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DESCRIPCIÓN 
 
Proteínas de captura de la superficie celular recombinantes 
 
Antecedentes 5 
 
Campo de la invención 
 
El campo de la presente invención se refiere a proteínas de captura de la superficie celular recombinantes y a métodos 
para identificar, aislar y enriquecer células que producen proteínas secretadas que son heterodímeros, por ejemplo, 10 
proteínas biespecíficas. Más específicamente, las proteínas de captura de la superficie celular y los métodos permiten 
un aislamiento rápido y eficiente de líneas celulares productoras de anticuerpos recombinantes con alta expresión, 
incluyendo el aislamiento rápido y eficiente de hibridomas y células específicas que secretan proteínas 
heterodiméricas, por ejemplo, anticuerpos biespecíficos, enriqueciendo de este modo las especies heterodiméricas 
(molécula biespecífica) y aislando preferencialmente las especies heterodiméricas de las homodiméricas. 15 
 
Se conocen métodos de la técnica anterior para expresar un gen de interés (GOI) en una célula hospedadora. 
Brevemente, se introduce un vector de expresión que porta el GOI en la célula. Después de la integración estable, los 
métodos convencionales para aislar células con alta expresión implican la recogida de grupos de células, la recogida 
manual de colonias de las placas, el aislamiento de células individuales mediante dilución limitada u otros métodos 20 
conocidos en la técnica. Después, se expanden grupos o clones individuales y se analiza sistemáticamente la 
producción de la proteína de interés (POI) midiendo directamente la actividad de la POI, mediante detección 
inmunológica de la POI o mediante otras técnicas adecuadas. Estos procedimientos son laboriosos, ineficientes, 
costosos y el número de clones que pueden analizarse está normalmente limitado a unos pocos cientos. 
 25 
El alto grado de heterogeneidad en la expresión de proteínas por las células después de la integración estable requiere 
que se analicen sistemáticamente clones individuales con el objetivo de identificar el raro evento de integración que 
da como resultado una línea celular estable de producción con alta expresión. Esta necesidad reclama métodos que 
posibiliten una rápida identificación y aislamiento de células que expresan el mayor nivel de producción de proteína. 
Además, la recogida de grupos de clones o de colonias recogidas a mano tiene el riesgo de perder las células con alta 30 
expresión, que normalmente crecen más lentamente, en favor de células con crecimiento más rápido y baja expresión. 
Por lo tanto, existe la necesidad de métodos que permiten la rápida exploración y aislamiento de células individuales 
capaces de expresar a alto nivel una POI secretada. Cuando la POI contiene más de una subunidad, es necesario 
seleccionar preferencialmente una especie heterodimérica frente a una especie homodimérica. 
 35 
La incorporación de la citometría de flujo en los métodos usados para el aislamiento de líneas celulares con expresión 
estable ha mejorado la capacidad de analizar sistemáticamente grandes números de clones individuales, aunque los 
métodos disponibles en la actualidad siguen siendo inadecuados por diversos motivos. La difusión de la POI entre 
células con características diferentes también era un problema. 
Se reconocen también los siguientes documentos: 40 
 
• WO 02/057423 que se refiere al aislamiento de células que expresan proteínas secretadas; y 
• U 2020/0331527 que se refiere a anticuerpos biespecíficos fácilmente aislados con un formato de inmunoglobulina 
nativo. 
 45 
Breve sumario 
 
La presente invención describe un método de detección sistemática de alto rendimiento para el rápido aislamiento de 
aquellas células que secretan una proteína heterodimérica detectando sistemáticamente de manera directa la proteína 
de interés (POI). La presente invención también permite monitorizar convenientemente la expresión de la POI en 50 
células individuales durante el proceso de producción. Además, esta tecnología puede aplicarse directamente a la 
detección sistemática de células productoras de anticuerpos biespecíficos o cualquier célula que produzca una 
proteína heterodimérica. La tecnología también puede aplicarse directamente a la detección sistemática de células 
que producen receptores de linfocitos T modificados, tales como, por ejemplo, células que producen formas solubles 
de receptores de linfocitos T. 55 
 
Por consiguiente, la presente invención proporciona un método para detectar y aislar células que producen altos 
niveles de una proteína heterodimérica que tiene una primera subunidad y una segunda subunidad, comprendiendo 
el método: 
 60 

(a) transfectar células con un ácido nucleico que codifica una proteína de captura de la superficie celular (CSCP), 
que es una proteína de fusión que comprende una proteína de unión a antígeno y un dominio de anclaje a la 
membrana, en donde la célula expresa la proteína heterodimérica, en donde la proteína heterodimérica comprende 
múltiples subunidades y un primer sitio en la proteína heterodimérica reside en una primera subunidad que 
comprende una cadena pesada que comprende un dominio CH3 de tipo silvestre que tiene un resto de histidina 65 
en la posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un resto de tirosina en la posición 
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96 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un segundo sitio en la proteína heterodimérica se 
encuentra en una segunda subunidad que comprende una cadena pesada que comprende un dominio CH3 
sustituido que tiene un resto de arginina en la posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones 
IMGT y un resto de fenilalanina en la posición 96 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT, en 
donde la CSCP comprende un scFv capaz de unirse a la primera subunidad pero no a la segunda subunidad de la 5 
proteína heterodimérica y en donde (i) la CSCP se une al primer sitio en la proteína heterodimérica para formar un 
complejo de CSCP-proteína heterodimérica dentro de la célula hospedadora, (ii) el complejo de CSCP-proteína 
heterodimérica se transporta a través de la célula hospedadora y (iii) después se presenta sobre la superficie de 
la célula hospedadora; 
(b) detectar una célula de (a) que expresa la CSCP con alto rendimiento; 10 
(c) aislar y cultivar la célula que expresa la CSCP con alto rendimiento; 
(d) detectar la proteína heterodimérica en la superficie de la célula aislada y cultivada de la etapa (c) con una 
molécula de detección que se une al segundo sitio en la proteína heterodimérica, en donde la molécula de 
detección comprende una proteína de unión a antígeno recombinante que se une específicamente al dominio CH3 
sustituido que tiene un resto de arginina en la posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones 15 
IMGT y un resto de fenilalanina en la posición 96 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT; y 
(e) aislar la célula detectada en la etapa (d) que porta la proteína heterodimérica detectada en su superficie. 

 
La presente invención proporciona además un método para detectar o aislar una célula que expresa de manera estable 
una proteína heterodimérica que tiene una primera subunidad y una segunda subunidad, comprendiendo el método 20 
las etapas de: 
 

(a) expresar en una célula hospedadora: 
 

(i) una proteína de captura de la superficie celular (CSCP) que comprende una proteína de unión a antígeno y 25 
un dominio de anclaje a la membrana y 
(ii) una proteína heterodimérica, en donde la proteína heterodimérica comprende múltiples subunidades y un 
primer sitio en la proteína heterodimérica reside en una primera subunidad que comprende una cadena pesada 
que comprende un dominio CH3 de tipo silvestre que tiene un resto de histidina en la posición 95 de acuerdo 
con el sistema de numeración de exones IMGT y un resto de tirosina en la posición 96 de acuerdo con el 30 
sistema de numeración de exones IMGT y un segundo sitio en la proteína heterodimérica se encuentra en una 
segunda subunidad que comprende una cadena pesada que comprende un dominio CH3 sustituido que tiene 
un resto de arginina en la posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un resto de 
fenilalanina en la posición 96 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT, en donde la CSCP 
comprende un scFv capaz de unirse a la primera subunidad pero no a la segunda subunidad de la proteína 35 
heterodimérica; y, 
en donde (i) la CSCP se une al primer sitio en la proteína heterodimérica para formar un complejo de CSCP-
proteína heterodimérica dentro de la célula hospedadora, (ii) el complejo de CSCP-proteína heterodimérica se 
transporta a través de la célula hospedadora y (iii) después se presenta sobre la superficie de la célula 
hospedadora; 40 

 
(b) poner en contacto la célula hospedadora con una molécula de detección, en donde la molécula de detección 
se une al segundo sitio en la proteína heterodimérica, en donde la molécula de detección comprende una proteína 
de unión a antígeno recombinante que se une específicamente al dominio CH3 sustituido que tiene un resto de 
arginina en la posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un resto de fenilalanina en 45 
la posición 96 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT; y 
(c) seleccionar la célula hospedadora que se une a la molécula de detección. 

 
También se divulga un método para detectar y aislar células que producen una proteína de interés (POI) secretada, 
que comprende: a) construir una molécula de ácido nucleico que codifica una molécula de captura de la superficie 50 
celular capaz de unirse a una POI; b) transfectar una célula que expresa la POI con la molécula de ácido nucleico de 
la etapa a); c) detectar la POI presentada en la superficie poniendo en contacto las células con una molécula de 
detección, en donde la molécula de detección se une a la POI; y d) aislar células basándose en la molécula de 
detección. 
 55 
La proteína de interés es una proteína heterodimérica. En diversas realizaciones, la proteína de interés incluye un 
ligando, una proteína receptora soluble, un factor de crecimiento, una proteína de fusión, un anticuerpo, un anticuerpo 
biespecífico, un Fab, un anticuerpo monocatenario (scFv) o un fragmento del mismo. Cuando la proteína de interés es 
un anticuerpo, el anticuerpo se selecciona entre el grupo que consiste en IgM, IgG, IgA, IgD o IgE, así como diversos 
subtipos o variantes de estos. En una realización específica, el anticuerpo es un anticuerpo anti-DII4, un anticuerpo 60 
anti-ErbB3, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo biespecífico con especificidad dual anti-ErbB3/EGFR o un 
anticuerpo anti-receptor de IL-6. 
 
En realizaciones más específicas, la proteína de interés es un factor de crecimiento seleccionado entre el grupo que 
consiste en interleucina (IL)-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-13, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IL-21, factor 65 
neurotrófico ciliar (CNTF), eritropoyetina, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), angiopoyetina 1 (Ang-1), 
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angiopoyetina 2 (Ang-2), TNF, interferón gamma, GM-CSF, TGFβ y receptor de TNF. 
 
En diversas realizaciones, la proteína de interés comprende un dominio variable de un receptor de linfocitos T. En 
realizaciones específicas, la proteína de interés es un receptor de linfocitos T soluble (sTCR) o una proteína que 
comprende un dominio extracelular de receptor de linfocitos T fusionado a un Fc (TCR-Fc). En una realización 5 
específica, el Fc es un Fc humano. En diversas realizaciones, la proteína comprende un dominio variable de un dominio 
extracelular de un receptor de linfocitos T. En diversas realizaciones, la proteína comprende un dominio variable y una 
región constante de un dominio extracelular de un receptor de linfocitos T. 
 
El ácido nucleico que codifica la proteína de interés puede ser de cualquier fuente, de origen natural o construido 10 
mediante tecnología recombinante y puede seleccionarse entre una biblioteca de ADN. 
 
La molécula de captura de la superficie celular es una proteína de captura de la superficie celular (CSCP), que es una 
proteína de fusión que comprende una proteína de unión a antígeno y un dominio de anclaje a la membrana, en donde 
la célula expresa la proteína heterodimérica, en donde la proteína heterodimérica comprende múltiples subunidades y 15 
un primer sitio en la proteína heterodimérica reside en una primera subunidad que comprende una cadena pesada 
que comprende un dominio CH3 de tipo silvestre que tiene un resto de histidina en la posición 95 de acuerdo con el 
sistema de numeración de exones IMGT y un resto de tirosina en la posición 96 de acuerdo con el sistema de 
numeración de exones IMGT y un segundo sitio en la proteína heterodimérica se encuentra en una segunda subunidad 
que comprende una cadena pesada que comprende un dominio CH3 sustituido que tiene un resto de arginina en la 20 
posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un resto de fenilalanina en la posición 96 de 
acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT, en donde la CSCP comprende un scFv capaz de unirse a la 
primera subunidad pero no a la segunda subunidad de la proteína heterodimérica y en donde (i) la CSCP se une al 
primer sitio en la proteína heterodimérica para formar un complejo de CSCP-proteína heterodimérica dentro de la 
célula hospedadora, (ii) el complejo de CSCP-proteína heterodimérica se transporta a través de la célula hospedadora 25 
y (iii) después se presenta sobre la superficie de la célula hospedadora. 
 
[Eliminado] 
 
La proteína de interés es una proteína heterodimérica que tiene una primera subunidad y una segunda subunidad, la 30 
molécula de captura de la superficie celular comprende un scFv capaz de unirse a la primera subunidad y no a la 
segunda subunidad o dicha molécula de captura de la superficie celular se une a la segunda subunidad y no a la 
primera subunidad. 
 
En diversas realizaciones donde la proteína de interés es una lgG1, lgG2, lgG4 o un anticuerpo biespecífico que tiene 35 
un dominio CH3 que comprende una mutación que suprime la unión a la proteína A y el otro dominio CH3 capaz de 
unirse a la proteína A; o una proteína de fusión que comprende una región Fc de IgG1, lgG2, lgG4 o una región Fc 
que tiene un dominio CH3 que comprende una mutación que suprime la unión a la proteína A y el otro dominio CH3 
capaz de unirse a la proteína A, la molécula de captura de la superficie celular comprende un scFv anti-
inmunoglobulina, que es un anti-Fc. 40 
 
Los métodos de la invención comprenden además un anclaje de membrana que sirve para anclar la POI a la membrana 
celular, expuesto en el exterior de la célula y por tanto, funciona como una molécula de captura de la superficie celular. 
En realizaciones específicas, el anclaje de membrana es un anclaje transmembrana o un enlace de GPI. Los ejemplos 
de anclajes transmembrana específicos incluyen el dominio transmembrana de un receptor de Fc, tal como el dominio 45 
transmembrana de FcγRI humano, citándose un ejemplo de este en la SEQ ID NO: 17. El anclaje de membrana puede 
ser nativo en la célula, recombinante o sintético. 
 
También se divulgan casos donde la proteína de interés comprende una región variable de receptor de linfocitos T y 
la molécula de captura de la superficie celular comprende un antígeno asociado a membrana. En un caso específico, 50 
el antígeno asociado a membrana es una proteína de fusión recombinante que comprende un antígeno que puede ser 
reconocido por la región variable del receptor de linfocitos T fusionado a un anclaje de membrana, en donde el antígeno 
está asociado con la superficie celular. En un caso específico, la proteína de fusión recombinante comprende un 
antígeno fusionado a un anclaje transmembrana o a un enlace de GPI. En otro caso específico, la molécula de captura 
de la superficie celular comprende una proteína de fusión recombinante que comprende un anclaje de membrana y 55 
un antígeno que es capaz de unirse a una molécula del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), incluyendo, 
pero sin limitación, por ejemplo, antígenos tumorales y proteínas propias de fenotipo transformado. 
 
En realizaciones adicionales, se añade una secuencia de señal al extremo amino de una POI, de tal forma que la 
proteína se transporta a la superficie celular y funciona como una molécula de captura de la superficie celular. La 60 
secuencia de señal puede ser nativa para la célula, recombinante o sintética. 
 
En diversas realizaciones, se añade una molécula de bloqueo que se une a la molécula de captura de la superficie 
celular para reducir la difusión de la POI desde la célula expresora hasta una célula vecina. En otra realización, la 
difusión de la POI desde la célula expresora hasta una célula vecina y su adherencia a esa célula se reduce 65 
aumentando la viscosidad del medio. 
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La célula aislada mediante los métodos de la invención puede ser una célula productora de anticuerpo fusionada a 
una célula inmortalizada. En realizaciones más específicas, la célula productora de anticuerpos es un linfocito B o un 
derivado del mismo. Un derivado de linfocito B puede ser una célula plasmática, un hibridoma, un mieloma o una célula 
recombinante. 5 
 
Además, los métodos de la invención son útiles para la identificación de linfocitos B y derivados de los mismos o 
hibridomas que expresan anticuerpos secretados de una especificidad, afinidad o isotipo deseado. La invención 
también puede usarse para el aislamiento de células que expresan niveles deseados de un anticuerpo o fragmentos 
de anticuerpo. 10 
 
La detección de las células con la POI presentada se logra mediante el uso de una molécula de detección que se une 
al segundo sitio en la proteína heterodimérica, en donde la molécula de detección comprende una proteína de unión 
a antígeno recombinante que se une específicamente al dominio CH3 sustituido que tiene un resto de arginina en la 
posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un resto de fenilalanina en la posición 96 de 15 
acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT. 
 
También se divulga un método para detectar y aislar células que producen una proteína de interés (POI) secretada, 
que comprende: a) transfectar una célula con un ácido nucleico que codifica una molécula de captura de la superficie 
celular, en donde la molécula de captura de la superficie celular es capaz de unirse a la POI; b) transfectar la célula 20 
de a) simultáneamente o posteriormente con un segundo ácido nucleico que codifica una POI, en donde la POI se 
expresa y se secreta; c) detectar la POI presentada en la superficie poniendo en contacto la célula con una molécula 
de detección, que se une a la POI; y d) aislar células basándose en la molécula de detección. 
 
También se divulga un método para detectar y aislar células que producen una POI, que comprende: a) detectar una 25 
célula que expresa una molécula de captura de la superficie celular con alto rendimiento; b) aislar y cultivar la célula 
detectada en (a); c) transfectar la célula en (b) con un ácido nucleico que codifica una POI, en donde dicha POI es 
secretada; d) detectar la POI presentada en la superficie poniendo en contacto las células con una molécula de 
detección que se une a la POI; y e) aislar células basándose en la molécula de detección. 
 30 
También se divulga un método para detectar y aislar células que producen altos niveles de la proteína de interés (POI), 
que comprende: a) transfectar células con un ácido nucleico que codifica dicha molécula de captura de la superficie 
celular capaz de unirse a la POI, en donde la célula expresa la POI; b) detectar una célula de (a) que expresa dicha 
molécula de captura de la superficie celular con alto rendimiento; c) aislar y cultivar una célula con alto rendimiento; d) 
detectar la POI presentada en la superficie poniendo en contacto la célula con una molécula de detección que se une 35 
a la POI; y e) aislar la célula detectada. 
 
También se divulga un método para detectar y aislar células que producen altos niveles de una proteína 
heterodimérica, que comprende: (a) transfectar células con un ácido nucleico que codifica una molécula de captura de 
la superficie celular, que es una proteína de fusión que comprende un dominio de anclaje a la membrana y es capaz 40 
de unirse a una primera subunidad de la proteína heterodimérica, en donde la célula expresa la proteína 
heterodimérica; (b) detectar una célula de (a) que expresa la molécula de captura de la superficie celular con alto 
rendimiento; (c) aislar y cultivar la célula que expresa la molécula de captura de la superficie con alto rendimiento; (d) 
detectar la proteína heterodimérica en la superficie de la célula aislada y cultivada de la etapa (c) con una molécula 
de detección que se une a la segunda subunidad de la proteína heterodimérica; y (e) aislar la célula detectada en la 45 
etapa (d) que porta la proteína heterodimérica detectada en su superficie. 
 
También se divulga un método para detectar y aislar células que producen altos niveles de una inmunoglobulina, que 
comprende: (a) transfectar células con un ácido nucleico que codifica una molécula de captura de la superficie celular 
capaz de unirse a la inmunoglobulina, en donde la célula expresa la inmunoglobulina; (b) detectar una célula de (a) 50 
que expresa la molécula de captura de la superficie celular con alto rendimiento; (c) aislar y cultivar la célula que 
expresa la molécula de captura de la superficie con alto rendimiento; (d) detectar la inmunoglobulina en la superficie 
de la célula aislada y cultivada de la etapa (c) con una molécula de detección que se une a la inmunoglobulina; y (e) 
aislar la célula detectada en la etapa (d) que porta la inmunoglobulina detectada en su superficie. 
 55 
También se divulga un método para detectar y aislar células que producen altos niveles de un anticuerpo biespecífico, 
que comprende: (a) transfectar células con un ácido nucleico que codifica una molécula de captura de la superficie 
celular, que es una proteína de fusión que comprende un dominio de anclaje a membrana, tal como una proteína de 
fusión scFv y es capaz de unirse al anticuerpo biespecífico, en donde la célula expresa el anticuerpo biespecífico; (b) 
detectar una célula de (a) que expresa la molécula de captura de la superficie celular con alto rendimiento; (c) aislar y 60 
cultivar la célula que expresa la molécula de captura de la superficie con alto rendimiento; (d) detectar el anticuerpo 
biespecífico en la superficie de la célula aislada y cultivada de la etapa (c) con una molécula de detección que se une 
al anticuerpo biespecífico; y (e) aislar la célula detectada en la etapa (d) que porta el anticuerpo biespecífico detectado 
en su superficie. 
 65 
También se divulga un método para detectar las células que producen un nivel deseado de un agente de afinidad que 
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comprende una región variable de receptor de linfocitos T (TCR). 
 
También se divulga un método para detectar células que producen un nivel deseado de un TCR-Fc, que comprende: 
(a) transfectar células con un ácido nucleico que codifica un receptor de Fc capaz de unirse a un TCR-Fc, en donde 
la célula expresa un antígeno reconocido por el TCR-Fc; (b) detectar una célula de (a) que expresa el TCR-Fc con alto 5 
rendimiento; (c) aislar y cultivar la célula que expresa el TCR-Fc con alto rendimiento; (d) detectar el antígeno en la 
superficie de la célula aislada y cultivada de la etapa (c) con una molécula de detección; y (e) aislar la célula detectada 
en la etapa (d) que porta el antígeno detectado en su superficie. 
 
En diversas realizaciones, el TCR se selecciona entre un TCR humano y un TCR de roedor, tal como un TCR de rata, 10 
ratón o hámster. En una realización específica, el Fc es un Fc humano. En otra realización específica, el Fc es un Fc 
humano y el receptor de Fc es un receptor de Fc humano de alta afinidad. En una realización específica, el receptor 
de Fc humano de alta afinidad es un FcγRI humano. 
 
[Eliminado]. 15 
 
[Eliminado] 
 
También se divulga una proteína de unión a antígeno recombinante que se une a un dominio Fc de IgG1 humana, un 
dominio Fc de IgG2 humana o un dominio Fc de IgG4 humana o a cualquier proteína que comprenda, por ejemplo, 20 
una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 26, que codifica un Fc humano. En algunos casos, la proteína de unión 
a antígeno recombinante se une al polipéptido con una Kd de menos de aproximadamente 40 nM, medida en un ensayo 
de resonancia de plasmón superficial. 
 
En algunos casos, la proteína de unión a antígeno recombinante comprende una o más regiones determinantes de la 25 
complementariedad (CDR) de una región variable de cadena pesada (HCVR) que tiene una secuencia de aminoácidos 
que es al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 15 o de una región variable de cadena ligera (LCVR) que tiene una 
secuencia de aminoácidos que es al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 16. En un caso, la proteína comprende 
una CDR-1 de cadena pesada (HCDR-1) que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 27, una HCDR-2 que 
tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 28, una HCDR-3 que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ 30 
ID NO: 29, una CDR-1 de cadena ligera (LCDR-1) que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 30 y una 
LCDR-2 que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 31. En algunos casos, la proteína comprende una 
HCVR que tiene una secuencia de aminoácidos que es al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 15 (algunas de 
las cuales son idénticas a la SEQ ID NO: 15) y una LCVR que tiene una secuencia de aminoácidos que es al menos 
un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 16 (algunas de las cuales son idénticas a la SEQ ID NO: 16). 35 
 
[Eliminado]. 
 
En algunas realizaciones, la proteína de unión a antígeno recombinante es una proteína de fusión de scFv, que 
comprende un dominio variable de cadena pesada con una secuencia que es al menos un 95 % idéntica (o idéntica) 40 
a la SEQ ID NO: 15, un dominio variable de cadena ligera con una secuencia de aminoácidos que es al menos un 
95 % idéntica (o idéntica) a la SEQ ID NO: 16 y un dominio de anclaje de membrana. En una realización, el dominio 
de anclaje de membrana procede de un receptor de Fc, tal como el dominio transmembrana de la proteína FcγR1 
humana, representada por la SEQ ID NO: 17 o la SEQ ID NO: 21, que contiene no solo el dominio transmembrana, 
sino también el dominio citoplasmático C-terminal (SEQ ID NO: 18). En una realización específica, la proteína de fusión 45 
de scFv tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 19. Las proteínas de unión a antígeno recombinantes, que 
son proteínas de fusión de scFv, son útiles como CSCP y como DM. 
 
También se divulga un polinucleótido que codifica la proteína de unión a antígeno del aspecto anterior. En un caso, tal 
como en el caso donde la proteína de unión a antígeno es un anticuerpo, el polinucleótido codifica la cadena ligera. 50 
De manera análoga, el polinucleótido puede codificar la cadena pesada. En caso de que la proteína de unión a 
antígeno sea una proteína de fusión de scFv, el polinucleótido puede codificar la proteína de fusión ScFv-FcγRTM-cito 
de SEQ ID NO: 19. Por ejemplo, el polinucleótido de la SEQ ID NO: 20 codifica la SEQ ID NO: 19. 
 
También se divulga un vector de ácido nucleico que abarca el polinucleótido del aspecto anterior. En un caso, el vector 55 
comprende el polinucleótido, que codifica la proteína de unión a antígeno, unido operativamente a un promotor cadena 
arriba y seguido de una secuencia de poliadenilación cadena abajo. El promotor puede ser cualquier promotor, tal 
como, por ejemplo, un promotor de CMV. Por tanto, en un caso, el vector puede contener la secuencia de la SEQ ID 
NO: 25. En un caso, el vector puede contener una secuencia de ácido nucleico que codifica un marcador de selección, 
tal como, por ejemplo, resistencia a la neomicina. En una realización, el vector puede contener una secuencia de ácido 60 
nucleico que codifica una proteína de transferencia de energía, tal como proteína fluorescente verde (GFP) o un 
derivado de la misma, tal como proteína fluorescente amarilla (YFP). Por tanto, en un caso, el vector puede contener 
la secuencia de la SEQ ID NO: 24. 
 
El vector puede ser circular o lineal, episómco con respecto al genoma de una célula hospedadora o estar integrado 65 
en el genoma de la célula hospedadora. En algunos casos, el vector es un plásmido circular, que en una realización 
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específica tiene la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 23 para el polinucleótido que codifica ScFv-FcγR-
TM-cito, en otro caso específico comprende la secuencia de ácido nucleico del polinucleótido que codifica la cadena 
pesada y otra realización específica más comprende la secuencia de ácido nucleico del polinucleótido que codifica la 
cadena ligera del anticuerpo. En algunos casos, el vector es una construcción lineal, que puede integrarse en un 
cromosoma de la célula hospedadora. En un caso específico, la construcción lineal tiene la secuencia de ácido nucleico 5 
de la SEQ ID NO: 22 para el polinucleótido que codifica ScFv-FcγR-TM-cito. En otro caso específico, la construcción 
lineal comprende la secuencia de ácido nucleico del polinucleótido que codifica la cadena pesada del anticuerpo. En 
otro caso específico más, la construcción lineal comprende la secuencia de ácido nucleico del polinucleótido que 
codifica la cadena ligera del anticuerpo. 
 10 
La célula hospedadora puede ser cualquier célula, procariota o eucariota. Sin embargo, en una realización específica, 
la célula hospedadora es una célula CHO, tal como una célula CHO-K1. 
 
También se divulga una célula hospedadora que expresa la proteína de unión a antígeno del aspecto anterior y/o 
contiene el polinucleótido o el vector de ácido nucleico de los aspectos anteriores. En algunos casos, la célula 15 
hospedadora es una célula CHO. En una realización específica, la célula hospedadora es una célula CHO-K1. En un 
caso, la célula hospedadora se usa en la producción de una proteína de interés y la proteína de unión a antígeno se 
usa como una proteína de captura de la superficie celular de acuerdo con los métodos divulgados en la presente 
solicitud. 
 20 
En un caso, la invención proporciona una célula hospedadora útil en la producción de una proteína de interés. La 
célula hospedadora porta un polinucleótido o vector de ácido nucleico de un aspecto anterior y produce una proteína 
de unión a antígeno de un aspecto anterior, que sirve como proteína de captura de la superficie celular. La proteína 
de captura de la superficie celular se une a la proteína de interés dentro de la célula hospedadora y se transporta a 
través del aparato secretor de la célula y se expresa en la superficie de la célula hospedadora. Por lo tanto, en una 25 
realización, la célula hospedadora comprende una proteína de captura de la superficie celular posicionada en la 
membrana plasmática de la célula hospedadora, con el resto de captura orientado hacia el exterior de la célula. En un 
caso, la molécula de captura de la superficie celular está unida a una proteína de interés, que está posicionada en la 
membrana plasmática y está orientada hacia el exterior de la célula. 
 30 
En una realización, la célula hospedadora produce o es capaz de producir una proteína de fusión de scFv que se une 
a una proteína de interés que contiene un dominio Fc, que contiene una histidina en la posición 95 de IMGT y una 
tirosina en la posición 96 de IMGT. Los ejemplos incluyen proteínas de IgG1, lgG2 e lgG4. En una realización, la 
proteína de fusión de scFv contiene las secuencias de aminoácidos expuestas en la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID NO:28, 
la SEQ ID NO:29, la SEQ ID NO:30 y la SEQ ID NO:31. En una realización específica, la proteína de fusión de scFv 35 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 19. En una realización específica, la célula hospedadora 
comprende una proteína de captura de la superficie celular posicionada en la membrana plasmática y unida a una 
IgG1, IgG2 o IgG4 o un anticuerpo biespecífico que contiene al menos una cadena de una IgG1, lgG2 o lgG4 y que 
puede tener una segunda cadena pesada que es de otro tipo o contiene una o más sustituciones de aminoácidos. 
 40 
También se divulga una proteína de unión a antígeno recombinante que se une a un polipéptido de CH3 sustituido 
que comprende una o más sustituciones de aminoácidos seleccionadas entre el grupo que consiste en (a) 95R y (b) 
95R y 96F de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT o (a') 435R y (b') 435R y 436F de acuerdo con 
el sistema de numeración de EU o cualquier proteína que comprende, por ejemplo, una secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO: 42, que codifica un Fc humano sustituido (también conocido como Fc*). En algunos casos, la proteína de 45 
unión a antígeno recombinante se une al polipéptido con una KD de menos de aproximadamente 60 nM medida en un 
ensayo de resonancia de plasmón superficial. 
 
En algunos casos, la proteína de unión a antígeno recombinante comprende una o más regiones determinantes de la 
complementariedad (CDR) de una región variable de cadena pesada (HCVR) que tiene una secuencia de aminoácidos 50 
que es al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 38 o de una región variable de cadena ligera (LCVR) que tiene una 
secuencia de aminoácidos que es al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 39. En un caso, la proteína comprende 
una CDR-1 de cadena pesada (HCDR1) que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 32, una HCDR-2 que 
tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 33, una HCDR-3 que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ 
ID NO: 34, una CDR-1 de cadena ligera (LCDR-1) que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 35 y una 55 
LCDR-2 que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 36. En algunos casos, la proteína comprende una 
HCVR que tiene una secuencia de aminoácidos que es al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 38 (algunas de 
las cuales son idénticas a la SEQ ID NO: 38) y una LCVR que tiene una secuencia de aminoácidos que es al menos 
un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 39 (algunas de las cuales son idénticas a la SEQ ID NO: 39). 
 60 
En algunos casos, la proteína de unión a antígeno recombinante es un anticuerpo, que comprende una cadena pesada 
y una cadena ligera. La cadena pesada puede comprender una secuencia de aminoácidos que es al menos un 95 % 
idéntica (o un 100 % idéntica) a la SEQ ID NO: 40. La cadena ligera puede comprender una secuencia de aminoácidos 
que es al menos un 95 % idéntica (o un 100 % idéntica) a la SEQ ID NO: 41. Las proteínas de unión a antígeno 
recombinantes, que son anticuerpos, se usan como moléculas de detección (DM). 65 
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En algunos casos, la proteína de unión a antígeno recombinante es una proteína de fusión de scFv, que en algunos 
casos comprende un dominio variable de cadena pesada con una secuencia que es al menos un 95 % idéntica (o 
idéntica) a la SEQ ID NO: 38, un dominio variable de cadena ligera con una secuencia de aminoácidos que es al 
menos un 95 % idéntica (o idéntica) a la SEQ ID NO: 39 y un dominio de anclaje de membrana. En un caso, el dominio 
de anclaje de membrana procede de un receptor de Fc, tal como el dominio transmembrana de la proteína FcγR1 5 
humana, representada por la SEQ ID NO: 17 o la SEQ ID NO: 21, que contiene no solo el dominio transmembrana, 
sino también el dominio citoplasmático C-terminal de la SEQ ID NO: 19. En un caso específico, la proteína de fusión 
de scFv tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 43. Las proteínas de unión a antígeno recombinantes, que 
son proteínas de fusión de scFv, son útiles como CSCP y como DM. 
 10 
También se divulga un polinucleótido que codifica la proteína de unión a antígeno del aspecto anterior. En una 
realización, tal como en el caso donde la proteína de unión a antígeno es un anticuerpo, el polinucleótido codifica la 
cadena ligera, tal como, por ejemplo, la cadena ligera de la SEQ ID NO: 41. De manera análoga, el polinucleótido 
puede codificar la cadena pesada, tal como, por ejemplo, la cadena pesada de SEQ ID NO: 40. En caso de que la 
proteína de unión a antígeno sea una proteína de fusión de scFv, el polinucleótido puede codificar la proteína de fusión 15 
ScFv-FcγR-TM-cito de SEQ ID NO: 43. Los polinucleótidos representativos ejemplares incluyen aquellos 
polinucleótidos de la SEQ ID NO: 49, 50 y 51, respectivamente. 
 
También se divulga un vector de ácido nucleico que abarca el polinucleótido del aspecto anterior. En un caso, el vector 
comprende el polinucleótido, que codifica la proteína de unión a antígeno, unido operativamente a un promotor cadena 20 
arriba y seguido de una secuencia de poliadenilación cadena abajo. El promotor puede ser cualquier promotor, tal 
como, por ejemplo, un promotor de CMV. Por tanto, en un caso, el vector puede contener la secuencia de la SEQ ID 
NO: 47. En un caso, el vector puede contener una secuencia de ácido nucleico que codifica un marcador de selección, 
tal como, por ejemplo, resistencia a la neomicina. En una realización, el vector puede contener una secuencia de ácido 
nucleico que codifica una proteína de transferencia de energía, tal como proteína fluorescente verde (GFP) o un 25 
derivado de la misma, tal como proteína fluorescente amarilla (YFP). Por tanto, en un caso, el vector puede contener 
la secuencia de la SEQ ID NO: 46. 
 
El vector puede ser circular o lineal, episómco con respecto al genoma de una célula hospedadora o estar integrado 
en el genoma de la célula hospedadora. En algunos casos, el vector es un plásmido circular, que en una realización 30 
específica tiene la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 44 para el polinucleótido que codifica ScFv-FcγR-
TM-cito, en otro caso específico tiene la secuencia de ácido nucleico del polinucleótido que codifica la cadena pesada 
y otra realización específica más tiene la secuencia de ácido nucleico del polinucleótido que codifica la cadena ligera 
del anticuerpo. En algunos casos, el vector es una construcción lineal, que puede integrarse en un cromosoma de la 
célula hospedadora. En una realización específica, la construcción lineal comprende la secuencia de ácido nucleico 35 
de la SEQ ID NO: 51 para el polinucleótido que codifica ScFv-FcγR-TM-cito. En otra realización específica, la 
construcción lineal comprende la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 50 para el polinucleótido que codifica la 
cadena pesada del anticuerpo. En otro caso específico más, la construcción lineal comprende la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NO: 49 para el polinucleótido que codifica la cadena ligera del anticuerpo. 
 40 
La célula hospedadora puede ser cualquier célula, procariota o eucariota. Sin embargo, en una realización específica, 
la célula hospedadora es una célula CHO, tal como una célula CHO-K1. 
 
También se divulga una célula hospedadora que expresa la proteína de unión a antígeno del aspecto anterior y/o 
contiene el polinucleótido o el vector de ácido nucleico de los aspectos anteriores. En algunas realizaciones, la célula 45 
hospedadora es una célula CHO. En una realización específica, la célula hospedadora es una célula CHO-K1. En una 
realización, la célula hospedadora se usa en la producción de una proteína de interés y la proteína de unión a antígeno 
se usa como una proteína de captura de la superficie celular de acuerdo con los métodos divulgados en la presente 
solicitud. 
 50 
También se divulga una célula hospedadora útil en la producción de una proteína de interés. La célula hospedadora 
porta un polinucleótido o vector de ácido nucleico de un aspecto anterior y produce una proteína de unión a antígeno 
de un aspecto anterior, que sirve como proteína de captura de la superficie celular. La proteína de captura de la 
superficie celular se une a la proteína de interés dentro de la célula hospedadora y se transporta a través del aparato 
secretor de la célula y se expresa en la superficie de la célula hospedadora. Por lo tanto, en un caso, la célula 55 
hospedadora comprende una proteína de captura de la superficie celular posicionada en la membrana plasmática de 
la célula hospedadora, con el resto de captura orientado hacia el exterior de la célula. En un caso, la molécula de 
captura de la superficie celular está unida a una proteína de interés, que está posicionada en la membrana plasmática 
y está orientada hacia el exterior de la célula. 
 60 
En un caso, la célula hospedadora produce o es capaz de producir una proteína de fusión de scFv que se une a una 
proteína de interés que contiene un dominio Fc, que contiene una arginina en la posición 95 de IMGT y una fenilalanina 
en la posición 96 de IMGT (Fc*). Los ejemplos incluyen IgG3 y regiones CH3 sustituidas de proteínas IgG1, IgG2 e 
IgG4. En una realización, la proteína de fusión de scFv contiene las secuencias de aminoácidos expuestas en la SEQ 
ID NO: 32, la SEQ ID NO:33, la SEQ ID NO:34, la SEQ ID NO:35, la SEQ ID NO: 36 y la SEQ ID NO: 37. En un caso 65 
específico, la proteína de fusión de scFv comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 43. En un caso 
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específico, la célula hospedadora comprende una proteína de captura de la superficie celular posicionada en la 
membrana plasmática y unida a una IgG3 o a una IgG1, IgG2 o IgG4 sustituida, que contiene la arginina en la posición 
95 de IMGT y fenilalanina en la posición 96 de IMGT ("Fc*") o un anticuerpo biespecífico que contiene al menos una 
cadena pesada del tipo Fc* y la otra cadena pesada de la IgG1, IgG2 o IgG4 de tipo silvestre. 
 5 
También se divulga un método para detectar, aislar o enriquecer respecto de una célula que expresa de manera 
estable una proteína de interés (POI). El método incluye la etapa de expresar en la célula hospedadora una proteína 
de captura de la superficie celular CSCP) y una POI. De acuerdo con este método, la CSCP se une a un "primer sitio" 
en la POI para formar un complejo de CSCP-POI dentro de la célula hospedadora. El complejo de CSCP-POI se 
transporta posteriormente a través del sistema secretor de la célula hospedadora y se secreta de la célula. Ya que la 10 
CSCP contiene un dominio de unión a membrana (por ejemplo, la SEQ ID NO: 17), el complejo de CSCP-POI se 
muestra en la superficie de la célula hospedadora, con la POI expuesta en el exterior de la célula. De acuerdo con el 
método, la célula hospedadora se pone en contacto posteriormente con una molécula de detección (DM), que se une 
a un "segundo sitio" en la POI. Aquellas células que se unen a la DM se seleccionan para su identificación, aislamiento, 
agrupamiento y/o enriquecimiento. En una realización, la célula hospedadora unida a la DM se selecciona mediante 15 
clasificación celular activada por fluorescencia. 
 
En un caso, el método también incluye la etapa de poner en contacto la célula con una molécula de bloqueo antes de 
seleccionar la célula hospedadora. La molécula de bloqueo se une a cualquier CSCP que no esté unida a la POI. La 
molécula de bloqueo no se une al complejo de CSCP-POI. 20 
 
La POI contiene múltiples subunidades, tales como un anticuerpo que contiene dos cadenas pesadas y dos cadenas 
ligeras. El primer sitio en la POI reside en una primera subunidad y el segundo sitio en la POI reside en una segunda 
subunidad. La POI es una proteína heterodimérica. Cuando la POI es un anticuerpo, el primer sitio en la POI reside 
en una primera cadena pesada y el segundo sitio en la POI puede residir en una segunda cadena pesada. El anticuerpo 25 
comprende múltiples subunidades y un primer sitio en el anticuerpo reside en una primera subunidad que comprende 
una cadena pesada que comprende un dominio CH3 de tipo silvestre que tiene un resto de histidina en la posición 95 
de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un resto de tirosina en la posición 96 de acuerdo con el 
sistema de numeración de exones IMGT y un segundo sitio en el anticuerpo se encuentra en una segunda subunidad 
que comprende una cadena pesada que comprende un dominio CH3 sustituido que tiene un resto de arginina en la 30 
posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un resto de fenilalanina en la posición 96 de 
acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT. En este caso, la molécula de detección (DM) puede estar 
marcada. 
 
Cuando la POI es un anticuerpo biespecífico, el primer sitio reside en una cadena pesada que tiene un dominio CH3 35 
que contiene un resto de histidina en la posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un 
resto de tirosina en la posición 96 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT (Fc). Por tanto, el 
segundo sitio puede residir en una cadena pesada que tiene un dominio CH3 que contiene un resto de arginina en la 
posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un resto de fenilalanina en la posición 96 de 
acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT (Fc*). En este caso, la CSCP puede ser una proteína de unión 40 
a antígeno descrita en el aspecto anterior, tal como una proteína de fusión de scFv que contiene las secuencias de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID NO:28, la SEQ ID NO:29, la SEQ ID NO:30 y la SEQ ID NO:31; que en 
una realización específica comprende la SEQ ID NO: 19. Asimismo, en este caso, la molécula de detección (DM) 
puede comprender una proteína de unión a antígeno recombinante marcada descrita en un aspecto anterior, tal como 
un anticuerpo o una molécula de scFv que contiene las secuencias de aminoácidos de la SEQ ID NO: 32, la SEQ ID 45 
NO:33, la SEQ ID NO:34, la SEQ ID NO:35, la SEQ ID NO:36 y la SEQ ID NO:37; que en una realización específica 
comprende o bien la SEQ ID NO: 40 y la SEQ ID NO: 41 (anticuerpo anti-Fc*) o la SEQ ID NO: 43 (scFv*). En este 
caso, la molécula de bloqueo puede ser un polipéptido de Fc (por ejemplo, monocatenario), tal como hFc o cualquier 
molécula que pueda unirse a la CSCP sin también unirse a la DM. En una realización, la molécula de detección puede 
ser un F(ab’)2 marcado anti-IgG humana. 50 
 
[Eliminado] 
 
También se divulga un método para detectar o aislar una célula que expresa de manera estable una proteína 
heterodimérica que comprende las etapas de (a) expresar en una célula hospedadora una proteína de captura de la 55 
superficie celular (CSCP) y una proteína heterodimérica, en donde (i) la CSCP se une a un primer sitio en la proteína 
heterodimérica para formar un complejo de CSCP-proteína heterodimérica dentro de la célula hospedadora, (ii) el 
complejo de CSCP-proteína heterodimérica se transporta a través de la célula hospedadora y (iii) después se presenta 
sobre la superficie de la célula hospedadora; (b) poner en contacto la célula hospedadora con una molécula de 
detección, en donde la molécula de detección se une a un segundo sitio en la proteína heterodimérica; y (c) seleccionar 60 
la célula hospedadora que se une a la molécula de detección. En algunos casos, la proteína heterodimérica comprende 
múltiples subunidades y el primer sitio en la proteína heterodimérica reside en una primera subunidad y el segundo 
sitio reside en la proteína heterodimérica en una segunda subunidad. En algunos casos, la molécula de captura de la 
superficie celular comprende un antígeno, proteína A o scFv capaz de unirse a la primera subunidad y no a la segunda 
subunidad. 65 
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También se divulga un método para producir un anticuerpo biespecífico que comprende la etapa de expresar en una 
célula hospedadora una proteína de captura de la superficie celular ("CSCP"), una cadena ligera de anticuerpo, una 
primera cadena pesada de anticuerpo, que contiene un dominio CH3 que comprende una histidina en la posición 95 
de IMGT y una tirosina en la posición 96 de IMGT y una segunda cadena pesada de anticuerpo, que contiene un 
dominio CH3 que comprende una arginina en la posición 95 de IMGT y una fenilalanina en la posición 96 de IMGT. 5 
Mientras que está dentro de la célula hospedadora, la CSCP se une a la primera cadena pesada del anticuerpo, pero 
no se une a la segunda cadena pesada del anticuerpo, la segunda cadena pesada del anticuerpo se une a la primera 
cadena pesada del anticuerpo y las cadenas ligeras se unen a las cadenas pesadas, formando de este modo un 
complejo ternario de CSCP-anticuerpo. Este complejo ternario se secreta y presenta en la superficie de la célula 
hospedadora. La célula hospedadora puede ponerse en contacto con una molécula de bloqueo, que se une a una 10 
CSCP en la superficie celular, pero solo en aquellas situaciones en las que la CSCP no está unida al anticuerpo de 
interés, es decir, una CSCP "vacía". Después, se pone en contacto la célula hospedadora con una DM que se une o 
que es capaz de unirse a la segunda cadena pesada de anticuerpo. La célula hospedadora que se une a la DM se 
identifica, selecciona y/o agrupa. En algunas realizaciones, las células hospedadoras que se unen a la DM se 
seleccionan, agrupan, cultivan y expanden y después, se someten a otra ronda de expresión, detección, selección, 15 
agrupamiento y expansión. Este proceso puede reiterarse múltiples veces para enriquecer para la producción de altos 
títulos de anticuerpos biespecíficos. 
 
En una realización, la CSCP empleada en el método es una proteína de fusión de scFv que contiene las secuencias 
de aminoácidos de la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID NO:28, la SEQ ID NO:29, la SEQ ID NO:30 y la SEQ ID NO:31. En 20 
una realización, la CSCP comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 19. En una realización, la DM 
empleada en el método es una proteína que contiene las secuencias de aminoácidos de la SEQ ID NO: 32, la SEQ ID 
NO:33, la SEQ ID NO:34, la SEQ ID NO:35, la SEQ ID NO:36 y la SEQ ID NO:37. En una realización, la DM es un 
anticuerpo que comprende una secuencia de cadena pesada de SEQ ID NO: 40 y una secuencia de cadena ligera de 
SEQ ID NO: 41. En otra realización, la DM es una proteína de fusión de scFv que contiene la secuencia de aminoácidos 25 
de SEQ ID NO: 43. Puede unirse un marcador, por ejemplo, un resto fluorescente tal como FITC o Alexa Fluor® 488, 
a la DM. Puede usarse clasificación celular activada por fluorescencia como medios de detección y selección. 
 
[Eliminado] 
 30 
[Eliminado] 
 
La célula hospedadora, que es el producto de la selección, el agrupamiento y la expansión iterativos, puede ser capaz 
de producir o produce anticuerpo biespecífico a un título de al menos 2 g/l, en donde la especie de anticuerpo 
biespecífico (Fc/Fc*) representa al menos un 40 % en masa del anticuerpo total producido por la célula hospedadora 35 
(Fc/Fc + Fc*/Fc* + Fc/Fc*). 
 
Otros objetos y ventajas resultarán evidentes a partir de una revisión de la descripción detallada adjunta. 
 
Descripción detallada 40 
 
[Eliminado] 
 
Como se utilizan en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un", "uno/a" 
y "el/la" incluyen referencias en plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por lo tanto, por 45 
ejemplo, una referencia a "un método" incluye uno o más métodos y/o etapas del tipo descrito en el presente 
documento y/o que resultarán evidentes para los expertos en la materia tras leer la presente divulgación y así 
sucesivamente. 
 
A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos utilizados en el presente documento tienen 50 
el mismo significado que el que entiende comúnmente una persona normalmente experta en la técnica a la cual 
pertenece la presente invención. Aunque puede usarse cualquier método y material similar o equivalente a los 
descritos en este documento en la práctica o ensayo de la presente invención, a continuación se describen los métodos 
y materiales preferidos. 
 55 
Descripción general 
 
El método de la invención proporciona ventajas sustanciales frente a los métodos actuales para el aislamiento y la 
identificación de células secretoras de proteína. Por ejemplo, las células que secretan anticuerpos pueden aislarse 
rápida y convenientemente basándose en la especificidad, la avidez o el isotipo deseado. Además, puede cuantificarse 60 
directamente la cantidad de proteína secretada producida, a diferencia de muchos métodos de la técnica anterior, en 
donde se cuantifica indirectamente la producción de proteína secretada. 
 
Recientemente, se han desarrollado dos métodos adicionales que utilizan citometría de flujo para el aislamiento de 
alto rendimiento de líneas celulares con alta expresión estable. El primer método implica la modificación del plásmido 65 
de expresión para incluir una lectura transcripcional del ARNm del GOI. Esto se logra el la mayoría de casos insertando 
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un sitio de entrada al ribosoma interno (IRES) y un gen cuyo producto de proteína se monitoriza fácilmente mediante 
citometría de flujo, en la mayoría de casos proteína fluorescente verde (GFP), entre el codón de parada del GOI y el 
sitio de poli A terminal (Meng et al. (2000) Gene 242:201). La presencia de un IRES permite que se traduzcan la POI 
y la GFP a partir del mismo ARNm. Por lo tanto, el nivel de expresión del gen de GFP está relacionado indirectamente 
con el nivel de ARNm del GOI. Los clones que acumulan la GFP a altos niveles se aíslan mediante citometría de flujo 5 
y después se someten a detección sistemática para la producción de la POI. Debido a que este método depende del 
acoplamiento de la expresión del GOI al gen indicador mediante el uso de un IRES en una construcción recombinante, 
no es aplicable al aislamiento de hibridomas. 
 
El uso de citometría de flujo en el aislamiento de clones de expresión permite el análisis rápido de grandes números 10 
de clones en un formato de alto rendimiento. Además, el uso de citometría de flujo reduce significativamente la 
manipulación directa de las células. Desafortunadamente, el nivel de producción de GFP no es una medida directa del 
nivel de producción de la POI. Varios mecanismos pueden desacoplar la producción de la POI secretada de la 
acumulación de GFP. Las diferencias en la producción de la POI y el indicador de GFP puede ser el resultado de 
diferencias en la eficiencia de traducción de los dos genes, la eficiencia de la secreción de la POI o la estabilidad del 15 
ARNm policistrónico. 
 
Otro método que usa citometría de flujo para aislar clones de expresión implica la encapsulación de células dentro de 
microgotas de agarosa (Weaver et al. (1990) Methods Enzymol. 2:234). En este método, se unen anticuerpos 
biotinilados específicos para la POI a la agarosa biotinilada mediante estreptavidina, de tal forma que la POI secretada 20 
se captura y retiene dentro de la microgota (Gray et al., (1995) J. Immunol. Methods 182:155). La POI atrapada se 
detecta mediante inmunotinción con un anticuerpo específico para la POI. Para reducir la cantidad absorbida por la 
agarosa de encapsulación de la POI secretada por células adyacentes, las células se colocan en un medio de baja 
permeabilidad. Aquellas células con la máxima tinción con anticuerpo de la POI en la agarosa de inclusión se 
identifican y aíslan mediante citometría de flujo. La estrategia de microgotas de gel detecta sistemáticamente las 25 
células por su capacidad para secretar la POI, en lugar de detectar sistemáticamente la expresión de ARNm del GOI, 
pero requiere de la disponibilidad de anticuerpos adecuados para atrapar y teñir la POI secretada y el procedimiento 
necesita equipos especiales para generar las microgotas de gel de agarosa. Además, algunas células pueden ser 
sensibles al proceso de encapsulación. 
 30 
Una variación de este método evita la necesidad de incluir las células en una matriz mediante unión directa de un 
anticuerpo, específico para la POI, a la superficie celular (Manz et al. (1995) PNAS 92:1921-1925). En este método, 
la biotinilación no específica de las proteínas de la superficie celular con biotina-éster de hidroxisuccinimida va seguida 
de la puesta en contacto con un anticuerpo conjugado a estreptavidina capaz de unirse a la POI. Las células que 
secretan la POI quedan decoradas con la POI, que después se detecta con un segundo anticuerpo marcado de manera 35 
adecuada. Sin embargo, la difusión de la POI entre células vecinas es problemática y este método también requiere 
un medio de alta viscosidad para reducir la difusión de la POI desde las células de expresión. Debido a que se 
necesitan estos medios de alta viscosidad para discriminar las células, las células se tienen que lavar y colocar en un 
medio adecuado para la clasificación celular, si así se desea. 
 40 
Los problemas asociados con la identificación y el aislamiento de líneas celulares recombinantes de alta expresión se 
aplica especialmente al aislamiento de hibridomas que expresan un anticuerpo de interés. Sin embargo, la 
identificación de hibridomas útiles incluye varios problemas adicionales; han de someterse en primer lugar a detección 
sistemática de la actividad de unión a antígeno, después para el isotipo de inmunoglobulina. Además, los métodos 
basados en GFP no son aplicables a la identificación y el aislamiento de hibridomas debido a que la construcción de 45 
hibridomas no incluye una construcción recombinante, de tal forma que puede ligarse la expresión de los genes de 
anticuerpo a un indicador transcripcional, tal como GFP. La detección sistemática de hibridomas es un trabajo lento y 
laborioso donde el número de clones sometidos a detección sistemática está limitado por las tecnologías existentes. 
 
La presente invención describe un método nuevo y anteriormente desconocido para identificar y aislar células que 50 
producen proteínas secretadas. La invención se basa en la producción de una línea celular que expresa una molécula, 
localizada en la superficie celular, que se une a la POI. La POI presentada en la superficie celular puede detectarse 
mediante marcaje con diversas moléculas de detección. La cantidad de POI presentada en la superficie celular, en 
condiciones específicas, es una medida directa de la cantidad total de POI secretada. Después, pueden aislarse los 
productores de POI de los no productores y pueden diferenciarse los niveles de producción o las características de la 55 
POI. La ventaja de la invención es que cuantifica directamente la POI secretada en lugar de medir indirectamente el 
ARNm. 
 
En particular, la presente invención proporciona un método para detectar y aislar células que producen altos niveles 
de una proteína heterodimérica que tiene una primera subunidad y una segunda subunidad, comprendiendo el método: 60 
 

(a) transfectar células con un ácido nucleico que codifica una proteína de captura de la superficie celular (CSCP), 
que es una proteína de fusión que comprende una proteína de unión a antígeno y un dominio de anclaje a la 
membrana, en donde la célula expresa la proteína heterodimérica, en donde la proteína heterodimérica comprende 
múltiples subunidades y un primer sitio en la proteína heterodimérica reside en una primera subunidad que 65 
comprende una cadena pesada que comprende un dominio CH3 de tipo silvestre que tiene un resto de histidina 
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en la posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un resto de tirosina en la posición 
96 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un segundo sitio en la proteína heterodimérica se 
encuentra en una segunda subunidad que comprende una cadena pesada que comprende un dominio CH3 
sustituido que tiene un resto de arginina en la posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones 
IMGT y un resto de fenilalanina en la posición 96 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT, en 5 
donde la CSCP comprende un scFv capaz de unirse a la primera subunidad pero no a la segunda subunidad de la 
proteína heterodimérica y en donde (i) la CSCP se une al primer sitio en la proteína heterodimérica para formar un 
complejo de CSCP-proteína heterodimérica dentro de la célula hospedadora, (ii) el complejo de CSCP-proteína 
heterodimérica se transporta a través de la célula hospedadora y (iii) después se presenta sobre la superficie de 
la célula hospedadora; 10 
(b) detectar una célula de (a) que expresa la CSCP con alto rendimiento; 
(c) aislar y cultivar la célula que expresa la CSCP con alto rendimiento; 
(d) detectar la proteína heterodimérica en la superficie de la célula aislada y cultivada de la etapa (c) con una 
molécula de detección que se une al segundo sitio en la proteína heterodimérica, en donde la molécula de 
detección comprende una proteína de unión a antígeno recombinante que se une específicamente al dominio CH3 15 
sustituido que tiene un resto de arginina en la posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones 
IMGT y un resto de fenilalanina en la posición 96 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT; y 
(e) aislar la célula detectada en la etapa (d) que porta la proteína heterodimérica detectada en su superficie. 

 
La presente invención también proporciona un método para detectar o aislar una célula que expresa de manera estable 20 
una proteína heterodimérica que tiene una primera subunidad y una segunda subunidad, comprendiendo el método 
las etapas de: 

 
(a) expresar en una célula hospedadora: 

 25 
(i) una proteína de captura de la superficie celular (CSCP) que comprende una proteína de unión a antígeno y 
un dominio de anclaje a la membrana y 
(ii) una proteína heterodimérica, en donde la proteína heterodimérica comprende múltiples subunidades y un 
primer sitio en la proteína heterodimérica reside en una primera subunidad que comprende una cadena pesada 
que comprende un dominio CH3 de tipo silvestre que tiene un resto de histidina en la posición 95 de acuerdo 30 
con el sistema de numeración de exones IMGT y un resto de tirosina en la posición 96 de acuerdo con el 
sistema de numeración de exones IMGT y un segundo sitio en la proteína heterodimérica se encuentra en una 
segunda subunidad que comprende una cadena pesada que comprende un dominio CH3 sustituido que tiene 
un resto de arginina en la posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un resto de 
fenilalanina en la posición 96 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT, en donde la CSCP 35 
comprende un scFv capaz de unirse a la primera subunidad pero no a la segunda subunidad de la proteína 
heterodimérica; y, 
en donde (i) la CSCP se une al primer sitio en la proteína heterodimérica para formar un complejo de CSCP-
proteína heterodimérica dentro de la célula hospedadora, (ii) el complejo de CSCP-proteína heterodimérica se 
transporta a través de la célula hospedadora y (iii) después se presenta sobre la superficie de la célula 40 
hospedadora; 
 

(b) poner en contacto la célula hospedadora con una molécula de detección, en donde la molécula de detección 
se une al segundo sitio en la proteína heterodimérica, en donde la molécula de detección comprende una proteína 
de unión a antígeno recombinante que se une específicamente al dominio CH3 sustituido que tiene un resto de 45 
arginina en la posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un resto de fenilalanina en 
la posición 96 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT; y 
(c) seleccionar la célula hospedadora que se une a la molécula de detección. 

 
Por tanto, la presente invención se refiere a la construcción o al uso de células que expresan moléculas de captura de 50 
la superficie celular que se unen a diversas POI secretadas en la misma célula que produce la POI. A medida que la 
célula secreta la POI, estas moléculas de captura de la superficie celular se unen a esta o pueden formarse 
intracelularmente complejos de la POI y moléculas de captura de la superficie celular y después secretarse. La unión 
puede producirse de manera autocrina o mientras se está secretando. Las células que producen la POI secretada 
pueden identificarse y aislarse posteriormente. Dicha identificación y aislamiento puede basarse en características de 55 
la POI, la producción de la POI o la ausencia de la misma o por niveles específicos de producción. La molécula de 
captura de la superficie celular y/o la POI pueden producirse por la célula en su estado nativo o las moléculas de 
captura de la superficie celular y/o la POI pueden producirse recombinantemente. Mediante la construcción o el uso 
de dicha célula, puede capturarse cualquier proteína secretada por la molécula de captura de la superficie celular a 
condición de que haya una afinidad correspondiente entre las dos. Como se explica adicionalmente, puede 60 
manipularse cualquier molécula, de tal forma que puede usarse como una molécula de captura de la superficie celular. 
Por lo tanto, la presente invención puede utilizarse para aislar cualquier célula que secreta una proteína. 
 
La proteína de captura de la superficie celular (CSCP) comprende una proteína de unión a antígeno y un dominio de 
anclaje a la membrana. Lo que se necesita es la capacidad de la proteína deseada para quedar anclada a la membrana 65 
celular y exponerse al espacio extracelular. Si la célula deseada tiene una secuencia de señal, solo se necesita añadir 
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un anclaje de membrana, incluyendo, pero sin limitación, un anclaje transmembrana o una señal de anclaje a GPI, a 
la molécula de captura de la superficie celular, de tal forma que queda anclada en la membrana celular expuesta al 
exterior de la célula. Además, en caso de que la proteína deseada carezca de una secuencia de señal, puede añadirse 
una secuencia de señal al extremo amino de la proteína deseada, de tal forma que se transporta a la superficie celular. 
Una secuencia de señal y un anclaje de membrana puede ser nativa para la célula, recombinante o sintética. 5 
 
Las células normalmente secretan una gran variedad de proteínas, de manera endógena o después de la introducción 
de ADN recombinante. Puede identificarse cualquier proteína heterodimérica secretada y la célula que la produce 
puede aislarse de acuerdo con el método de la presente invención. Dichas proteínas secretadas incluyen, pero sin 
limitación, factores de crecimiento, receptores del factor de crecimiento, ligandos, componentes de receptor solubles, 10 
anticuerpos, anticuerpos biespecíficos, moléculas trampa recombinantes, proteínas de fusión que contienen Fc, sTCR, 
TCR-Fc y hormonas peptídicas. Dichas proteínas secretadas pueden ser o no recombinantes. Es decir, la secreción 
de algunas proteínas de interés por la célula deseada puede no requerir la introducción de secuencias de nucleótidos 
adicionales. Por ejemplo, la secreción de anticuerpos por linfocitos B o células plasmáticas no es el resultado de la 
introducción de secuencias de nucleótidos recombinantes en el linfocito B o la célula plasmática. Las proteínas 15 
recombinantes secretadas pueden producirse mediante técnicas de biología molecular convencionales bien conocidas 
por el experto en la materia (véase, por ejemplo, Sambrook, J., E. F. Fritsch y T. Maniatis. Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, segunda edición, Volúmenes 1, 2 y 3, 1989; Current Protocols in Molecular Biology, Eds. Ausubel 
et al., Greene Publ. Assoc., Wiley Interscience, NY). Estas proteínas secretadas son útiles para muchos fines 
comerciales y de investigación. La presente invención abarca la producción de dichas proteínas secretadas mediante 20 
las metodologías de la invención. La detección de las células con la POI presentada se logra mediante el uso de una 
molécula de detección que se une al segundo sitio en la proteína heterodimérica, en donde la molécula de detección 
comprende una proteína de unión a antígeno recombinante que se une específicamente al dominio CH3 sustituido 
que tiene un resto de arginina en la posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un resto 
de fenilalanina en la posición 96 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT. Dichas moléculas de 25 
detección pueden facilitar la detección y/o el aislamiento de las células que presentan la POI. 
 
La divulgación es aplicable al aislamiento de, entre otras cosas, a) células productores de ligando mediante el uso del 
receptor específico de ligando como la molécula de captura de la superficie celular, b) células productoras de receptor 
soluble usando un ligando específico unido a receptor de la superficie como la molécula de captura de la superficie 30 
celular, c) células productoras de anticuerpo usando una proteína de unión a anticuerpo como molécula de captura de 
la superficie celular, d) sTCR usando una proteína de unión a s-TCR (por ejemplo, un antígeno reconocido por el TCR) 
como la molécula de captura de la superficie celular, e) TCR-Fc, usando una proteína de unión a Fc como molécula 
de captura de la superficie celular o f) anticuerpos biespecíficos que portan una mutación en uno de sus dominios CH3 
que suprime la unión a proteína A, usando una molécula de captura de la proteína de fusión que comprende un dominio 35 
scFv fusionado a un dominio transmembrana y citoplasmático de FcγR. 
 
De acuerdo con la metodología divulgada, en primer lugar se transfecta con un vector que contiene una secuencia de 
nucleótidos que codifica una molécula de captura de la superficie celular que es capaz de unirse a la POI secretada, 
en condiciones en las que se expresa dicha molécula de captura de la superficie celular. Las células transfectadas 40 
que son productoras adecuadas de dichas moléculas de captura de la superficie celular se detectan y aíslan 
posteriormente y se cultivan dichas células. Estas células pueden producir la POI o bien de manera natural o la POI 
puede producirse de manera recombinante. En caso de que las células produzcan la POI de manera natural, están 
listas para la detección y el aislamiento. En caso de que la POI se produzca recombinantemente, las células aisladas 
y cultivadas que expresan la molécula específica de captura de la superficie celular se transfectan con la segunda 45 
secuencia de nucleótidos que codifica la POI secretada, en condiciones en las que se expresa la POI secretada. Tras 
la expresión, la POI secretada se une a las moléculas de captura de la superficie celular y se detectan y aíslan las 
células que muestran la POI unida. 
 
En caso de que la POI se produzca de manera natural por la célula, la célula no se transfectará con la secuencia de 50 
nucleótidos que codifica la POI. Por lo tanto, este aspecto de la invención es aplicable a cualquiera y a todas las células 
que producen una POI. Además, en caso de que la molécula de captura de la superficie celular se produzca 
naturalmente por la célula, no es necesario transfectar la célula con secuencias de nucleótidos que codifican la 
molécula de captura de la superficie celular. Por lo tanto, este aspecto de la invención es aplicable a cualquiera y a 
todas las células que producen una molécula de captura de la superficie celular. 55 
 
Puede transfectarse una gran variedad de células hospedadoras. Estas células pueden ser de origen eucariota o 
procariota. Las células serán normalmente células eucariotas inmortalizadas y en particular, células de mamífero, por 
ejemplo, células de riñón de mono (COS), células de ovario de hámster chino (CHO), células HeLa, células de riñón 
de cría de hámster (BHK), células de riñón embrionario humano (HEK293), leucocitos, mielomas, líneas celulares 60 
transfectadas con genes de adenovirus, por ejemplo, AD5 E1, incluyendo, pero sin limitación, células retinales 
humanas inmortalizadas transfectadas con un gen de adenovirus, por ejemplo, células PER.C6™ y células madre 
embrionarias. Las células también pueden ser células no de mamífero, incluyendo células bacterianas, fúngicas, de 
levadura y de insecto, incluyendo, pero sin limitación, por ejemplo, Escherichia coli, Bacillus subtilis, especies de 
Aspergillus, Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris. Todas las células pueden cultivarse en bandejas de medio 65 
de cultivo en condiciones adecuadas o en un hospedador sintético. Las células más deseables serán células de 
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mamífero que puedan cultivarse. 
 
La POI secretada unida a la molécula de captura de la superficie celular se detecta usando una molécula de detección 
comprende una proteína de unión a antígeno recombinante que se une específicamente al dominio CH3 sustituido 
que tiene un resto de arginina en la posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un resto 5 
de fenilalanina en la posición 96 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT. Los cultivos de células 
que muestran la POI secretada pueden ponerse en contacto con la molécula de detección, en donde dichas una o 
más moléculas pueden contener un marcador de detección, tal como, por ejemplo, un marcador cromogénico, 
fluorogénico, colorado, fluorescente o magnético. El marcador unido a la molécula de detección pude detectarse y 
aislarse la célula usando varios métodos. Lo más preferentemente, en una población celular, el marcador se detectará 10 
y se aislará la célula usando citometría de flujo. Como alternativa, la molécula de detección puede usarse para el 
aislamiento directo de células que presentan la POI. Esto puede lograrse mediante conjugación de la molécula de 
detección a una placa de cultivo, moléculas paramagnéticas o cualquier otra partícula o soporte sólido. Además, la 
POI presentada puede detectarse directamente mediante una propiedad de la molécula de detección o de la POI. 
 15 
[Eliminado] 
 
En cualquiera de las realizaciones y con respecto al aislamiento de células expresoras de células no expresoras o 
células con menor expresión, una de las principales dificultades, cuando la POI es una proteína secretada, es la 
difusión de la POI entre células vecinas. Por lo tanto, es crítico que cualquier sistema que esté diseñado para capturar 20 
la POI secretada en la superficie celular prevenga la difusión de la POI de la célula expresora a una célula vecina y su 
adherencia a dicha célula. En caso de que se permita que se produzca difusión y de que las células vecinas queden 
decoradas con la POI secretada, la separación de las células basándose en el grado de decoración de la POI no 
logrará discriminar células con alta expresión de células con bajos niveles de expresión y no logrará aislar de manera 
efectiva las células expresoras de las no expresoras. 25 
 
Por lo tanto, una realización de la presente invención es bloquear la difusión de la POI secretada entre células vecinas. 
Esto puede lograrse mediante la adición de una molécula de bloqueo que se une o bien a la molécula de captura de 
la superficie celular o a la POI e impide la unión de la POI secretada a la molécula de captura de la superficie celular. 
En este aspecto, las moléculas de detección no se unen a la molécula de bloqueo. Por ejemplo, en caso de que el 30 
receptor de la superficie celular sea el hFcγRl y la POI secretada posea el fragmento Fc de IgG humana, puede 
bloquearse la difusión de la POI secretada entre células vecinas mediante la adición de IgG exógena de rata al medio 
de cultivo. La detección de células que presentan POI secretada y no IgG de rata unida, se logra mediante el uso de 
anticuerpos específicos para Fc de IgG humana que no reconocen a la IgG de rata. En otra realización, la unión de la 
POI secretada entre células vecinas se reduce aumentando la viscosidad del medio. 35 
 
En una realización de la presente invención, no se permite que la POI secretada se acumule en el medio. Esto puede 
lograrse regulando la expresión de la POI secretada y/o de la molécula de captura de la superficie celular, de tal forma 
que una breve expresión de la POI da como resultado la unión de suficiente POI a la molécula de captura de la 
superficie celular, pero cantidades insuficientes para su difusión. En otra realización, pueden retirarse del medio células 40 
que contienen POI acumulada, se desprende la POI unida a las células y se permite que continúe la expresión de la 
POI durante un periodo de tiempo limitado, de tal forma que la POI secretada no se acumula en el medio. Las proteínas 
pueden desprenderse mediante métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, lavando las células con tampón a pH 
bajo. 
 45 
De acuerdo con la presente invención, aquellas células en una población que se unen a la mayor cantidad de 
moléculas de detección también expresan la POI más secretada. De hecho, cuanto mayor sea la cantidad de POI que 
secreta una célula individual, más cantidad de POI se presenta en la superficie celular. Esta correlación entre la 
cantidad de POI presentada en la superficie y el nivel de expresión de la POI en dicha célula permite identificar 
rápidamente células con un nivel de expresión relativo deseado de una población de células. 50 
 
También se divulga el uso de una biblioteca de ADN para expresar proteína secretada, que puede presentarse en la 
superficie celular por la molécula de captura de la superficie celular. Por ejemplo, también puede generarse una 
biblioteca de ADN a partir de las regiones codificantes de los dominios variables de anticuerpo de linfocitos B aislados 
de animales inmunizados. Después, puede expresarse la biblioteca de ADN en una célula que expresa una molécula 55 
de captura de la superficie celular específica para anticuerpos, de tal forma que pueden identificarse y aislarse 
mediante el método de la invención clones con la especificidad, el isotipo o la avidez deseados. En otra realización, 
puede generarse una biblioteca de ADN a partir de las regiones codificantes de los dominios variables de receptores 
de linfocitos T procedentes de linfocitos T y fusionarse a, por ejemplo, un Fc capaz de unirse a una proteína de unión 
a Fc. Después puede expresarse la biblioteca de ADN en una célula que expresa una proteína de unión a Fc, de tal 60 
forma que pueden identificarse y aislarse como se describe en el presente documento clones con la especificidad, el 
isotipo o la avidez deseados. 
 
También se divulga la creación de mamíferos transgénicos que expresan una molécula de captura de la superficie 
celular particular en uno o más tipos celulares. Las células de dichos mamíferos transgénicos pueden someterse a 65 
detección sistemática de la producción de una POI. Por ejemplo, puede ser deseable expresar una molécula de captura 
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de la superficie celular, específica para anticuerpos, en células plasmáticas. Por consiguiente, pueden recogerse 
células plasmáticas de ratones inmunizados y pueden aislarse mediante el método de la invención aquellas células 
que producen anticuerpos específicos para el antígeno deseado. 
 
En una realización adicional de la invención, la producción de anticuerpo se mide mediante el uso de una línea celular 5 
CHO que expresa el receptor Fc γR1 humano (Fc γRI) que se une al antígeno particular o a la TCR-Fc que es la POI. 
 
En otro aspecto de la invención, la proteína de interés comprende uno o más dominios variables de receptor de 
linfocitos T o un receptor de linfocitos T soluble. Los uno o más dominios variables del receptor de linfocitos T pueden 
unirse covalentemente a un resto que puede unirse a una proteína de captura de la superficie celular. En una 10 
realización específica, los uno o más dominios variables del receptor de linfocitos T se fusionan a una secuencia de 
Fc, por ejemplo, una secuencia de Fc humano y la proteína de captura de la superficie celular es un receptor de Fc, 
por ejemplo, un Fc γR. 
 
Se conocen las estructuras generales de dominios variables de los TCR (véase, por ejemplo, Lefranc y Lefranc (2001) 15 
The T Cell Receptor FactsBook, Academic Press; véanse, por ejemplo, las pág. 17-20; véase también, Lefranc et al. 
(2003) IMGT unique numbering for immunoglobulin and T cell receptor variable domains and Ig superfamily V-like 
domains, Developmental and Comparative Immunology 27:55-77, y Lefranc et al. (2005) IMGT unique numbering for 
immunoglobulin and T cell receptor constant domains and Ig superfamily C-like domains, Developmental and 
Comparative Immunology 29:185-203). En una realización, el dominio variable del TCR de un TCR-Fc comprende una 20 
región N-terminal que tiene un dominio variable de 104-125 aminoácidos. En otra realización, el TCR-Fc comprende 
además una región constante de TCR que comprende 91-129 aminoácidos. En otra realización, el TCR-Fc comprende 
además un péptido conector que comprende 21-62 aminoácidos. 
 
En una realización, la secuencia de Fc está fusionada directamente o a través de un enlazador al dominio variable del 25 
TCR. En otra realización, el TCR-Fc comprende una región variable de TCR y una región constante de TCR y la 
secuencia de Fc se fusiona directamente o a través de un enlazador a la región constante del TCR. En otra realización, 
el TCR-Fc comprende una región variable de TCR, una región constante de TCR y un péptido conector y la secuencia 
de Fc se fusiona directamente o a través de un enlazador al péptido conector. 
 30 
El sTCR, TCR-Fc o la proteína de fusión que comprende una o más regiones variables del receptor de linfocitos T 
puede seleccionarse para que se una específicamente a un antígeno de interés, por ejemplo, una sustancia producida 
por una célula tumoral, por ejemplo, sustancia de células tumorales que es capaz de producir una respuesta 
inmunitaria en un hospedador. En una realización específica, el antígeno es un antígeno que está presente en la 
superficie de una célula tumoral (es decir, un antígeno tumoral), se reconoce por un linfocito T y que produce una 35 
respuesta inmunitaria en un hospedador. Los antígenos tumorales incluyen, por ejemplo, alfafetoproteína (AFP), 
antígeno carcinoembrionario (CEA), MUC-1, antígeno tumoral epitelial (ETA), tirosinasa (por ejemplo, para melanoma 
maligno), antígeno asociado con melanoma (MAGE) y formas mutadas o anormales de otras proteínas, tales como, 
por ejemplo, ras, p53, etc. 
 40 
En una realización, la POI es un TCR-Fc y el TCR-Fc comprende una región variable de cadena α de TCR fusionada 
a una secuencia de Fc y una cadena β de TCR fusionada a la secuencia de Fc (cada una directamente o mediante un 
enlazador), en donde la fusión de cadena α de TCR-Fc y la fusión de cadena β de TCR-Fc se asocian para formar un 
αβ TCR-Fc. En una realización específica, el αβ TCR-Fc comprende los dos polipéptidos a continuación: (1) una región 
variable de cadena α de TCR fusionada a una región constante de cadena α de TCR fusionada a una secuencia de 45 
Fc y (2) una región variable de cadena β de TCR fusionada a una región constante de cadena β de TCR fusionada a 
una secuencia de Fc. 
 
En otra realización, la POI es un TCR-Fc que tiene una región viable de TCR a y una región variable de TCR β y, 
opcionalmente, una región constante de TCR α y/o una región constante de TCR β. En una realización específica, el 50 
TCR-Fc está codificado por un ácido nucleico que comprende (de 5' a 3') una secuencia de región variable de TCR α, 
opcionalmente seguida por una secuencia de región constante de TCR α, una secuencia de región variable de TCR 
β, opcionalmente seguida por una secuencia de región constante de TCR β, opcionalmente un enlazador, después 
una secuencia de Fc. En una realización específica, el TCR-Fc está codificado por un ácido nucleico que comprende 
(de 5' a 3') una secuencia de región variable de TCR β, opcionalmente seguida por una secuencia de región constante 55 
de TCR β, una secuencia de región variable de TCR α, opcionalmente seguida por una secuencia de región constante 
de TCR α, opcionalmente un enlazador, después una secuencia de Fc. En diversas realizaciones, las construcciones 
que codifican TCR-Fc están precedidas de secuencias de señal, por ejemplo, secuencias de señal de secreción, para 
hacerlas secretables. 
 60 
En otra realización, la POI es un TCR-Fc y el TCR-Fc comprende un TCR-Fc que comprende una cadena γ de TCR 
fusionada a una secuencia de Fc y una región variable de cadena δ de TCR fusionada a una secuencia de Fc para 
formar un γδ TCR-Fc. En una realización específica, el γδ TCR-Fc comprende los dos polipéptidos a continuación: 
una región variable de cadena γ de TCR fusionada a una región constante de cadena γ de TCR fusionada a una 
secuencia de Fc y (2) una región variable de cadena δ de TCR fusionada a una región constante de cadena δ de TCR 65 
fusionada a una secuencia de Fc. 
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Las regiones variables del receptor de linfocitos T pueden identificarse y/o clonarse mediante cualquier método 
conocido en la técnica. Las regiones variables del receptor de linfocitos T de la proteína de interés pueden obtenerse, 
por ejemplo, expresando ADN de la región variable del receptor de linfocitos T reorganizado en una célula, por ejemplo, 
fusionado a una secuencia de Fc humano. Pueden obtenerse regiones variables de receptor de linfocitos T 5 
reorganizadas específicas para un antígeno particular mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica 
(véanse las referencias más adelante), por ejemplo, exponiendo a un ratón a un antígeno y aislando linfocitos T del 
ratón, produciendo hibridomas de los linfocitos T del ratón y sometiendo a detección sistemática los hibridomas con el 
antígeno de interés para obtener un hibridoma de interés. Las regiones variables de linfocitos T reorganizadas 
específicas para el antígeno de interés pueden clonarse a partir de los uno o más hibridomas de interés. Las regiones 10 
variables del receptor de linfocitos T específicas para un antígeno también pueden identificarse usando tecnología de 
presentación en fagos, por ejemplo, como se proporciona en las referencias más adelante. Posteriormente, pueden 
clonarse y fusionarse las regiones variables, por ejemplo, a un Fc humano para producir una proteína de interés que 
puede unirse a una molécula de captura de la superficie celular que es un FcγR. 
 15 
Se describen métodos para identificar y/o clonar regiones variables de receptores de linfocitos T, por ejemplo, en la 
Patente de los Estados Unidos n.º 5.635.354 (cebadores y métodos de clonación); Geneée et al. (1992) An 
experimentally validated panel of subfamily-specific oligonucleotide primers (Vα1-w29/Vβ1-w24) for the study of human 
T cell receptor variable V gene segment usage by polymerase chain reaction, Eur. J. Immunol. 22:1261-1269 
(cebadores y métodos de clonación); Gorski et al. (1994) Circulating T Cell Repertoire Complexity in Normal Individuals 20 
and Bone Marrow Recipients Analyzed by CDR3 Size Spectratyping, J. Immunol. 152:5109-5119 (cebadores y 
métodos de clonación); Johnston, S. et al. (1995) A novel method for sequencing members of multi-gene families, 
Nucleic Acids Res. 23/15:3074-3075 (cebadores y métodos de clonación); Pannetier et al. (1995) T-cell repertoire 
diversity and clonal expansions in normal and clinical samples, Immunology Today 16/4:176-181 (métodos de 
clonación); Hinz, T. y Kabelitz, D. (2000) Identification of the T-cell receptor alpha variable (TRAV) gene(s) in T-cell 25 
malignancies, J. Immunol. Methods 246:145-148 (métodos de clonación); van Dongen et al. (2002) Design and 
standardization of PCR primers and protocols for detection of clonal immunoglobulin and T-cell receptor gene 
recombinations in suspect lymphoproliferations: Patente de los Estados Unidos n.º 6.623.957 (métodos de clonación 
y cebadores); Report of the BIOMED-2 Concerted Action BMH4-CT98-3936, Leukemia 17:2257-2317 (cebadores y 
métodos de clonación); Hodges et al. (2002) Diagnostic role of tests for T cell receptor (TCR) genes, J. Clin. Pathol. 30 
56:1-11 (métodos de clonación); Moysey, R. et al. (2004) Amplification and one-step expression cloning of human T 
cell receptor genes, Anal. Biochem. 326:284-286 (métodos de clonación); Fernandes et al. (2005) Simplified 
Fluorescent Multiplex PCR Method for Evaluation of the T-Cell Receptor Vβ-Chain Repertoire, Clin. Diag. Lab. 
Immunol. 12/4:477-483 (cebadores y métodos de clonación); Li, Y. et al. (2005) Directed evolution of human T-cell 
receptors with picomolar affinities by phage display, Nature Biotech. 23/3:349-354 (cebadores y métodos de clonación); 35 
Wlodarski et al. (2005) Pathologic clonal cytotoxic T-cell responses: nonrandom nature of the T-cell receptor restriction 
in large granular lymphocyte leukemia, Blood 106/8:2769-2780 (métodos de clonación); Wlodarski et al. (2006) 
Molecular strategies for detection and quantitation of clonal cytotoxic T-cell responses in aplastic anemia and 
myelodysplastic syndrome, Blood 108/8:2632-2641 (cebadores y métodos de clonación); Boria et al. (2008) Primer 
sets for cloning the human repertoire of T cell Receptor Variable regions, BMC Immunology 9:50 (cebadores y métodos 40 
de clonación); Richman, S. y Kranz, D. (2007) Display, engineering, and applications of antigen-specific T cell 
receptors, Biomolecular Engineering 24:361-373 (métodos de clonación). Se proporcionan ejemplos de sTCR en, por 
ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos n.º 6.080.840 y 7.329.731; y, Laugel, B et al. (2005) Design of Soluble 
Recombinant T Cell Receptors for Antigen Targeting and T Cell Inhibition, J. Biol. Chem. 280:1882-1892. En el presente 
documento se divulgan secuencias de Fc; se proporcionan ejemplos de secuencias de Fc y su uso en proteínas de 45 
fusión, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos n.º 6.927.044, concedida a Stahl et al. 
 
En una divulgación adicional, la molécula de captura de la superficie celular está diseñada para acoplarse con y 
presentar aquellas proteínas de interés que normalmente son incapaces de unirse con suficiente afinidad o de unirse 
con baja afinidad a una molécula de captura de FcγR. Estas proteínas de interés incluyen moléculas de lgG4 e lgG2. 50 
Por lo tanto, se diseñó y construyó una molécula de captura modular basándose en un dominio scFv fusionado a un 
dominio transmembrana y citoplasmático de FcγR. El dominio scFv procedía de un anticuerpo anti-Fc humano de alta 
afinidad y contiene un dominio variable de cadena pesada fusionado a un dominio variable de cadena ligera. El FcγR-
TM-dominio citoplasmático se usó para posibilitar la inserción y orientación adecuada en la membrana plasmática. La 
proteína de fusión scFv-FcγR-TM-cito es capaz de unirse a IgG4 y a otras moléculas que contienen Fc, así como a 55 
subtipos de IgG2 e IgG1 y aquellas heterodiméricas (por ejemplo, anticuerpos biespecíficos) que comprenden al 
menos un dominio CH3 de tipo silvestre, en donde el otro dominio CH3 puede contener una sustitución de tipo Fc*. 
 
[Eliminado] 
 60 
Ejemplos 
 
Se han realizado esfuerzos para garantizar la precisión con respecto a los números usados (por ejemplo, cantidades, 
temperatura, etc.) pero deben tenerse en cuenta algunos errores y desviaciones experimentales. A menos que se 
indique otra cosa, las partes son partes en peso, el peso molecular es peso molecular promedio, la temperatura está 65 
en grados centígrados y la presión es atmosférica o cercana a la atmosférica. 
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Ejemplo 1 
 
Construcción de pTE084. Se construyó pTE084 ligando el fragmento de Xba I de 1.436 pb a partir de pCAE100 que 
codifica FcγRI humano (hFcγRI; número de referencia de GenBank M21091) en el sitio de Xba I de pRG821. La 5 
orientación de hFcγRI en los plásmidos deseables resultantes del ligamiento se examinó mediante mapeo de 
restricción con Not I, Pst I, Eco RI y Stu I. pTE084 se diseñó para el alto nivel de expresión de hFcγRI, el receptor de 
la superficie celular de alta afinidad para el dominio Fc de IgG humana. Contiene dos casetes de expresión 
independientes. Un casete es un gen de hFcγRI impulsado por el promotor CMV-MIE y el segundo casete es el gen 
de neomicina fosfotransferasa II (npt), que confiere resistencia a G418, impulsado por el promotor tardío de SV40. 10 
 
Construcción de un derivado de CHO-K1 que expresa hFcγRl. Se transfectaron células CHO K1 (4 x 106) con 
pTE084 usando Lipofectamine™ (Life Technologies; Rockville, MD) siguiendo las sugerencias del fabricante. Las 
células se colocaron en el medio de cultivo (suero fetal bovino al 10 %, F-12 de Ham al 90 %, L-glutamina 2 mM; todos 
los reactivos eran de Life Technologies, Rockville, MD) que contenía 500 µg/ml de G418 (Life Technologies) durante 15 
15 días. Las células que sobrevivieron a la selección con G418 se tripsinizaron, se agruparon y se tiñeron con 
fragmento Fc de IgG humana conjugado a FITC (FITC-hFc; Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA). 
Brevemente, las células cultivadas en placas de cultivo de 10 cm se lavaron una vez con suero salino tamponado con 
fosfato de Dulbecco (PBS) sin cloruro de calcio y cloruro de magnesio (Life Technologies). Se añadieron tres mililitros 
de tripsina al 0,25 % (Life Technologies) a cada placa. Las placas se removieron hasta que se desprendieron las 20 
células de la placa. Se añadieron inmediatamente diez mililitros de medio de cultivo a cada placa de las células 
desprendidas. Después, se recogieron las células mediante centrifugación a 1.000 x g durante 4 minutos. Después de 
retirar el sobrenadante, se resuspendieron las células en 4 ml de 2 µg/ml de FITC-hFc diluido en medio de cultivo. 
Después, se colocaron las células en un agitador de plataforma y se tiñeron durante una hora a temperatura ambiente. 
Para retirar el FITC-hFc no unido, las células se lavaron dos veces con 20 ml de PBS. Se midió el grado de marcaje 25 
con FITC-hFc en las células mediante citometría de flujo en un clasificador celular MOFLO™ (Cytomation; Fort Collins, 
CO). El FITC-hFc no tiñó a las células CHO K1 precursoras con transfección simulada, pero dio lugar a una distribución 
de la fluorescencia en el grupo resistente a G418 transfectado con pTE084. El 1 % superior de las células más 
fluorescentes del grupo seleccionado se colocó en placas de 96 pocillos a razón de 1 célula/pocillo mediante citometría 
de flujo. Nueve días después, se expandieron 88 clones celulares en las placas de 96 pocillos en placas de 24 pocillos. 30 
Después de 3 días, se lavaron las células en pocillos individuales una vez con 1 ml de PBS, se tiñeron con 0,5 ml de 
2 µg/ml de FITC-hFc durante 1 hora, se lavaron dos veces con 1 ml de PBS y se examinó la tinción de la superficie 
celular en un microscopio de fluorescencia. Se seleccionaron los treintaitrés clones más fluorescentes, se expandieron, 
y después se sometieron a detección sistemática mediante citometría de flujo. 
 35 
La difusión de la proteína secretada entre células expresoras y células no expresoras se bloqueó añadiendo IgG: Ya 
que las células en una línea celular clonal para hFcγRI expresan un hFcγRI en la superficie celular, todas poseen la 
capacidad de unirse a IgG o a proteínas de fusión que consisten en el dominio Fc de la IgG. Debido a que hFcγRI se 
une a IgG de diversas especies (van de Winkel y Anderson, 1991), se evaluó la capacidad de un panel de IgG animales 
para bloquear la unión de una proteína que contenía un marcador de Fc de IgG1 humana (hIgG1) (4SC622) a células 40 
que expresan hFcγRI. 4SC622 es una molécula quimérica que consiste en el dominio extracelular de IL-2Rγ fusionado 
al dominio extracelular de hIL-4Rγ que después se fusiona al dominio Fc de hlgG1. En este experimento, los cultivos 
de RGC1, una línea celular que expresa hFcγRI seleccionada de células CHO K1 que se han transfectado de manera 
estable con pTE084, se incubaron con 1 µg/ml de 4SC622 durante 18 horas en presencia o ausencia de 1 mg/ml de 
IgG de diferentes especies en una estufa de incubación de cultivo tisular a 37 °C. 45 
 
La unión a la superficie celular de 4SC622 se determinó mediante citometría de flujo después de teñirse las células 
lavadas con anticuerpo monoclonal IgG1 de ratón conjugado con ficoeritrina AG184 (PE-AG184) específico para el 
componente de hIL-2Rγ de 4SC622 (BD Pharmingen; San Diego, CA), siguiendo los procedimientos indicados para 
la tinción celular con FITC-hFc. 50 
 
Se observó que la hIgG bloqueó completamente la unión de 4SC622 al hFcγR1 expresado en la superficie de RGC1. 
Las IgG procedentes de rata, de conejo y de cánido también bloquearon eficazmente la unión, mientras que la IgG de 
origen bovino y ovino no la bloqueó. La capacidad de la IgG de rata añadida de manera exógena para bloquear la 
unión de una proteína marcada con Fc de hlgG1 (4SC622) añadida de manera exógena a hFcγRI de la superficie 55 
celular sugiere que la IgG de rata también puede bloquear la transferencia entre células que expresan una proteína 
marcada con Fc de hlgG1 a diferentes niveles. Para analizar esto, se generaron a partir de RGC1 dos líneas celulares 
que pueden distinguirse por la presencia o ausencia de la proteína fluorescente verde (EGFP). Brevemente, para 
marcar las células RGC1 con EGFP, se cotransfectaron 2 x 106 células RGC1 con 0,5 mg de PTE073 que codifica un 
gen de higromicina B fosfotransferasa impulsado por el promotor de fosfoglicerato cinasa y 5 mg de pRG816-EGFP 60 
que codifica el gen de EGFP impulsado por el promotor de CMV-MIE. Las células transfectadas se seleccionaron con 
200 µg/ml de higromicina B (Sigma; St. Louis, MO) durante dos semanas. Las células con fluorescencia verde se 
aislaron mediante citometría de flujo. Un clon que expresaba EGFP y hFcγRI, RGC2, se usó en experimentos de 
mezclado de células. La otra línea celular usada en estos experimentos, RGC4, se generó mediante transfección 
estable de RGC1 con el plásmido pEE14.1-622. pEE14.1-622 es un plásmido en el que la expresión de 4SC622 está 65 
impulsada por el promotor de CMV-MIE e incluye un minigen de glutamina sintetasa, que confiere resistencia al 
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análogo de sulfóxido de metionina (MSX) y permite la selección de eventos de integración estables. Las células RGC4 
expresan hFcγRI en la superficie celular y secretan la proteína marcada con Fc de hlgG1, 4SC622. Se incubó una 
placa de células mixtas que comprendía un 50 % de células RGC2 y un 50 % de RGC4 con 1 mg/ml de IgG de rata 
durante 18 horas antes de la tinción con PE-AG184 y después se examinó mediante citometría de flujo. La 
fluorescencia de EGFP de las células RGC2 muestra que las células RGC2 también se unen a 4SC622 añadida 5 
exógenamente (1 µg/ml), indicada por un aumento en la fluorescencia de PE-AG184. RGC4 no emitieron fluorescencia 
en la selección de EGFP. De manera significativa, la IgG de rata añadida de manera exógena no redujo el porcentaje 
de células RGC4 con tinción positiva para 4SC622 en la superficie celular, lo que sugiere que la unión de 4SC622 a 
hFcγRI se produjo mientras las proteínas estaban en tránsito hacia la superficie celular. Cuando se mezclaron células 
RGC2 y RGC4, la proteína 4SC622 secretada por células RGC4 se acumuló en el medio y se unió a la mayoría de las 10 
células RGC2. Sin embargo, la adición de 1 mg/ml de IgG de rata redujo significativamente el porcentaje de células 
RGC2 que se unieron a 4SC622, lo que demuestra que la IgG de rata bloqueó la transferencia de la proteína marcada 
con Fc de hlgG1 de células expresoras a células no expresoras. 
 
Ejemplo 2: La fluorescencia de la superficie celular se correlaciona con el nivel de expresión de 4SC622 15 
 
Las células RGC1 (4 x 106) se transfectaron con pEE14.1-622 y se obtuvo un grupo de transfectantes estables después 
de la selección durante 2 semanas en medio formado por suero fetal bovino dializado al 10 %, Medio de Eagle 
modificado de Dulbecco (DMEM) sin glutamina al 90 %, suplemento GS 1 x y MSX 25 µM (todos los reactivos fueron 
de JRH Biosciences, Lenexa, KS). La IgG de rata se añadió al medio de cultivo a 1 mg/ml 18 horas antes de la 20 
inmunotinción. Las células se tripsinizaron, se lavaron con PBS y se tiñeron con 1,5 µg/ml de un fragmento F(ab')2 
anti-IgG humana (H+L) conjugado con FITC (Jackson ImmunoResearch Laboratories) durante una hora a temperatura 
ambiente, siguiendo los procedimientos descritos para la tinción de FITC-hFc en el ejemplo 1. Después, se analizó la 
tinción celular mediante citometría de flujo. La distribución de la fluorescencia sugirió que el grupo seleccionado 
contenía células con una gran variedad de niveles de expresión de 4SC622. Las células en el 3 % (grupo R3), el 7-25 
11 % (grupo R5) y el 15-19 % (grupo R7) superior con respecto a su inmunofluorescencia se clasificaron en tres grupos 
distintos y se expandieron durante 9 días. Se determinó la producción media de 4SC622 por célula para los grupos 
midiendo los números de células y los niveles de 4SC622 en los medios después de 3 días de crecimiento mediante 
un ensayo Pandex de base inmunológica (Idexx; Westbrook, ME) siguiendo las recomendaciones del fabricante. En 
el ensayo Pandex, se usaron partículas de ensayo de poliestireno Fluoricon recubiertas con anticuerpo específico de 30 
cabra anti-cadena g de IgG humana (Sigma) para capturar 4SC622 del medio y un anticuerpo específico anti-Fc de 
IgG humana conjugado a FITC (Sigma) para detectar 4SC622 unido a las perlas. Se incluyeron cantidades conocidas 
de 4SC622 purificado en el ensayo para calibración. Se observó que las células en el grupo del 3 %, el 7-11 % y el 
15-19 % superior producían 4SC622 a razón de 1,42, 0,36 y 0,22 pg/célula/día, respectivamente. Por lo tanto, había 
una correlación entre la tinción de 4SC622 en la superficie y la producción de proteína específica. Este resultado 35 
sugiere que pueden obtenerse células individuales que expresan 4SC622 a altos niveles aislando células que se 
tiñeron de manera más brillante por el fragmento F(ab')2 policlonal anti-IgG (H+L) humana conjugado con FITC. 
 
Ejemplo 3: Aislamiento de clones de expresión en RGC1: Trampa de IL-4 
 40 
Para demostrar directamente la eficacia a la hora de generar líneas celulares clonales con producción de proteína 
secretada a alto nivel mediante la presente metodología, se generaron líneas celulares clonales productoras de 
4SC622 a partir de RGC1. Se transfectaron células RGC1 (4 x 106) con pEE14.1-622 y se seleccionaron durante dos 
semanas con MSX 25 µM para obtener un grupo de transfectantes estables. Las células resistentes a MSX se 
agruparon e incubaron con 1 mg/ml de IgG humana durante 18 horas, antes de la tinción con PE-AG184. Seis células 45 
de la selección del 5 % superior, determinada mediante análisis por citometría de flujo de la tinción de 4SC622, se 
aislaron y se expandieron. Se determinó la producción de 4SC622 a partir de las seis líneas clonales y se comparó 
con la producción de 4SC622 de clones obtenidos recogiendo manualmente colonias seleccionadas, seguido de 
clonación por dilución y amplificación. Un clon procedente de RGC1, RGC4, produjo 4SC622 a 12 pg/célula/día. Este 
nivel es similar al del mejor productor de 4SC622 aislado recogiendo manualmente y analizando 2.700 clones. Por lo 50 
tanto, en comparación con la recogida manual de colonias, la metodología presentada en la presente invención 
demuestra ser mucho más eficiente en la detección sistemática y la clonación de altos productores. 
 
Trampa de VEGF. Los plásmidos pTE080 y pTE081 codifican los genes para las trampas de VEGF, hVEGF-R1R2 y 
hVEGF-R1R3. hVEGF-R1R2 es una molécula quimérica que consiste en el primer dominio de Ig de hVEGFR1 55 
fusionado al segundo dominio de Ig de hVEGFR2, que después se fusiona al dominio de hIg1FC. hVEGF-R1R3 es 
una molécula quimérica que consiste en el primer dominio de Ig de hVEGFR1 fusionado al segundo dominio de Ig de 
hVEGFR3, que después se fusiona al dominio hIgG1-Fc. En estos plásmidos, el gen para la trampa de VEGF está 
impulsado por el promotor de CMV-MIE y un minigen de glutamina sintetasa, que confiere resistencia a MSX, se 
expresa para la selección de eventos de integración estable. Las células RGC1 se transfectaron con cualquiera de 60 
estos plásmidos y se cultivaron en medio que contenía MSX 25 µM durante 2 semanas para seleccionar células en 
las que el plásmido se ha integrado de manera estable. Las células resistentes a MSX se incubaron con 0,1 µg/ml de 
IgG2a e lgG3 de ratón durante 18 horas antes de la tinción con 1,5 µg/ml de fragmento F(ab')2 policlonal anti-IgG 
humana (H+L) conjugado a FITC. Las células se tiñeron durante 1 hora y después se lavaron dos veces con PBS 
antes de la citometría de flujo. Las células individuales se seleccionaron en placas de cultivo tisular de 96 pocillos de 65 
entre el grupo de células cuya fluorescencia se encontraba entre el 1 % superior. Se expandieron las células en pocillos 
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individuales y se determinó su productividad mediante ensayos Pandex. Los clones derivados de RGC que expresaban 
tanto hVEGF-R1R2 como hVEGF-R1R3 tenían mayores productividades específicas y se aislaron sometiendo a 
detección sistemática menos clones en comparación con las colonias resistentes a MSX recogidas manualmente con 
máxima expresión. Véase la Tabla 1. 
 5 

 
Tabla 1 

COMPARACIÓN DE LA PRODUCTIVIDAD ESPECÍFICA 

Proteína 
Transitoria 

(µg/ml) 

Líneas celulares estables CHO K1 
recogidas manualmente

Líneas celulares estables 
derivadas de RGC1

Prod. Esp. 
(pg/célula/día) 

n.º de clones 
explorados 

Prod. Esp. 
(pg/célula/día) 

n.º de clones 
explorados 

4SC622 1,1 12 2700 12 6 
hVEGF-
R1R2 

33 68 190 77 62 

hVEGF-
R1R3 

27 5 100 22,6 42 

 
Ejemplo 4: La proteína marcada con Fc de IgG1 unida a la superficie celular se internaliza por RGC1 
 
Se sabe que hFcγRI induce la internalización de su ligando unido a la superficie celular. Para analizar si las células 
RGC1 podían internalizar 4SC622 unido a la superficie celular, se añadió 1 µg/ml de 4SC622 a las células RGC1 10 
durante 1 hora y después se procesaron inmediatamente las células para la inmunotinción de 4SC622 con PE-AG184 
y análisis por citometría de flujo. El noventa y tres por ciento de las células tuvo tinción positiva para 4SC622 en la 
superficie celular. Como alternativa, se añadió 1 µg/ml de 4SC622 a las células RGC1 durante 1 hora, después se 
lavaron las células y se incubaron en medio de cultivo sin 4SC622 con PE-AG184 durante 18 horas. El análisis por 
citometría de flujo después de la inmunotinción para 4SC622 mostró que un 9 % de las células conservó 4SC622 en 15 
la superficie celular. Para caracterizar adicionalmente la pérdida de 4SC622 unida a la superficie, se añadió proteína 
4SC622 purificada a los medios de células RGC1 y CHO K1 precursoras, y después se midieron los niveles de 4SC622 
en los medios con el paso del tiempo. 4SC622, añadido a 2 µg/ml al medio de cultivo en una placa de 10 cm, fue 
significativamente menor en medio condicionado para RGC1 después de 3 días de incubación en comparación con el 
control de CHO K1. Estos resultados demuestran que la concentración de 4SC622 en el medio de cultivo se reduce 20 
por la presencia de hFcγRI en la superficie celular. Los resultados sugieren que la reducción de 4SC622 del medio fue 
el resultado de la internalización del complejo hFcγRI-4SC622. Esta internalización de los complejos de ligando-
receptor puede facilitar la eliminación eficaz de toda la 4SC622 de células no expresoras en presencia de IgG de 
bloqueo durante la etapa de bloqueo de 18 horas. 
 25 
Ejemplo 5: Construcción de líneas celulares CHO K1 con expresión inducible de hFcγRI 
 
Los métodos de secreción de trampa autóloga basados en citometría de flujo (FASTR™) que utilizan el hFcγRI 
permiten un rápido aislamiento de clones con alta expresión. Sin embargo, si hFcγRl media la renovación de proteínas 
marcadas con Fc, la producción realizada de la proteína secretada por células que expresan hFcγRI modificado por 30 
ingeniería genética podría ser mayor en caso de que se pudiera inhibir la expresión de hFcγRI durante el periodo de 
producción. Con este fin, se construyó una línea celular CHO K1 en la que se induce la expresión de hFcγRI mediante 
tetraciclina o el análogo, doxiciclina. En este sistema, en primer lugar se modificaron por ingeniería genética células 
CHO K1 para que expresasen la proteína represora de tetraciclina (TetR) y hFcγRI se colocó bajo el control 
transcripcional de un promotor cuya actividad estaba regulada por TetR. Se colocaron dos operadores TetR (TetO) en 35 
tándem inmediatamente cadena abajo del promotor/potenciador de CMV-MIE en pTE084 para generar pTE158. La 
transcripción de hFcγRI a partir del promotor de CMV-MIE en pTE158 se bloqueó mediante TetR en ausencia de 
tetraciclina o algún otro inductor adecuado. En presencia de inductor, la proteína TetR era incapaz de unirse a TetO y 
se produjo la transcripción de hFcγRI. 
 40 
Las células CHO K1 se transfectaron con pcDNA6/TR, un plásmido que confiere resistencia a la blasticidina, en el que 
la expresión de TetR se origina a partir del promotor de CMV-MIE (Invitrogen; Carlsbad, CA). Después de dos semanas 
de selección con 2,5 µg/ml de blasticidina (Invitrogen), se agruparon los transfectantes estables. Este grupo se 
transfectó posteriormente con pTE158, un plásmido que confiere resistencia a G418 en el que la expresión de hFcγRI 
es dependiente de un promotor híbrido de CMV-MIE/TetO. Las células transformadas consecutivamente con 45 
pcDNA6/TR y pTE158 se seleccionaron con 400 µg/ml de G418 y 2,5 µg/ml de blasticidina durante 12 días y después 
se agruparon. El grupo se indujo durante dos días mediante la adición de 1 µg/ml de doxiciclina y después se tiñó con 
FITC-hFc para identificar las células que expresan hFcγRI. El 5 % superior de células que expresan hFcγRI se recogió 
como un grupo, se expandió durante 6 días en ausencia de doxiciclina y se tiñeron nuevamente con FITC-hFc para la 
presencia de hFcγRI. Las células que no se tiñeron para hFcγRI se recogieron y expandieron en medio de cultivo que 50 
contenía 1 µg/ml de doxiciclina durante tres días. Después se tiñó el grupo respecto de la presencia de hFcγRI y se 
aisló mediante citometría de flujo. Las células que expresaban los niveles más elevados de hFcγRI (1 % superior) se 
seleccionaron en placas de 96 pocillos a razón de una célula por pocillo. Estas células supuestamente contenían 
células que tenían bajos niveles de expresión no inducidos de FcγR1 y altos niveles inducibles de FcγR1. Después de 
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la expansión, se confirmó la inducción de hFcγRI mediante doxiciclina en 20 clones mediante inmunotinción con FITC-
hFc y citometría de flujo. Se seleccionó un clon para su caracterización adicional y se denominó RGC10. 
 
En ausencia de doxiciclina, RGC10 no expresó niveles detectables de hFcγRI, mientras que se observaron altos 
niveles de hFcγRI en células que se indujeron con 1 µg/ml de doxiciclina durante tres días. La mediana de 5 
fluorescencia de las células RGC10 aumentó en más de 1.000 veces después de la inducción mediante doxiciclina. 
 
Ejemplo 6: Aislamiento de líneas celulares productoras de 4SC622 a partir de RGC10 
 
Las células RGC10 se transfectaron con pEE14.1-622 y se agruparon las células resistentes a MSX después de la 10 
selección con MSX 25 mM durante dos semanas. La expresión de hFcγRI se indujo mediante la adición de 1 µg/ml de 
doxiciclina al medio de cultivo durante tres días. Se añadió un mg/ml de IgG de rata al medio de cultivo que contenía 
doxiciclina 18 horas antes de la tinción con fragmento F(ab’)2 anti-IgG (H+L) humana conjugado a FITC y el análisis 
mediante citometría de flujo. Las células que expresaron los mayores niveles de 4SC622 (1 % superior) se 
seleccionaron en placas de 96 pocillos a razón de 1 célula por pocillo. Sin la inducción de la expresión de hFcγRI 15 
mediante doxiciclina, la tinción con fragmento F(ab’)2 policlonal anti-IgG (H+L) humana conjugado a FITC no logra 
detectar 4SC622 unido a la superficie celular. Se expandieron sesenta clones en ausencia de doxiciclina. La 
productividad específica de los 13 mayores productores se determinó mediante el ensayo Pandex. La productividad 
específica del clon 1C2 fue de 17,8 pg/célula/día, significativamente mejor que la de 12 pg/célula/día observada para 
la mejor línea celular para 4SC622 aislada anteriormente usando la línea celular RGC1 no regulada para hFcγRI. 20 
 
Ejemplo 7: Las células de mieloma Sp2/0 pueden modificarse por ingeniería genética para expresar una 
proteína de captura de la superficie celular 
 
En este ejemplo, se modificó por ingeniería genética la línea celular de mieloma Sp2/0-Ag14 para que expresase 25 
hFcγRI de manera estable para demostrar que el método de trampa de secreción autóloga era aplicable a líneas 
celulares distintas de CHO. Se introdujo el gen para hFcγRl en la célula de mieloma mediante infección retrovírica. El 
plásmido pLXRN (Clontech; Palo Alto, CA), un vector de ADN retrovírico en donde puede expresarse un gen de interés 
a partir del promotor de la repetición terminal larga del virus del sarcoma de Moloney murino (LTR de MoMuSV) cadena 
arriba, se usó para generar retrovirus que codifica el gen de hFcγRI. El fragmento de Xho I de 1.363 pb de pTE084, 30 
que codifica el gen FcγRI humano, se clonó en el sitio de Xho I de pLXRN. Se seleccionó un plásmido en el que la 
expresión de ADNc de hFcγRI era dependiente de la LTR de MoMuSV y se denominó pTE255. 
 
Se generó un retrovirus pantrópico para la expresión de hFcγRI siguiendo esencialmente las instrucciones del 
fabricante. La línea celular empaquetadora GP-293, una línea celular basada en HEK 293 que expresa de manera 35 
estable las proteínas víricas gag y pol (Clontech; Palo Alto, CA), se cotransfectó con 10 mg de cada uno de pVSV-G 
y pTE255. El plásmido pVSV-G permite la expresión de la proteína de la envuelta vírica VSV-que confiere un amplio 
intervalo de hospedador a las partículas infecciosas. 
 
Construcción de Sp2-hFcγRI-4. Se usó el retrovirus pantrópico hFcγRI para infectar 1 x107 células de mieloma Sp2/0-40 
Ag14 (American Type Culture Collection; Manassas, VA) a una multiplicidad de aproximadamente 10 partículas 
infecciosas por célula. Tres días después de la infección, las células se tiñeron durante 1 hora y después se lavaron 
dos veces con PBS antes del análisis por citometría de flujo. Aquellas células que expresaban hFcγRI, indicada por 
FITC-hFc unido, se recogieron como un grupo mediante citometría de flujo. El grupo se expandió durante 13 días y 
después se tiñó nuevamente con FITC-hFc y se recogieron las células que expresaban hFcγRI como un grupo 45 
mediante citometría de flujo. Estas células clasificadas se cultivaron en suero fetal bovino al 10 % y medio Eagle 
modificado de Dulbecco (DMEM) al 90 % con 4,5 g/l de glucosa y glutamina 4 mM durante 3 semanas, se tiñeron con 
FITC-hFc y las células con fluorescencia media en el 1 % superior de la población se clonaron mediante clasificación 
de células individuales. Después de la expansión, se examinaron 24 clones mediante citometría de flujo para la 
expresión de hFcγRI, como se ha descrito anteriormente y un clon, Sp2-hFcγRI-4, se seleccionó para su 50 
caracterización adicional. 
μ 
 
Aislamiento de células Sp2-hFcγRI-4 que expresan proteína 4SC622. Se transfectaron células Sp2-hFcγRI-4 (1 x 
107) con pTE209, un plásmido que permite la expresión constitutiva de 4SC622 a partir del promotor de CMV-MIE y 55 
confiere resistencia a la higromicina. Las células transfectadas se colocaron en medio que contenía FCS al 10 %, 
DMEM al 90 % y 400 µg/ml de higromicina durante 14 días. Las células resistentes a higromicina se incubaron con 
1 mg/ml de IgG de conejo durante dieciocho horas antes de la tinción con fragmento F(ab')2 policlonal anti-IgG humana 
(H+L) conjugado a FITC. Las células se tiñeron durante 1 hora y después se lavaron dos veces con PBS antes del 
análisis por citometría de flujo. Las células marcadas se recogieron como un grupo mediante citometría de flujo y 60 
después se cultivaron durante 5 días y se clasificaron como se ha descrito anteriormente. Las células del grupo 
expandido que se unieron a la mayoría del fragmento F(ab')2 policlonal anti-IgG humana (H+L) conjugado a FITC, el 
1 % superior de la población, se clonaron mediante selección de células individuales. Se analizó la producción de 
4SC622 de diez clones mediante ELISA y se observó que los 10 clones expresaban 4SC622; el clon 5H11 produjo 
4SC622 a razón de 0,5 pg por célula por día. Estos datos demostraron que los clones que secretan 4SC622 se aislaron 65 
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eficazmente mediante el método de trampa de secreción autóloga a partir de un grupo heterogéneo de células 
procedentes de la transfección estable de células Sp2-hFcγRI-4 con pTE209. 
 
Para confirmar que 4SC622 se presentaba de manera autóloga en la superficie de células de mieloma que expresan 
tanto 4SC622 como hFcγRI, se incubó el clon 5H11 con 1 mg/ml de IgG de conejo durante 18 horas y después se tiñó 5 
con fragmento F(ab')2 anti-IgG humana (H+L) conjugado a FITC y se observó que mostraba 4SC622 en la superficie 
celular. La proteína secretada se presentó en condiciones en las que se bloqueó la alimentación cruzada mediante 
IgG de conejo, lo que demuestra la presentación autóloga de 4SC622. Estos datos indicaron que el método de trampa 
de secreción autóloga descrito anteriormente no se limitó a células CHO y que también puede extenderse a células 
de mieloma y de otros tipos. 10 
 
Ejemplo 8. La proteína G quimérica puede funcionar como proteína de captura de la superficie celular 
 
Para demostrar la aplicación del método de trampa de secreción autóloga a una proteína de captura de la superficie 
celular distinta de hFcγRI, se construyó una línea celular que expresa proteína G. La proteína g, de la cepa G148 de 15 
Streptococcus, se une a todas las subclases de IgG humanas y de ratón y como tal, tiene utilidad para el aislamiento 
de células recombinantes que expresan anticuerpos o proteínas de fusión de Fc de IgG. Para demostrar que el dominio 
de unión a Fc de IgG de la proteína G puede usarse como proteína de captura de la superficie celular capaz de unirse 
a todas las subclases de IgG humanas y de ratón, se construyó una línea CHO que expresa una proteína quimérica 
formada por el dominio de unión a Fc de la proteína G fusionado al dominio transmembrana e intracelular de hFcγRI. 20 
El dominio de unión a Fc de la proteína G contiene tres repeticiones homólogas de 55 aminoácidos de longitud (Guss 
et al., (1986) EMBO 5:1567 y Sjobring et al., (1991) J. Biol. Chem. 266:399) y cada repetición es capaz de unirse a un 
Fc de IgG. Para mejorar la expresión de proteína quimérica en células CHO, se construyó un ADN sintético en el que 
se fusionó la secuencia de señal del gen ROR1 de ratón al dominio de unión a Fc, los aminoácidos 303 a 497 de la 
proteína G (n.º de referencia X06173) (SEQ ID NO: 1). Este ADN sintético se generó mediante una combinación de 25 
hibridación de oligonucleótidos, relleno de huecos y amplificación mediante la PCR. Después se fusionó el ADN 
sintético, mediante la PCR, a ADN que codifican los dominios transmembrana e intracelulares, aminoácidos 279 a 374 
(SEQ ID NO: 2), de hFcγRl (n.º de registro M21091). El ADN resultante que codifica la proteína quimérica de proteína 
G/hFcγRI se clonó en pTE158 cadena abajo del promotor de CMV-MIE, reemplazando al gen que codifica hFcγRl, 
para dar el plásmido pTE300. 30 
 
Una línea celular CHO K1 adaptada para crecer en medio asérico, RGC14, se transfectó con pTE300 y después de 
tres días se añadieron 400 µg/ml de G418 al medio de cultivo para seleccionar la integración estable de pTE300. Dos 
semanas después de comenzar la selección, las células se tiñeron con FITC-hFc para identificar células que 
expresaban hFcγRI. Estas células se analizaron mediante citometría de flujo y las células que expresaban hFcγRI se 35 
recogieron como un grupo. Las células se expandieron durante 10 días y se aisló nuevamente la población de células 
que expresan hFcγRI mediante citometría de flujo. Las células se expandieron nuevamente, se tiñeron con FITC-hFc 
y se aislaron las células individuales que expresaban altos niveles de la proteína quimérica de proteína G/hFcγRI 
mediante citometría de flujo. Las células individuales con tinción positiva para la unión de FITC-hFc se seleccionaron 
en medio compuesto por suero fetal bovino al 10 %, F12 de Ham al 90 % y 400 µg/ml de G418. Después de dos 40 
semanas de incubación, se examinaron 48 clones respecto de su unión a la IgG bovina presente en el medio de cultivo 
mediante tinción con fragmento F(ab')2 anti-IgG bovina conjugado a FITC (Jackson ImmunoResearch Laboratories, 
West Grove, PA). Un clon, RGC18 que tuvo tinción positiva con este anticuerpo se seleccionó para su caracterización 
adicional. 
 45 
Aislamiento de clones de expresión en RGC18: se transfectaron células RGC18 (6 x106) con pTE209 y se 
seleccionaron para la integración del plásmido mediante cultivo en 400 µg/ml de higromicina durante 18 días. Las 
células resistentes a higromicina se incubaron con 1 mg/ml de IgG de conejo durante dieciocho horas antes de la 
tinción con fragmento F(ab')2 policlonal anti-IgG humana (H+L) conjugado a FITC. Las células se tiñeron durante 1 
hora y después se lavaron dos veces con PBS antes del análisis por citometría de flujo. Las células más fluorescentes 50 
(5 % superior) se aislaron mediante clasificación de células individuales y se expandieron durante 3 semanas. Se 
examinó la secreción de 4SC622 de diez clones. Todos los clones analizados secretaron 4SC622 a alto nivel y el 
mejor clon, RGC19, tenía una productividad específica de 6,4 pg/célula/día. Este resultado demostró que las células 
que expresaban 4SC622 se aislaron eficazmente de un grupo heterogéneo de células procedentes de la transfección 
estable de RGC18 con pTE209 mediante el método de trampa de secreción autóloga. Además, estos datos 55 
demostraron claramente que podía modificarse un fragmento de proteína G para que incluya una secuencia de señal 
y un dominio transmembrana y para que funcione como una proteína de captura de la superficie celular. 
 
Para confirmar que 4SC622 se presentaba de manera autóloga en la superficie de las células RGC19 que expresaban 
tanto la proteína quimérica de proteína G/hFcγRI como 4SC622, se incubó RGC19 con 1 mg/ml de IgG de conejo 60 
durante 18 horas y después se tiñó con fragmento F(ab')2 anti-IgG humana (H+L) conjugado a FITC y se analizó 
mediante citometría de flujo. Se observó que las células RGC19 poseen 4SC622 en la superficie celular en estas 
condiciones en las que la alimentación cruzada se bloqueó mediante IgG de conejo, lo que sugiere la presentación 
autóloga de 4SC622. La IgG de conejo bloqueó eficazmente la unión de proteína 4SC622 exógena a las células 
RGC18, pero no bloqueó la presentación de 4SC622 en la superficie celular de células que expresan 4SC622. Estos 65 
datos demostraron que las propiedades de la proteína quimérica de proteína G/hFcγRI eran similares a los de hFcγRI 
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como proteína de captura de la superficie celular y sugirieron que el método de trampa de secreción autóloga puede 
emplear otras proteínas como proteínas de captura de la superficie celular. 
 
Ejemplo 9: Aislamiento de células productoras de anticuerpo a partir de RGC10 
 5 
Para demostrar la utilidad del método de trampa de secreción autóloga para el aislamiento de líneas celulares CHO 
que expresan anticuerpos recombinantes, se clonó el ADN que codifica los genes de cadena ligera variable y pesada 
variable a partir del hibridoma KD5. KD5 es un hibridoma que expresa un anticuerpo monoclonal específico para el 
receptor Tie-2 humano. 
 10 
Se clonaron las secuencias génicas de la región constante de IgG de ratón a partir de 500ng de poliA+ARN de bazo 
de ratón (Clontech, Palo Alto, CA). El ADNc monocatenario se sintetizó usando el sistema de síntesis de primera hebra 
SuperScript para RT-PCR, cebado con 50ng de hexámeros aleatorios (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). 
La secuencia de ADN constante ligera kappa (n.º de referencia Z37499) se amplificó a partir de este ADNc mediante 
la PCR usando los cebadores 5' mCLK1 (Z37499) (5'-CGGGCTGATG CTGCACCAAC TGTATCCATC TTC-3') (SEQ 15 
ID NO: 3) y 3' mCLK1 (Z37499) (5'-ACACTCTCCC CTGTTGAAGC TCTTGACAAT GGG-3') (SEQ ID NO: 4). La 
secuencia de región constante de IgG2a de ratón (n.º de referencia AJ294738) también se amplificó a partir de este 
ADNc mediante la PCR usando los cebadores 5' mCH2a (AJ294738) (5'-GCCAAAACAA CAGCCCCATC 
GGTCTATCCA C-3') (SEQ ID NO: 5) y 3' mCH2a (AJ294738) (5'-TCATTTACCC GGAGTCCGGG AGAAGCTCTT 
AGTCG-3') (SEQ ID NO: 6). Los productos de la PCR se clonaron en pCR2.1-TOPO usando el kit de clonación TOPO 20 
TA (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) y se verificó la secuencia de las regiones constantes. 
 
Los genes de la región variable de KD5 se amplificaron mediante RT-PCR a partir del ARNm del hibridoma KD5 y se 
clonaron en pCR2.1-TOPO usando las mezclas de cebadores de cadena pesada y ligera variable de Amersham-
Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ). El gen de la cadena pesada variable se amplificó mediante la PCR usando la 25 
región variable clonada de pCR2.1-TOPO como molde con los cebadores 5' BspMI/KD5VH N-term (5'-GAGAGTACCT 
GCGTCATGCA GATGTGAAAC TGCAGGAGTC TGGCCCT-3') (SEQ ID NO: 7) y 3' BspMI/KD5VH C-term (5'-
GAGAGACCTG CGTCAGCTGA GGAGACGGTG AC-CGTGGT-3') (SEQ ID NO: 8), se digirieron con BspMI y se 
ligaron al fragmento de PCR del gen de cadena pesada constante de IgG2a digerido con Bsal amplificado con los 
cebadores 5' Bsal/CH2a N-term (5'-GAGAGGGTCT CACAGCCAAA ACAACAGCCC CATCG-3') (SEQ ID NO: 9) y 3' 30 
Bsal/ CH2a C-term (5'-GAGAGGGTCT CCGGCCGCTC ATTTACCCGG AGTCCGGG AGAA-3') (SEQ ID NO: 10). 
Después, se ligó este fragmento en los sitios de BspMI y NotI de pRG882. El plásmido resultante, pTE317, tenía la 
capacidad de expresar el gen de cadena pesada recombinante de KD5, fusionado a la secuencia de señal de mROR1, 
a partir del promotor de CMV-MIE. El gen de la cadena ligera variable se amplificó mediante la PCR usando la región 
variable clonada de pCR2.1-TOPO como molde con los cebadores 5' BsmBI/KD5VL N-term (5'-GAGAGCGTCT 35 
CATGCAGACA TCCAGATGAC CCAGTCTCCA-3') (SEQ ID NO: 11) y 3' BsmBI/KD5VL C-term (5'-GAGAGCGTCT 
CACAGCCCGT TTTATTTCCA GCTTGGTCCC-3') (SEQ ID NO: 12), digeridos con BsmBI y ligados al fragmento de 
la PCR del gen de cadena ligera constante kappa digerido con Bsal amplificado con los cebadores 5' Bsal/CLK N-term 
(5'-GAGAGGGTCT CAGCTGATGC TGCACCAACT GTATCC-3') (SEQ ID NO: 13) y 3' Bsal/CLK C-term (5'-
GAGAGGGTCT CAGGCCGCTC AACACTCTCC CCTGTT-GAAG CTCTTGAC-3') (SEQ ID NO: 14). Después, se ligó 40 
este fragmento en los sitios de BspMI y NotI de pRG882. El plásmido resultante, pTE316, tenía la capacidad de 
expresar el gen de cadena ligera recombinante de KD5, fusionado a la secuencia de señal de mROR1, a partir del 
promotor de CMV-MIE. 
 
El fragmento de EcoRI-NotI de 1450 pb de pTE317, que codifica el gen de cadena pesada de KD5, se clonó en los 45 
sitios de EcoRI y NotI de pRG980, un vector que confiere resistencia a la higromicina y permite la expresión de genes 
recombinantes para el promotor de UbC, para dar el plásmido pTE322. De manera similar, el fragmento de EcoRI-NotI 
de 750 pb de pTE316, que codifica el gen de cadena ligera de KD5, se clonó en los sitios de EcoRI y NotI de pRG985, 
un vector que confiere resistencia a la puromicina y permite la expresión de genes recombinantes para el promotor de 
UbC, para dar el plásmido pTE324. Se transfectaron células RGC10 (5 x106) con 3 µg de pTE322 y 3 µg de pTE322 50 
y se seleccionaron para la integración de los plásmidos mediante cultivo en medio F12 suplementado con suero fetal 
de ternero al 10 % con 20 µg de puromicina y 400 µg/ml de higromicina durante 14 días. La expresión de hFcγRI se 
indujo mediante la adición de 1 µg/ml de doxiciclina al medio de cultivo durante tres días. Las células doblemente 
resistentes se incubaron con 1 mg/ml de IgG de conejo durante dieciocho horas antes de la tinción con fragmento 
F(ab')2 policlonal de cabra anti-IgG (Fcγ) de ratón (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA). Las 55 
células se tiñeron durante 1 hora y después se lavaron dos veces con PBS antes del análisis por citometría de flujo. 
Las células más fluorescentes (5 % superior) se aislaron como un grupo y se expandieron durante 10 días, tras lo cual 
se repitió el protocolo pero se aisló como un grupo el 1 % superior de las células más fluorescentes. Este grupo se 
expandió durante 10 días y después se aisló el 0,1 % superior de las células más fluorescentes como células 
individuales en placas de 96 pocillos. Los clones se analizaron mediante ELISA respecto de la expresión de anticuerpo 60 
y se seleccionaron siete clones de entre los 53 clones analizados. La productividad específica media de estos clones 
fue de 35 pg/célula/día y el mejor clon expresó el anticuerpo monoclonal KD5 recombinante a razón de 54 
pg/célula/día. 
 
Ejemplo 10: Las detecciones sistemáticas de FASTR™ no se ven afectadas por el nivel de expresión de CSCP 65 
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Para demostrar que el nivel de expresión de la CSCP no afecta significativamente a la capacidad para aislar células 
que expresan una sPOI asociada, se compararon detecciones sistemáticas de FASTR™ para la misma sPOI en dos 
líneas celulares hospedadoras diferentes que expresan cada una la misma CSCP pero o bien a un alto nivel o bien a 
un bajo nivel. 
 5 
Se seleccionó la línea celular hospedadora de FASTR™ RGC10 para la expresión a alto nivel de la proteína hFcγRI 
mediante integración estable de pTE158 y se observó que contenía 40 copias del gen hFcγRI integradas. Una nueva 
línea celular, RS527, que expresaba la proteína hFcγRl a un menor nivel, se generó a partir de CHO K1 después de 
la transfección estable y la selección para la integración de una sola copia del gen. Las células RS527 expresaron 
significativamente menos proteína hFcγRI que las células RGC10, como se determinó mediante análisis de 10 
transferencia de Western de lisados de células completas en las líneas celulares de FASTR™. 
 
Brevemente, se transfectaron células RGC10 y RS527 con pTE462, un plásmido capaz de expresar una proteína de 
fusión de hFc, Rc1-hFc, y de conferir resistencia a la higromicina. Los cultivos transfectados se seleccionaron con 
higromicina durante dos semanas. Las células resistentes a la higromicina se indujeron con 1 µg/ml de doxiciclina 15 
(Dox) y se bloquearon con IgG de conejo durante una noche, después del método FASTR™ descrito en el presente 
documento. Al día siguiente, se tiñeron los cultivos de RGC10/pTE462 y RS527/pTE462 mediante un anticuerpo 
conjugado a FITC específico para hFc y después se analizaron mediante citometría de flujo. Se seleccionaron tres 
grupos de células, R4, R5 y R6 con fluorescencia baja, media y alta, respectivamente, de cada línea celular 
hospedadora y se expandieron en cultivo tisular. 20 
 
Para comparar el nivel de producción de proteína Rc1-hFc a partir de los seis grupos de células, se establecieron seis 
cultivos usando un número igual de células para cada grupo. Tres días más tarde, se recogieron los medios 
condicionados. Se determinaron los títulos de proteína Rc1-hFc en el medio condicionado mediante ELISA y se 
representaron frente a la fluorescencia media de los grupos de células respectivos. Para las líneas hospedadoras tanto 25 
RGC10 como RS527, hubo una correlación similar entre la fluorescencia media (cantidad de Rc1-hFc presentada en 
la superficie celular) y los niveles de producción de la proteína sPOI de los grupos de células aislados. De manera 
más significativa, los títulos de sPOI en los dos grupos de R6 de alta fluorescencia procedentes de RGC10 y RS527 
fueron similares. Estos datos demuestran que el nivel de expresión de la CSCP en una línea celular hospedadora de 
FASTR™ no afecta significativamente al uso de ese hospedador para aislar células transfectadas basándose en el 30 
nivel de expresión de una SPOI. 
 
Ejemplo 11: Receptor Tie2 como proteína de captura de la superficie celular 
 
Pueden usarse proteínas de captura de la superficie celular (CSCP) distintas de FcγR1 en los métodos descritos en 35 
el presente documento. En este ejemplo, el receptor Tie2 funciona como CSCP y se usa para aislar células que 
expresan una proteína de fusión ScFvc1b-Fc específica para Tie producida a partir del anticuerpo monoclonal C1b que 
se une específicamente al dominio extracelular del receptor Tie2. Aunque la CSCP para ScFvc1b-Fc puede ser hFcgRI, 
este ejemplo demuestra que también puede usarse Tie2 como la CSCP para ScFvCw-Fc. 
 40 
Para construir una línea celular inducible para CSCP de Tie2, en primer lugar se transfectaron de manera estable CHO 
K1 con el plásmido de TetR pcDNA6/TR. El grupo de células resistentes a blasticidina se transfectaron de manera 
estable con pTE259, un plásmido que permite la expresión inducible de una proteína formado por el dominio 
extracelular y el dominio transmembrana de Tie2. Se aislaron clones celulares inducibles mediante citometría de flujo 
tras la tinción con un anticuerpo específico para Tie2. Se seleccionó el clon RGC54 para estudiar la viabilidad de 45 
FASTR™ para la expresión de ScFvC1b-Fc. 
 
Las células RGC54 se transfectaron de manera estable con pTE988, un plásmido capaz de expresar la proteína de 
fusión de hFc secretada ScFvC1b-Fc y que confiere resistencia a la higromicina. El cultivo transfectado se seleccionó 
con higromicina durante dos semanas. Las células resistentes a higromicina se indujeron con Dox y se bloquearon 50 
con 1 mg/ml de mAb C1b purificado. El anticuerpo monoclonal C1b fue la fuente de las regiones variables en ScFvC1b-
Fc. Al día siguiente, se tiñó el grupo de células mediante un anticuerpo conjugado a FITC específico para hFc y 
después se analizó mediante citometría de flujo. Se seleccionaron tres grupos de células, R6, R7 y R8 con 
fluorescencia alta, media y baja, respectivamente y se expandieron en cultivo tisular. Se establecieron tres cultivos 
usando un número igual de células para cada grupo para determinar la producción de proteína ScFvC1b-Fc determinada 55 
mediante ELISA. Existía una correlación entre la fluorescencia media (cantidad de unión de ScFvC1b-Fc a Tie2 en la 
superficie celular) y los niveles de producción de proteína ScFvC1b-Fc de los grupos de células aislados. 
 
Estos datos demuestran que las CSCP distintas de hFcγRI pueden servir como una CSCP y también sugieren que 
puede convertirse cualquier receptor en una CPSP mediante la eliminación de su dominio citoplasmático. Estos datos 60 
también demuestran que puede convertirse un antígeno en una CSCP y usarse para la detección sistemática mediante 
FASTR™ que expresan una molécula relacionada con un anticuerpo específico para un antígeno. 
 
Ejemplo 12: Detecciones sistemáticas FASTR™ eficaces con pares de CSCP:sPOI que tienen baja afinidad 
 65 
La angiopoyetina-1 es un ligando para el receptor Tie2. Una proteína quimérica que comprende el dominio de unión a 
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receptor de angiopoyetina-1 y hFc (FD1-hFc) se une a Tie2 con una constante de afinidad de 174 nM, determinada 
mediante BIAcore™. Se seleccionaron FD1-hFc y Tie2 como la sPOI y la CSCP, respectivamente, para determinar si 
es necesaria una afinidad mínima entre la CSCP y la sPOI para las detecciones sistemáticas de FASTR™. 
 
En los experimentos de decoración de células, la FD1-hFc añadida de manera exógena se unión específicamente a 5 
células RGC54 a través de Tie2. Para determinar si la afinidad entre Tie2 y FD1-hFc es suficiente para posibilitar la 
detección sistemática de FASTR™, las células RGC54 se transfectaron de manera estable con pTE942, un plásmido 
capaz de expresar la proteína de fusión de hFc, FD1-hFc, y de conferir resistencia a la higromicina. El cultivo 
transfectado se seleccionó con higromicina durante dos semanas. Las células resistentes a higromicina se indujeron 
con Dox y se bloquearon con 1 mg/ml de FD1-mFc que comprende Fc de IgG1 de ratón. Al día siguiente, se tiñó el 10 
grupo de células mediante un anticuerpo conjugado a FITC específico para hFc y después se analizó mediante 
citometría de flujo. Se recogieron tres grupos de células, R6, R7 y R8 con fluorescencia alta, media y baja, 
respectivamente. Los cultivos se establecieron usando un número igual de células para cada grupo para determinar 
los niveles de producción de proteína FD1-hFc en el medio condicionado, determinados mediante ELISA. Hubo una 
correlación entre la fluorescencia media (unión de FD1-Fc a Tie2 unido a la superficie celular) y los niveles de 15 
producción de proteína FD1-hFc de los grupos de células aisladas. El grupo con la máxima fluorescencia produjo la 
mayor cantidad de FD1-hFc. 
 
Estos datos demuestran que un par de CSCP:sPOI con baja afinidad (KD de 174 nM) puede usarse para detecciones 
sistemáticas de FASTR™ eficaces. De manera importante, la t1/2 de disociación para la unión de FD1-Fc:Tie2 es menor 20 
de 2 minutos, lo que sugiere que cualquier par de CSCP:sPOI con una afinidad medible puede funcionar en las 
detecciones sistemáticas de FASTR™. Además, este experimento también demuestra que puede usarse un receptor 
distinto de FcγRI como la CSCP para aislar células que expresan su ligando. 
 
Ejemplo 12: La fusión de un dominio transmembrana a un scFv produce una CSCP funcional 25 
 
Una CSCP puede ser cualquier proteína unida a la superficie celular que tiene una afinidad medible por la sPOI. Para 
demostrar esto, se construyó una CSCP totalmente sintética fusionando en primer lugar el dominio transmembrana 
del receptor de PDGF a un scFv que contiene las regiones variables del anticuerpo monoclonal específico para la 
cadena kappa murina, HB58. Se construyó un hospedador de FASTR™ que expresa esta proteína quimérica 30 
(ScFvhb58-TMpdgfr) y se usó para aislar células que expresan el anticuerpo P12 específico para el dominio Fc de 
angiopoyetina-2. 
 
La línea celular RS655, derivada de CHO K1, expresa ScFvhb58-TMpdgfr de manera constitutiva. Las células que 
expresan ScFvhb58-TMpdgfr pueden teñirse mediante incubación secuencial con el mAb P12, FD2-hFc y P12 anti-hIgG 35 
conjugado a FITC capturado en la superficie celular por el scFv HB58 ScFv se detectó por su afinidad por FD2, que a 
su vez se detectó mediante reconocimiento del marcador hFc. Las células RS656 se derivaron de células RS655 
después de la transfección estable con un plásmido que codifica el gen para eYFP. Prácticamente un 100 % de las 
células RS656 fueron positivas para eYFP y la mayoría (76 %) mantuvo la expresión de ScFvhb58-TMpdgfr, detectada 
mediante la unión a FD2-hFc. 40 
 
Las células RS655 se transfectaron de manera estable con pTE693, un plásmido capaz de expresar las cadenas 
pesada y ligera del anticuerpo P12 y de conferir resistencia a la puromicina. El cultivo transfectado se seleccionó con 
puromicina durante dos semanas para dar un grupo de células que eran heterogéneas con respecto a la expresión 
del mAb P12 (RS655/pTE693).  45 
 
Para determinar si ScFvhb58-TMpdgfr podría funcionar como CSCP y facilitar el aislamiento de células productoras de 
anticuerpo de las no productoras, se mezclaron y cocultivaron números iguales de células RS656 y RS655/pTE693. 
Cuando se dejó que P12 expresado por células RS655/pTE693 se difundiese y se uniese a ScFvhb58 en la superficie 
de células RS656, una gran población de células de color amarillo también fueron positivas para la unión a FD2-hFc. 50 
Sin embargo, en caso de que el ScFvhb58 en la superficie de RS656 se uniese con un exceso de IgG murina, solo las 
células no de color amarillo fueron positivas para la unión a FD2-hFc, lo que demuestra que las células expresoras 
se separaron eficazmente de las células no expresoras. 
 
Estos datos demuestran que puede producirse un scFv en una CSCP funcional dirigiéndolo a la membrana celular. 55 
Los datos también demuestran que FASTR™ permite que se detecten células que expresan un anticuerpo secretado 
con el antígeno para el anticuerpo. 
 
Ejemplo 13: Una proteína de interés que comprende una región variable de receptor de linfocitos T 
 60 
Se prepara un método de trampa de secreción autóloga basada en citometría de flujo (FASTR™) para aislar clones 
con alta expresión de una línea celular que expresa una proteína de interés que es un TCR-Fc, de un modo análogo 
a la preparación de una línea celular que expresa un anticuerpo de interés. Los clones con alta expresión se identifican 
sometiendo a detección sistemática células que presentan en su superficie el TCR-Fc de interés unido a hFcγR. 
 65 
En estos ejemplos, se emplea la línea celular de CHO K1, RGC10, que comprende un FcγR1 inducible como molécula 
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de captura de la superficie celular. Se hace que RGC10 exprese los TCR-Fc recombinantes clonando regiones 
variables de TCR, en fase, con una región Fc humana, o bien directamente en fase o con una secuencia enlazadora 
entre las regiones variables de TCR y la región Fc humana. 
 
Para producir una proteína de interés que es un dímero que comprende un dominio variable de TCR α ligado a Fc y 5 
un dominio variable β de TCR ligado a Fc, se transfecta RGC10 con dos vectores: un primer vector es capaz de 
expresar una proteína de fusión de dominio variable α de TCR con una secuencia de Fc humano y un segundo vector 
capaz de expresar una proteína de fusión de dominio β de TCR con la misma secuencia de Fc humano. Cada vector 
incluye la secuencia líder (por ejemplo, una secuencia de señal de secreción) en 5' con respecto a la región variable 
del TCR y un marcador de selección que es un gen de resistencia a fármacos. Después de la transfección de cada 10 
vector, se seleccionan las células que contienen el vector mediante una selección farmacológica adecuada. La 
selección da como resultado una línea celular RGC10 que tiene tanto el primer como el segundo vector. Las células 
que expresan proteínas de interés pueden detectarse mediante uno o más de un anticuerpo para el dominio variable 
β, un anticuerpo para el dominio variable α y un anticuerpo para el dominio Fc. 
 15 
Para producir una proteína de interés que es un dímero que comprende un tanto un dominio α como uno β de TCR 
fusionado a un Fc, se transfecta RGC10 con un solo vector que codifica una proteína de interés que se construye 
como se indica a continuación: una secuencia líder (por ejemplo, una secuencia de señal de secreción), seguida de 
un dominio variable β de TCR fusionado a un enlazador, donde el enlazador está, a su vez, fusionado a un dominio 
variable α de TCR, que a su vez está fusionado a una secuencia de Fc. Como alternativa, el vector individual puede 20 
construirse como se indica a continuación: una secuencia líder (por ejemplo, una secuencia de señal de secreción), 
seguida de un dominio variable α de TCR fusionado a un enlazador, donde el enlazador está, a su vez, fusionado a 
un dominio variable β de TCR, que a su vez está fusionado a una secuencia de Fc. Las células que expresan proteínas 
de interés pueden detectarse mediante uno o más de un anticuerpo para el dominio variable β, un anticuerpo para el 
dominio variable α y un anticuerpo para el dominio Fc. 25 
 
Para producir las proteínas de interés, como se ha indicado anteriormente, que también comprenden un dominio 
constante de TCR α y/o TCR β, se fusiona el dominio variable de TCR (α o β) a un dominio constante de TCR (por 
ejemplo, se fusiona el dominio variable α de TCR al dominio constante α de TCR y el dominio variable β de TCR se 
fusiona al dominio constante β de TCR) y se fusiona el dominio variable + constante de TCR directamente o mediante 30 
un enlazador al dominio Fc. Las células que expresan proteínas de interés pueden detectarse mediante uno o más de 
un anticuerpo para el dominio variable β, un anticuerpo para el dominio variable α y un anticuerpo para el dominio Fc.  
 
Las células que expresan cantidades deseadas del TCR-Fc se aíslan usando el mismo procedimiento al usado en el 
aislamiento de las líneas celulares productoras de 4SC622 descrito en el presente documento, usando uno o más de 35 
un anticuerpo para el dominio variable α, un anticuerpo para el dominio variable β, un anticuerpo para el dominio 
constante α y un anticuerpo para el dominio constante β y un anticuerpo para el dominio Fc. Las células que expresan 
los mayores niveles del TCR-Fc se seleccionan como líneas celulares productoras de TCR-Fc. 
 
Ejemplo 14: CSCP a base de scFv para el aislamiento de múltiples isotipos de IgG y anticuerpos biespecíficos 40 
 
Se inmunizó a ratones genéticamente modificados, cuyas regiones VDJ de cadena pesada de y VJ de cadena kappa 
de inmunoglobulina estaban reemplazadas por los ortólogos de humano (es decir, ratones Velocimmune®; véase la 
Patente de los Estados Unidos n.º 7.105.348), con o bien un fragmento Fc de una proteína IgG4 humana (hFc o 
simplemente Fc; SEQ ID NO: 26) o un polipéptido de ΔAdpFc humano que contiene la mutación de dipéptido (H95R, 45 
Y96F mediante IMGT; también conocido como Fc*; SEQ ID NO: 42). Los anticuerpos monoclonales se obtuvieron de 
los ratones y se sometieron a detección sistemática de su capacidad para unirse a Fc, Fc* o a anticuerpos que 
comprenden Fc y/o Fc*. Se evaluaron tres anticuerpos que eran capaces de unirse a Fc (Ab1, Ab2, Ab3) y tres que 
eran capaces de unirse a Fc* (Ab4, Ab5, Ab6) respecto de su capacidad para unirse a moléculas que tienen uno de 
los siguientes formatos: Fc/Fc, Fc/Fc* (que puede ser un anticuerpo biespecífico) y Fc*/Fc*. 50 
 
Las medidas para determinar las afinidades de unión y las constantes cinéticas se efectuaron en un instrumento 
Biacore 2000. Los anticuerpos (cada uno de Ab1-Ab8) se capturaron en una superficie sensora anti-Fc de ratón 
(formato de captura de mAb) y se inyectaron homodímeros de Fc (SEQ ID NO: 26), homodímeros de Fc* (SEQ ID NO: 
42) o heterodímeros de Fc/Fc* sobre la superficie. Las constantes de velocidad de asociación (ka) y disociación (kd) 55 
cinéticas se determinaron procesando y ajustando los datos a un modelo de unión 1:1 usando el programa informático 
de ajuste de curvas Scrubber 2.0. Las constantes en equilibrio de disociación de unión (Kd) y las semividas de 
disociación (t1/2) se calcularon a partir de las constantes de velocidad cinéticas como: Kd (M) = kd / ka; y t1/2 (min) = 
(In2/(60*kd). Como se muestra en la tabla 2, los anticuerpos fueron de 3 categorías distintas: específicos para Fc, 
específicos para Fc* y aquellos que no mostraban discriminación entre Fc y Fc* (no específicos). Los anticuerpos 60 
específicos para Fc eran dependientes de los aminoácidos His 95 y/o Tyr 96, ya que estos anticuerpos no se unen a 
Fc* humano con su mutación de dipéptido (H95R, Y96F). Por el contrario, los anticuerpos específicos para Fc* eran 
dependientes de Arg 95 y/o Phe 96, ya que estos anticuerpos no se unen a Fc humano de tipo silvestre. 
 
Ejemplo 15: Líneas celulares que producen Ab2 y proteína de fusión ScFv-FcγR derivada de Ab2 65 
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Se secuenciaron la cadena pesada y la cadena ligera del Ab2 específico para Fc. Para producir el anticuerpo Ab2 
recombinante, se construyó un plásmido de vector de expresión que codifica la cadena pesada y se construyó un 
plásmido de vector de expresión que codifica la cadena ligera. Ambos vectores permiten la expresión y la secreción 
de las respectivas subunidades en una célula CHO. Para expresar el anticuerpo, se transfectaron ambos plásmidos 
en una célula CHO-K1 y se aislaron los transformantes estables. La expresión de las cadenas de anticuerpo estaba 5 
impulsada por el promotor de CMV constitutivo. 
 

Tabla 2: Afinidad de los anticuerpos - Estudios de resonancia de plasmón superficial 
Anticuerpo Diana de POI ka (M-1s-1) kd (s-1) KD (M) t 1/2 (min) Especificidad 
Ab1 Fc/Fc 1,07E+05 3,79E-04 3,54E-09 30 Fc 

Fc/Fc* 8,16E+04 3,01 E-04 3,69E-09 38 
Fc*/Fc* NB NB NB NB 

Ab2 Fc/Fc 7,86E+04 3,50E-05 4,45E-10 330 Fc 
Fc/Fc* 5,45E+04 1,00-06 1,84E-11 11550 
Fc*/Fc* NB NB NB NB 

Ab3 Fc/Fc 1,77E+05 4,08E-02 2,30E-07 0,3 Fc 
Fc/Fc* 4,51 E+04 2,60E-02 5,77E-07 0,4 
Fc*/Fc* NB NB NB NB 

Ab4 Fc/Fc NB NB NB NB Fc* 
Fc/Fc* 6,00E+03 1,00E-06 2,00E-10 11550 
Fc*/Fc* 2,22E+04 9,56E-06 4,50E-10 1209 

Ab5 Fc/Fc NB NB NB NB Fc* 
Fc/Fc* 3,11 E+05 1,00E-06 3,21E-12 11550 
Fc*/Fc* 5,57E+05 1,00E-06 1,79E-12 11550 

Ab6 Fc/Fc NB NB NB NB Fc* 
Fc/Fc* 4,48E+05 7,43E-04 1,66E-09 16 
Fc*/Fc* 8,73E+05 5,93E-04 6,79E-10 19 

Ab7 Fc/Fc 6,02E+05 2,42E-04 4,02E-10 48 No específica 
Fc/Fc* 4,90E+05 2,15E-04 4,39E-10 54 
Fc*/Fc* 4,46E+05 3,20E-02 7,18E-08 0,4 

Ab8 Fc/Fc 2,59E+05 4,88E-04 1,88E-09 24 No específica 
Fc/Fc* 1,88E+05 4,02E-04 2,14E-09 29 
Fc*/Fc* 4,10E+04 3,90E-02 9,60E-07 0,3 

 
Se usaron las secuencias de cadena pesada y de cadena ligera para desarrollar una molécula de captura de la 10 
superficie de scFv anti-Fc. Para producir el ácido nucleico que codifica la molécula de captura de la superficie anti-Fc 
derivada de Ab2, ScFv-FcγR, se retrotradujeron las secuencias de aminoácidos del dominio variable de cadena 
pesada de la inmunoglobulina Ab2 (SEQ ID NO: 15) y del dominio variable de cadena ligera de la inmunoglobulina 
Ab2 (SEQ ID NO: 16) y se optimizaron los codones para la expresión en células CHO. De manera análoga, se 
optimizaron los codones de la porción C-terminal de FcγRI humano para la expresión en células CHO. Las secuencias 15 
de nucleótidos con codones optimizados se amplificaron mediante reacción en cadena de la polimerasa y se ligaron 
para formar una secuencia de ácido nucleico contigua (SEQ ID NO: 20) que codifica la proteína de fusión ScFv-FcγR 
de SEQ ID NO: 19. 
 
Se insertó el ácido nucleico que codifica la proteína de fusión ScFv-FcγR-TM-cito en un vector de expresión usando 20 
técnicas convencionales de PCR y de clonación con endonucleasa de restricción. El plásmido circular resultante, 
ilustrado en la SEQ ID NO: 23, comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica beta-lactamasa y dos 
operones. El primer operón comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica proteína fluorescente amarilla 
(YFP), una variante de la proteína fluorescente verde, en fase con un marcador de resistencia a neomicina, impulsado 
por un promotor de SV40 (por ejemplo, la SEQ ID NO: 24). El segundo operón, que es el "extremo funcional" del vector 25 
a efectos de este aspecto de la invención, comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica la proteína de 
fusión ScFv-FcγR con codones optimizados, impulsada por un promotor de hCMV-IE y el intrón de hCMV (por ejemplo, 
la SEQ ID NO: 25).  
 
Las células CHO-K1 se transfectaron con el plásmido de SEQ ID NO: 23. Los integrantes estables, que tienen 30 
integrada la construcción lineal de la SEQ ID NO: 22 en sus genomas, se aislaron. 
 
El plásmido circular contiene dos sitios de Lox que flanquean el primer operón y el segundo operón, para permitir la 
integración de estos operones como una construcción lineal en el genoma de la célula hospedadora. La construcción 
lineal que abarca desde el primer sitio de Lox hasta el segundo sitio de Lox se ejemplifica en la SEQ ID NO: 22 y 35 
comprende de 5 prima a 3 prima: promotor de SV40, ácido nucleico que codifica resistencia a la neomicina, IRES, 
ácido nucleico que codifica eYFP, secuencia de poliadenilación de SV40, promotor de hCMV-IE, intrón de hCMV, 
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secuencia de operador Tet (para la expresión controlada de la proteína de fusión ScFv-FcγR-TM-cito), ácido nucleico 
que codifica la secuencia de señal de mROR, ácido nucleico que codifica el scFv Ab2, ácido nucleico que codifica la 
porción transmembrana y citoplasmática de FcγR (SEQ ID NO: 21) y secuencia de poliadenilación de SV40. 
 
Ejemplo 16: Dianas de captura de la superficie de ScFv-FcγR-TM-cito 5 
 
Se transfectaron células CHO-K1 que contienen la secuencia integrada de SEQ ID NO: 22 con plásmidos que codifican 
anticuerpos de diversos subtipos, por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG4, un anticuerpo biespecífico IgG4 que contiene un 
dominio CH3 con la sustitución dual 95R/435R-96F/436F mientras que el otro dominio CH3 es de tipo silvestre (IgG4 
Fc/Fc*) y un anticuerpo biespecífico IgG1 con el formato Fc de IgG1/Fc*. Las células se trataron con doxiciclina para 10 
inducir la producción de la molécula de captura junto con el anticuerpo. Después de la coexpresión del anticuerpo y la 
molécula de captura, se trataron las células en algunos casos con proteína de bloqueo de hFc y molécula de detección 
(anti-hFab marcado con FITC). La tabla 3 resume los resultados y muestra generalmente que la proteína de fusión de 
captura de la superficie ScFv-FcγR se une a moléculas de IgG4, IgG2 e IgG1, mientras que la molécula de captura de 
la superficie FcγR de tipo silvestre se une a IgG1, pero no a IgG4 o IgG2. 15 
 

Tabla 3: Ensayos de competición de molécula de bloqueo 
 Unidades de FITC arbitrarias (con o sin molécula de bloqueo de hFc) - 

Modo 
¿Desplazamiento 

de hFc? 

Anticuerpo Sin hFc hFc (1 h) hFc (2 h) hFc (20 h) 
Sin 
recubrimiento 

 

 Molécula de captura = ScFv-FcγR-TM-cito 
Molécula de detección = FITC-anti-hFab 

 

mAb-3 de 
IgG1 

250 120 80 20 10 Sí 

mAb-4 de 
IgG4 

250 100 55 20 10 Sí 

mAb-5 de 
IgG4 

250 70 40 20 10 Sí 

mAb-6 de 
IgG2 

2001 ND ND ND 122 Sí 

mAb-3 de 
IgG1 

300 80 30 9 3,5 Sí 

mAb-4 de 
IgG4 

100 2 2 2 2 No 

mAb-5 de 
IgG4 

35 5 5 5 5 No 

1 + Dox 2 -Dox 
 
Ejemplo 17: Líneas celulares que producen Ab6 y ScFv*-FcγR-TM-cito derivado de Ab6 
 20 
Se secuenciaron la cadena pesada y la cadena ligera del Ab6 específico para Fc*. Se determinó que la secuencia de 
aminoácidos de la cadena ligera era la SEQ ID NO: 41. Se determinó que la secuencia de aminoácidos de la cadena 
pesada era la SEQ ID NO: 40. Para producir el anticuerpo Ab6 recombinante, se construyó un plásmido de vector de 
expresión que codifica la cadena pesada y se construyó un plásmido de vector de expresión que codifica la cadena 
ligera. Para expresar el anticuerpo, se transfectaron ambos plásmidos en una célula CHO-K1, se aislaron los 25 
transformantes estables y la expresión se impulsó por el promotor de CMV constitutivo. 
 
Para producir el ácido nucleico que codifica la molécula de captura de la superficie específica anti-Fc* derivada de 
Ab6, ScFv*-FcγR, se retrotradujeron las secuencias de aminoácidos del dominio variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina del anticuerpo Ab6 (SEQ ID NO: 38) y del dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina de 30 
Ab6 (SEQ ID NO: 39) y se optimizaron los codones para la expresión en células CHO. De manera análoga, se 
optimizaron los codones de la porción C-terminal de FcγRI humano (SEQ ID NO: 21) para su expresión en células 
CHO. Las secuencias de nucleótidos con codones optimizados se amplificaron mediante reacción en cadena de la 
polimerasa y se ligaron para formar una secuencia de ácido nucleico contigua (SEQ ID NO: 45) que codifica la proteína 
de fusión anti-Fc*, ScFv*-FcγR (SEQ ID NO: 43). 35 
 
Se insertó el ácido nucleico que codifica la proteína de fusión ScFv*-FcγR-TM-cito en un vector de expresión usando 
técnicas convencionales de PCR y de clonación con endonucleasa de restricción. El plásmido circular resultante, 
ilustrado en la SEQ ID NO: 44, comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica beta-lactamasa y dos 
operones. El primer operón comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica proteína fluorescente amarilla 40 
(YFP), una variante de la proteína fluorescente verde, en fase con un marcador de resistencia a neomicina, impulsado 
por un promotor de SV40 (por ejemplo, la SEQ ID NO: 46). El segundo operón, que es el "extremo funcional" del vector 
a efectos de este aspecto de la invención, comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica la proteína de 
fusión anti-Fc* ScFv-FcγR con codones optimizados, impulsada por un promotor de hCMV-IE y el intrón de hCMV (por 
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ejemplo, la SEQ ID NO: 47). 
 
Las células CHO-K1 se transfectaron con el plásmido de SEQ ID NO: 44. Los integrantes estables, que tienen 
integrada la construcción lineal de la SEQ ID NO: 48, se aislaron. 
 5 
El plásmido circular contiene dos sitios de Lox que flanquean el primer operón y el segundo operón, para permitir la 
integración de estos operones como una construcción lineal en el genoma de la célula hospedadora. La construcción 
lineal que abarca desde el primer sitio de Lox hasta el segundo sitio de Lox se ejemplifica en la SEQ ID NO: 48 y 
comprende de 5 prima a 3 prima: promotor de SV40, ácido nucleico que codifica resistencia a la neomicina, IRES, 
ácido nucleico que codifica eYFP, secuencia de poliadenilación de SV40, promotor de hCMV-IE, intrón de hCMV, 10 
secuencia de operador Tet (para la expresión controlada de la proteína de fusión anti-Fc* ScFv*-FcγR), ácido nucleico 
que codifica la secuencia de señal de mROR, ácido nucleico que codifica el ScFv* específico anti-Fc* derivado de 
Ab6, ácido nucleico que codifica el polipéptido del dominio transmembrana y citoplasmático de FcγR (SEQ ID NO: 21) 
y secuencia de poliadenilación de SV40. 
 15 
Ejemplo 18: Clasificación de anticuerpos biespecíficos 
 
Captura de anti-Fc y detección de anti-Fc* 
 
Se evaluó la capacidad del sistema de captura de la superficie específico anti-Fc, ScFv-FcγR derivado de Ab2 para 20 
detectar y enriquecer células que producen anticuerpos biespecíficos. Para evaluar la capacidad para detectar 
anticuerpos biespecíficos, que portan la sustitución 95R/435R-96F/436F en uno de los dominios CH3 (denominados 
Fc*), se expresaron varios anticuerpos en la línea celular de captura de la superficie de específico anti-Fc ScFv-FcγR 
derivado de Ab2, usando hFc como molécula de bloqueo y un anticuerpo anti-Fc* Ab6 marcado con FITC (por ejemplo, 
mAb con la HC de SEQ ID NO: 40 y la LC de SEQ ID NO: 41) como molécula de detección. La línea celular de captura 25 
de la superficie específica anti-Fc ScFv-FcγR derivada de Ab2 fue capaz de detectar y distinguir el anticuerpo 
biespecífico (Fc/Fc*) frente a cualquiera de los anticuerpos monoespecíficos Fc*/Fc* o Fc/Fc usando el Ab6 específico 
para Fc* como molécula de detección (tabla 4). La línea celular de captura de la superficie FcγR de tipo silvestre no 
era capaz de distinguir entre las especies de IgG4 de Fc/Fc*, Fc*/Fc* y Fc/Fc, ya que FcγR es incapaz de unirse o se 
une con muy baja afinidad a IgG4. 30 
 
Captura de anti-Fc* y detección de anti-Fc 
 
Por el contrario, se evaluó la capacidad del sistema de captura de la superficie específico anti-Fc*, ScFv*-FcγR 
derivado de Ab6 para detectar y enriquecer células que producen anticuerpos biespecíficos. Para evaluar la capacidad 35 
para detectar anticuerpos biespecíficos, que portan la sustitución 95R/435R-96F/436F en uno de los dominios CH3 
(denominados Fc*), se expresaron varios anticuerpos en la línea celular de captura de la superficie de específico anti-
Fc* ScFv*-FcγR derivado de Ab6, usando hFc como molécula de bloqueo y anticuerpo anti-Fc Ab2 marcado con Alexa 
488, que reconoce a CH3 no sustituido, como la molécula de detección. La línea celular de captura de la superficie 
específica anti-Fc* ScFv*-FcγR derivada de Ab6 fue capaz de detectar y distinguir el anticuerpo biespecífico (Fc/Fc*) 40 
frente a los anticuerpos monoespecíficos Fc*/Fc* o Fc/Fc usando el Ab2 específico para Fc como molécula de 
detección (tabla 4). La línea celular de captura de la superficie FcγR no era capaz de distinguir entre las especies de 
IgG4 de Fc/Fc*, Fc*/Fc* y Fc/Fc. 
 

Tabla 4: Detección de anticuerpo biespecífico - Intensidad media de fluorescencia (IMF) 45 
  IgG1 IgG4  
1 CSCP 2 DM Fc/Fc* Fc*/Fc* Fc/Fc Fc/Fc* Fc*/Fc* Fc/Fc Especificidad de Fc/Fc*
FcγR Ab2 500 ND 350 200 200 200 NO 
 Ab6 200 200 200 ND ND ND NO 

Anti-hFc 1800 ND 1000 ND ND ND NO 

ScFv-FcγR 
Ab6 500 15 15 500 15 15 SÍ 
Anti-hFc ND ND ND ND ND ND ND 

ScFv*-FcγR 
Ab2 150 10 10 ND ND ND SÍ 
Anti-hFc 200 ND 10 ND ND ND SÍ 

1Proteína de captura de la superficie celular 2Molécula de detección 
 
Ejemplo 19: Enriquecimiento de anticuerpos biespecíficos Fc/Fc* 
 
Para evaluar la capacidad de los sistemas de CSCP ScFv-FcγR (derivada de Ab2)/DM de anti-Fc* (Ab6) y CSCP 
ScFv*-FcγR (derivada de Ab6)/DM anti-Fc (Ab2) para seleccionar y enriquecer anticuerpos biespecíficos, las líneas 50 
celulares que coexpresaban un anticuerpo monoclonal IgG4 Fc/Fc* (IgG4-mAb-2) y la proteína de fusión anti-Fc ScFv-
FcγR, usando hFc como la molécula de bloqueo y el anticuerpo anti-Fc* marcado con FITC (Ab6) como molécula de 
detección, se sometieron a clasificación de células activada por fluorescencia y agrupamiento en serie para enriquecer 
respecto de la producción de las especies de Fc/Fc*. Las células que producían Fc/Fc* de los grupos de las series 
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quinta y sexta se analizaron respecto del título total de anticuerpo y los títulos de cada formato de anticuerpo: Fc/Fc*, 
Fc/Fc y Fc*/Fc*. Dado que las células codifican tanto una cadena pesada que codifica el dominio CH3 no sustituido 
("Fc", es decir, comprende una histidina en la posición 95 de IMGT y una tirosina en la posición 96 de IMGT) y una 
cadena pesada que codifica el dominio CH3 sustituido ("Fc*", es decir, comprende una arginina en la posición 95 de 
IMGT y una fenilalanina en la posición 96 de IMGT), mediante un análisis de cuadrados de Punnett estrictamente 5 
matemático, se espera que la célula produzca en teoría un 25 % de Fc/Fc, un 50 % de Fc/Fc* y un 25 % de Fc*/Fc*. 
Biológicamente, sin embargo, se podría esperar (antes del enriquecimiento) que la mayoría del anticuerpo producido 
sea Fc/Fc. 
 
Como se muestra en la tabla 5, las células seleccionadas, agrupadas y enriquecidas respecto de la producción de 10 
anticuerpo biespecífico produjeron hasta un 49 % de especies de Fc/Fc*, con títulos de anticuerpos biespecíficos 
Fc/Fc* de al menos 3,2 g/l. 
 

Tabla 5: Enriquecimiento de anticuerpo biespecífico Fc/Fc* IgG4-mAb-2 
  Fc/Fc* Fc/Fc Fc*/Fc* 

grupo 
Línea 
celular 

Título (g/l) % Título (g/l) % Título (g/l) % 

5 

1 1,2 28 2,2 50 0,99 23 
2 1,9 49 1,3 32 0,73 19 
3 1,5 47 1,2 40 0,40 13 
4 1,6 37 1,3 31 1,3 32 
5 1,5 48 1,1 35 0,58 18 

 6 1,8 47 1,3 33 0,75 20 

6 

7 2,6 44 2,0 34 1,3 23 
8 3,2 42 2,4 31 2,0 27 
9 2,1 45 1,5 33 1,0 22 
10 2,8 43 2,0 31 1,7 28 
11 2,3 44 1,6 31 1,3 24 
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<210> 2 
<211> 96 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
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<210> 3 
<211> 33 
<212> DNA 5 
<213> secuencia artificial 

 
<220> 
<223> sintético 

 10 
<400> 3 
cgggctgatg ctgcaccaac tgtatccatc ttc 33 

 
<210> 4 
<211> 33 15 
<212> DNA 
<213> secuencia artificial 

 
<220> 
<223> sintético 20 

 
<400> 4 
acactctccc ctgttgaagc tcttgacaat ggg 33 

 
<210> 5 25 
<211> 31 
<212> DNA 
<213> secuencia artificial 

 
<220> 30 
<223> sintético 

 
<400> 5 
gccaaaacaa cagccccatc ggtctatcca c 31 

 35 
<210> 6 
<211> 35 
<212> DNA 
<213> secuencia artificial 

 40 
<220> 
<223> sintético 

 
<400> 6 
tcatttaccc ggagtccggg agaagctctt agtcg 35 45 
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<210> 7 
<211> 47 
<212> DNA 
<213> secuencia artificial 5 

 
<220> 
<223> sintético 

 
<400> 7 10 
gagagtacct gcgtcatgca gatgtgaaac tgcaggagtc tggccct 47 

 
<210> 8 
<211> 38 
<212> DNA 15 
<213> secuencia artificial 

 
<220> 
<223> sintético 

 20 
<400> 8 
gagagacctg cgtcagctga ggagacggtg accgtggt 38 

 
<210> 9 
<211> 35 25 
<212> DNA 
<213> secuencia artificial 

 
<220> 
<223> sintético 30 

 
<400> 9 
gagagggtct cacagccaaa acaacagccc catcg 35 

 
<210> 10 35 
<211> 42 
<212> DNA 
<213> secuencia artificial 

 
<220> 40 
<223> sintético 

 
<400> 10 
gagagggtct ccggccgctc atttacccgg agtccgggag aa  42 

 45 
<210> 11 
<211> 40 
<212> DNA 
<213> secuencia artificial 

 50 
<220> 
<223> sintético 

 
<400> 11 
gagagcgtct catgcagaca tccagatgac ccagtctcca 40 55 

 
<210> 12 
<211> 40 
<212> DNA 
<213> secuencia artificial 60 

 
<220> 
<223> sintético 

 
<400> 12 65 
gagagcgtct cacagcccgt tttatttcca gcttggtccc 40 
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<210> 13 
<211> 36 
<212> DNA 
<213> secuencia artificial 5 

 
<220> 
<223> sintético 

 
<400> 13 10 
gagagggtct cagctgatgc tgcaccaact gtatcc  36 

 
<210> 14 
<211> 48 
<212> DNA 15 
<213> secuencia artificial 

 
<220> 
<223> sintético 

 20 
<400> 14 
gagagggtct caggccgctc aacactctcc cctgttgaag ctcttgac 48 

 
<210> 15 
<211> 113 25 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 15 

 30 

 
 

<210> 16 
<211> 112 
<212> PRT 35 
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<213> Homo sapiens 
 

<400> 16 
 

 5 
 

 
 

<210> 17 
<211> 21 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 17 

 15 

 
 

<210> 18 
<211> 61 
<212> PRT 20 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 18 
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<210> 19 
<211> 334 
<212> PRT 5 
<213> secuencia artificial 

 
<220> 
<223> sintético 

 10 
<400> 19 
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<210> 20 
<211> 1005 
<212> DNA 5 
<213> secuencia artificial 

 
<220> 
<223> sintético 

 10 
<400> 20 

 

 
 

<210> 21 15 
<211> 82 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 21 20 
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<210> 22 
<211> 5759 
<212> DNA 5 
<213> secuencia artificial 

 
<220> 
<223> sintético 

 10 
<400> 22 
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<210> 23 
<211> 7627 
<212> DNA 5 
<213> secuencia artificial 

 
<220> 
<223> sintético 

 10 
<400> 23 
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<210> 24 
<211> 2669 
<212> DNA 5 
<213> secuencia artificial 

 
<220> 
<223> sintético 

 10 
<400> 24 
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<210> 25 
<211> 3003 
<212> DNA 5 
<213> secuencia artificial 

 
<220> 
<223> sintético 

 10 
<400> 25 
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<210> 26 
<211> 208 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 26 
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<210> 27 
<211> 8 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 27 

 

 10 
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<210> 28 
<211> 8 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 5 

 
<400> 28 

 

 
 10 

<210> 29 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

 15 
<400> 29 

 

 
 

<210> 30 20 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 30 25 

 

 
 

<210> 31 
<211> 9 30 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 31 

 35 

 
 

<210> 32 
<211> 8 
<212> PRT 40 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 32 

 

 45 
 

<210> 33 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 50 

 
<400> 33 
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<210> 34 
<211> 13 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 34 

 

 10 
 

<210> 35 
<211> 4 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 

 
<400> 35 

 

 
 20 

<210> 36 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

 25 
<400> 36 

 

 
 

<210> 37 30 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 37 35 

 

 
 

<210> 38 
<211> 122 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 38 

 45 
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<210> 39 
<211> 112 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 39 

 

 10 
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<210> 40 
<211> 452 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 40 

 

 10 
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<210> 41 
<211> 219 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 41 

 

 10 
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<210> 42 
<211> 256 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 42 

 

 10 
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<210> 43 
<211> 336 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> sintético 

 10 
<400> 43 
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<210> 44 
<211> 7633 
<212> DNA 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> sintético 

 10 
<400> 44 
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<210> 45 
<211> 1011 
<212> DNA 5 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> sintético 

 
<400> 45 

 5 

 
 

<210> 46 
<211> 2669 
<212> DNA 10 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> sintético 

 15 
<400> 46 
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<210> 47 
<211> 2992 
<212> DNA 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> sintético 

 10 
<400> 47 
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<210> 48 
<211> 5765 
<212> DNA 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> sintético 

 
<400> 48 

 10 
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<210> 49 
<211> 660 
<212> DNA 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> sintético 

 10 
<400> 49 

 

 
 

<210> 50 15 
<211> 1359 
<212> DNA 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 20 
<223> sintético 

 
<400> 50 
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<210> 51 
<211> 1011 
<212> DNA 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> sintético 

 10 
<400> 51 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un método para detectar y aislar células que producen altos niveles de una proteína heterodimérica que tiene una 
primera subunidad y una segunda subunidad, comprendiendo el método: 
 5 

(a) transfectar células con un ácido nucleico que codifica una proteína de captura de la superficie celular (CSCP), 
que es una proteína de fusión que comprende una proteína de unión a antígeno y un dominio de anclaje a la 
membrana, en donde la célula expresa la proteína heterodimérica, en donde la proteína heterodimérica comprende 
múltiples subunidades y un primer sitio en la proteína heterodimérica reside en una primera subunidad que 
comprende una cadena pesada que comprende un dominio CH3 de tipo silvestre que tiene un resto de histidina 10 
en la posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un resto de tirosina en la posición 
96 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un segundo sitio en la proteína heterodimérica se 
encuentra en una segunda subunidad que comprende una cadena pesada que comprende un dominio CH3 
sustituido que tiene un resto de arginina en la posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones 
IMGT y un resto de fenilalanina en la posición 96 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT, en 15 
donde la CSCP comprende un scFv capaz de unirse a la primera subunidad pero no a la segunda subunidad de la 
proteína heterodimérica y en donde (i) la CSCP se une al primer sitio en la proteína heterodimérica para formar un 
complejo de CSCP-proteína heterodimérica dentro de la célula hospedadora, (ii) el complejo de CSCP-proteína 
heterodimérica se transporta a través de la célula hospedadora y (iii) después se presenta sobre la superficie de 
la célula hospedadora; 20 
(b) detectar una célula de (a) que expresa la CSCP con alto rendimiento; 
(c) aislar y cultivar la célula que expresa la CSCP con alto rendimiento; 
(d) detectar la proteína heterodimérica en la superficie de la célula aislada y cultivada de la etapa (c) con una 
molécula de detección que se une al segundo sitio en la proteína heterodimérica, en donde la molécula de 
detección comprende una proteína de unión a antígeno recombinante que se une específicamente al dominio CH3 25 
sustituido que tiene un resto de arginina en la posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones 
IMGT y un resto de fenilalanina en la posición 96 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT; y 
(e) aislar la célula detectada en la etapa (d) que porta la proteína heterodimérica detectada en su superficie. 
 

2. Un método para detectar o aislar una célula que expresa de manera estable una proteína heterodimérica que tiene 30 
una primera subunidad y una segunda subunidad, comprendiendo el método las etapas de: 
 

(a) expresar en una célula hospedadora: 
 

(i) una proteína de captura de la superficie celular (CSCP) que comprende una proteína de unión a antígeno y 35 
un dominio de anclaje a la membrana y 
(ii) una proteína heterodimérica, en donde la proteína heterodimérica comprende múltiples subunidades y un 
primer sitio en la proteína heterodimérica reside en una primera subunidad que comprende una cadena pesada 
que comprende un dominio CH3 de tipo silvestre que tiene un resto de histidina en la posición 95 de acuerdo 
con el sistema de numeración de exones IMGT y un resto de tirosina en la posición 96 de acuerdo con el 40 
sistema de numeración de exones IMGT y un segundo sitio en la proteína heterodimérica se encuentra en una 
segunda subunidad que comprende una cadena pesada que comprende un dominio CH3 sustituido que tiene 
un resto de arginina en la posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un resto de 
fenilalanina en la posición 96 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT, en donde la CSCP 
comprende un scFv capaz de unirse a la primera subunidad pero no a la segunda subunidad de la proteína 45 
heterodimérica; y, 
en donde (i) la CSCP se une al primer sitio en la proteína heterodimérica para formar un complejo de CSCP-
proteína heterodimérica dentro de la célula hospedadora, (ii) el complejo de CSCP-proteína heterodimérica se 
transporta a través de la célula hospedadora y (iii) después se presenta sobre la superficie de la célula 
hospedadora; 50 

 
(b) poner en contacto la célula hospedadora con una molécula de detección, en donde la molécula de detección 
se une al segundo sitio en la proteína heterodimérica, en donde la molécula de detección comprende una proteína 
de unión a antígeno recombinante que se une específicamente al dominio CH3 sustituido que tiene un resto de 
arginina en la posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT y un resto de fenilalanina en 55 
la posición 96 de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT; y 
(c) seleccionar la célula hospedadora que se une a la molécula de detección. 

 
3. El método de la reivindicación 1 o 2, en donde la proteína heterodimérica comprende un anticuerpo biespecífico, 
una proteína de fusión que contiene Fc o un TCR-Fc. 60 
 
4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la CSCP comprende una proteína de 
unión a antígeno recombinante que se une a un dominio Fc de IgG1 humana, un dominio Fc de IgG2 humana o un 
dominio Fc de IgG4 humana. 
 65 
5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el método comprende poner en contacto la 
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célula con una molécula de bloqueo, en donde la molécula de bloqueo se une a la CSCP que no está unida a la 
proteína heterodimérica, pero no se une al complejo de CSCP-proteína heterodimérica. 
 
6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la célula se detecta y selecciona mediante 
clasificación celular activada por fluorescencia. 5 
 
7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la molécula de detección (DM) comprende 
una proteína de unión a antígeno recombinante marcada que se une a un dominio Fc de IgG1 humana, un dominio Fc 
de IgG2 humana o un dominio Fc de IgG4 humana, en donde el dominio Fc comprende un resto de arginina en la 
posición 95 de acuerdo con el sistema de numeración de exones de IMGT y un resto de fenilalanina en la posición 96 10 
de acuerdo con el sistema de numeración de exones IMGT. 
 
8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde: 
 

(a) la proteína de unión a antígeno comprende un anticuerpo o un scFv que se une a un polipéptido que comprende 15 
una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 42; 
(b) la proteína de unión a antígeno comprende un anticuerpo o scFv que se une a un polipéptido que comprende 
una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 42 con una Kd de menos de aproximadamente 60 nM medida en 
un ensayo de resonancia de plasmón superficial; o 
(c) la proteína de unión a antígeno es un anticuerpo o scFv que se une al mismo epítopo en el polipéptido de CH3 20 
sustituido que un anticuerpo que comprende una CDR-1 de cadena pesada (HCDR1) que tiene la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 32, una HCDR-2 que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 33, una 
HCDR-3 que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 34, una CDR-1 de cadena ligera (LCDR-1) que 
tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 35, una LCDR-2 que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ 
ID NO: 36 y una LCDR-3 que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 37. 25 

 
9. El método de la reivindicación 8, en donde: 
 

(a) la proteína de unión a antígeno de la molécula de detección comprende una o más regiones determinantes de 
la complementariedad (CDR) de una región variable de cadena pesada (HCVR) que tiene una secuencia de 30 
aminoácidos que es al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 38 o de una región variable de cadena ligera 
(LCVR) que tiene una secuencia de aminoácidos que es al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 39; 
(b) la proteína de unión a antígeno de la molécula de detección comprende una CDR-1 de cadena pesada (HCDR-
1) que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 32, una HCDR-2 que tiene la secuencia de aminoácidos 
de SEQ ID NO: 33, una HCDR-3 que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 34, una CDR-1 de cadena 35 
ligera (LCDR-1) que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 35, una LCDR-2 que tiene la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 36 y una LCDR-3 que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 37; 
(c) la proteína de unión a antígeno de la molécula de detección comprende una HCVR que tiene una secuencia de 
aminoácidos que es al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 38 y una LCVR que tiene una secuencia de 
aminoácidos que es al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 39; o 40 
(d) la proteína de unión a antígeno de la molécula de detección comprende una HCVR que tiene una secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 38 y una LCVR que tiene una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 39; 
(e) la proteína de unión a antígeno de la molécula de detección es un anticuerpo que comprende una cadena 
pesada que comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 40 y 
una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID 45 
NO: 41; o 
(f) la proteína de unión a antígeno recombinante de la molécula de detección es un anticuerpo que comprende una 
cadena pesada que tiene una secuencia de aminoácidos idéntica a la SEQ ID NO: 40 y una cadena ligera que 
tiene una secuencia de aminoácidos idéntica a la SEQ ID NO: 41. 

 50 
10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la proteína de unión a antígeno de la 
molécula de detección es una proteína de fusión de scFv que comprende: 
 

(a) (i) un dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos un 
95 % idéntica a la SEQ ID NO: 38; (ii) un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de 55 
aminoácidos que es al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 39 y (iii) un dominio de anclaje de membrana; 
(b) un dominio variable de cadena pesad que tiene una secuencia de aminoácidos idéntica a la SEQ ID NO: 38 y 
un dominio variable de cadena ligera que tiene una secuencia de aminoácidos idéntica a la SEQ ID NO: 39; o 
(c) la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 43. 
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