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DESCRIPCIÓN

Uso de chaperonas moleculares para aumentar la producción de proteínas recombinantes secretadas en células de 
mamífero

Campo de la invención

La presente invención se refiere al campo general de la producción de proteínas recombinantes en una célula hos-5
pedadora de mamífero. Específicamente, la presente invención se refiere a aumentar la producción de un producto 
proteico recombinante secretado mediante la coexpresión de al menos una proteína chaperona Hsp70 en la célula 
hospedadora de mamífero.

Antecedentes de la invención

En las células procariotas y eucariotas, las proteínas chaperonas moleculares catalizan el intercambio de enlaces 10
disulfuro y ayudan en el plegamiento correcto de proteínas recién sintetizadas. Esta observación ha conducido a una 
gran cantidad de estudios y se han propuesto usos para estas proteínas de control de calidad. Por ejemplo, el au-
mento de la actividad pDI (proteína disulfuro isomerasa) en sistemas de expresión de células bacterianas, de insecto 
y de levadura puede tener efectos beneficiosos sobre la solubilidad de la proteína y el plegamiento y, en algunos 
casos, puede conducir a un aumento de la secreción de proteínas heterólogas (1-7). Además, otros estudios han 15
mostrado que la chaperona molecular, proteína de unión a la cadena pesada de la inmunoglobulina (BiP, también 
conocida como proteína regulada por glucosa) y la proteína de choque térmico 70 humana (Hsp 70), tienen un efec-
to beneficioso sobre la expresión de proteínas recombinantes en sistemas de células de insectos (5, 8-12).

Las chaperonas moleculares no han tenido el mismo nivel de éxito sobre la expresión y la secreción de proteínas 
recombinantes en sistemas de células de mamífero. Por ejemplo, la hiperexpresión de la chaperona pDI en células 20
de ovario de hámster chino (CHO) no solo no tuvo efecto sobre los niveles de secreción de IL-15, sino que además 
causó una disminución en la secreción, y un aumento de la retención celular de una proteína de fusión receptor de 
factor de necrosis tumoral-Fc (TNFR: Fc) (13). Otros estudios han mostrado que la hiperexpresión de la chaperona 
BiP en células de mamífero puede conducir a una mayor retención celular y a una disminución de la secreción de 
proteínas recombinantes (14-15 y el documento de Patente de EE.UU. nº 4.912.040). Los mecanismos reguladores 25
implicados en el procesamiento de proteínas dentro de la célula de mamífero son complejos y probablemente impli-
can la cooperación de muchas de estas proteínas chaperonas. Por lo tanto, no se puede predecir si una chaperona 
particular producirá un aumento de la producción de una determinada proteína recombinante.

Debido a las teorías contradictorias en este tema, el efecto de las proteínas chaperonas sobre la producción de un 
producto proteico recombinante secretado no se entiende ni se aprecia. El documento de Patente de EE.UU. nº 30
6.451.597 (la patente 597) describe un método para mejorar la producción de partículas víricas, y especula sobre el 
efecto de las chaperonas en la mejora del rendimiento de una proteína recombinante en células eucariotas. Sin 
embargo, no se describe ninguna expresión real de una proteína recombinante. Sin embargo, otros estudios han 
encontrado que la hiperexpresión de chaperonas en líneas de células eucariotas o bien no tuvo efecto sobre los 
rendimientos del producto o había una reducción de la secreción de las proteínas recombinantes (14, 15). Véase 35
también el documento de Patente de EE.UU. nº 4.912.040. Teniendo en cuenta las teorías contradictorias en este 
tema, la patente 597 no permite que un experto en la técnica utilice chaperonas para mejorar la producción y la se-
creción de una proteína recombinante en células eucariotas. El estado de la técnica no explica cómo predecir qué 
efecto va a tener una chaperona particular sobre la producción y la secreción de una proteína recombinante dada en 
modelos de cultivos celulares, tales como los descritos en el presente documento. Los solicitantes se sorprendieron 40
en consecuencia, por encontrar que cuando las chaperonas descritas en este estudio se transfectaban en líneas 
celulares de mamífero que expresaban una proteína recombinante secretada, el efecto resultante era un aumento 
general en la producción de la proteína secretada.

Compendio de la invención

En un aspecto de la invención, se proporciona una célula hospedadora de mamífero para mejorar la expresión de un 45
producto proteico recombinante, teniendo dicha célula de mamífero un material genético que codifica para la expre-
sión de dicho producto proteico recombinante y estando transformada con al menos un vector de expresión que 
comprende ADN que codifica una proteína chaperona Hsp70, en donde el producto proteico recombinante es el 
Factor VIII, y en donde el ADN que codifica la proteína chaperona Hsp70 consiste en la secuencia de nucleótidos 
expuesta en la Figura 2D.50

En una realización del primer aspecto de la invención, el producto proteico recombinante se secreta.

En otra realización de la invención, el material genético que codifica para la expresión de dicho producto proteico 
recombinante está integrado en el ADN de la célula hospedadora.

En otra realización de la invención, la célula hospedadora de mamífero se transforma adicionalmente con un vector 
de expresión que comprende ADN que codifica una proteína sintetasa de glutamina.55
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En un segundo aspecto de la invención, se proporciona un método para producir una célula hospedadora de mamí-
fero para mejorar la expresión de una proteína recombinante diana, en donde el método comprende proporcionar 
una célula de mamífero que tiene material genético que codifica para la expresión de una proteína recombinante 
diana; y transformar la célula de mamífero con al menos un vector de expresión que comprende ADN que codifica 
una proteína chaperona Hsp70, en donde el producto proteico recombinante es el Factor VIII, y en donde el ADN 5
que codifica la proteína chaperona Hsp70 consiste en la secuencia de nucleótidos expuesta en la Figura 2D.

En una realización del segundo aspecto de la invención, el producto proteico recombinante se secreta.

En otra realización de la invención, el material genético que codifica para la expresión de dicho producto proteico 
recombinante está integrado en el ADN de la célula hospedadora.

En otra realización de la invención, la célula hospedadora de mamífero se transforma adicionalmente con un vector 10
de expresión que comprende ADN que codifica una proteína sintetasa de glutamina.

En un tercer aspecto de la invención, se proporciona un método para producir un producto proteico recombinante 
secretado, en donde el método comprende las etapas de: cultivar una célula hospedadora de mamífero, teniendo 
dicha célula hospedadora de mamífero material genético que codifica para la expresión de dicho producto proteico 
recombinante y que está transformada con al menos un vector de expresión que comprende ADN que codifica una 15
proteína chaperona Hsp70 en donde el producto proteico recombinante es el Factor VIII, y en donde el ADN que 
codifica la proteína chaperona Hsp70 consiste en la secuencia de nucleótidos expuesta en la Figura 2D; y recuperar 
a partir del medio de cultivo el producto proteico recombinante así producido y secretado de esta manera.

En otra realización de la invención, el material genético que codifica para la expresión de dicho producto proteico 
recombinante está integrado en el ADN de la célula hospedadora.20

En otra realización de la invención, la célula hospedadora de mamífero se transforma adicionalmente con un vector 
de expresión que comprende ADN que codifica una proteína sintetasa de glutamina.

En un cuarto aspecto de la invención, se proporciona un método para mejorar el rendimiento de la proteína bikunina 
o IL2SA en una línea celular CHO en donde el material genético que codifica para la expresión de dicha bikunina o 
IL2SA recombinante se ha introducido previamente en una primera línea celular CHO, comprendiendo dicho método 25
las etapas de: insertar al menos un vector de expresión de la proteína chaperona en dicha primera línea celular CHO 
para formar de este modo una línea celular CHO modificada; y seleccionar a partir de dicha línea celular CHO modi-
ficada al menos una segunda línea celular que muestra un rendimiento mejorado de la proteína bikunina o IL2SA 
recombinante; en donde el vector de expresión de la proteína chaperona comprende ADN que codifica una proteína 
chaperona Hsp70 en donde el ADN que codifica la proteína chaperona Hsp70 consiste en la secuencia de nucleóti-30
dos expuesta en la Figura 2D. En el método para mejorar el rendimiento de la proteína IL2SA, el método comprende 
adicionalmente la etapa de insertar un vector de expresión de la sintetasa de glutamina en dicha, al menos una, 
segunda línea celular.

En otra realización de la invención, el material genético que codifica para la expresión de dicha bikunina o IL2SA 
recombinante está integrado en el ADN de la primera célula CHO.35

En otra realización de la invención, la segunda línea celular se transforma adicionalmente con un vector de expre-
sión que comprende ADN que codifica una proteína sintetasa de glutamina.

En un quinto aspecto de la invención, se proporciona un método para mejorar el rendimiento del Factor VIII recombi-
nante en una línea celular de riñón de cría de hámster (BHK) en donde el material genético que codifica para la 
expresión de dicho Factor VIII recombinante se ha introducido previamente en una primera línea celular BHK, com-40
prendiendo dicho método las etapas de: insertar al menos un vector de expresión de la proteína chaperona en la 
primera línea celular BHK con el fin de formar una línea celular BHK modificada; y seleccionar a partir de dicha línea 
celular BHK modificada al menos una segunda línea celular que muestra un mayor rendimiento del producto del 
Factor VIII recombinante, en donde el vector de expresión de la proteína chaperona comprende ADN que codifica 
una proteína chaperona Hsp70 en donde el ADN que codifica la proteína chaperona Hsp70 consiste en la secuencia 45
de nucleótidos expuesta en la Figura 2D.

En otra realización de la invención, el material genético que codifica para la expresión de dicho Factor VIII recombi-
nante está integrado en el ADN de la primera célula BHK.

En otra realización de la invención, la célula BHK se transfecta adicionalmente con un vector que incluye un gen de 
resistencia a la puromicina.50

Breve descripción de los dibujos

La invención se entenderá mejor tomando en cuenta la siguiente descripción detallada y las reivindicaciones, junto 
con los dibujos, en los cuales: 

la Figura 1 muestra las secuencias de cebadores de RT-PCR usados para amplificar el ADNc de chaperonas del RE 
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procedentes de una genoteca de ADNc humano. La parte subrayada indica un sitio de restricción construido para 
EcoRI (cebador 5') o XbaI (cebador 3'). CNX: calnexina; CRT: calreticulina; 

la Figura 2A representa las secuencias de nucleótidos y de aminoácidos completas de calnexina clonadas mediante 
RT-PCR. Los sitios 5' EcoRI y 3' XbaI dentro de los cebadores están subrayados. El codón de inicio y el codón de 
parada se muestran en negrita; 5

la Figura 2B representa las secuencias de nucleótidos y de aminoácidos completas de calreticulina clonadas me-
diante RT-PCR. Los sitios 5' EcoRI y 3' XbaI están subrayados. El codón de inicio y el codón de parada se muestran 
en negrita; 

la Figura 2C representa las secuencias de nucleótidos y de aminoácidos completas de Erp57 clonadas mediante RT-
PCR. Los sitios 5' EcoRI y 3' XbaI están subrayados. El codón de inicio y el codón de parada se muestran en negri-10
ta; 

la Figura 2D representa las secuencias de nucleótidos y de aminoácidos completas de la región que codifica el gen 
de Hsp70 humana; 

la Figura 2E representa las secuencias de nucleótidos y de aminoácidos completas de la región que codifica el gen 
de Hsp40 humana. El codón de inicio se muestra en negrita y subrayado; 15

la Figura 2F representa las secuencias de nucleótidos y de aminoácidos completas de la región que codifica el gen 
de la sintetasa de glutamina. El codón de inicio se muestra en negrita y subrayado; 

la Figura 3 es una ilustración de la hiperexpresión de bikunina en clones supertransfectados con calnexina (X4.14:5, 
X4/14:30), Hsp70 (7-3) o Erp57 (X4/19:62). La tasa de producción específica de bikunina para todas las líneas celu-
lares se expresa como pg de bikunina/célula/día (SPR). Cada día se recogieron células y se transfirieron a medio de 20
nuevo aporte y se incubaron durante 24 horas a 37°C en matraces de agitación. Al día siguiente, las células se re-
cogieron de nuevo, se contaron y resuspendieron en medio de nuevo aporte del mismo volumen y se incubaron de 
manera similar durante otras 24 horas. Las mediciones de la actividad de bikunina (pg/célula/día) se realizaron sobre 
muestras de medios agotados. El mismo procedimiento se repitió cada día hasta que el número de células y la viabi-
lidad empezaron a disminuir. La línea celular testigo (CF 9-20) expresa bikunina pero no expresa ninguna de las 25
proteínas chaperonas; 

la Figura 4 es una ilustración de la hiperexpresión de bikunina en clones supertransfectadas con Hsp70. Todos los 
clones, excepto CF9-20 (células testigo) están supertransfectados con Hsp70. El procedimiento del experimento es 
el mismo que el descrito en la Figura 3; y 

la Figura 5 representa la secuencia de aminoácidos de bikunina.30

Descripción detallada de la invención

La presente invención se refiere a un método y a reactivos para el mismo, para mejorar la expresión de un producto 
proteico recombinante secretado en una célula hospedadora de mamífero.

En una realización de la invención, se proporciona una célula hospedadora de mamífero para mejorar la expresión 
de un producto proteico recombinante, en donde dicha célula de mamífero comprende material genético que codifica 35
para la expresión de dicho producto proteico recombinante y se transforma adicionalmente con al menos un vector 
de expresión que comprende ADN que codifica una proteína chaperona Hsp70 en donde el producto proteico re-
combinante es el Factor VIII, y en donde el ADN que codifica la proteína chaperona Hsp70 consiste en la secuencia 
de nucleótidos expuesta en la Figura 2D.

La expresión "célula hospedadora de mamífero" se utiliza para referirse a una célula de mamífero que ha sido trans-40
fectada, o que es capaz de ser transfectada con una secuencia de ácido nucleico y a continuación expresar un gen 
seleccionado de interés. La expresión incluye la progenie de la célula progenitora, sea la progenie idéntica o no en la 
morfología o en la composición genética, frente a la progenitora original, siempre que el gen seleccionado esté pre-
sente.

Las células de mamífero adecuadas para uso en la presente invención incluyen, pero no se limitan a células de 45
ovario de hámster chino (CHO), células de riñón de cría de hámster (BHK), células HeLa humanas, células COS-1 
de mono, células 293 de riñón embrionario humano, células NSO de mieloma de ratón y células HKB humanas (do-
cumento de Patente de EE.UU. nº 6.136.599). Las otras líneas celulares se pueden adquirir fácilmente en la ATCC.

El término "transfección" se utiliza para referirse a la captación de ADN extraño o exógeno en una célula, y una célu-
la ha sido "transfectada" cuando el ADN exógeno se ha introducido al interior de la membrana celular. Se conocen 50
bien en la técnica una variedad de técnicas de transfección y se describen en el presente documento. Véanse, por 
ejemplo, Graham et al., 1973, Virology 52:456; Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Cold 
Spring Harbor Laboratories, 1989); Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology (Elsevier, 1986); y Chu et al., 
1981, Gene 13:197. Tales técnicas se pueden utilizar para introducir uno o varios restos de ADN exógeno en células 
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hospedadoras adecuadas.

Técnicas adecuadas de transfección para uso en la presente invención incluyen, pero no se limitan a transfección 
mediada con fosfato de calcio, transfección mediada con DEAE-dextrano y electroporación. La transfección con 
lípidos catiónicos que emplea reactivos disponibles comercialmente, incluyendo el reactivo de transfección de Boeh-
ringer Mannheim (amoniometilsulfato de N->1-(2,3-dioleoiloxi)propil-N,N,N-trimetilo, Boehringer Mannheim, Indiana-5
polis, Ind.) o también se puede utilizar el reactivo LIPOFECTINA o LIPOFECTAMINA o DMRIE (GIBCO-BRL, Gait-
hersburg, MD).

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "supertransfección" se refiere a transfectar más de un vector de 
expresión a una célula hospedadora que ya expresa un gen recombinante.

El término "transformación" tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un cambio en una característica genéti-10
ca de una célula, y una célula se ha transformado cuando se modifica para contener un nuevo ADN. Por ejemplo, 
una célula se transforma cuando se modifica genéticamente a partir de su estado natural. Después de la transfec-
ción, el ADN transformante se puede recombinar con el de la célula mediante integración física en un cromosoma de 
la célula, se puede conservar de forma temporal como un elemento episomal sin replicarlo, o se puede replicar inde-
pendientemente como un plásmido. Una célula se considera que se ha transformado de manera estable cuando el 15
ADN se replica con la división de la célula.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresión "línea celular modificada" se refiere a una línea celular, ya sea 
transformada de forma temporal o estable, con una o varias estructuras artificiales de ADN.

Los polinucleótidos, el material genético, las moléculas de ADN recombinante, los vectores de expresión y semejan-
tes, utilizados en la puesta en práctica de la presente invención, se pueden aislar utilizando métodos de clonación 20
convencionales tales como los descritos por Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda 
Edición, Cold Spring Harbor, NY, 1989; que se incorpora en esta memoria como referencia). Alternativamente, los 
polinucleótidos que codifican un producto proteico recombinante de la presente invención se pueden sintetizar usan-
do métodos convencionales que son bien conocidos en la técnica, tales como la síntesis en un sintetizador de ADN 
automatizado. Por ejemplo, en una realización de la invención, las secuencias de ADN que codifican la proteína 25
calnexina son sintetizadas mediante RT-PCR usando cebadores descritos en la Figura 1.

Tal como se usa en el presente documento un "vector de expresión" se refiere a una molécula de ADN, o a un clon 
de una molécula de ese tipo, que se ha modificado gracias a la intervención humana para contener segmentos de 
ADN, combinados y yuxtapuestos de una manera que de lo contrario no existiría en la naturaleza. Las estructuras 
artificiales de ADN se pueden producir mediante ingeniería genética para incluir un primer segmento de ADN que 30
codifica un polipéptido de la presente invención ligado funcionalmente a segmentos de ADN adicionales requeridos 
para la expresión del primer segmento de ADN. En el contexto de la presente invención, los segmentos adicionales 
de ADN incluirán generalmente promotores y terminadores de la transcripción y puede incluir, además, potenciado-
res y otros elementos. Uno o varios marcadores seleccionables también pueden estar incluidos. Las estructuras 
artificiales de ADN útiles para expresar segmentos de ADN clonados en una variedad de células hospedadoras 35
procariotas y eucariotas, se pueden preparar a partir de componentes fáciles de conseguir o se pueden adquirir a 
partir de proveedores comerciales.

Las estructuras artificiales de ADN también pueden contener segmentos de ADN necesarios para dirigir la secreción 
de un polipéptido o una proteína de interés. Tales segmentos de ADN pueden incluir al menos una secuencia señal 
secretora. Las secuencias señal secretoras, también llamadas secuencias líder, secuencias prepro y/o secuencias 40
pre, son secuencias de aminoácidos que actúan para dirigir la secreción de polipéptidos o proteínas maduras a partir 
de una célula. Tales secuencias se caracterizan por un núcleo de aminoácidos hidrófobos y se encuentran típica-
mente (pero no exclusivamente) en los extremos amino de las proteínas recién sintetizadas. Muy frecuentemente, el 
péptido secretor se escinde de la proteína madura durante la secreción. Tales péptidos secretores contienen sitios 
de procesamiento que permiten la escisión del péptido secretor a partir de la proteína madura, a medida que pasa a 45
través de la vía secretora. Una proteína recombinante puede contener una secuencia señal secretora en su secuen-
cia de aminoácidos original, o se puede modificar genéticamente para convertirse en una proteína secretada me-
diante la inserción de una secuencia señal secretora modificada genéticamente en su secuencia de aminoácidos 
original. La elección de promotores, terminadores y señales secretoras adecuadas pertenece al nivel de experiencia 
normal en la técnica. La expresión de genes clonados en células de mamífero cultivadas y en E. coli, por ejemplo, se 50
describe detalladamente en Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edición, Cold Spring 
Harbor, NY, 1989).

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresión "producto proteico recombinante" se refiere a una proteína recom-
binante expresada a partir del material genético introducido en la célula hospedadora de mamífero.

Después de la transfección, la célula se puede mantener transformada de forma temporal o transformada de forma 55
estable con dicha estructura artificial de ADN. La introducción de estructuras artificiales múltiples de ADN, y la selec-
ción de las células que contienen las estructuras artificiales múltiples de ADN se puede hacer de forma simultánea o, 
más preferiblemente, secuencialmente. El método para establecer una línea celular transformada de forma estable 
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con un material genético o un vector de expresión es bien conocido en la técnica (Current Protocols in Molecular 
Biology). En general, después de la transfección, el medio de crecimiento seleccionará las células que contienen la 
estructura artificial de ADN mediante, por ejemplo, selección con fármacos o carencia de un nutriente esencial, que 
se complementa con un marcador seleccionable en la estructura artificial de ADN o que se ha cotransfectado con la 
estructura artificial de ADN. Las células de mamífero se cultivan generalmente en medio que contiene suero o que 5
está exento de suero, disponible comercialmente. La selección de un medio apropiado para la célula hospedadora 
particular empleada, está dentro del nivel de experiencia ordinaria en la técnica.

Los marcadores seleccionables adecuados para la selección con fármacos empleados en esta invención, incluyen, 
pero no se limitan a neomicina (G418), higromicina, puromicina, zeocina, colchicina, metotrexato y metionina sul-
foximina.10

Una vez que se estable una población de células resistentes a un fármaco, los clones individuales se pueden selec-
cionar y escrutar en busca de clones con expresión elevada. Los métodos para establecer una línea celular clonada 
son bien conocidos en la técnica, incluyendo, pero no limitados a, el uso de un cilindro de clonación o por dilución 
limitante. La expresión del producto recombinante de interés a partir de cada clon se puede medir por métodos tales 
como, pero no limitados a, inmunoensayo, ensayo enzimático o ensayo cromogénico.15

La línea celular transformada de forma estable con una primera estructura artificial de ADN se puede utilizar a conti-
nuación como célula hospedadora para la transfección con una segunda estructura artificial de ADN o varias, y se 
pueden someter a diferentes selecciones con fármacos.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "bikunina" se refiere a cualquier proteína, que tiene al menos un 
dominio Kunitz. Los dominios de tipo Kunitz se han descrito en referencias tales como Laskowsld et al., 1980, Ann 20
Rev Biochem. 49:593-626; y el documento de Patente de EE.UU. nº 5.914.315 (22 de junio, 1999). En una realiza-
ción preferida, el término bikunina empleado en esta memoria se refiere a la secuencia de aminoácidos mostrada en 
la Figura 5. Otras proteínas bikuninas y fragmentos de las mismas se describen en los documentos de Solicitud de 
EE.UU. con números de serie 09/144.428, 09/974.026, 09/218.913 y 09/441.966, y las solicitudes PCT con números 
de serie US97/03894, publicada como WO 97/33996, y US99/04381, publicada como WO 00/37099.25

En una realización preferida, la proteína Factor VIII tiene la secuencia representada en el documento de Patente de 
EE.UU. nº 4.965.199.

En otra realización preferida, la célula hospedadora de mamífero con aumento de la expresión y la secreción del 
Factor VIII, es una célula BHK.

En una realización preferida, la proteína IL2SA tiene la secuencia representada en el documento de patente de 30
EE.UU. nº 6.348.192.

En otra realización más de la invención, la segunda línea celular se transforma adicionalmente con un vector de 
expresión que comprende ADN que codifica una proteína sintetasa de glutamina.

La presente invención también proporciona un método para producir una célula hospedadora de mamífero para 
mejorar la expresión de una proteína recombinante diana que comprende: proporcionar una célula de mamífero que 35
tiene material genético que codifica para la expresión de una proteína recombinante diana; y transformar la célula de 
mamífero con al menos un vector de expresión que comprende ADN que codifica una proteína chaperona Hsp70, en 
donde el producto proteico recombinante es el Factor VIII, en donde el ADN que codifica la proteína chaperona 
Hsp70 consiste en la secuencia de nucleótidos expuesta en la Figura 2D.

En una realización de la invención, el material genético que codifica para la expresión de dicho producto proteico 40
recombinante está integrado en el ADN de la célula hospedadora.

En otra realización de la invención, la célula hospedadora de mamífero se transforma adicionalmente con un vector 
de expresión que comprende ADN que codifica una proteína sintetasa de glutamina.

La presente invención también proporciona un método para producir un producto proteico recombinante secretado 
que comprende cultivar una célula hospedadora de mamífero, en donde dicha célula hospedadora de mamífero 45
tiene un material genético que codifica para la expresión de dicho producto recombinante y se transforma adicional-
mente con al menos un vector de expresión que comprende ADN que codifica una chaperona Hsp70 en donde el 
producto proteico recombinante es el Factor VIII, y en donde el ADN que codifica la proteína chaperona Hsp70 con-
siste en la secuencia de nucleótidos expuesta en la Figura 2D; 

y recuperar a partir del medio de cultivo la proteína bikunina o un fragmento de la misma producida y secretada de 50
esta forma.

En una realización de la invención, el método para producir un producto proteico recombinante secretado compren-
de cultivar una célula hospedadora de mamífero, en donde el material genético que codifica para la expresión de 
dicho producto recombinante está integrado en el ADN de la célula hospedadora.
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En otra realización de la invención, el método para producir un producto proteico recombinante secretado compren-
de además transfectar la célula hospedadora de mamífero con un vector de expresión que codifica una proteína 
sintetasa de glutamina.

En una realización de la invención, se proporciona un método para mejorar el rendimiento de proteína bikunina re-
combinante en una célula CHO, en donde un material genético que codifica para la expresión de dicho bikunina 5
recombinante se ha introducido previamente en una primera línea celular CHO (como se describe en el documento 
de Solicitud de Patente de EE.UU. nº de serie 09/441654 de Chan, presentada el 12 de noviembre 1999), compren-
diendo dicho método las etapas de: insertar al menos un vector de expresión de proteína chaperona en dicha prime-
ra línea celular CHO para formar una línea celular CHO modificada; y seleccionar a partir de dicha línea celular CHO 
modificada al menos una segunda célula que presenta un mayor rendimiento de la proteína bikunina recombinante, 10
en donde el vector de expresión de la proteína chaperona comprende ADN que codifica una proteína chaperona 
Hsp70 en donde el ADN que codifica la proteína chaperona Hsp70 consiste en la secuencia de nucleótidos expuesta 
en la Figura 2D.

En otra realización más de la invención, se proporciona un método para mejorar el rendimiento de Factor VIII re-
combinante en una línea celular BHK de riñón de cría de hámster, en donde un material genético que codifica para 15
la expresión de dicho Factor VIII recombinante se ha introducido previamente en una primera línea celular BHK, que 
comprende las etapas de: insertar al menos un vector de expresión de proteína chaperona en dicha primera línea 
celular BHK a fin de formar una línea celular BHK modificada; y seleccionar a partir de dicha línea celular BHK modi-
ficada al menos una segunda célula que presenta mayor rendimiento del producto del Factor VIII recombinante, en 
donde el vector de expresión de la proteína chaperona comprende ADN que codifica una proteína chaperona Hsp70 20
en donde el ADN que codifica la proteína chaperona Hsp70 consiste en la secuencia de nucleótidos expuesta en la 
Figura 2D. 

La presente invención también proporciona un método para mejorar el rendimiento de proteína IL2SA recombinante 
en una línea celular CHO, en donde el material genético que codifica para la expresión de dicha IL2SA recombinante 
se ha introducido previamente en una primera línea celular CHO, comprendiendo dicho método las etapas de: inser-25
tar al menos un vector de expresión de proteína chaperona en dicha primera línea celular CHO para formar una 
línea celular CHO modificada; seleccionar a partir de dicha línea celular CHO modificada al menos una segunda 
célula que presenta mayor rendimiento de la proteína recombinante IL2SA; e insertar un vector de expresión de 
glutamina sintetasa en dicha al menos una segunda línea celular; en donde el vector de expresión de proteína cha-
perona comprende ADN que codifica una proteína chaperona Hsp70 en donde el ADN que codifica la proteína cha-30
perona Hsp70 consiste en la secuencia de nucleótidos expuesta en la Figura 2D.

Los siguientes ejemplos tienen únicamente fines de ilustración, y no se deben interpretar de ningún modo como 
limitantes del alcance de la invención.

Ejemplos

Ejemplo 1 Clonación del ADNc de chaperona.35

Todas las secuencias de chaperonas se clonaron a partir de genotecas de ADNc humano, seguido por la verificación 
de las secuencias de nucleótidos. Las secuencias de ADN que representaban las tres chaperonas del RE se clona-
ron mediante RT-PCR a partir de una genoteca de ADNc humano. Los cebadores de RT-PCR utilizados en estas 
reacciones se diseñaron para amplificar la región codificadora completa usando las secuencias apropiadas, obteni-
das a partir de Genbank. Cada pareja de cebadores 5' y 3' incluye un sitio de restricción EcoRI (cebador 5') o XbaI 40
(cebador 3') (Figura 1) para facilitar la clonación del producto de la PCR en el vector de expresión, pCl-neo (Prome-
ga).

Las reacciones de PCR se realizaron empleando enzima PFU de alta fidelidad (Stratagene). Las bandas del tamaño 
esperado se purificaron, se digirieron con EcoRI y XbaI y se clonaron en el vector pCI-neo digerido de manera simi-
lar. Los vectores recombinantes procedentes de esta etapa se propagaron en E. coli seguido por el aislamiento y la 45
purificación de las secuencias del vector. Las inserciones de secuencias que representaban las chaperonas se se-
cuenciaron usando cebadores que se unían justo fuera de los sitios de clonación múltiple del vector, así como dentro 
de la secuencia de la chaperona. La secuenciación se realizó utilizando el método de terminador Big Dye en un 
ciclador térmico de MJ Research y se analizó usando un analizador genético ABI 310. Las secuencias de ADNc de 
calnexina, calreticulina y Erp57 humana se muestran en las Figuras 2A-2C.50

El fragmento de ADNc de longitud completa de Hsp70 humana se obtuvo por RT-PCR usando ARN poliA+ de cere-
bro humano (Clontech Cat: 6516-1) y dos cebadores denominados F-Hsp70 = 5' AGG GAA CCG CAT GGC CAA AG 
y R-Hsp70 = 5' GAA AGG CCCCTA ATC TAC CTC CTC A. Las secuencias de los cebadores de Hsp 70 se obtuvie-
ron a partir de la secuencia publicada anteriormente para el gen de la proteína de choque térmico humana (Hsp70) 
[9]. Los cebadores F-Hsp70 y R-Hsp70 incluían o bien una secuencia de EcoRI o de XbaI, respectivamente. El frag-55
mento de PCR deseado se purificó mediante electroforesis en gel de agarosa y se confirmó por secuenciación de los 
nucleótidos. El fragmento de ADNc de Hsp70 humana de longitud completa se insertó a continuación en los sitios de 
clonación EcoRI y XbaI del vector pCI-neo, para formar el vector pCI-neo-Hsp70. El vector pCI-neo-Hsp70 se propa-
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gó en E. coli seguido de aislamiento y purificación de las secuencias del vector. El ADN del plásmido pCI-neo-Hsp70 
se secuenció con un analizador genético ABI PRISM 310. La secuencia de Hsp70 humana se muestra en la Figura 
2D.

Ejemplo 2. La producción de bikunina se incrementa en células CHO después de la transfección de una chaperona 
del RE tal como calnexina, calreticulina, Erp57 o Hsp70.5

Una línea celular CHO que secretaba la proteína recombinante bikunina (documento de Solicitud de Patente de 
EE.UU. con nº de serie 09/441654) se supertransfectó con diversas combinaciones de chaperonas del RE, calnexina 
(CNX), calreticulina (CRT), ERp57 o Hsp70, seguido de selección con G418. Se obtuvieron poblaciones y se escru-
taron mediante el ensayo de calicreína (documento de Solicitud de Patente de EE.UU. con nº de serie 09/441654). 
Brevemente, bikunina convencional o fluido del cultivo se diluyó en serie y se incubó con un volumen igual de cali-10
creína a 37°C durante 30 minutos, después de lo cual se añadió un sustrato cromogénico, N-benzoil-Pro-Phe-Arg-
pNA. La reacción se incubó durante 15 minutos antes de la adición de ácido acético al 50%. La cantidad de p-
nitroanilida liberada se midió a 405 nM. Las poblaciones que mostraban los títulos más altos de bikunina, se clona-
ron a continuación a partir de una sola célula y se cultivaron durante un período de varias semanas. Los clones que 
mostraban constantemente los títulos más elevados de bikunina (2-4 veces) con respecto a las células testigo CF9-15
20, se conservaron y se cultivaron en matraces de agitación para su posterior análisis. Estos clones se redujeron 
aún más basándose en títulos de bikunina y características del crecimiento, mostrados durante el crecimiento en el 
entorno de matraz de agitación. Los clones candidatos finales se seleccionaron después de varias rondas y análisis 
exhaustivos en la etapa de matraz de agitación.

La tasa de producción específica de bikunina para todas las líneas celulares se expresa como pg de bikuni-20
na/célula/día (SPR). Cada día las células se recogieron y se transfirieron a un medio de nuevo aporte y se incubaron 
durante 24 horas a 37°C en matraces de agitación. Al día siguiente, las células se recogieron de nuevo, se contaron 
y se resuspendieron en medio de nuevo aporte con el mismo volumen y se incubaron de forma similar durante otras 
24 horas. Las mediciones de la actividad bikunina (pg/célula/día) se realizaron en muestras de medios agotados. El 
mismo procedimiento se repitió cada día hasta que el número de células y la viabilidad empezaron a disminuir.25

El efecto de las proteínas chaperonas sobre la expresión de bikunina se muestra en las Figuras 3 y 4. La línea celu-
lar testigo (CF9-20) expresa bikunina pero no expresa ninguna de las proteínas chaperonas. El efecto de la calnexi-
na, calreticulina y Erp57 sobre la expresión de bikunina se resume con más detalle en la Tabla 1. 

Tabla 1. Los niveles de producción general de bikunina son 2-4 veces superiores en clones que se han supertrans-
fectado con una chaperona30

Clon Incremento de bikunina en relación con el testigo Chaperona

X4/14:5 2-4 CNX

X4/14:30 2-4 CNX

X4/19:62 2-4 ERp57

T4/13:22 1,5-2 CRT

Las mediciones de la actividad de plegamiento se realizan en relación con una línea celular testigo que expresa 
bikunina pero no expresa ninguna de las proteínas chaperonas. Las células se cultivaron en medio exento de suero 
en cultivos en matraz de agitación.

Ejemplo 3. La producción de Factor VIII recombinante se incrementa en células BHK después de la transfección con 
chaperonas RE.35

Las células estables productoras de Factor VIII (MWCB1) (documento de Patente de EE.UU. nº 4.965.199; ATCC nº 
CRL 8544) se transfectaron con vectores de expresión de chaperonas además de pPUR, un vector que contenía el 
gen de resistencia a la puromicina, en una proporción de 10:1. Aproximadamente 4 x 106 células MWCB1 se trans-
fectaron con un total de 5 µg de ADN utilizando el reactivo DMRIE-C y medio OPTI-MEM (Life Technology, MD) en 
placas de 6 pocillos. Tres días después de la transfección, se sembraron 100.000 células en placas de 6 pocillos y 40
después se seleccionaron en presencia de 1 - 2 µg/ml de puromicina con medio OPTI-MEM que contenía FBS al 
2%, durante 2 semanas. Las colonias resistentes a la puromicina se seleccionaron manualmente y se sembraron en 
placas de 96 pocillos y se cultivaron sin la presencia de fármaco. Las poblaciones de clones individuales se escruta-
ron en busca de producción de Factor VIII, utilizando un kit COATEST (Chromogenix, Italia) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. Los clones con producción elevada se cultivaron de forma secuencial desde la placa 45
con 6 pocillos, a un matraz T75, seguido de la etapa en matraz de agitación para las pruebas de estabilidad y pro-
ductividad. Las chaperonas Calnexina (CNX), Calreticulina (CRT), Erp57, Hsp40 y Hsp70 se transfectaron a conti-
nuación en células, individualmente o de dos en dos. Se observó un aumento significativo de 2 a 3 veces en la pro-
ductividad de Factor VIII en los clones transfectados con CNX, CRT y Erp57, Hsp70 y Hsp40, mientras que el testigo 
con vector vacío (PCI-Neo) no mostró ninguna diferencia en comparación con las células progenitoras MWCB1 (Ta-50
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bla 2). 

Tabla 2. Productividad del Factor VIII recombinante en clones

Factor VIII (U/ml) Plegamiento de Inc (SPR)

MWCB1 (27000JC) 0,11 1,00

PCI-Neo + pPUR 0,09 1,00

CNX + pPUR 0,31 2,88

CRT + pPUR 0,13 1,25

Erp57 + pPUR 0,05 0,91

CRT, Erp57 + pPUR 0,29 2,50

Hsp70 + pPUR 0,37 2,50

Hsp40 + pPUR 0,11 1,00

Hsp70, 40 + pPUR 0,28 1,66

Las células se sembraron a 1 x 106 por ml, en un total de 15 ml en matraz de agitación, durante 2 días

Ejemplo 4. La coexpresión de BiP y PDI no aumenta la expresión del Factor VIII y anticuerpo anti-TNF en células 5
BHK y CHO.

Las células CHO recombinantes (tal y como se han descrito en el Ejemplo 2) que expresaban niveles elevados de 
bikunina, y las células BHK recombinantes (tal y como se han descrito en el Ejemplo 3) que expresaban niveles 
elevados de Factor VIII recombinante (rFVIII) se supertransfectaron con pHyg (plásmido que confiere resistencia a la 
higromicina) y pBiP. Las condiciones de la transfección y las condiciones de la selección fueron las mismas que en 10
el Ejemplo 2. Después de una selección en higromicina y clonación por dilución limitante, los clones se evaluaron 
para estudiar la productividad de bikunina y la actividad de rFVIII. No se observó una diferencia significativa en la 
productividad específica de los clones obtenidos a partir de células transfectadas solo con el vector testigo (pHyg) y 
de los clones obtenidos a partir de células transfectadas con pBiP.

Ejemplo 5. Transfección de un clon que produce IL2SA con sintetasa de glutamina (GS) y Hsp70.15

La línea celular CHO que produce IL2SA (agonista selectivo de IL2; documento de Patente de EE.UU. nº 6.348.192), 
49-19-H42 (una variante clónica del depósito de ATCC PTA-8), se cotransfectó con PCI-GS y PCI-neo-Hsp70. Se 
transfectaron 4 x 106 células con 2,5 µg de ADN plasmídico utilizando reactivos DMRIE-C y medio OPTI-MEM (Life 
Technology, MD) en placas de 6 pocillos, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Tres días después de la 
transfección, las células se sembraron en placas de 150 mm y 96 pocillos y luego se seleccionaron en presencia de 20
MSX 10 µM (metionina sulfoximina) y 250 µg/ml de G418 con medio DME:F12 (1:1) carente de glutamina que conte-
nía 2% de FBS dializado, durante 2 semanas. Las colonias de células individuales se recogieron y se sembraron de 
nuevo en placas de 96 pocillos. Los clones se seleccionaron durante otra semana con aumento de las concentracio-
nes de MSX (20 µM) y G418 (400 µg/ml). Se generó un grupo a partir de una placa de 150 mm después de la selec-
ción durante 3 semanas. El grupo y los clones se cultivaron pasándolos gradualmente a matraces de agitación y se 25
examinaron para estudiar la productividad de IL2 utilizando ELISA. La expresión de las proteínas GS y Hsp70 se 
confirmó mediante análisis FACS usando un citómetro de flujo. Las células "positivas para GS" se cultivaron en un 
medio exento de glutamina complementado con glutamato 5,6 mM y 4 g/L de glucosa. El tiempo de duplicación de 
estos clones variaba de 24 a 48 h. Una comparación de la productividad del progenitor y los clones se muestra en la 
Tabla 3. Se observó un incremento de 2-4 veces en el título total y un incremento de 2-3 veces en la productividad 30
específica en todos los clones de células individuales cuando se compararon con el grupo o la línea progenitora. 

Tabla 3. Productividad de células productoras de IL2SA 

Título
(µg/ml)

Densidad celular
(106/ml)

SPR
(pg/c/d)

GS Hsp70

Línea progenitora 49-19H42 18,78 3,51 2,67 (-) (-)

49-19H42 GShsp70-SC nº 12 33,87 2,63 6,44 +++ +++
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Título
(µg/ml)

Densidad celular
(106/ml)

SPR
(pg/c/d)

GS Hsp70

49-19H42 GShsp70-SC nº 14 22,08 1,83 6,03 +++ +++

49-19H42 GShsp70-SC nº 17 64,00 3,05 10,50 +++ +++

49-19H42 GShsp70-grupo 10,59 1,74 3,04 +++ +

Las células se sembraron a 1 millón por ml el día 0 en 15 ml de medio completo (para la línea progenitora) o medio 
exento de glutamina. Se tomaron muestras 2 días después de la siembra y se analizaron mediante ELISA. Para la 
expresión de GS y de Hsp70, las células se fijaron con 70% de EtOH, se marcaron con los anticuerpos apropiados y 
se analizaron por FACS. 5

+++ = todas las células expresaron GS o Hsp70; + = 30% de las células expresó GS o Hsp70; (-) = sin expresión.
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REIVINDICACIONES

1. Una célula hospedadora de mamífero para mejorar la expresión de un producto proteico recombinante, 
teniendo dicha célula de mamífero un material genético que codifica para la expresión de dicho producto proteico 
recombinante y se transforma con al menos un vector de expresión que comprende ADN que codifica una proteína 
chaperona Hsp70, en donde el producto proteico recombinante es el Factor VIII, y en donde el ADN que codifica la 5
proteína chaperona Hsp70 consiste en la secuencia de nucleótidos expuesta en la Figura 2D. 

2. La célula hospedadora de mamífero según la reivindicación 1, en la que el producto proteico recombinante 
es secretado. 

3. La célula hospedadora de mamífero según la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en la que el material 
genético que codifica para la expresión de dicho producto proteico recombinante está integrado en el ADN de la 10
célula hospedadora. 

4. La célula hospedadora de mamífero según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, transformada adi-
cionalmente con un vector de expresión que comprende ADN que codifica una proteína sintetasa de glutamina. 

5. Un método para producir una célula hospedadora de mamífero para mejorar la expresión de una proteína 
recombinante diana que comprende 15

proporcionar una célula de mamífero que tiene material genético que codifica para la expresión de una proteína 
recombinante diana; y 

transformar la célula de mamífero con al menos un vector de expresión que comprende ADN que codifica una pro-
teína chaperona Hsp70, en donde el producto proteico recombinante es el Factor VIII, y en donde el ADN que codifi-
ca la proteína chaperona Hsp70 consiste en la secuencia de nucleótidos expuesta en la Figura 2D. 20

6. El método según la reivindicación 5, en el que el producto proteico recombinante es secretado. 

7. El método según la reivindicación 5 o la reivindicación 6, en el que el material genético que codifica para la 
expresión de dicho producto proteico recombinante está integrado en el ADN de la célula hospedadora. 

8. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, transformado adicionalmente con un vector 
de expresión que comprende ADN que codifica una proteína sintetasa de glutamina. 25

9. Un método para producir un producto proteico recombinante secretado que comprende las etapas de: 

cultivar una célula hospedadora de mamífero, teniendo dicha célula hospedadora de mamífero un material genético 
que codifica para la expresión de dicho producto proteico recombinante y se transforma con al menos un vector de 
expresión que comprende ADN que codifica una chaperona Hsp70, en donde el producto proteico recombinante es 
el Factor VIII, y en donde el ADN que codifica la proteína chaperona Hsp70 consiste en la secuencia de nucleótidos 30
expuesta en la Figura 2D; y 

recuperar a partir del medio de cultivo el producto proteico recombinante producido y secretado de este modo.

10. El método según la reivindicación 9, en el que el material genético que codifica para la expresión de dicho 
producto proteico recombinante está integrado en el ADN de la célula hospedadora. 

11. El método según la reivindicación 9 o la reivindicación 10, en donde dicha célula hospedadora de mamífero 35
se transforma adicionalmente con un vector de expresión que comprende ADN que codifica una proteína sintetasa 
de glutamina. 

12. Un método para mejorar el rendimiento de proteína bikunina recombinante en una línea celular CHO, en el 
que el material genético que codifica para la expresión de dicha bikunina recombinante se ha introducido previamen-
te en una primera línea celular CHO, comprendiendo dicho método las etapas de: 40

insertar al menos un vector de expresión de la proteína chaperona en dicha primera línea celular CHO para formar 
de este modo una línea celular CHO modificada; y 

seleccionar a partir de dicha línea celular CHO modificada al menos una segunda línea celular que muestra un ma-
yor rendimiento de la proteína bikunina recombinante, 

en donde el vector de expresión de la proteína chaperona comprende ADN que codifica una proteína chaperona 45
Hsp70 en donde el ADN que codifica la proteína chaperona Hsp70 consiste en la secuencia de nucleótidos expuesta 
en la Figura 2D. 

13. El método según la reivindicación 12, en el que el material genético que codifica para la expresión de dicha 
bikunina recombinante está integrado en el ADN de la primera célula CHO. 
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14. El método según la reivindicación 12, en el que dicha selección se produce en presencia de G418. 

15. Un método para mejorar el rendimiento de Factor VIII recombinante en una línea celular de riñón de cría de 
hámster (BHK), en donde el material genético que codifica para la expresión de dicho Factor VIII recombinante se ha 
introducido previamente en una primera línea celular BHK, comprendiendo dicho método las etapas de: 

insertar al menos un vector de expresión de la proteína chaperona en dicha primera línea celular BHK de modo que 5
se forma una línea celular BHK modificada; y 

seleccionar a partir de dicha línea celular BHK modificada al menos una segunda línea celular que muestra un ma-
yor rendimiento del producto del Factor VIII recombinante, 

en donde el vector de expresión de la proteína chaperona comprende ADN que codifica una proteína chaperona 
Hsp70 en donde el ADN que codifica la proteína chaperona Hsp70 consiste en la secuencia de nucleótidos expuesta 10
en la Figura 2D. 

16. El método según la reivindicación 15, en el que el material genético que codifica para la expresión de dicho 
Factor VIII recombinante está integrado en el ADN de la primera célula BHK. 

17. El método según la reivindicación 15, en el que dicha célula BHK se transfecta adicionalmente con un vec-
tor que incluye un gen de resistencia a la puromicina. 15

18. El método según la reivindicación 15, en el que la selección tiene lugar en presencia de puromicina. 

19. Un método para mejorar el rendimiento de proteína IL2SA recombinante en una línea celular CHO, en el 
que el material genético que codifica para la expresión de dicha IL2SA recombinante se ha introducido previamente 
en una primera línea celular CHO, comprendiendo dicho método las etapas de: 

insertar al menos un vector de expresión de proteína chaperona en dicha primera línea celular CHO para formar de 20
este modo una línea celular CHO modificada; 

seleccionar a partir de dicha línea celular CHO modificada al menos una segunda línea celular que muestra un ma-
yor rendimiento de la proteína IL2SA recombinante; e 

insertar un vector de expresión de sintetasa de glutamina en dicha al menos una segunda línea celular,

en donde el vector de expresión de la proteína chaperona comprende ADN que codifica una proteína chaperona 25
Hsp70 en donde el ADN que codifica la proteína chaperona Hsp70 consiste en la secuencia de nucleótidos expuesta 
en la Figura 2D. 

20. El método según la reivindicación 19, en el que el material genético que codifica para la expresión de dicha 
IL2SA recombinante está integrado en el ADN de la primera célula CHO. 

21. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 18, en el que la segunda línea celular se 30
transforma adicionalmente con un vector de expresión que comprende ADN que codifica una proteína sintetasa de 
glutamina. 

22. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 21, en el que se produce al menos una se-
gunda línea celular a partir de dicha primera línea celular mediante la selección de una porción de dicha primera 
línea celular que muestra la integración del vector de expresión de la proteína chaperona en el ADN del hospedador.35

E04801776
10-10-2014ES 2 514 465 T3

 



14

E04801776
10-10-2014ES 2 514 465 T3

 



15

E04801776
10-10-2014ES 2 514 465 T3

 



 16

ES 2 514 465 T3

 



17

E04801776
10-10-2014ES 2 514 465 T3

 



18

E04801776
10-10-2014ES 2 514 465 T3

 



19

E04801776
10-10-2014ES 2 514 465 T3

 



20

E04801776
10-10-2014ES 2 514 465 T3

 



21

E04801776
10-10-2014ES 2 514 465 T3

 



22

E04801776
10-10-2014ES 2 514 465 T3

 



23

E04801776
10-10-2014ES 2 514 465 T3

 



24

E04801776
10-10-2014ES 2 514 465 T3

 



25

E04801776
10-10-2014ES 2 514 465 T3

 



26

E04801776
10-10-2014ES 2 514 465 T3

 



27

E04801776
10-10-2014ES 2 514 465 T3

 



28

E04801776
10-10-2014ES 2 514 465 T3

 



29

E04801776
10-10-2014ES 2 514 465 T3

 



30

E04801776
10-10-2014ES 2 514 465 T3

 



31

E04801776
10-10-2014ES 2 514 465 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

