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RESUMEN

Entre los afios 2006 a 2011, un promedio anual de 15 nuevas terapias de proteinas
recombinantes han sido aprobados por la Food and Drug Administration (FDA). Asimismo, la
expiracion de los productos biologicos de gran éxito también ha estimulado el surgimiento de
los biosimilares. Por tanto, el niumero creciente de productos biolégicos innovadores y
biosimilares han alimentado la demanda de lineas celulares de alto nivel productivo.
Actualmente, las tecnologias de desarrollo de lineas celulares de mamiferos utilizados por la
mayoria de las compafiias biofarmacéuticas se basan ya sea en la tecnologia amplificacién
genética mediada por metotrexato (MTX) o el sistema de la glutamina sintetasa (GS). Con
ambos sistemas, los clones de células obtenidas son muy heterogéneas, como resultado de
la integracion del genoma azar del gen de interés y el proceso de amplificacion génica. En
consecuencia, un gran namero de clones de células tienen que ser analizados para asi
poder identificar clones estables de alta productividad, los que resultan ser eventos
extremadamente raros. Como tal, el proceso de desarrollo de linea celular por lo general
requiere de 6 a 12 meses y es un proceso que requiere grandes sumas de dinero y mano de

obra altamente calificada.

Con el propésito de dar una solucion a las deficiencias expuestas por los actuales sistemas
de seleccion clonal, en el presente trabajo introduciremos una nueva estrategia de seleccion
y aislamiento de clones celulares altamente productivos. Esta estrategia se basa en el uso
de lentivirus como un eficiente método para la integracion estable de un casete que posibilita
la expresion de un gen de interés. En el casete disefiado, la expresion del gen de interés se
encuentra enlazada a la expresién de un gen reportero fluorescente el cual permite el
aislamiento acelerado de los clones celulares de mayor productividad mediante citometria.
Finalmente, la incorporacion y disposicion de elementos de recombinacion sitio-especifica en
la construccidn genética generada permite la detencién exclusiva de la expresion del gen
reportero. Lo anterior, posibilita que tras la incorporacion de nuevas copias del casete de
expresion disefiado sea factible dar paso a nuevas rondas de seleccion clonal Gnicamente en

base a fluorescencia



