante un ELISA para determinar los

niveles de secrecion de proteinas.

ELISA
Para la deteccion de IL-2SA, se revistieron placas de fondo redondo

Dynatech Immulo-2 con 1 pg/ml de IL-2 antihumana purificada (PharMingen, San
Diego, CA) de rata utilizando buffer de NaHCO; 0,1 M (pH 8,2), incubado a 37°C
por espacio de 3 horas en una camara humec;ecida, se las iavd con PBS/Tween
20 al 0,05 1% (Sigma P-1379, St. Louis, MO) y se las bloqueé con PBS/BSA al 1
% durante una hora a temperatura ambiente. Los sobrenadantes del cultivo, que
contenian |IL-2SA y un patrén de IL-2SA purificada (como curva standard) fueron
diluidos en serie con PBS/ BSA al 1 % (50 ul/pocilio) e incubados a temperatura
ambiente por espacio de dos horas. Se detectd la IL-2SA capturado utilizando IL-2
biotinilada de ratén (62,5 ng/mi; PharMingen, San Diego, CA) seguida por
incubacién con HRP-estreptavidina (125 ng/ml; Zymed Laboratories inc. #43-



o/

Patente MSB-7270

4323, San Francisco Sur, CA). Entre todas las incubaciones (una incubacion de
una hora cada una a temperatura ambiente), las placas fueron lavadas con
PBS/Tween 20. Las placas fueron reveladas utilizando soluciones sustrato de
tetrametilbencidina (TMB; Kirkegaard & Perry Laboratories, inc. Producto # 50-65-
00 y 50-76-01, Gaithersburg, MD) y la reaccidon fue detenida con HCI 1 N. Se
midié la densidad éptica (DO) a 450 nm/570 nm utilizando un lector cinetico de
microplacas Vmax de Molecular Devices (S/N 04514, Sunnyvale, CA) y el
programa Softmax provisto por Molecular Devices. La concentracion de IL-2SA en
el sobrenadante de cultivo tisular se determind comparando con [a DO de una
curva standard de IL-2SA purificada.

Para medir la secrecion de intereuquina-4 humana (IL-4), el ensayo fue
similar, excepto que se utilizé el anticuerpo de IL4 antihumana de ratdn
(PharMingen, Cat. #18651D, San Diego, CA) para revestir la placa, y se utiliz6 el
anticusrpo de IL-4 biotinilada antirrata (PharMingen, Cat #18502D, San Diego,
CA) como anticuerpo de deteccién. Se utilizdé la molécula de IL-4 purificada como

patron.

EJEMPLO 1

Expresign de proteinas en_ ensayos de transfecciéon transitoria utilizando los
vectores de expresién TAT/TAR-ariP

Los vectores de expresion en células de mamiferos equipados con CMV3/p
en el plasmido pBR322 exhibieron un nivel de expresion relativamente elevado y
secrecién de entre 1 — 20 ug/ml de proteina heteréloga. Sin embargo, algunas
proteinas habian sido muy dificiles de expresar, por ejemplo IL-2SA. Por lo tanto,
construimos diversos vectores de expresion equipados con diferentes elementos
intensificadores, fundamentalmente proteinas transactivadoras y el elemento oriP

para mantener el plasmido transferido como episoma. Cualquiera de estos

10
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elementos por si solo exhibié un pequefio nivel de aumento (3-5 veces) en
ensayos de transfeccion transitoria. Construimos dos vectores de expresidn, uno
con IL-2SA en el vector pCEP4 (pSS179) y otro con la adicién de elementos
transactivadores TAT/TAR a pSS179 (pSS185). Ambos plasmidos ADN que
expresan {L-2SA (pSS179 y pSS185) fueron digeridos con enzimas de restriccion
y se transfectdé la misma cantidad de ADN (5 ug de cada uno) de ambos
plasmidos sin cortar. Se utilizd una pequena cantidad de ambos ADN digeridos
con enzimas de restriccion para confirmar la cantidad de ADN precipitado para
garantizar las mismas cantidades y calidad (para ver el 100 % de conversién a la
forma lineal) en cada transfeccion. Las transfecciones fueron ejecutadas
utilizando el método de transfeccion estacionario con medio suplementado con
SFB al 5 %. Se analizaron los niveles de expresion de cada plasmido bajo la
presuncion de que la forma lineal del plasmido anula la funcién de onP, puesto
que el ADN lineal no puede ser replicado en estas condiciones. Si bien oriP y
TAT/TAR tienen un efecto intensificador, cuando se los evallia individualmente
bajo la regulacién de un promotor CMV, el aumento es considerablemente bajo
(3-5 veces) en los ensayos de transfeccién transitoria.

Como se ilustra en la figura 3, los efectos del elemento oriP (pSS179 sin
cortar) y la transactivacién con TAT/TAR (pSS18.5 cortado) sobre la secrecion de
IL-2SA fueron 2,7 y 6 veces mas altos, respeci}vamente. que ol de la forma lineal
de pSS179 a los 3 dpt. Los aumentos multiplicadores a los 5 dpt fueron de 5,6 y
10, respectivamente. Sin embargo, el pSS185 sin cortar (transactivacion con
TAT/TAR intacto y funcion de oriP) exhibid niveles asombrosamente mas
elevados (26 veces a los 3 dpt y 34 veces a los 5 dpt) de secrecidn de IL-2SA
que los de pSS179 sin cortar.

Analizamos también otras construcciones de vectores que consistian en el

mismo elemento funcional. Se utilizaron vectores que expresan IL-2SA pSC221

11
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(TAT/TAR-dhfr), pSH201 (TAT/TAR-oriP con EBNA1) y pSS226(TAT/TAR-oriP sin
EBNA1) para transfectar células HKB11 y 293EBNA a fin de comparar las dos
células huésped y comparar los vectores episomales de TAT/TAR y TAT/TAR-
oriP. Referirse a la Figura 1 para ver mapas fisicos de los vectores de expresion.
Como se ilustra en la Tabla 1, el efecto de TAT/TAR-oriP (pSH201) sobre
TAT/TAR (pSC221) fue ~ 9 veces mayor en las células HK.B11 y ~ 4 veces mas
elevado en las células 293EBNA a los 3 dpt. Estos efectos fueron similares a los
observados (4,4 veces) utilizando pSS185 episomal y lineal (Figura 3). Las células
293EBNA exhibieron niveles de secrecion de IL-2SA ligeramente inferiores a los
de las células HKB11; sin embargo, resulté evidente que se puede utilizar el
vector TAT/TAR-oriP en otras células aparte de las HKB11, en este caso células
293EBNA, para ia produccion maxima de proteinas. Observamos que el vector
TAT/TAR-oriP equipado con el gen EBNA1 era ligeramente mejor que sin el gen
EBNA1. Parece que las células HKB11 y 293EBNA pueden no tener suficientes
proteinas EBNA1 para mantener el vector episomal.

También analizamos otras construcciones vector que consisten en el
mismo elemento funcional. Se utilizaron los vectores de expresién de IL-2SA
pSC221 (TAT/TAR.dhfr), péH201 (TAT/TAR-oriP con EBNA1) y pSS226
(TAT/TAR-oriP sin EBNA1) para transfectar células HKB11 y 293EBNA a fin de
comparar dos células huésped y comparar los i;ectores episomales de TAT/TAR y
TAT/TAR-oriP. Referirse a la Figura 1 para ver mapas fisicos de los vectores de
expresién. Como se ilustra en la Tabla 1, el efecto de TAT/TAR-oriP (pSH201)
sobre TAT/TAR (pSC221) fue ~9 veces mas elevado en las células HKB11 y ~ 4
veces mayor en las células 293EBNA. Estos efectos fueron similares (~ 5 veces)
al que observamos utilizando pSS185 episomal y lineal (Figura 2). Las células
293EBNA exhibieron niveles de secrecion de IL-2SA ligeramente inferiores a los

de.las células HKB11, sin embargo, fue evidente que también se observaba el

12
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efecto sinérgico de TAT/TAR-oriP en las células 293EBNA aparte de las células
HKB11, para la produccién maxima de la proteina. Observamos que el vector
TATI/TAR-oriP equipado con el gen EBNA1 era algo mejor que sin el gen EBNA1.
Parece que las células HKB11 y 293EBNA pueden no tener suficiente proteina

EBNA1 para mantener el vector episomal.

Tabla 1. Comparacién de las células HKB11 y 293EBNA transfectadas con los
vectores TAT/TAR y TAT/TAR-oriP para la secrecién de IL-2SA en medio sin

suero a los 3 dpt.

Vector de |HKB11 293EBNA

Expresion

pSC221 0.5 1 0,62 1
pSH201 4,45 8,9 2,55 4,11
pSS226 2,98 5,9 2,27 3,6

Nota: Se calculd el aumento de IL-SA por medio de TAT/TAR y TAT/TAR-oriP
presumiendo una produccién de |L-2SA a partir de pSC221 de 1.

EJEMPLO 2
xpresion Proteina en E de t qsfe i6n _transitoria utilizando |
vectores de expresién BMLF1-oriP '

En un principio se conocié a BMLF1 como un transactivador promiscuo
(Lieberman y otros, J Virol 60: 140-148, 1986). Desde entonces, se ha encontrado
que esta proteina era un transactivador posterior a la transcripcion (Kenney y
otros, J. Virol, 63: 3870-3877, 1989) y muy recientemente se lo describié como
transactivad.or para la expresidn génica sin intrones y como inhibidor de la
expresion génica vinculada con los intrones (Ruvolo y otros, Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 95; 8852-8857). Analizamos la proteina BMLF1 en cuanto a la funcién de

13




-y

Patente MSB-7270

transactivacion de la expresidn génica en mamiferos (IL-2SA). La secuencia
codificadora de IL-2SA sin 5'-IS insertado en linea de salida de CMVe/p con
respecto a pSS210 es pSS212. La secuencia codificadora de IL-2SA fue
modificada agregando la secuencia TAR en el extremo 5' de IL-2SA (pSS213) y
fue modificada también agregando una secuencia intrénica (MIS) en el extremo 5
de IL-2SA con respecto a pSS13, dando origen al vector pSS214. Ver la Figura 2
para encontrar mapas fisicos del vector de expresion individual. Los ensayos de
transfeccion transitoria estacionaria indicaron que la proteina bMLF1 intensificaba
la expresion de IL-2SA independientemente de los intrones en 3-4 veces en las
células HKB11 (Tabla 2) y en 10-20 veces en las células CHO (Tabla 3) utilizando

medio con contenido de suero.

Tabla 2. Comparacion de la produccién de IL-2SA (3 dpt) a partir de células
HKB11 transfectadas con diversos vectores de expresién de IL-2SA en medio con

contenido de suero.

Vectores de | Titulos de IL-28A (ug/ml) Veces de

expresion Exp. 1 Exp. Il Exp. Il aumento
(promedio)

pSS179 0,84 1,24 0,27 1

pSS212 3 4.4  }1.23 4

pSS213 2,76 4,16 0,81 3,2

pSS214 248 3,1 1.1 3.2

Nota: Se caiculéd la multiplicacion de la produccion de IL-2SA por BMLF1 a partir
del promedio de tres experimentos tomando la produccion de IL-2SA a partir de

pSS179 como 1.
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De acuerdo con lo descripto en la Figura 3, pSS212, pSS213 y pSS214
tienen segmentos de expresion de IL-2SA incorporados en el extremo 5' de la

molécula sin intrones, sin intrones con TAR y TAR-MIS, respectivamente.

Tabla 3. Comparacién de la produccion de IL-2SA (3 dpt) a partir de células CHO

transfectadas con diversos vectores de expresion de IL-2SA en medio con

contenido de suero.

Vectores de ] Titulos de IL.-2SA (ug/ml) Veces de

expresidn Exp. 1 Exp. I Exp. Ill aumento
(promedio)

pSS179 0,062 0,058 0,042 1

pSS212 0,275 0,77 0,7 11.2

pSS213 0,23 0,88 1,33 16,6

pSS214 0,225 1,46 1,52 21,5

Nota: El aumento multiplicador y los vectores de expresiéon han sido descriptos

para la Tabla 2.

EJEMPLO 3

Produccion de [a proteina en ensayos prolongado transfeccidn transitoria

Para preparar grandes cantidades -de proteinas, analizamos estas
proteinas transactivadoras en el plasmido oriP en un tiempo de cultivo prolongado
posterior a la transfeccidn hasta 10 dias. En este experimento, utilizamos un
vector de expresion basico de IL-2SA (pSL160N) un vector de expresion de IL-
2SA suplementado con elementos transactivadores TAT/TAR (pSC221), un vector
de expresion de IL-2SA con el elemento oriP solo (pSS225) y el elemento de
expresion de IL-2SA tanto con los elementos transactivadores TAT/TAR como

orP (pSS185). Referirse a la Figura 1 para ver mapas fisicos de la estructura de
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los plasmidos. Se adaptaron células HKB11 adaptadas a la condicibn de
suspension sin suero segiin el método de transfeccion con agitacién de acuerdo
con lo descripto anteriormente. Las células transfectadas fueron subcultivadas
utilizando medio libre de suero dividiendo 4-5 veces dos veces a los 3 dpt y 7 dpt
durante un periodo de 10 dias después de la transfeccién. El volumen total del
cultivo transfectado fue incrementado en 20-25 veces.

Observamos que el efecto de oriP y los efectos de transactivacion de
TAT/TAR (Tabla 4) fueron ligeramente diferentes de los datos expuestos en la
Figura 3, lo que se podria explicar por los diferentes estados plasmidicos de la
forma lineal del ADN plasmido oriP (por ejemplo, pSS170 y pSS185 linealizados)
y la estructura plasmidica sin el elemento oriP (por ejemplo, pSL160N y pS§S221).
Por ejemplo, se presumié que un vector de expresion de pSS179 lineal basal
exhibfa el mismo reSL;Itado con pSL160N y se presumié que pSS185 lineal era
igual a pSC221 a causa de la funcidén interrumpida de oriP al linealizar la
estructura plasmidica. Sin embargo, el efecto combinado de TAT/TAR y la funcién
oriP fue similar. Durante este tiempo de cultivo prolongado, como se ilustra en la
Tabla 4, el aumento visto en la expresion de la protelna (titulos de IL-2SA) se
mantuvo sin disminuir drasticamente los niveles de expresion. El rendimiento total
de produccion de IL-2SA a partir de pSS185 (vector de expresion de IL-2SA con
los elementos TAT/TAR y oriP) en el tiempo de'ﬂtransfeccién transitoria prolongada
(10 dlas) exhibié un rendimiento sumamente elevado de la proteina (460,8 pg) a
partir de 5 ug de ADN transfectado con un niimero de células iniciales de 5 x 10°,
en tanto que el vector de expresién no optimizado (pSL160N) en un cultivo de 3
dias utilizando las mismas cantidades de ADN y células puede dar origen a sélo
28,8 ng de la proteina a los 10 dpt y 1,4 ug de la proteina a los 3 dpt utilizando un

vector de expresion standard.
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Se demostré que este sistema se podria aumentar faciimente a escala para
utilizar en la produccion eficiente de proteinas, por ejemplo cuando se
transfectaron 50 x 10° células HKB11 (50 ml de cultivo) con 50 pug de pSS185,
pudimos obtener aproximadamente 5 mg de proteina a los 10 dias después de la
transfeccion con un volumen final de cultivo de 1 litro. Segln nuestra experiencia,
encontramos que este efecto es proporcionar y que la produccién de protelna a
partir de 500 ng de ADN utilizando un frasco agitador fue aproximadamente 100
veces mayor que la encontrada en una transfecciéon standard utilizando 5 pg de
ADN en formato de 6 pocillos. Este resultado de la transfeccidn a escala mas
grande indica que podemos ahorrar en el costo de {a preparacion del ADN vy los
reactivos de transfeccion utilizando esta técnica de transfeccién aumentada en
escala en comparacion con la tdcnica de transfeccion standard que utiliza 20-25
veces mas materiales de partida (ADN, reactivo de transfeccién y células).

Como se ilustra en la Figura 4 y 5, no se pude utilizar el transactivador
BMLF1 en una técnica de transfeccidon prolongada, puesto que los titulos de IL-
2SA y el nimero de células se redujeron drasticamente al cabo de 3 dpt La
proteina BMLF1 podria ser téxica, en ultima instancia, para las células que

expresan BMLF1 en el modo de transfeccién transitoria prolongada.
Tabla 4, Comparacion de la produccion de IL-2SA en una técnica de transfeccion

transitoria aumentada a escala utilizando diversos vectores de expresién en

condiciones sin suero.
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Vectores de|Titulo (ng/mil) Rendimientos totales (ug)
expresidon 3 dpt 7 dpt 10 dpt 3 dpt 7 dpt 10 dpt
pSL160N 0.28 0,36 0,36 1.4 7.2 28,8
pSS221 0,64 0.68 0,74 3,2 13,6 58,2
pSS225 1,22 1,42 1,31 6,1 284 104.8
pSS185 5,08 7,29 5,76 25 1458  |460,8

Nota: Los rendimientos totales indican una muitiplicacién de los titulos de IL-2SA

(ng/ml) en volumen (mi).

pSL160N:  Secuencia codificadora de IL-2SA en un vector dhfr

pSS221: Secuencia codificadora de IL-2SA en un vector TAT/TAR
pSS225: Secuencia codificadora de IL-2SA en un vector oriP

pSS185: Secuencia codificadora de IL-2SA en un vector TAT/TAR-oriP.

Las células fueron divididas 1:4 alos 3dpty 1:5a 7 dpt.

EJEMPLO 4

Expresi¢n de protelnas bajo la seleccién de farm

Se analizd la expresion de IL-2SA de los vectores oriP, pSS178 y pSS179
(referirse a Figura 1 para ver los mapas de los ﬂplésmidos). y se la compard con la
expresién de IL-2SA de un vector TAT/T. AR-oriP, pSS185, bajo la seleccion de
fArmacos para obtener células resistentes a los farmacos para la produccion de
proteinas a mayor escala durante periodos de tiempo aun més prolongados. Se
transfectaron células HKB11 que se desarrollaban en un frasco agitador en
condicién sin suero con los tres vectores de expresion empleando un formato de 6
pocillos. Tres dias después de la transfeccion, las células transfectadas fueron
inoculadas en un frasco agitador, a razén de 2 x 10° células en 20 ml de medio

suplementado con suero (5 %) con 100 pg/ml de higromicina B (HygB). Las
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células fueron subcultivadas dos veces por semana empleando estos mismos
medios de seleccion. Las células fueron centrifugadas y resuspendidas en el
mismo volumen de medio fresco en las primeras tres pasadas. Después de esta
fase de seleccion inicial, el cultivo celular fue subcultivado manteniendo una
densidad celular de 5x10° células/ml. Se midieron los titulos de produccién de IL-
2SA de cada pasada por medio de un ELISA. Cuatro semanas después de la
produccién, Ia productividad de IL-2SA de pSS185 se mantenia con un titulo
superior a los de pSS178 y pSS179 en mas de 10 veces (Figura 6). Estos
resultados indican que los elementos de transactivacibn TAT/TAR con los
elementos oriP, juntos (pSS185), bajo el modo de seleccién de farmacos exhiben
una productividad mucho mayor en comparacion con la productividad de [I-2SA de

los vectores oriP, pSS178 y pSS179.

EJEMPLO 5
istema TAT/TAR para la transfaccién de alto rendimiento

Si bien el vector de expresion TAT/TAR-oriP exhibid una expresion
asombrosamente elevada de la proteina, el tamafio del vector es excesivo para
utilizar en clonacién de alto rendimiento. Por lo tanto, separamols el vector de
expresion par formar dos grupos funcionales. El principal vector de clonacion (4,0
kb) consiste en CMVe/p, TAR, MIS, el sitio de élonacién (Pvull) y la serial de poliA
en un vector oriP, pSS223. El vector oriP de expresion de TAT (8,7 kb), el
plasmido pSC1886, fue un plasmido cotransfectado. En ensayos de transfeccion
transitoria para el screening de alto rendimiento, podemos transfectar 5 pg de
pSS223 con el gen de interés y 1 ug del plasmido oriP pSS186 para expresién de
TAT. Como se ilustra en la Figura 8, insertamas las secuencias codificadoras de
IL-25A e IL-4 en el sitio de clonacion Pvull de pSS8223. Los plasmidos resultantes
son pSS240 y pSS241, respectivamente. Se cotransfectaron células HKB11 con 5
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ng de pSS240 y pSS241 y 1 ug de pSC186 en un modo de transfeccién con
agitacion en condiciones libres de suero. Observamos un resultado similar de un
aumento de 3-5 veces en los ensayos de cotransfeccién (Tabla 5) como en el
vector TAT/TAR-oriP (pSS185) con respecto al vector oriP (pSS225 (Tabla 4).
Este resultado indica que el método de cotransfeccion de los dos plasmidos
funcionalmente separados es equivalente a la transfeccién de un solo vector de

expresion que consiste en los elementos TAT/TAR y oriP.

Tabla 5. Comparacién de la produccion de proteina (ug/mi) del vector TAR-oriP

con la de la cotransfeccion con el vector TAT-oriP

Transfeccion simple | Cotransfeccion con|Veces de aumento
pSC186
IL-2SA (3dpt) |4.28 14,2 33
IL-2SA (6 dpt) |3,07 15,9 5.1
IL-4 (3 dpt) 13,4 41,6 3,1
li-4 (6 dpt) 11,86 37,2 3,2

Nota: Se calculé el aumento multiplicador a partir de los valores de cotransfeccién

sobre los valores de la transfeccidn simple.

COMENTARIGS
Las proteinas heterélogas expresadas por células de mamliferos tienen
habitualmente cualidades mejores o mas convenientes para caracterizar las
protelnas que [as proteinas expresadas a partir de células no de mamiferos y, por
consiguiente, son preferibles las células de mamiferos. Sin embargo, la cantidad
de proteina preparada por células de mamiferos es habitualmente menor que en

otros sistemas. Para compensar los mencionados problemas, optimizamos un
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método de transfeccion transitoria para dar lugar a la produccion de proteinas “en
via rapida”. Nuestros resultados se basan en numerosos factores, a saber:

1. Una célula huésped HKB11 optimizada que ha sido adaptada a una
condicién de suspensidn sin suero.

2. Métodos de transfeccién con agitacién utilizando medio libre de suero.
En este método pudimos utilizar una-densidad celular inicial mayor en condiciones
de cultivo ‘6ptimas, que posteriormente puede producir mas proteina. En las
transfecciones estacionarias, no se pudo utilizar mas de 1,5 x 10° células por
pocillo a causa de la condicién de cultivo no Optima de las células que se
desarrollaron en forma de monocapa. Utilizando células en monocapa (por
ejemplo, células CHO) para la transfeccién, las condiciones de agitacion del
cultivo transfectado dieron lugar a una mayor secrecién de proteina (2-3 veces)
con respecto a las condiciones sin agitacion, por razones que permanecen Sin
dilucidar.

3. Vectores de expresion optimizados mediante el uso del elemento oriP,
que puede mantener a los plasmidos transferidos como episomas, asi como
elementos de transactivacion, que pueden intensificar la expresién de proteinas,
respectivamente.

4. La parte mas critica y el resultado inesperado de esta técnica de
transfeccidén mejorada fueron la combinacion d.';l elemento oriP y los elementos de
transactivacion TAT/TAR para la expresidn proteica y dicha combinaciéon en un
solo sistema vector o de transfeccién no habla sido propuesto en la técnica
anterior.

No se llevé a cabo intensamente el experimento utilizando células CHO
después de obtener datos ineficaces en el sistema de transactivacion TAT/TAR-
oriP y se basé en la siguiente informacién publicada. Un plasmido oriP no se

‘replica con eficiencia (Yates y otros, Nature 313: 812-815, 1985 y Mizuguchi y
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otros, FEBS lett 472; 173-178, 2000) en células de roedor y las células CHO
carecen de factores celulares para el sistema de transactivacién TAT/TAR (Alonso
y otros, J Virol 66: 4617-4621, 1992 y Wimmer y otros, Virology 255: 182-189,
1999).

Dada la descripcion que antecede, los expertos en la técnica podran idear
variaciones de lo expuesto. En consecuencia, se pretende que los ejemplos
consignados sean considerados ilustrativos y el alcance de las invenciones
descriptas en este documento solo debe estar limitado por las siguientes

reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES
1. Un sistema vector de expresién génica en células de mamlferos que
incluye \u\na pluralidad de plasmidos y comprende:

amp——

(a) un sistema de mantenimiento episomal;

(b) un fuerte promotor/intensificador

(c) un complejo de transactivacion de proteinas y

(d) ADN que codifica para [a proteina heterdloga.

2. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 1, en el cual el sistema de
mantenimiento episomal comprende un elemento oriP y un gen que expresa
EBNA1.

3. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 1, en el cual el elemento oriP
y el gen que expresa EBNA1 estan en el mismo plasmido.

4. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 1 en el cual el elemento oriP
y el gen que expresa EBNA1 estén en pldsmidos separados.

5. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 1 en el cual el elemento oriP
esta en un plasmido y la protelna EBNA1 en las células huésped.

6. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 1 en el cual el fuerte
promotor/intensificador es CMV.

7. El sistema de acuerdo con la reivindicacién 1 en el cual el complejo de
transactivacion de proteinas incluye tanto al elémento TAT como TAR.

8. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 7 en el cual los elementos
TAT y TAR se encuentran en el mismo plasmido.

9. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 7 en el cual los elementos
TAT y TAR se encuentran en plasmidos separados.

10. EIl sistema de acuerdo con la reivindicacién 7 en el cual el elemento

TAR estd en un plasmido y el elemento TAR se encuentra en las células de

expresion.
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11. El sistema de acuerdo con la reivindicacién 1 en el cual _eI complejo de
transactivacion de proteinas incluye a la proteina BMLF1.

12. El sistema de acuerdo con la reivindicacién 11, en el cual el gen BMLF1
esta en el mismo plasmido.

13. El sistema de acuerdo con la reivindicacién 11, en el cual el gen BMLF1
esta en un plasmido aparte.

14, El sistema de acuerdo con la reivindicacién 11, en el cual a proteina
BMLF1 es expresada en las células.

15. El sistema vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 1, en el
cual la protelna heterdloga es seleccionada entre el grupo que consiste en (L-2SA
e IL4R.

16. El sistema de acuerdo con Ia reivindicacion 1, en el cual la linea celular
de mamifero es de un primate.

17. Una linea celular de mamifero que comprende el sistemna vector de
expresion génica en mamiferos de acuerdo con la reivindicacion 1.

18. La linea celular de mamifero de acuerdo con la reivindicacién 17 en la
cual la linea celular es HKB11.

19. La linea celular de mamifero de acuerdo con la reivindicaciéon 17 en la

cual la linea celular es 293EBNA.

-

20. La linea celular de mamifero de acuerdo con la reivindicaciéon 17 en la

cual la linea celular es una linea celular 293.

21. Un método para expresar una proteina heteréloga empleando una linea

celular de acuerdo con la reivindicacién 1.
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RESUMEN
Un sistema vector de expresidn génica en células de mamiferos que
incluye una pluralidad de plasmidos y comprende: (a) un sistema de
mantenimiento episomal; (b) un fuerte promotor/intensificador; (c) un complejo de
transactivacién de proteinas y (d) ADN que codifica para la proteina heterdloga.
Los complejos de mantenimiento episomal y de transactivacién de protelnas
pueden incluir subelementos situados en el mismo o en diferentes plasmidos

dentro del sistema de expresién celular.
ES TRADUCCION: Del documento de la solicitud de patente Estadounidense

N° 09/675.847, en idioma inglés, que he tenido a la vista y al que me remito en

Buenos Aires,
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Comprobante de pago de las tasas establecidas.

COMPLETA[ ] INCOMPLETA

L2

Finma Responsable

Fecha: ) . ) (O R LI

Vianinsigior, 567 08 J4i

Datos de identificacion de! solicitant2 o de la persona que presenta ta solicitud.
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2020

Bogota DC

Doctor(a)

EMItIO FERRERO

Apoderado

REFERENCIA: Radicacién No. 01-81102
Trémite 002
Evento 001
Actuacién 416
Oficio No. 3030
Folios 001

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patents que se tramita bajo el expediente
indicado en la referencia, reane ios requisitos de forma establecidos en los articulos 26 y 27
de la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, y en las demés disposiciones
vigentes sobre la materia, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de Comunicaciones
para efecto de su publicacion en la Gaceta de Propiedad industrial, conforme lo establece el
articulo 40 de la misma Decision.

Siendo manifestacién expresa del interesado, la solicitud no seré publicada antes de los 18
meses contados a partir de la fecha de presentacién de la solicitud, esto es a partir del dia 21
de marzo de 2003.

Bogots, Dc, 220!-200 { &) extracto do sta iy publcado an o nimert P2 7 dels
Gaceta de Wm I%uulﬂal. de fecha ©0-04- . . Eltérmino hébil sefmlado por la ley
expird el -07- 2003 ysi__ NO_X se presentaron oposiciones por parte de terceros.

202027 Carrera 13 No. 27-00 Pisas 5, 7y 10
— Conmutador: 382 0840
Fax: 382 2695

E-mail: Info@slc.gov.co
Bogot, D.C., Colombia



