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DESCRIPCION
Productos de glucoproteinas definidas y métodos relacionados

La presente descripcion se refiere a productos de glucoproteinas y a métodos relacionados, por ejemplo métodos
para obtener productos de glucoproteinas de referencia y a métodos para disefiar procedimientos para obtener
productos de glucoproteinas que tienen propiedades fisicas y funcionales definidas.

ANTECEDENTES

Muchos farmacos en uso hoy en dia son “farmacos de pequefias moléculas”. Estos farmacos existen como
estructuras quimicas simples que se obtienen sintéticamente. El ingrediente activo existe generalmente como un
producto homogéneo. Estos farmacos de pequefias moléculas y sus preparaciones se pueden caracterizar
quimicamente y generalmente se fabrican facilmente mediante sintesis quimica comparativamente simple.

Un producto de glucoproteina tipico difiere sustancialmente en términos de complejidad de un farmaco de pequefa
molécula tipico. Las estructuras de azucar unidas a la cadena principal de aminoacido de una glucoproteina pueden
variar estructuralmente de muchas maneras, incluyendo secuencia, ramificacion, contenido de azulcar, y
heterogeneidad. De este modo, los productos de glucoproteinas pueden ser mezclas heterogéneas complejas de
muchas moléculas estructuralmente diversas que tienen ellas mismas estructuras de glucano complejas. La
glucosilaciéon no soélo se afiade a la complejidad estructural de la molécula, sino afecta a muchos de los atributos
bioldgicos clinicos de la glucoproteinas.

Hasta la fecha, la creacion de farmacos de glucoproteinas que tienen propiedades definidas, ya sea en un intento
para producir una version genérica de un farmaco existente o para producir una segunda generacién u otra
glucoproteina que tiene propiedades mejoradas o deseables, ha sido cientificamente desafiante debido a la dificultad
para comprender y sintetizar estas estructuras quimicas complejas y las mezclas que las contienen.

La situacion con respecto a la produccion de productos genéricos es indicativa de los problemas encarados a la hora
de obtener farmacos de glucoproteinas que tienen propiedades definidas. Aunque se han implementado
procedimientos reguladores abreviados para versiones genéricas de productos farmacéuticos, muchos en la
industria biotecnoldgica y farmacéutica han aceptado el punto de vista de que la complejidad de los productos
bioldgicos los hacen inadecuados para enfoques similares.

Métodos para obtener glucoproteinas

Los métodos descritos aqui permiten la produccién de glucoproteinas que tienen estructuras de glucano definidas
y/o propiedades funcionales definidas mediadas por glucanos. Algunos métodos se basan en el uso de bases de
datos que incluyen correlaciones entre parametros de produccion y propiedades deseadas de glucanos. La base de
datos puede proporcionar parametros de produccién para la incorporacién en un protocolo de producciéon. Los
métodos permiten la producciéon de glucoproteinas disefiadas o glucoproteinas en general que tienen propiedades
de glucanos definidas.

Segun un primer aspecto de la presente invencién, se proporciona un método para obtener un producto de
glucoproteina que tiene una propiedad de glucano diana, comprendiendo el método:

en un sistema de ordenador que tiene una base de datos, almacenar el sistema de ordenador una pluralidad de
propiedades de glucano y correlacionar, en la base de datos, cada una de la pluralidad de propiedades de glucano
con uno o mas parametros de produccién o combinaciones de parametros de produccion,

i) introducir en el sistema de ordenador una propiedad de glucano diana seleccionada de galactosilacion,
fucosilacion, manosa elevada, estructuras hibridas, y sus combinaciones;

ii) seleccionar, mediante el sistema de ordenador a partir de la base de datos, una pluralidad de parametros de
produccion o combinaciones de parametros de produccion que se correlaciona con la propiedad de glucano diana,
en el que al menos una combinacién seleccionada de parametros de produccioén y la propiedad de glucano diana
estan correlacionados en dicha base de datos mediante una funcién correlativa no lineal o una funcién correlativa
constrefiida, y en el que dicha al menos una combinacion seleccionada de parametros de produccion incluye un
primer parametro de produccion y un segundo parametro de produccion, en el que dicho primer parametro de
produccion es el contenido de glucosamina de un medio de cultivo celular, y dicho segundo parametro de produccion
es el contenido de uridina de un medio de cultivo celular;

iii) extraer del sistema de ordenador los parametros de produccion seleccionados o las combinaciones de
parametros de produccion; y

iv) aplicar los parametros de produccion seleccionados o las combinaciones de parametros de produccion en un
procedimiento para obtener el producto de glucoproteina, etapa de aplicacion la cual comprende incorporar los
parametros de produccion seleccionados o las combinaciones de parametros de producciéon en un sistema de
produccion y mantener dicho sistema en condiciones que permitan la produccién del producto de glucoproteina,
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obteniendo de ese modo el producto de glucoproteina;
en el que:

la funciodn correlativa no lineal representa una relacion en la que el efecto de dicho primer parametro de produccién y
dicho segundo parametro de produccién que actuan juntos sobre dicha propiedad de glucano diana no es la misma
que la combinacién de dicho primer parametro de produccion que actia solo sobre dicha propiedad de glucano
diana junto con el efecto de dicho segundo parametro de produccién que actia solo sobre dicha propiedad de
glucano diana; y

la funcién correlativa constreiida se refiere a un valor para dicho primer parametro de produccién a un valor para
dicha propiedad de glucano diana seleccionada de galactosilacién y manosa elevada, y también identifica uno o
ambos de: una segunda propiedad de glucano que es alterada por dicho primer parametro de produccion; y que
dicho segundo parametro de produccion se puede usar junto con el primer parametro de produccion para modular el
efecto global de dicho primer parametro de produccion en una segunda propiedad de glucano.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un medio legible por el ordenador que comprende un cddigo que,
cuando se ejecuta en un sistema de procesamiento de datos, lleva a cabo las etapas i), i) y iii) del método anterior.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un sistema de ordenador que comprende medios para
llevar a cabo las etapas i), ii) y iii) del método anterior.

Mas generalmente, la presente descripcion se refiere a un método para obtener un producto de glucoproteina, que
incluye las etapas de:

i) proporcionar una base de datos que correlaciona, define, identifica, se refiere, o proporciona cada una de una
pluralidad de propiedades de glucano como una funcién correlativa de uno o mas parametros de produccion o
combinaciones de parametros de produccion;

ii) identificar una propiedad de glucano diana, por ejemplo una propiedad de glucano de un producto de
glucoproteina primario;

iii) seleccionar de una base de datos uno o mas parametros de produccion o combinaciones de parametros de
produccion que se correlaciona con la propiedad de glucano diana; y

iv) aplicar el parametro de produccion seleccionado o las combinaciones de parametros de produccion en un
procedimiento para obtener el producto de glucoproteina,

obteniendo de ese modo un producto de glucoproteina.

Como se discute con detalle en otra parte aqui, los métodos, bases de datos y sistemas descritos aqui pueden
incluir o usar diversos tipos de correlaciones entre los parametros de produccion y las propiedades de los glucanos
que condicionan. Estas se denominan como funciones correlativas. La produccion de glucoproteinas es un proceso
complejo, y las correlaciones proporcionadas en las bases de datos pueden reflejar esto mismo. Las funciones
correlativas ejemplares incluyen funciones correlativas no lineales. Una correlacion no lineal puede reflejar una
relacion entre parametros de produccién y propiedades de glucano, en la que el efecto de dos (o0 mas) parametros
de produccion que actuan juntos sobre una propiedad de glucano no es el mismo que la combinacién de un primer
parametro de produccion (que actia solo) sobre la propiedad de glucano junto con el efecto de un segundo
parametro de produccioén (que actua solo) sobre la propiedad de glucano. Esto se puede expresar como:

X1 > Y1;, X2 > Y2; X1 + X2 # Y1+ Y2, por ejemplo X1 + X2 — Y3, en la notacién usada aqui. Otros tipos de
funciones correlativas Utiles en los métodos, bases de datos y sistemas descritos aqui incluyen funciones
correlativas constrefiidas, pleyotropicas y ajustables. De forma breve, las funciones correlativas constrefiidas reflejan
la complejidad de la sintesis de glucoproteinas, y pueden representar relaciones caracterizadas mediante
combinaciones o parametros de produccion o propiedades de glucano incompatibles o indeseables. Por ejemplo,
una combinaciéon de parametros de produccién puede estar constrefiida debido a que da como resultado una
propiedad de glucano indeseable. Las funciones correlativas pleyotrépicas pueden reflejar el efecto variado de uno o
mas parametros de produccion sobre caracteristicas de glucano diferentes. Una funcion ajustable es aquella que
puede permitir una pluralidad de entradas, por ejemplo entradas de diferentes magnitudes, y una pluralidad de
salidas, por ejemplo de magnitud diferente. Puede permitir el ajuste de una propiedad de glucano mediante el ajuste
de un parametro de produccion. Estas y otras funciones correlativas se explican con mas detalle mas abajo.

En consecuencia, en un ejemplo de la descripcion, la base de datos incluye diez o mas, por ejemplo 20, 25, 50, 100,
150, 200, 300, 350, 400, 500, 600, 700, 800, 900 o mas, correlaciones ajustables, no lineales, pleyotropicas, o
constrefiidas. En un caso, un parametro de produccion seleccionado se asocia con una correlacion ajustable, no
lineal, pleyotrépica o constrefida.
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En un caso, un primer parametro de produccion X1 se selecciona mediante una funcién correlativa entre el
parametro de producciéon X1 y una propiedad de glucano Y1 y una propiedad de glucano Y2, y se selecciona un
segundo parametro de produccion X2 para modificar el efecto de X1 sobre Y2.

En otro caso, la descripcion describe un método para obtener un producto de glucoproteina. EI método comprende:
a) opcionalmente, proporcionar un parametro de produccion seleccionado

b) proporcionar un sistema de produccion, por ejemplo un sistema de cultivo celular, que incorpora un parametro de
produccion seleccionado; y

c) mantener dicho sistema en condiciones que permiten la produccion del producto de glucoproteina,

obteniendo de ese modo el producto de glucoproteina, en el que el parametro de produccién seleccionado se
identifica mediante un método descrito aqui, por ejemplo:

i) proporcionando una base de datos que correlacione, defina, identifique, relaciones o proporcione cada una de una
pluralidad de proteinas de glucano como una funcién correlativa de uno o mas parametros de producciéon o
combinaciones de parametros de produccion;

ii) identificar una propiedad de glucano diana, por ejemplo una propiedad de glucano de un producto de
glucoproteina primaria; y

iii) seleccionar de la base de datos uno o mas parametros de produccion o combinaciones de parametros de
produccion que se correlacionan con la propiedad de glucano diana.

En un caso, el parametro de produccién seleccionado fue o se identifico:
seleccionando una glucoproteina primaria,

proporcionando un patron de glucano que representa estructuras de glucano en una glucoproteina de referencia, por
ejemplo una glucoproteina primaria, por ejemplo liberando glucanos de la glucoproteina de referencia, por ejemplo
mediante digestion enzimatica, y opcionalmente separando los glucanos liberados, por ejemplo, para producir
fracciones o picos que representan una o mas proteinas de glucano,

seleccionando una propiedad de glucano,

seleccionando de la base de datos uno o mas parametros de produccién o combinaciones de parametros de
produccién que se correlacionan con la propiedad de glucano diana.

En un caso, la provision de un parametro de produccion seleccionado incluye recibir la identidad del parametro de
otra entidad. En un caso, una primera entidad lleva a cabo uno o mas de a), b) y c), y una segunda entidad lleva a
cabo una o mas de las etapas i), ii), y iii) y transmite la identidad del parametro seleccionado a la primera entidad. De
este modo, al igual que en otros métodos descritos aqui, una Unica entidad puede llevar a cabo todas las etapas o
puede recibir o puede estar provista de informacién o selecciones necesarias para la practica mediante una segunda
entidad o mas.

En un caso, la base de datos incluye diez o mas, por ejemplo 20, 25, 50, 100, 150, 200, 300, 350, 400, 500, 600,
700, 800, 900 o mas, correlaciones ajustables, no lineales, pleyotropicas, o constrefiidas. En un caso, un parametro
de produccion seleccionado esta asociado con una correlacion ajustable, no lineal, pleyotrdpica, o constrefiida.

En otro caso, la descripcion se refiere a un método para producir un producto de glucoproteina que tiene una o una
pluralidad de propiedades de glucano diana, que incluye:

a) identificar una propiedad o propiedades de glucano diana, por ejemplo una propiedad de glucano de un producto
de glucoproteina primaria; y

b) producir dicho producto de glucoproteina que tiene una o una pluralidad de propiedades de glucano diana
mediante un método de produccion, en el que dicho método de produccion se selecciond o se selecciona segun lo
siguiente:

i) caracterizar opcionalmente un producto de glucoproteina primaria para identificar una o una pluralidad de
propiedades de glucano, por ejemplo caracteristicas de glucano, del producto de glucoproteina primaria;

ii) opcionalmente, proporcionar una base de datos que correlaciona, define, identifica, relaciona, o proporciona cada
una de una pluralidad de propiedades de glucano como una funcién correlativa de uno o mas parametros de
produccion o combinaciones de parametros de produccion; y

iii) seleccionar para uso en el método de produccioén 1, 2, 3, o mas parametros de produccion, o combinaciones de
parametros de produccion, correlacionados positivamente con la incidencia de dicha propiedad o propiedades de
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glucano diana, por ejemplo seleccionando uno o mas parametros de produccion o combinaciones de parametros de
produccién basandose en las correlaciones proporcionadas por dicha base de datos.

En un caso, la base de datos incluye diez o mas, por ejemplo 20, 25, 50, 100, 150, 200, 300, 350, 400, 500, 600,
700, 800, 900 o mas de una correlacion ajustable, no lineal, pleyotrdpica, o constrefiida. En un caso, un parametro
de produccion seleccionado esta asociado con una correlacion ajustable, no lineal, pleyotropica, o constrefiida.

En un caso, el método incluye ademas una o mas de las siguientes etapas:

iv) expresar una secuencia de aminoacidos, preferiblemente la secuencia de aminoacidos de dicho producto de
glucoproteina primaria, en un procedimiento usando dicho parametro o parametros seleccionados, y determinar si la
propiedad de glucano diana, por ejemplo una caracteristica de glucano correlacionada con dicho parametro o
parametros seleccionados es conferida en dicha secuencia de aminoacidos;

v) seleccionar un parametro de produccion adicional a partir de dicha base de datos;

vi) expresar una secuencia de aminoacidos, preferiblemente la secuencia de aminoacidos de dicho producto de
glucoproteina primaria, en un procedimiento usando dicho parametro seleccionado adicional, y determinar si la
propiedad de glucano, por ejemplo una caracteristica de glucano correlacionada con dicho parametro seleccionado
adicional, esta incluida en dicha secuencia de aminoacidos; y

vii) opcionalmente, repetir las etapas vy vi 1, 2, 3 o mas veces.

En otro caso, la descripcion se refiere a un método para obtener un producto de glucoproteina que incluye obtener la
glucoproteina mediante un procedimiento seleccionado:

i) identificando una o una pluralidad de propiedades de glucano requeridas, por ejemplo caracteristicas de glucano,
de dicho producto de glucoproteina;

i) identificando uno o mas parametros de produccion que proporcionara dicha una o una pluralidad de propiedades
de glucano requeridas; y

iii) seleccionando secuencialmente al menos 2, 3, 4 6 5 parametros de produccion para proporcionar la propiedad o
caracteristica de glucano requerida, en el que dichos parametros de produccion se pueden seleccionar del grupo
que consiste en: identidad celular, condiciones del cultivo celular, condiciones de fermentacion, condiciones de
aislamiento, y condiciones de formulacion, y sus combinaciones.

En algunos casos, los métodos descritos aqui se pueden implementar por ordenador. En otros casos, los métodos
no se implementan por ordenador, por ejemplo una base de datos sobre la que se basan no esta implementada por
ordenador. Los casos pueden incluir presentar, proporcionar o memorizar un parametro de produccién o
caracteristica de glucano seleccionado.

Métodos de disefio de protocolos de produccion

Los métodos descritos aqui permiten disefiar protocolos o seleccionar condiciones para obtener glucoproteinas. Los
métodos permiten la eleccidon de parametros de produccién, que, cuando se incorporan en un protocolo para obtener
una glucoproteina, proporcionan la incorporacion en la glucoproteina de estructuras de glucano preseleccionadas
y/o propiedades funcionales mediadas por glucano.

En otro caso, la descripcion se refiere a un método, por ejemplo un método implementado por ordenador, que
incluye:

seleccionar un parametro de produccion;

identificar una propiedad de glucoproteina, por ejemplo una caracteristica de glucoproteina, que esta asociada con
dicho parametro de produccion; y

opcionalmente presentar, proporcionar o memorizar dicha propiedad de glucoproteina identificada.

En otro caso, la descripcion se refiere a un método, por ejemplo un método implementado por ordenador, que
incluye:

seleccionar una propiedad de glucoproteina, por ejemplo una caracteristica de glucoproteina;
identificar un parametro de produccion que esta asociado con dicha propiedad de glucoproteina; y

opcionalmente presentar, proporcionar o memorizar dicho parametro de produccion identificado.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2389618 T3

En otro caso, la descripcion se refiere a un método para disefiar un procedimiento para producir un producto de
glucoproteina, o seleccionar un elemento de un procedimiento para obtener un producto de glucoproteina,
incluyendo el método las etapas de:

a) proporcionar una base de datos que correlaciona, define, identifica, relaciona, o proporciona cada una de una
pluralidad de propiedades de glucano como una funcién correlativa de uno o mas parametros de produccion o
combinaciones de parametros de produccion;

b) identificar una propiedad de glucano diana, por ejemplo una propiedad de glucano de un producto de
glucoproteina primaria;

c) seleccionar de la base de datos uno o mas parametros de producciéon o combinaciones de parametros de
produccién que se correlacionan con la propiedad de glucano diana; y

disefiar de ese modo un procedimiento para producir un producto de glucoproteina.

En otro caso, la descripcion se refiere a un método para disefiar un procedimiento para obtener, o seleccionar un
elemento de un procedimiento para obtener, un producto de glucoproteina, incluyendo el método:

a) identificar una propiedad o propiedades de glucano diana, por ejemplo una propiedad de glucano de un producto
de glucoproteina primaria; y

b) caracterizar opcionalmente el producto de glucoproteina diana para identificar una o una pluralidad de proteinas
de glucano, por ejemplo caracteristicas de glucano, de dicho producto de glucoproteina primaria;

c) proporcionar una base de datos que correlaciona, define, identifica, relaciona, o proporciona cada una de una
pluralidad de propiedades de glucano como una funcién correlativa de uno o mas parametros de produccion o
combinaciones de parametros de produccion; y

d) seleccionar para uso en el método de produccion 1, 2, 3, o mas parametros de produccién, o combinaciones de
parametros de produccion, correlacionados positivamente con la incidencia de dicha propiedad o propiedades de
glucano diana, por ejemplo seleccionar uno o mas parametros de produccién o combinaciones de parametros de
produccién basandose en las correlaciones proporcionadas por dicha base de datos,

disefiar de ese modo un procedimiento para obtener, o seleccionar un elemento de un procedimiento para obtener,
un producto de glucoproteina.

En otro caso, la descripcion se refiere a un método para disefiar un procedimiento para obtener, o seleccionar un
elemento de un procedimiento para obtener, un producto de glucoproteina, incluyendo el método:

i) identificar una o una pluralidad de caracteristicas de glucano, requeridas de dicho producto de glucoproteina;

i) identificar uno o mas parametros de produccién que proporcionaran dicha una o una pluralidad de caracteristicas
de glucano requeridas; y

iii) seleccionar secuencialmente al menos 2, 3, 4 6 5 parametros de produccion para proporcionar las caracteristicas
de glucano requeridas, en el que dichos parametros de produccion se pueden seleccionar del grupo que consiste en:
identidad celular, condiciones de cultivo celular, condiciones de fermentacion, condiciones de aislamiento, y
condiciones de formulacion, y sus combinaciones.

En un caso de métodos descritos aqui, la base de datos puede incluir una o mas de una correlacion ajustable, no
lineal, pleyotropica, o constrefiida. En un caso, un parametro de produccion seleccionado esta asociado con una
correlacion ajustable, no lineal, pleyotrépica, o constrefiida.

En algunos casos, los métodos descritos aqui se pueden implementar por ordenador. En otros casos, los métodos
no estan implementados por ordenador, por ejemplo una base de datos en la que se basan no esta implementada
por ordenador. Los casos pueden incluir presentar, proporcionar o memorizar un parametro de producciéon o
caracteristica de glucano seleccionado.

Control y monitorizaciéon de produccion de glucoproteina

Los métodos, bases de datos y sistemas descritos aqui se pueden usar en una variedad de aplicaciones, incluyendo
métodos de control de calidad o monitorizacion de la produccion. Por ejemplo, los métodos descritos aqui se pueden
usar para monitorizar una glucoproteina obtenida mediante un procedimiento definido. Por ejemplo, si la
glucoproteina se analiza y no se encuentra que tiene una propiedad de glucano requerida, los métodos descritos
aqui se pueden usar para seleccionar alteraciones en el procedimiento de produccion para ajustar o alterar el
procedimiento de forma que produzca una glucoproteina que tenga la propiedad de glucano requerida.
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En consecuencia, la descripcion se refiere a un método para monitorizar y/o controlar la produccion de una
glucoproteina. El método incluye:

a) proporcionar una caracteristica de glucano observada a partir de una glucoproteina obtenida mediante un
procedimiento de produccion predeterminado;

b) proporcionar una comparacion de la caracteristica de glucano observada con un valor de referencia;

c) si el valor observado difiere en mas de un nivel umbral del valor de referencia, seleccionar un valor para un
parametro de produccion mediante un método descrito aqui, por ejemplo mediante uso de una base de datos
descrita aqui; y

d) alterar opcionalmente el valor del parametro de produccion X en dicho procedimiento de produccion
predeterminado para proporcionar un procedimiento de produccién alterado,

monitorizando y/o controlando de ese modo la produccién de una glucoproteina.

En un caso, el método incluye ademas la etapa de proporcionar una caracteristica de glucano observada a partir de
una glucoproteina obtenida mediante el procedimiento de produccion alterado, y evaluarla como se describe aqui.
En casos, las etapas b), c) y d) se repiten para una glucoproteina obtenida mediante el procedimiento de produccion
alterado.

En un caso, el método se repite, por ejemplo, a intervalos predeterminados.
En un caso, la seleccion de un valor para un parametro de produccion incluye:

i) proporcionar una base de datos que correlaciona, define, identifica, relaciona o proporciona cada una de una
pluralidad de propiedades de glucano como una funcién correlativa de uno o mas parametros de produccion o
combinaciones de parametros de produccion;

ii) identificar opcionalmente una propiedad de glucano diana; y

iii) seleccionar de la base de datos uno o mas parametros de produccion o combinaciones de parametros de
produccion que desplaza la propiedad de glucano observada en la direccion de la propiedad de glucano de
referencia.

En un caso, la propiedad de glucano observada se determind o se determina: proporcionando un estandar de
glucano que representa estructuras de glucano en la glucoproteina obtenida mediante el procedimiento de
produccion preseleccionado, por ejemplo liberando glucanos de la glucoproteina, por ejemplo mediante digestion
enzimatica, y opcionalmente separando los glucanos liberados, por ejemplo, para producir fracciones o picos que
representan una o mas propiedades de glucano.

En un caso, la caracteristica de glucano de referencia se determiné o se determina: proporcionando un estandar de
glucano que representa estructuras de glucano en la glucoproteina obtenida mediante el procedimiento de
produccion preseleccionado, por ejemplo mediante un experimento diferente, previo, del procedimiento
preseleccionado, o mediante un procedimiento de produccion diferente, por ejemplo un procedimiento de produccion
alterado, por ejemplo liberando glucanos de la glucoproteina, por ejemplo mediante digestion enzimatica, y
opcionalmente separando los glucanos liberados, por ejemplo, para producir fracciones o picos que representan una
0 mas caracteristicas de glucano.

En un caso, la base de datos incluye una o mas, de una correlacion ajustable, no lineal, pleyotropica, o constrefida.
En un caso, un parametro de produccion seleccionado esta asociado con una correlaciéon ajustable, no lineal,
pleyotropica, o constrefiida.

Base de datos

Esta seccion describe aspectos y elementos de bases de datos de la descripcion. Estas se pueden combinar
opcionalmente con métodos y sistemas descritos aqui.

En consecuencia, en otro caso, la descripcion se refiere a una base de datos descrita aqui, por ejemplo una base de
datos util en un método de sistema descrito aqui.

En un caso, la base de datos esta: dispuesta en medio tangible; dispuesta en una uUnica unidad de medio tangible,
por ejemplo en un Unico ordenador, o en un Unico documento en papel; se proporciona en mas de una unidad de
medio tangible, por ejemplo en mas de un ordenador, en mas de un uUnico documento en papel, parcialmente en un
documento en papel y parcialmente en un medio legible por ordenador; dispuesta en medio legible por ordenador;
dispuesta en medio tradicional, por ejemplo papel, que es legible por un ser humano sin el uso de un ordenador, por
ejemplo un documento, grafico, tabla o catalogo de tarjeta impresos.
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En un caso, cada documento de la base de datos no se almacena en el mismo sitio, ordenador, memoria o
localizacion; la base de datos esta configurada para permitir el acceso computerizado.

En un caso, la base de datos incluye una pluralidad de registros, en la que un registro incluye
un indentificador de un parametro de produccién o una combinacién de parametros de produccion,

un identificador para una propiedad de glucano, por ejemplo una propiedad funcional condicionada por un glucano, o
una caracteristica de glucano (es decir, una caracteristica estructural), y

una funcidn correlativa entre el parametro de produccién (o combinacion) y la propiedad de glucano, que por ejemplo
correlaciona, define, identifica, relaciona o proporciona uno con el otro.

En un caso, la correlacion: es una correlacion positiva o negativa; se establecié o se puede establecer mediante
ensayo empirico o mediante prediccion; es cualitativa, por ejemplo positiva, negativa, o sin correlacion; es
cuantitativa, por ejemplo una correlacion positiva se puede expresar como una serie de correlaciones de
puntuaciones cada vez mayores; se expresa en términos absolutos o con relacién a un estandar, por ejemplo mas o
menos, cuanto, mas o menos similar para conferir una caracteristica de glucano particular en una proteina, como
otro método.

Sistemas

Esta seccion describe casos y elementos de sistemas Utiles para implementar métodos y bases de datos descritos
aqui.

En consecuencia, en otro caso, la descripcion se refiere a un sistema que incluye:

un selector para seleccionar un parametro de produccion basado en una propiedad de glucoproteina de entrada, o
para seleccionar una propiedad de glucoproteina basado en un parametro de produccion de entrada.

En un caso, el sistema incluye:

una base de datos descrita aqui, por ejemplo una base de datos que correlaciona, define, identifica, relaciona, o
proporciona cada una de una pluralidad de propiedades de glucano como una funcién correlativa de uno o mas
parametros de producciéon o combinaciones de parametros de produccion;

un interfaz de usuario para introducir una busqueda;
un procesador para generar un resultado de busqueda.

En un caso, el sistema esta configurado para permitir el disefio de un procedimiento para producir un producto de
glucoproteina diana que tiene una propiedad de glucano preseleccionada, por ejemplo para seleccionar un
parametro de produccién para el uso en un método de produccion de una glucoproteina que tiene una propiedad de
glucano preseleccionada.

En un caso, dicha busqueda se basa en una propiedad de glucano seleccionada, por ejemplo de un producto de
glucoproteina diana, y dicho resultado de busqueda incluye uno o mas parametros de produccién o combinaciones
de parametros de produccidon a partir de la base de datos que se correlaciona con la propiedad de glucano
seleccionada.

En un caso, dicha busqueda se basa en uno o mas parametros de produccion de la base de datos que se
correlaciona con una propiedad de glucano seleccionada, y dicho resultado de busqueda se basa en una propiedad
de glucano correlacionada con dicho parametro o parametros de produccion.

En un caso, dicha interfaz de usuario se configura para permitir la entrada de una propiedad de glucano deseada, y
dicho procesador se configura para permitir la salida de un resultado de busqueda basado en un parametro de
produccién correlacionado.

En un caso, dicha interfaz de usuario se configura para permitir la entrada de un parametro de produccién deseado,
y dicho procesador se configura para permitir la salida de un resultado de busqueda basado en una propiedad de
glucano correlacionada.

En un caso, dicho sistema esta configurado para permitir la entrada de uno o mas valores de X y la salida, por
ejemplo un resultado de busqueda, de uno o mas valores de Y, en el que una funcion correlativa en dicha base de
datos relaciona X con Y, en el que X es un valor para un elemento relacionado con un parametro de produccion, e Y
es un valor para un elemento relacionado con la propiedad de glucano, y dicho sistema esta configurado para el
ajuste del valor para X para seleccionar o identificar un valor para Y.

En un caso, dicho sistema esta configurado para permitir la entrada de uno o mas valores de Y y la salida de uno o
mas valores de X, en el que una funcion correlativa en dicha base de datos relaciona X con Y, en el que X es un
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valor para un elemento relacionado con un parametro de produccién, e Y es un valor para un elemento relacionado
con la propiedad de glucano, y el sistema esta configurado para el ajuste del valor para Y para seleccionar o
identificar un valor para X.

En un caso, un parametro 1 de produccion es ajustable para un ajuste de entrada (o valor) X1 y la salida o ajuste (o
valor) para Y1 variara con el ajuste (o valor) de X1, un parametro 2 de produccion es ajustable para un ajuste de
entrada (o valor) X2 y la salida o ajuste (o valor) para Y2 variara con el ajuste (o valor) de X2.

En un caso, cierta combinacion de valores o ajustes para X1 y X2, o Y1 e Y2, no es compatible y el espacio de
solucién, o numero total de posibilidades para las combinaciones disponibles de Y1 e Y2, es menor que el producto
del nimero de posibilidades para Y1 y el nimero de posibilidades para Y2 (o la situacion analoga para X1X2).

En un caso, se impone una restriccion sobre el espacio de solucién por incompatibilidades en las combinaciones de
X1y X2, por ejemplo pueden ser concentraciones de aditivos o combinaciones de aditivos y células que no se
pueden combinar por una razén u otra.

En un caso, se impone una restriccion en el espacio de solucion debido a que una combinaciéon de Y1 e Y2 es
sintética o estructuralmente imposible o da como resultado toxicidad al cultivo celular o a una propiedad indeseada
en una glucoproteina.

En un caso, una funcién correlativa produce una salida nula o una sefal que corresponde a una combinacién no
disponible.

En un caso, dicho sistema se configura con un filiro que identifica combinaciones prohibidas o no disponibles de
X1X2 0 Y1Y2 y las etiqueta o las elimina de la salida.

En un caso, se realizara una seleccion de un valor para el parametro X2 basandose al menos en parte en el valor
escogido para X1.

En un caso, el sistema esta implantado por ordenador.
En un caso, el sistema no esta implantado por ordenador.

En un caso, el sistema incluye una funcion correlativa que es una correlacion ajustable, no lineal, pleyotrépica, o
constrenida.

Funciones correlativas

Algunos de los métodos, sistemas y bases de datos descritos aqui se refieren a funciones correlativas. La siguiente
seccion proporciona detalles adicionales, casos especificos y alternativas para las funciones correlativas. Estos no
son limitantes sino mas bien ejemplares. Opcionalmente se puede incorporar en métodos, bases de datos, o
sistemas descritos aqui.

Funciones correlativas ajustables

Una funcion ajustable puede permitir una pluralidad de entradas, por ejemplo entradas de magnitudes diferentes, y
una pluralidad de salidas, por ejemplo de magnitud diferente. Puede permitir el ajuste de una propiedad de glucano
mediante el ajuste de un parametro de produccion. De este modo, en un caso, una funcion correlativa es una funcion
ajustable. A titulo de ejemplo, una funcién correlativa relaciona X con Y, en la que X es un valor para un elemento
relacionado con un parametro de produccioén, e Y es un valor para un elemento relacionado con la propiedad de
glucano y permite el ajuste del valor para X para seleccionar o identificar un valor para Y o el ajuste del valor para Y
para seleccionar o identificar un valor para X. A titulo de ejemplo, X puede ser cualquiera de un valor para
concentracion de un aditivo, un valor de un subproducto, un valor de un parametro fisico, un valor de tiempo, un
valor de tipo celular, un valor de nivel de expresion génica de nimero de copias, y, en uno o mas de esos casos, Y
puede ser la cantidad de una estructura de glucano en una glucoproteina.

En un caso, un parametro 1 de produccion es ajustable para un ajuste de entrada (o valor) X1 y la salida o ajuste (o
valor) para Y1 variara con el ajuste (o valor) de X1, un parametro 2 de produccion es ajustable para un ajuste de
entrada (o valor) X2 y la salida o ajuste (o valor) para Y2 variara con el ajuste (o valor) de X2. En algunos casos,
alguna combinacion de valores o ajustes para X1y X2, o Y1 e Y2, no es compatible, y el espacio de solucién, o
numero total de posibilidades para las combinaciones disponibles de Y1 e Y2, es menor que el producto del nUmero
de posibilidades para Y1 y el nimero de posibilidades para Y2 (o la situacion analoga para X1X2).

En algunos casos, se impone una restriccion en el espacio de solucién por incompatibilidades en las combinaciones
de X1 y X2, por ejemplo pueden ser concentraciones de aditivos o combinaciones de aditivos y células que no se
pueden combinar por una razoén u otra.

En algunos casos, se impone una restriccion en el espacio de solucion debido a que una combinacion de Y1 e Y2 es
sintética o estructuralmente imposible o da como resultado toxicidad al cultivo celular o a una propiedad indeseada
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en una glucoproteina. En algunos casos, una funcion correlativa produce una salida nula o una sefial que
corresponde a una combinacién no disponible.

Funciones correlativas no lineales

Una correlacion no lineal puede reflejar una relacién entre parametros de produccion y propiedades de glucano, en
la que el efecto de dos (o mas) parametros de produccién que actian juntos sobre una propiedad de glucano no es
el mismo que la combinacién del primer parametro de produccién (que actua solo) sobre la propiedad de glucano
junto con el efecto del segundo parametro de produccion (que actia solo) sobre la propiedad de glucano. Esto se
puede expresar como “X1,X2-Y1 = X1-Y1 + X2-Y1, en la notacién usada aqui.

En algunos casos, una funcién correlativa relaciona valores para mas de un valor para parametros de produccion
(por ejemplo, X1, X2, etc.) con una o mas propiedades de glucano, por ejemplo Y, y en la que el efecto de la
combinacion, por ejemplo la combinacién de X1 y X2, sobre Y no es lineal. La correlaciéon no es lineal cuando el
efecto de una pluralidad de parametros de produccion que actdan juntos, por ejemplo los parametros de produccion
X1y X2 (que actuan juntos), sobre una o mas propiedades de glucano, por ejemplo Y, no es el mismo que la
combinacion de X1 (que actda solo) sobre Y junto con el efecto de X2 (que actua solo) sobre Y. A titulo de ejemplo,
la adicidon de glucosamina (X1) da como resultado una disminucion de la galactosilacion (Y1), una disminucion en la
fucosilacion (Y2), un incremento en estructuras con contenido elevado de manosa (Y3), y un incremento en
estructuras hibridas (Y4). La adiciéon de uridina (X2) da una disminucién de estructuras con contenido elevado de
manosa (Y3) pero ningin cambio de las otras propiedades de glucano (Y1, Y2, e Y4). Si se combinan la
glucosamina (X1) y la uridina (X2), los cuatro parametros Y1, Y2, Y3 e Y4, permanecen sin cambio. De este modo,
la funciodn correlativa entre X1, X2 e Y1 no es lineal. Igualmente, la funcién correlativa entre X1, X2 e Y2 no es lineal,
y la funcion correlativa entre X1, X2 e Y4 no es lineal. En algunos casos, las correlaciones X individuales, que son no
lineales cuando se toman juntas, también son consideradas, individualmente, como no lineales. Por ejemplo, en el
ejemplo dado inmediatamente antes, la correlacion de glucosamina (X1) con galactosilacién (Y1), la correlacion de
glucosamina (X1) con fucosilacion (Y2), y la correlacion de glucosamina (X1) con estructuras hibridas (Y4) son todas
ellas no lineales. De forma similar, la correlacion entre uridina (X2) con galactosilacion (Y1), la correlacion de uridina
(X2) con fucosilacion (Y2), y la correlacion de uridina (X2) con estructuras hibridas (Y4) son consideradas en
algunos casos correlaciones no lineales.

Funciones correlativas constrenidas

Las funciones correlativas constrefiidas reflejan la complejidad de la sintesis de glucoproteinas, y pueden
representar relaciones caracterizadas por combinaciones o parametros de produccion o propiedades de glucano
incompatibles o indeseables. Por ejemplo, una combinacién de parametros de produccion puede estar constrefiida
debido a que da como resultado una propiedad de glucano indeseable. En algunos casos, una funcion correlativa
relaciona un valor para un primer parametro de produccién X1 con un primer valor para una primera propiedad de
glucano Y1, pero también identifica cualquiera de o ambos de: una propiedad de glucano adicional Y2, por ejemplo
una segunda propiedad, que es alterada por X1; y un parametro de producciéon adicional X2, por ejemplo un
segundo parametro, que se puede usar junto con el primer parametro de produccion, por ejemplo, para modular, por
ejemplo minimizar, el efecto global sobre una segunda propiedad de glucano Y2. Esta correlacion se denomina
como un parametro de producciéon constrefido, debido a que el uso de X1 puede requerir el uso de X2 asi como
para evitar un efecto indeseado sobre la propiedad de glucano Y2. En casos, la seleccion de un primer parametro de
produccion puede constrefiir la seleccion de un segundo parametro de produccion, y hace a la selecciéon de un
segundo parametro de produccion especifico mas o menos favorecida, debido, por ejemplo, a un efecto positivo o
negativo sobre la adjudicacion de una propiedad de glucano en la proteina si el segundo parametro se combina (o
no) con el primero. A titulo de ejemplo, la adicion de glucosamina, X1, esta correlacionada con una disminucion en la
galactosilacion. X1 también esta correlacionado con un incremento en un contenido elevado de manosa. La adicion
de uridina, X2, minimiza el incremento en el contenido elevado de manosa sin abolir la disminucion en la
galactosilacion mediada por X1. Si se desea una disminucion en la galactosa pero no se desea un incremento en el
contenido elevado de manosa, entonces se constrifie X1. La correlacion X1-Y1 o una correlacion X1-Y1,Y2 puede
identificar X2 como un parametro de produccién adicional para ser considerado o alterado conjuntamente con X1.

Funciones correlativas pleyotropicas

Las funciones correlativas pleyotropicas pueden reflejar el efecto variado de uno o mas parametros de produccion
sobre diferentes caracteristicas de glucano. En algunos casos, una funcion correlativa relaciona X con una pluralidad
de propiedades de glucano, y la relacién es pleyotrépica. Por ejemplo, cuando X es un valor para un elemento
relacionado con un parametro de produccion, € Y1 e Y2 (y opcionalmente Y3, Y4, Y5, etc.) son cada uno valores
para elementos relacionados con las propiedades de glucano, el parametro de produccion X confiere efectos
diferentes (en un caso, estos efectos son en direcciones diferentes, por ejemplo uno aumenta y el otro disminuye, en
oposicién a uno cambia, por ejemplo aumenta o disminuye, y el otro queda sin cambio) sobre al menos dos
propiedades de glucano. A titulo de ejemplo, el parametro de produccion X, la adicion de glucosamina a los medios,
esta correlacionado con una reduccion en la galactosilacion (por ejemplo, Y1), reduccion en la fucosilacion (por
ejemplo, Y2), un incremento en el contenido elevado de manosa (por ejemplo, Y3) y un incremento en estructuras
hibridas (por ejemplo, Y4).
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Analisis de glucoproteinas

Algunos de los métodos, sistemas y bases de datos descritos aqui incluyen o se refieren a etapas adicionales, por
ejemplo etapas en las que se analiza ademas un producto de glucoproteina. Algunos casos preferidos especificos
de estos métodos, sistemas y bases de datos se proporcionan mas abajo.

En un caso, un método incluye ademas analizar una secuencia de aminoacidos, por ejemplo la del producto de
glucoproteina primaria, producido bajo dicha combinacion seleccionada de parametros de produccion, y compararla
con un criterio preseleccionado, por ejemplo la presencia, ausencia o nivel de una propiedad de glucano
preseleccionada, por ejemplo caracteristica de glucano. Por ejemplo, si la secuencia de aminoacidos tiene una
relacion preseleccionada con el criterio, por ejemplo satisface o no cumple dichos criterios, seleccionando la
combinacién. En un caso, un método incluye ademas alterar las condiciones de las combinaciones seleccionadas,
por ejemplo alterando el medio de crecimiento, basado en si la glucoproteina muestra la relacion preseleccionada.

En un caso, un método incluye ademas analizar la glucoproteina producida bajo una combinacién seleccionada, y
compararla con un criterio preseleccionado, por ejemplo que tenga una propiedad de glucano preseleccionada, por
ejemplo una estructura de glucano. Si, por ejemplo, la glucoproteina tiene una relacion preseleccionada con dicho
criterio preseleccionado, por ejemplo satisface o no cumple dicho criterio, el método incluye seleccionar la
combinacioén o glucoproteina producida mediante la combinacién para el analisis posterior, por ejemplo alteracion de
otro parametro, por ejemplo alterando el medio de crecimiento.

En un caso, un método incluye ademas ensayar el producto de glucoproteina obtenido mediante el método de
produccion para ver si tiene una propiedad quimica, biolégica o farmacocinética preseleccionada. Por ejemplo, el
método puede incluir comparar una propiedad quimica, biolégica o farmacocinética o farmacodinamica
preseleccionada de la glucoproteina obtenida mediante el procedimiento de produccién con un estandar
preseleccionado, y si el valor para dicho producto de glucoproteina tiene una relacién preseleccionada con el
estandar preseleccionado seleccionando dicho producto de glucoproteina.

En un caso, una propiedad de un producto de glucoproteina se compara con una propiedad de un producto de
glucoproteina primaria.

Los casos de métodos descritos aqui incluyen analizar un producto de glucoproteina, por ejemplo un producto de
glucoproteina primaria para propiedades de glucano, por ejemplo caracteristicas de glucano. Este analisis se puede
usar como una guia para seleccionar parametros de produccién o en la produccién de una glucoproteina. El analisis
se puede basar en la informacidn producida liberando estructuras de glucano a partir de la glucoproteina. En este
contexto, liberacion significa liberacion de toda o al menos alguna porcién de aminoacidos de la glucoproteina. A
titulo de ejemplo, el método puede usar digestion enzimatica completa o parcial para liberar estructuras de glucano,
por ejemplo como sacaridos individuales o fragmentos mas grandes, a partir de una glucoproteina. Las estructuras
de glucano liberadas se pueden analizar, por ejemplo, proporcionando un patrén de glucano, y comparandolo con un
estandar predeterminado, por ejemplo un patrén de glucano de referencia. Un patrén de glucano, como se usa aqui,
es una representacion de la presencia (o ausencia) de una o mas propiedades de glucano. En algunos casos, el
patron de glucano proporciona una determinacidon cuantitativa de una o mas propiedades de glucano. La
determinacion cuantitativa se puede expresar en términos absolutos o como funcién de un estandar, por ejemplo un
estandar exdgeno, o como funcion de otra propiedad de glucano en el patrén. Los elementos de un patréon de
glucano pueden ser, a titulo de ejemplo, picos u otras fracciones (que representan una o mas especies) a partir de
una estructura de glucano derivada de una glucoproteina, por ejemplo a partir de una digestion enzimatica. Los
elementos se pueden describir, por ejemplo, en términos estructurales definidos, por ejemplo mediante nombre
quimico, o mediante una propiedad funcional o fisica, por ejemplo mediante el peso molecular o mediante un
parametro relacionado con la purificacion o separacion, por ejemplo el tiempo de retenciéon en una columna u otro
dispositivo de separacion. Los métodos descritos aqui se pueden usar para obtener una glucoproteina que tiene
propiedades de glucano deseadas. Esto incluye el disefio de un procedimiento para obtener tal glucoproteina o su
produccion. El andlisis se puede usar para determinar o confirmar que una glucoproteina tiene propiedades de
glucoproteina seleccionadas. A titulo de ejemplo, los métodos descritos aqui se pueden usar para monitorizar
procedimientos de produccion y para seleccionar parametros de produccidon para refinar un procedimiento que
produce producto que no cumple un estandar, por ejemplo no posee una propiedad de glucano seleccionada.

En un caso, un método incluye ademas seleccionar dicho producto de glucoproteina para la clasificacion, aceptacion
o rechazo, liberacién o retencién, procesamiento en un producto farmacéutico, transporte, para moverlo a una nueva
localizacion, formulacién, etiquetado, envasado, venta en el comercio, para ser vendido, u ofrecido para la venta, o
su presentacion si la informacion sobre el producto de glucoproteina a un tercero para su revision o aprobacion,
dependiendo de si se cumple el criterio preseleccionado.

En un caso, en el momento de disefiar o usar el método de produccion, el disefiador o usuario ha investigado, por
ejemplo consultando un listado gubernamental o comercial de patentes, en busca de la existencia de una patente de
los Estados Unidos de América que cubra el producto de glucoproteina de referencia, o un método para obtener o
usar el producto de glucoproteina de referencia.
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En un caso, un método incluye ademas una etapa, por ejemplo antes de la etapa ii de un método aqui, de analizar
un producto de glucoproteina diana para identificar una propiedad de glucano diana.

En un caso, un método incluye ademas expresar la secuencia de aminoacidos de dicho producto de glucoproteina
primaria bajo dicha condicién o condiciones seleccionadas, y determinar si la condicién o condiciones seleccionadas
se correlacionan positivamente con la presencia de la propiedad condicionada al glucano diana en la glucoproteina.

Cualquiera de los métodos descritos aqui puede incluir una o mas de las siguientes etapas:

evaluar el producto de glucoproteina, por ejemplo evaluar parametros fisicoquimicos del producto de glucoproteina,
por ejemplo midiendo la masa (por ejemplo, usando SDS-PAGE o cromatografia de exclusién molecular), pl,
contenido de hidratos de carbono, cartografiado peptidico, concentracién proteica, actividad bioldgica del producto
de glucoproteina;

registrar la evaluacién de uno o mas parametros del producto de glucoproteina, por ejemplo proporcionando un
certificado de andlisis para el producto de glucoproteina;

evaluar contaminantes del procedimiento de la glucoproteina o su cultivo celular, por ejemplo incluyendo pero sin
limitarse a contenido de endotoxinas, ensayo de esterilidad, contenido de micoplasma, lixiviados, contaminantes de
ADN o proteinas de la célula hospedante (por ejemplo CHO);

registrar los contaminantes del procedimiento de la glucoproteina o su cultivo celular;

medir los parametros del procedimiento del cultivo celular de glucoproteina, incluyendo pero sin limitarse al pH de la
produccion, viabilidad celular, produccion, titulo, rendimiento, tiempo de multiplicacion por dos, densidad 6ptica (DO),
y temperatura;

registrar los parametros del procedimiento del cultivo celular;

evaluar y registrar los componentes de los medios del procedimiento, incluyendo la fuente de materias primas y
numeros de lote de los materiales;

medir los parametros del procedimiento de purificacién de la glucoproteina, incluyendo, pero sin limitarse a, el
caudal, pH, temperatura, rendimiento, contaminantes del procedimiento, volumen de la columna, o volumen de
elucion;

registrar los parametros del procedimiento de purificacion; y
registrar un nimero de lote de un lote de glucoproteina obtenido a partir de un procedimiento descrito aqui.
Seleccion de parametros de produccion y propiedades de glucano

Algunos de los métodos, sistemas y bases de datos descritos aqui incluyen o se refieren a la seleccion, o al uso, de
una propiedad de glucano o un parametro de produccion. Mas abajo se proporcionan algunos casos especificos de
estos métodos, sistemas y bases de datos.

En un caso, por ejemplo en la etapa iii de un método aqui, se selecciona secuencialmente una pluralidad de
parametros de produccién o su combinacion.

En un caso, por ejemplo en la etapa ii de un método aqui, el método incluye identificar al menos 2, 3, 4 6 5
propiedades de glucano diana.

En un caso, por ejemplo en la etapa iii de un método aqui, el método incluye seleccionar una combinacion de
parametros de produccion, combinacion la cual se correlaciona con una propiedad de glucano diana.

En un caso, por ejemplo en una combinacion de al menos 1 6 2 parametros de produccion primarios o al menos 1 6
2 parametros secundarios o al menos un parametro primario y un parametro secundario son seleccionados.

En un caso, se selecciona un parametro de produccién para conferir una propiedad de glucano diana, por ejemplo
una propiedad funcional, que difiere de la propiedad de glucano correspondiente de un producto de glucoproteina
primaria.

En un caso, una propiedad de glucano es una propiedad funcional de una glucoproteina, por ejemplo semivida
sérica, afinidad de union al receptor, o inmunogenicidad (en un caso, es distinta de inmunogenicidad).

En un caso, una propiedad de glucano es una caracteristica de glucano, es decir, una propiedad estructural. Las
caracteristicas de glucano ejemplares incluyen: la presencia, ausencia o cantidad de una unidad quimica; la
presencia, ausencia o cantidad de un componente de una unidad quimica (por ejemplo, un sulfato, un fosfato,
acetato); heterogeneidad o microheterogeneidad en un sitio de glucosilacion potencial o a lo largo de toda la
proteina, por ejemplo el grado de ocupacioén de sitios de glucosilacion potenciales de una proteina (por ejemplo, el
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grado de ocupacion del mismo sitio de glucosilacion potencial entre dos 0 mas de las cadenas principales proteicas
particulares en un producto de glucoproteina y el grado de ocupacion de un sitio de glucosilacion potencial en una
cadena principal de proteina con relacién a un sitio de glucosilacién potencial diferente en la misma cadena principal
proteica); la estructura central de un glucano ramificado (por ejemplo, la presencia, ausencia o cantidad de
estructuras de GIcNAc o de fosfomanosa que se bisecan) o no ramificado; la presencia, ausencia o cantidad de una
estructura de glucano (por ejemplo, una estructura compleja (por ejemplo, biantenaria, triantenaria, tetraantenaria,
etc.), una estructura con contenido elevado de manosa o una estructura de glucano hibrida); la posicion relativa de
una unidad quimica en un glucano (por ejemplo, la presencia, ausencia o cantidad de una unidad quimica terminal o
penultima); y la relacion entre unidades quimicas (por ejemplo, enlazamientos entre unidades quimicas, isomeros y
puntos de ramificacion).

En un caso, una propiedad de glucano diana se selecciona del grupo que consiste en: galactosilacion, fucosilacion,
contenido elevado de manosa, sialilacion, y sus combinaciones.

En un caso, al menos se seleccionan secuencialmente 1, 2, 3, 4 o mas parametros de produccion, por ejemplo cada
uno se selecciona en base a una correlacion entre un Unico parametro de produccién y una caracteristica de
glucano.

En un caso, entre la seleccidon de un primer parametro de produccion y la seleccion de un segundo parametro de
produccion, el primer parametro de produccion se ensaya para determinar la capacidad para conferir una propiedad
de glucano seleccionada (por ejemplo, una caracteristica de glucano correlacionada con el primer parametro de
produccion mediante la base de datos) en una secuencia de aminoacidos, por ejemplo la secuencia de aminoacidos
del producto de glucoproteina primaria.

En un caso preferido, entre la seleccion de un segundo parametro de produccién y un tercer parametro de
produccion, el segundo parametro de produccidon se ensaya para determinar la capacidad para conferir una
propiedad de glucano seleccionada (por ejemplo, una caracteristica de glucano correlacionada con el segundo
parametro de produccion mediante la base de datos) en una secuencia de aminoacidos, por ejemplo la secuencia de
aminoacidos del producto de glucoproteina primaria.

En un caso, se seleccionan simultdneamente 2, 3, 4 o mas parametros de produccion, por ejemplo se selecciona
una combinacién de parametros de produccién en base a una correlacion entre la combinacion de parametros de
produccion y una propiedad de glucano, por ejemplo una caracteristica de glucano.

En un caso, un método incluye, por ejemplo, en la etapa iii:
seleccionar, de manera secuencial,

i) un primer parametro de produccioén, por ejemplo un parametro de produccién primario, por ejemplo un parametro
relacionado con una estirpe celular, una variable de procedimiento o de biorreactor, por ejemplo discontinuo,
discontinuo alimentado, o perfusién, un procedimiento de purificacion o una formulaciéon, a partir de dicha base de
datos, incluyendo dicha base de datos una correlacion entre dicho primer parametro de produccion y la adjudicacion
de una propiedad de glucano seleccionada, por ejemplo una caracteristica de glucano, en una proteina obtenida en
un procedimiento que incluye dicho primer parametro de produccion; y

ii) un segundo parametro de produccion, por ejemplo un parametro de produccion secundario, a partir de dicha base
de datos, incluyendo dicha base de datos una correlacién entre dicho parametro de produccion secundario y la
adjudicacion de una propiedad de glucano seleccionada, por ejemplo una caracteristica de glucano, en una proteina
obtenida en un procedimiento que incluye dicho parametro de produccion secundario.

En un caso, un método incluye la seleccion de 1, 2, 3 o0 mas parametros de produccién primarios interespaciada con
o seguida de la seleccion de 1, 2, 3 0 mas parametros de produccién secundarios.

En un caso, una etapa en el método de produccién se determina seleccionando un parametro de produccién que
esta correlacionado con la produccion de glucoproteina que tiene dicha propiedad de glucano preseleccionada, por
ejemplo una caracteristica de glucano, a partir de una base de datos.

En un caso, una etapa en el método de produccién se determina seleccionando un parametro de produccion a partir
de una base de datos en la que cada uno de una pluralidad de parametros de produccién, o combinaciones de
parametros de produccién, por ejemplo al menos 2, 5, 10, 20, 30, 40 o mas parametros o combinaciones de
parametros, esta correlacionado con la produccion de glucoproteina que tiene dicha propiedad de glucano
preseleccionada, por ejemplo una caracteristica de glucano, cuando dicho parametro o combinacién de parametros
se incorpora en un método para obtener el producto de glucoproteina.

En un caso, se selecciona un parametro de produccién para conferir una propiedad de glucano diana, por ejemplo
una propiedad funcional, que es la misma que o similar a la propiedad de glucano correspondiente de dicho producto
de glucoproteina primaria.
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En un caso, el método de produccion es diferente de un método publicado para obtener dicho producto de
glucoproteina primaria.

En un caso, se selecciona un parametro de produccidon que esta correlacionado con la adjudicacion en una
secuencia de aminoacidos de una caracteristica de glucano, encontrada en el producto de glucoproteina, o esta
correlacionado con una caracteristica de glucano, que es un intermedio y que esta correlacionado positivamente con
la presencia (eventual) en el producto de glucoproteina expresado de una caracteristica de glucano seleccionada.

En un caso, se selecciona un parametro de produccién para conferir una propiedad de glucano diana, por ejemplo
una propiedad funcional, que difiere de la propiedad de glucano correspondiente de dicho producto de glucoproteina
primaria.

En un caso, un método incluye seleccionar las propiedades de glucano requeridas por el producto de glucoproteina,
y seleccionar después los parametros de produccion, por ejemplo los seleccionados en d) de un método descrito
aqui, para proporcionar las propiedades de glucano requeridas.

En un caso, un método incluye seleccionar una combinaciéon de parametros de produccién, combinacion la cual se
correlaciona con una propiedad de glucano diana.

Glucoproteinas ejemplares y propiedades

Algunos de los métodos, sistemas y bases de datos descritos aqui incluyen o se refieren a un producto de
glucoproteina mejorado, la seleccion de un método para obtener un producto de glucoproteina mejorado, o un
método para obtener un producto de glucoproteina mejorado. Mas abajo se proporcionan algunos casos preferidos
especificos de estos métodos, sistemas y bases de datos.

En un caso, el producto de glucoproteina es un producto de glucoproteina alterado (o de siguiente generacion) que
tiene una propiedad de glucano preseleccionada, y en el que la etapa b) incluye:

seleccionar una o una pluralidad de propiedades de glucano como dicha propiedad o propiedades de glucano diana,
y en el que dicha propiedad o propiedades de glucano diana son diferentes de la propiedad o propiedades de
glucano correspondientes de dicho producto de glucoproteina primaria, por ejemplo difieren en la afinidad por un
receptor o el grado de heterogeneidad de estructuras de glucano unidas a un sitio preseleccionado.

En un caso, el método de produccién da como resultado un producto de glucoproteina que tiene caracteristica o
caracteristicas de glucano diferentes de dicha diana de glucoproteina primaria.

En un caso, la propiedad de glucano diana es la semivida sérica, que es mas prolongada o mas corta que la
semivida sérica del producto de glucoproteina primaria.

En un caso, una propiedad de glucano diana es la semivida sérica, que es mas prolongada o mas corta que la
semivida sérica del producto de glucoproteina primaria.

Algunos de los métodos, sistemas y bases de datos descritos aqui incluyen o se refieren al analisis de un producto
de glucoproteina primaria. Mas abajo se proporcionan algunos casos preferidos especificos de estos métodos,
sistemas y bases de datos.

En un caso, un método incluye proporcionar informacion que resulta de someter al producto de glucoproteina
primaria a uno o mas del método analitico descrito aqui, para proporcionar una propiedad de glucano, por ejemplo
una caracteristica de glucano. El método analitico se puede aplicar a una o una pluralidad de muestras del producto
de glucoproteina primaria, por ejemplo producto de glucoproteina primaria comercialmente disponible. El método
analitico se puede aplicar a uno o una pluralidad de lotes de produccién del producto de glucoproteina primaria, por
ejemplo producto de glucoproteina primaria comercialmente disponible.

En un caso, el producto de glucoproteina primaria y el producto de glucoproteina tienen secuencia de aminoacidos
idénticas.

En un caso, el producto de glucoproteina primaria y el producto de glucoproteina difieren en hasta 1, 2, 3,4, 5,10 6
20 restos de aminoacidos.

En un caso, el producto de glucoproteina primaria se selecciona de la Tabla I.
Bases de datos: Casos adicionales

Las bases de datos, y los métodos y sistemas que incluyen el uso de una base de datos, se describen aqui. Mas
abajo se proporcionan algunos casos preferidos especificos de estas bases de datos.

En casos preferidos, una base de datos tiene al menos 5, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 150, 200, 250 registros de
correlaciones.
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En un caso, una base de datos proporciona:

una correlacion entre un primer parametro de produccidon (o combinacion de parametros de produccion) y la
adjudicacion de una propiedad de glucano seleccionada, por ejemplo caracteristica de glucano, en una proteina
obtenida mediante un procedimiento que incluye dicho primer parametro;

una correlacion entre un segundo parametro de produccion (o combinacion de parametros de produccion) y la
adjudicacion de dicha propiedad de glucano seleccionada, por ejemplo caracteristica de glucano, en una proteina
obtenida mediante un procedimiento que incluye dicho segundo parametro de produccion; y

la base de datos se configura para permitir la eleccion entre el primer y el segundo parametro.
En un caso, una base de datos proporciona:

una correlacion entre el uso de la combinacion de un primer y un segundo parametro de produccion (o las
combinaciones respectivas) en un procedimiento para obtener dicho producto de glucoproteina en la adjudicacién de
dicha caracteristica de glucano seleccionada en una proteina obtenida mediante dicho procedimiento de
combinacion;

y permite la provision de informacion sobre el efecto de la adicion del primer o segundo parametro de produccion (o
combinaciones respectivas) sobre el otro parametro de produccién (o combinacion respectiva) en términos de
adicién de una propiedad de glucano seleccionada, por ejemplo caracteristica de glucano, a una proteina.

En un caso, una base de datos se configura para permitir tomar una decisién sin incluir el primer, el segundo, o
ambos parametros de produccion, en la produccion de un producto de glucoproteina.

En un caso, una base de datos se configura para permitir la apreciaciéon de que la seleccién de un primer parametro
de produccion restringe la selecciéon de un segundo parametro de produccion y hace a la selecciéon de un segundo
parametro de produccion especifico mas o menos favorecida, debido, por ejemplo, a un efecto positivo o negativo
sobre la adjudicacion de una propiedad de glucano en la proteina si el segundo parametro se combina con el
primero.

En un caso, la base de datos incluye una, dos, tres, o todas de una correlacion ajustable, no lineal, pleyotropica, o
constrenida.

En un caso, una base de datos incluye:

i) una correlacion entre un primer y un segundo parametro de produccién y la adjudicacion de una primera
caracteristica de glucano seleccionada en una proteina obtenida mediante un método que incluye dicho primer y
segundo (pero no un tercer) parametro de produccion;

ii) una correlacion entre dicho primer y tercer parametros de produccion y la adjudicacion de dicha primera
caracteristica de glucano seleccionada en una proteina obtenida mediante un método que incluye dicho primer y
tercer (pero no dicho segundo) parametro de produccion;

y permite la comparacion de (1) la presencia, en una proteina obtenida mediante un método que incluye el primer y
segundo (pero no dicho tercer) parametro de produccién, de una primera caracteristica de glucano seleccionada con
(2) la presencia, en una proteina obtenida mediante un método que incluye el primer y el tercer pero no el segundo
parametro de produccion,

y permite ademas una eleccidon entre la combinacion de i y la combinacion de ii en base a la optimizacion de la
presencia de dicha primera caracteristica de glucano seleccionada.

En un caso, una base de datos incluye:

correlaciones, cada una de una pluralidad de especies, de un primer parametro de produccién genérico, por ejemplo
variantes de un tipo celular, por ejemplo una pluralidad de células CHO que tienen diferentes sitios de insercion,
numero de copias de insercion, o genes relacionados con la glucosilacion, con la adjudicacion de una propiedad de
glucano, por ejemplo una caracteristica de glucano, en una proteina obtenida mediante un método que incluye el
uso de las especies; y

correlaciones, cada una de una pluralidad de especies, de un segundo parametro de produccién genérico, por
ejemplo variantes de fermentacion, por ejemplo una pluralidad de condiciones de fermentacion tales como densidad
celular, procedimiento por lotes, procedimiento por perfusién, procedimiento continuo, con la adjudicacién de una
propiedad de glucano, por ejemplo una caracteristica de glucano, en una proteina obtenida mediante un método que
incluye el uso de las especies.

En un caso, una base de datos incluye:
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una correlacion entre la combinacion de una primera especie de un primer parametro de produccion y una primera
especie de un segundo parametro de produccién con la adjudicacion de una propiedad de glucano, por ejemplo una
caracteristica de glucano, en una proteina obtenida mediante un método que incluye la combinacion;

una correlacion entre la combinacion de una segunda especie de un primer parametro de produccion y la primera o
una segunda especie de un segundo parametro de produccion con la adjudicacion de una propiedad de glucano, por
ejemplo una caracteristica de glucano, en una proteina obtenida mediante un método que incluye la combinacion;

y permite la comparacion (y eleccion) entre (1) una combinacién de una primera especie de un primer parametro de
produccion genérico, por ejemplo una célula CHO que tiene insercion en un primer sitio, y una primera especie de un
segundo parametro de produccion genérico, por ejemplo fermentacién mediante procedimiento por lotes, y (2) una
combinacién de una especie diferente del primer parametro de produccidon genérico, por ejemplo una célula CHO
que tiene insercidon en un segundo sitio, y una especie del dicho segundo parametro de produccion genérico, por
ejemplo fermentacion mediante procedimiento continuo.

En un caso, una base de datos incluye:

una correlacion entre una combinacion de parametros de produccion y la adjudicaciéon de una propiedad de glucano
seleccionada, por ejemplo una caracteristica de glucano, en una proteina obtenida en un procedimiento que incluye
dicha combinacién de parametros de produccién, por ejemplo en el que la combinacion de parametros de
produccion incluye una célula y un medio de cultivo.

En un caso, una base de datos incluye:

correlaciones entre una célula cultivada bajo cada una de una pluralidad de condiciones de cultivo, por ejemplo
dicha célula cultivada en cada uno de un primer, segundo y tercer medio, y la adjudicacion de una propiedad de
glucano seleccionada, por ejemplo una caracteristica de glucano, en una proteina obtenida en un procedimiento que
incluye dicha célula cultivada en una de dichas condiciones de cultivo, por ejemplo en el que un tipo celular
seleccionado, por ejemplo una célula CHO, se puede cultivar en una pluralidad de medios, y cada combinacion de
célula/condicion se correlaciona con la incidencia de la misma o una propiedad de glucano diferente, por ejemplo
una caracteristica de glucano.

En un caso, una base de datos incluye:

correlaciones entre cada una de una pluralidad de células cultivadas bajo una pluralidad de condiciones, por ejemplo
un primer tipo celular cultivado en un primer, un segundo y un tercer medio, un segundo tipo celular cultivado en el
primer, segundo y tercer medio, y un tercer tipo celular cultivado en el primer, segundo y tercer medio, y la
adjudicacion de una propiedad de glucano seleccionada, por ejemplo caracteristica de glucano, en una proteina
obtenida en un procedimiento que incluye una combinacién de célula/condicion.

En un caso, una base de datos incluye una correlacion entre cada uno de varios tipos celulares seleccionados, por
ejemplo diferentes cepas o genotipos de células CHO, cultivados en una pluralidad de medios (combinaciones de
célula/condicion) con la incidencia de una propiedad de glucano, por ejemplo una caracteristica de glucano.

Productos de glucoproteina ejemplares

En otro caso, la descripcion se refiere a un producto o preparacion de glucoproteina o una preparacion, por ejemplo
una preparacion farmacéutica, de un producto de glucoproteina, obtenido mediante un procedimiento descrito aqui,
por ejemplo un procedimiento para obtener una glucoproteina o un procedimiento para seleccionar las etapas de un
método para obtener una glucoproteina.

En un caso, el producto de glucoproteina tiene la secuencia de aminoacidos de una proteina de la Tabla I, o difiere
ennomasde 1, 2, 3, 4 6 5 restos de aminoacidos de la proteina de la Tabla .

En un caso, el producto de glucoproteina difiere en al menos una caracteristica de glucano de la proteina de la Tabla
l.

En otro caso, la descripcion se refiere a un producto de glucoproteina o una preparaciéon, por ejemplo una
preparacion farmacéutica, de un producto de glucoproteina, que tiene la secuencia de aminoacidos de una proteina
de la Tabla I, o difiere en no mas de 1, 2, 3, 4 6 5 restos de aminoacidos de la proteina de la Tabla |, en el que dicho
producto de glucoproteina difiere en una o mas caracteristicas de glucano enumeradas en la Tabla Il a partir de una
preparacion comercial de dicha proteina.

En un caso, el producto de glucoproteina o la preparacion, por ejemplo una preparacion farmacéutica, de un
producto de glucoproteina tiene uno o mas de: mas o menos fucosilaciéon, mas o menos galactosilacién, mas o
menos estructura con contenido elevado de manosa, estructura mas o menos hibrida, mas o menos sialilaciones,
que lo que tiene la proteina correspondiente de la Tabla .
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En otro caso, la descripcion se refiere a un método para producir una proteina con una cantidad modulada de una
caracteristica de glucano seleccionada de la Tabla Il modulando un parametro de produccion de la Tabla Il, que
incluye:

seleccionar un nivel de referencia de dicha caracteristica de glucano, por ejemplo el nivel encontrado en una
glucoproteina preseleccionada, por ejemplo una glucoproteina diana;

seleccionar un valor para un parametro a partir de la Tabla Il para proporcionar un nivel modulado de dicha
caracteristica de glucano (en comparacion, por ejemplo, con el nivel de referencia); y

aplicar el parametro seleccionado en un procedimiento para obtener proteina con una cantidad modulada de dicha
caracteristica de glucano.

En otro caso, la descripcion se refiere a un método para producir una proteina que tiene un nivel preseleccionado de
una propiedad funcional o biolégica de la Tabla Ill modulando un parametro de la Tabla Il, que incluye:

seleccionar un nivel de referencia de dicha propiedad bioldgica, por ejemplo el nivel encontrado en una
glucoproteina preseleccionada;

seleccionar un valor para un parametro de la Tabla Il para proporcionar un nivel modulado de dicha caracteristica de
glucano que modula dicha propiedad bioldgica;

aplicar el parametro seleccionado en un procedimiento para obtener proteina con una cantidad modulada de dicha
propiedad funcional o bioldgica.

Casos adicionales de la descripcion

En otro caso, la descripcion se refiere a un producto de programa de ordenador realizado tangiblemente en un
soporte de informacién y que incluye instrucciones que, cuando se ejecutan mediante un procesador, llevan a cabo
un método descrito aqui.

Los métodos, bases de datos y sistemas descritos aqui se pueden usar con una amplia variedad de glucoproteinas
(incluyendo glucopéptidos). Estas incluyen glucoproteinas de origen natural y de origen no natural. Las
glucoproteinas representativas incluyen: anticuerpos, por ejemplo IgG, IgM, anticuerpos humanos, humanizados,
injertados, y quiméricos, y sus fragmentos; proteinas de fusién, por ejemplo fusiones que incluyen dominios de
anticuerpos humanos (o de otros), por ejemplo los dominios de la regién Fc o regidon constante; factores de
crecimiento; hormonas; y cualquier clase de proteina representada por una proteina enumerada en la Tabla I.

La expresion “base de datos”, como se usa aqui, se refiere a una coleccion de datos. Tipicamente, esta organizada
de manera que sus contenidos pueden ser accedidos, manejados y actualizados facilmente. En casos preferidos, la
base de datos esta configurada o esta dispuesta para asegurar su integridad y calidad, para minimizar el contenido
mas alla de los registros descritos aqui, y para permitir el acceso controlado. La base de datos esta presentada o
memorizada en un medio. El medio puede ser, por ejemplo, un medio de papel tradicional u otro medio que presenta
simbolos impresos o escritos que se pueden usar directamente (por ejemplo, sin la ayuda de un ordenador) por un
ser humano. Tal base de datos puede existir como un conjunto de tablas impresas, o un catalogo de tarjeta, que, por
ejemplo, muestra la relacion de parametro de produccion a caracteristicas de glucano. La base de datos también se
puede presentar o memorizar en una forma electrénica u otra forma legible por ordenador. Tales bases de datos
pueden oscilar desde hojas de calculo simples hasta formas mas complejas. La base de datos no necesita ser
depositada en una unica unidad de medio, por ejemplo en una Unica tabla o libro, o en un Unico ordenador o red.
Una base de datos, por ejemplo, puede combinar un medio tradicional como se describe anteriormente con un
medio legible por ordenador. Tipicamente, la base de datos contendra una coleccion de registros, en la que cada
registro relaciona un parametro de produccion con una propiedad de glucano mediante una funcién correlativa. La
base de datos se puede organizar de muchas maneras, por ejemplo como una base de datos relacional.
Tipicamente, la base de datos esta en un formato que permite la busqueda de informacién especifica o registros
mediante técnicas especificas para cada base de datos. Una base de datos de ordenador es tipicamente una
coleccion estructurada de registros almacenados en un ordenador u ordenadores, de manera que un programa los
puede consultar para responder busquedas. Las bases de datos relacionales junto con interfaces para busquedas y
resultados de busquedas son particularmente preferidas. El cartografiado de la ontologia de la base de datos
relacional permite construir correlaciones utiles en los métodos descritos aqui.

Aunque algunos casos de la descripcion pueden recuperar informacion a partir de informacion publicamente
accesible, las bases de datos usadas en tales casos generalmente también incluiran al menos 1, 2, 5, 10, 20 6 50
correlaciones que no estaban presentes o que no se recuperaron de informaciéon publicamente accesible, por
ejemplo en tales casos la base de datos puede contener al menos 1, 2, 5, 10, 20, 50 o mas correlaciones no
lineales, pleyotropicas, o constrefiidas. La informacion publicamente accesible puede incluir informacion a partir de
una base de datos publicamente accesible tal como PubMed. En un caso, una base de datos descrita aqui contiene
al menos 1, 2, 5, 10, 20 6 50 correlaciones que no estan en informacién publicamente accesible, por ejemplo no
estan en documentos publicados. La determinacion de si una correlacion esta publicamente accesible, por ejemplo
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en un documento publicado o base de datos, se realiza como la fecha de presentacion U.S. previa de una solicitud
no provisional de la que esta patente reivindica la prioridad.

Los encabezados usados en este documento son para facilidad de lectura, y no se deberian de usar para limitar los
casos de la descripcion, por ejemplo realizaciones de la invencion, descritos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
Ahora se describiran los dibujos.
La FIG. 1 es un diagrama de bloques de dispositivos y sistemas de computacion.

La FIG. 2 es una representacion de un cromatograma representativo de patrones de glucano a partir de IgG humana
producida en células CHO. IgG humana se produjo a partir de células CHO, se aislo, se liberaron los glucanos, se
aislaron, y se marcaron fluorescentemente, antes de resolver en NP-HPLC.

La FIG. 3 es una representacion de los patrones de glucano a partir de IgG humana producida en células CHO en
diferentes condiciones de procesamiento. IgG humana se produjo a partir de células CHO cultivadas en presencia
de uridina elevada, glucosamina, o ambas. La IgG se aislo, se liberaron los glucanos, se aislaron, y se marcaron
fluorescentemente, antes de resolver en NP-HPLC. Un resumen de los datos normalizados para la IgG producida en
presencia de uridina elevada, glucosamina, o ambas, se muestra como se indica. Los datos son representativos de
determinantes duplicados, y se expresan como un % del area total del pico.

Otros rasgos y ventajas de la invencion y la descripcion seran manifiestos a partir de la descripcion detallada
siguiente, y a partir de las reivindicaciones.

DESCRIPCION DETALLADA
Propiedades de glucano:

Los métodos descritos aqui incluyen seleccionar uno o mas parametros de produccion para producir una
glucoproteina que tiene una o mas propiedades de glucano preseleccionadas. Una propiedad de glucano, como se
usa aqui, se refiere a (1) una propiedad funcional conferida o condicionada por una estructura de glucano en una
proteina, o (2) una propiedad estructural (denominada aqui como una “caracteristica de glucano”).

Una actividad funcional preseleccionada se puede correlacionar con una caracteristica o caracteristicas de glucano
y, basandose en esa correlacion, se puede tomar una decisidn con respecto a qué parametro de produccion o
combinacion de parametros de produccion da como resultado una glucoproteina que tiene la caracteristica de
glucano preseleccionada, y, de este modo, actividad funcional. Las actividades que se pueden seleccionar incluyen,
pero no se limitan a, semivida sérica, aclaramiento, estabilidad in vitro (periodo de caducidad) o in vivo, afinidad de
union, distribucion tisular y seleccion de dianas, toxicidad, inmunogenicidad, velocidad de absorcién, velocidad de
eliminacion, estructura tridimensional, metabolismo y biodisponibilidad.

Una “caracteristica de glucano”, como se usa aqui, incluye la presencia, ausencia o cantidad de una unidad quimica;
la presencia, ausencia o cantidad de un componente de una unidad quimica (por ejemplo un sulfato, un fosfato, un
acetato, un glucolilo, un propilo, u otra modificacion de grupo alquilo cualquiera); heterogeneidad o
microheterogeneidad en un sitio de glucosilacion potencial o a lo largo de toda la proteina, por ejemplo el grado de
ocupacion de sitios de glucosilacion potenciales de una proteina (por ejemplo, el grado de ocupacién del mismo sitio
de glucosilacion potencial entre dos o mas de las cadenas principales proteicas particulares en un producto de
glucoproteina y el grado de ocupacion de un sitio de glucosilaciéon potencial en una cadena principal proteica con
relacion a un sitio de glucosilacion potencial diferente en la misma cadena principal proteica); la estructura de un
glucano ramificado (por ejemplo, la presencia, ausencia o cantidad de estructuras GIcNAc o de fosfomanosa que se
bisecan) o no ramificado; la presencia, ausencia o cantidad de una estructura de glucano (por ejemplo, una
estructura compleja (por ejemplo, biantenaria, triantenaria, tetraantenaria, etc.), una estructura con contenido
elevado de manosa o una estructura de glucano hibrida); la posicion relativa de una unidad quimica en un glucano
(por ejemplo la presencia, ausencia o cantidad de una unidad quimica terminal o penultima); el caracter quimico del
glucano (por ejemplo cantidades y relaciones de los componentes monosacaridos en un glucano particular); y la
relacion entre unidades quimicas (por ejemplo, enlazamientos entre unidades quimicas, isémeros y puntos de
ramificacion). En algunos casos, una caracteristica de glucano puede ser, a titulo de ejemplo, un pico u otra fraccion
(que representa una o mas especies) de estructuras de glucano derivadas de una glucoproteina, por ejemplo de una
digestion enzimatica. Una caracteristica de glucano se puede describir, por ejemplo, en términos estructurales
definidos, por ejemplo mediante nombre quimico, o mediante una propiedad funcional o fisica, por ejemplo mediante
peso molecular o mediante un parametro relacionado con la purificacion o separacion, por ejemplo tiempo de
retencién de un pico en una columna u otro dispositivo de separacion.

Una “unidad quimica”, como se usa aqui, es un compuesto quimico de carbono, hidrégeno y oxigeno, en el que los
atomos de estos dos ultimos elementos estan en una relacion de 2:1. Una unidad quimica puede ser, por ejemplo,
un derivado aldehidico o ceténico de un alcohol polihidroxilado, particularmente alcoholes pentahidroxilados y
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hexahidroxilados. Los ejemplos de unidades quimicas incluyen monosacaridos tales como galactosa, fucosa, acido
sialico, manosa, glucosa, N-acetilglucosamina (GIcNAc), N-acetilgalactosamina (GalNAc) y ribosa, asi como sus
derivados y analogos. Se conocen derivados de diversos monosacaridos. Por ejemplo, el acido sialico engloba
alrededor de treinta derivados, formando el acido N-acetilneuraminico y el acido N-glucoliineuraminico las
estructuras centrales. Los derivados gangliésidos sintéticos se describen en la patente U.S. n°® 5.567.684; los
sacaridos derivatizados con sialilo bivalentes se describen en la patente U.S. n°® 5.559.103. Los derivados y analogos
del acido 2-desoxi-2,3-dideshidro-N-acetilneuraminico se describen en la patente U.S. n® 5.360.817. Los ejemplos de
analogos del acido sialico incluyen aquellos que imitan funcionalmente al acido sialico, pero no son reconocidos por
sialilasas de celdas hospedantes enddgenas. Las sialiltransferasas y otras enzimas que estan involucradas en el
metabolismo del acido sialico reconocen a menudo sustratos de monosacaridos “no naturales” o “modificados” (Kosa
et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 190, 914, 1993; Fitz y Wong, J., Org. Chem., 59, 8279, 1994; Shames et
al., Glycobiology, 1, 187, 1991; Sparks et al., Tetrahedron, 49, 1, 1993; Lin et al., J. Am. Chem. Soc., 114, 10138,
1992). Otros ejemplos de analogos de monosacaridos incluyen, pero no se limitan a, N-levulinoil manosamina
(ManLev), Neu5Aca-metil glucésido, Neu5AcB-metil glucésido, Neu5Aca-bencilglucésido, Neu5AcB-bencil glucdsido,
éster metilico del Neu5Aca-metil glucésido, éster metilico de Neu5Aca, acido 9-O-acetil-N-acetilneuraminico, acido
9-O-lactil-N-acetilneuraminico, N-azidoacetiimanosamina y sus variaciones O-acetiladas, y Neu5Aca-etil
tioglucosido. Ademas, en la patente U.S. n° 5.759.823 y en la patente U.S. n°® 5.712.254 se ensefian ejemplos de
analogos de acido sialico y métodos que se pueden usar para producir tales analogos.

Los ejemplos de derivados, o analogos, de otros monosacaridos incluyen: derivados amidinicos, amidrazénicos y
amidoximicos de monosacaridos (patente U.S. n° 5.663.355), 1,3,4,6-tetra-O-acetil-N-aciimanosamina o su derivado,
analogos o derivados de azlcares o aminoazucares que tienen 5 6 6 carbonos en el anillo glucosililico, incluyendo
aldosas, desoxialdosas y cetosas, independientemente de la orientacion o configuracion de los enlaces de los
carbonos asimétricos. Esta incluye unidades quimicas tales como ribosa, arabinosa, xilosa, lixosa, alosa, altrosa,
glucosa, idosa, galactosa, talosa, ribulosa, xilulosa, psicosa, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, N-
acetiimanosamina, acido N-acetilneuraminico, fructosa, sorbosa, tagatosa, ramnosa y fucosa. Los analogos y
derivados de monosacaridos ejemplares derivados de glucosa, N-acetilglucosamina, galactosa, N-
acetilgalactosamina, manosa, fucosa y acido sialico se ensefian, por ejemplo, en la patente U.S. n°® 5.759.823.

Una caracteristica de glucano puede incluir la presencia, ausencia o cantidades de diversos derivados o analogos de
una unidad quimica. Por ejemplo, la caracteristica del glucano puede ser la ausencia, presencia o cantidad de acido
N-acetilneuraminico.

Una “estructura de glucano”, como se usa aqui, se refiere a al menos dos unidades quimicas enlazadas entre si. Se
incluye cualquier enlazamiento, incluyendo enlazamientos covalentes y no covalentes.

Una caracteristica de glucano puede ser ademas una comparacion en la presencia, ausencia o cantidad de una
unidad quimica, un componente de una unidad quimica o una estructura de glucano con relacién a la presencia,
ausencia o cantidad de otra unidad quimica, otro componente de una unidad quimica u otra estructura de glucano,
respectivamente. Por ejemplo, se puede determinar la presencia, ausencia o cantidad de acido sialico con relacion a
la presencia, ausencia o cantidad de fucosa. En otros ejemplos, se puede comparar la presencia, ausencia o
cantidad de un acido sialico, tal como acido N-acetilneuraminico, por ejemplo, con la presencia, ausencia o cantidad
de un derivado de acido sialico tal como acido N-glucolilneuraminico.

Una funcién correlativa, como se usa aqui, proporciona una funcién que define la relacion, por ejemplo en una base
de datos, entre uno o mas parametros de producciéon y una o mas propiedades de glucano. En un caso, un
parametro de producciéon esta correlacionado con una propiedad de glucano. La funcién correlativa puede
representar un valor constante, por ejemplo un valor constante positivo en el caso de una correlacion positiva entre
la presencia o uso de un parametro de produccion y la adjudicacién de una propiedad de glucano en una
glucoproteina. Algunos casos también incluyen aquellos en los que a cada una de una pluralidad de especies del
parametro de produccion (por ejemplo, concentraciones diferentes de un aditivo especifico) se le asigna una
constante relativa diferente, teniendo cada una un valor constante diferente. Por ejemplo, en el caso de un
parametro de produccion tal como glucosamina, que se puede afiadir a condiciones de cultivo a diferentes
concentraciones, y la propiedad del glucano de tener restos de fucosa, la base de datos podria incluir correlaciones
entre la concentracion 1y el nivel 1 de glucano, la concentracion 2 y el nivel 2 de glucano, etc. La funcion correlativa
también puede ser “ajustable”, por ejemplo puede variar (o su resultado puede variar), por ejemplo de una manera
lineal o no lineal, a lo largo de un intervalo de valores de entrada, segun una funcién. Por ejemplo, la funcion
correlativa puede representar una funcién que relaciona X con Y, en la que X es un valor para algun elemento
relacionado con un parametro de produccion, e Y es un valor para algun elemento relacionado con la propiedad de
glucano (en algunos casos, X es la entrada e Y es la salida; en otros, Y es la entrada y X es la salida). Por ejemplo,
en el caso en el que el parametro de produccion es la presencia de un aditivo, por ejemplo glucosamina, en el medio
de cultivo, X es el valor para la concentracion de glucosamina afiadida al medio de cultivo. Y puede ser un valor para
la cantidad de fucosa afiadida a una proteina obtenida en un método que usa glucosamina a una concentracion X.
En este caso, la funcién correlativa relaciona un valor (por ejemplo un valor de entrada) para la concentracion de
glucosamina con un valor (por ejemplo, valor de salida) para la cantidad de restos de fucosilo en la glucoproteina. A
medida que los valores para X aumentan, los valores para Y cambiaran segun la funcion que relaciona X e Y, y, en
el caso de aumentar la glucosamina, el valor de salida disminuira. De este modo, a medida que la cantidad de
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glucosamina aumenta, la funcion correlativa indica una menor cantidad de fucosilacién. Tales funciones correlativas
son ajustables en el sentido de que se puede cambiar el valor de X'y observar el efecto sobre Y. Esto permite ajustar
el parametro de produccion para lograr una propiedad de glucano deseada. El método también permite variar Y para
observar el efecto sobre X. Las funciones que relacionan X e Y se pueden determinar, por ejemplo, mediante ensayo
empirico. Por ejemplo, en el caso de concentracion de glucosamina y cantidad de fucosilacion, se puede derivar una
funcién llevando a cabo una serie de ensayos a diferentes concentraciones de glucosamina, representando
graficamente la concentracion de glucosamina frente a los niveles observados de fucosilacion, y derivando una
ecuacion que describe la curva de los valores representados graficamente. En un caso, el parametro 1 de
produccion es ajustable para un ajuste de entrada (o valor) X1 y el ajuste de salida (o valor) para Y1 variaran con el
ajuste (o valor) de X1. El parametro 2 de produccion es ajustable para un ajuste de entrada (o valor) X2 y el ajuste
de salida (o valor) para Y2 variaran con el ajuste (o valor) de X2. En algunos casos, el numero de combinaciones de
Y1 e Y2 es igual al producto del nimero de posibilidades para Y1 y el numero de posibilidades para Y2. Por ejemplo,
en una situacion en la que hay 10 valores de entrada o ajustes para X1, 10 valores o ajustes de salida para Y1, 10
valores o ajustes de entrada para X2, y 10 valores o ajustes de salida para Y2, hay un total de 100 combinaciones
(de X1X2 o0 Y1Y2) disponibles. En otros casos, algunas combinaciones de valores o ajustes para X1y X2, o alguna
combinacion de valores o ajustes para Y1 e Y2, no son compatibles; cualquier caso da como resultado un espacio
de solucion, o numero total de posibilidades para las combinaciones disponibles de Y1 e Y2 que es menor que el
producto del nimero de posibilidades para Y1 y el nimero de posibilidades para Y2 (o la situaciéon analoga para
X1X2). Esta restriccion puede estar impuesta por incompatibilidades en las combinaciones de X1 y X2, por ejemplo
puede haber concentraciones de aditivos o combinaciones de aditivos y células que no se pueden combinar por una
razén u otra. La restriccion también puede estar impuesta debido a que una combinacién de Y1 e Y2 son sintética o
estructuralmente imposibles, o dar como resultado toxicidad al cultivo celular o una propiedad indeseada en una
glucoproteina. Una restriccion por ejemplo una restriccion fisica o biolégica, en el espacio de solucidon se puede
determinar o elucidar, por ejemplo, mediante experimentacion empirica. La restriccion del espacio de solucién (para
X1X2 o Y1Y2) se puede lograr en una base de datos o sistema de diferentes maneras. Por ejemplo, la funcién
correlativa se puede disefiar para producir una salida nula o una sefial que corresponde a una combinacién no
disponible. Esto no necesita ser absoluto, pero se podria expresar en grados de indeseabilidad. Un sistema se
podria configurar con un filtro que identifique combinaciones prohibidas o no disponibles y las marque o las elimine
del resultado. El filtro se podria proporcionar con combinaciones inaceptables especificas o un algoritmo a base de
reglas para la exclusion de combinaciones inaceptables. En los métodos, sistemas y bases de datos descritos aqui
se pueden usar correlaciones no lineales, constrefiidas y pleyotrépicas.

Una funcion correlativa, generalmente, es el grado en el cual un fendmeno o variable aleatoria (por ejemplo,
parametro de produccion, funcidn de glucoproteina, etc.) esta asociado con o se puede predecir a partir de otro. En
estadistica, la correlaciéon se refiere habitualmente al grado en el que existe una relaciéon predictiva lineal entre
variables aleatorias, segun se mide mediante un coeficiente de correlacion. La correlacién puede ser positiva (pero
nunca mayor que 1), es decir, ambas variables aumentan o disminuyen juntas; negativa o inversa (pero nunca
menor que -1), es decir, una variable aumenta cuando la otra disminuye; o cero, es decir, un cambio en una variable
no afecta a la otra.

Junto con las funciones de correlacion (por ejemplo, autocorrelaciones, correlaciones cruzadas, etc.), se puede usar
uno o mas procesos estocasticos, teorias o técnicas de variables aleatorias, o teorias de probabilidad para identificar
y seleccionar caracteristicas de glucoproteina, parametros de produccion, u otro fendmeno o variables aleatorias y
sus relaciones. Por ejemplo, se pueden implementar funciones de covarianza, funciones de generalizacion,
funciones de distribucion, funciones de densidad de probabilidad, u otros tipos de representaciones matematicas.

Productos de glucoproteina primaria

Los métodos descritos aqui incluyen identificar un producto de glucoproteina primaria tal como un producto de
origen natural u obtenido sintéticamente, y producir un producto de glucoproteina que tiene una o mas propiedades
de glucano preseleccionadas. Un producto de glucoproteina primaria, como se usa aqui, se refiere a una
glucoproteina. La glucoproteina puede servir como un modelo, punto de partida o punto intermedio para disefiar un
producto de glucoproteina. Puede proporcionar o mostrar una propiedad de glucoproteina deseada. De este modo,
en algunos casos, las propiedades de glucano preseleccionadas pueden ser las mismas o sustancialmente similares
a las propiedades de glucano preseleccionadas del producto de glucoproteina primaria (por ejemplo, para obtener
una version genérica de un producto de glucoproteina primaria), o pueden ser una o mas propiedades de glucano
que difieren de la propiedad de glucano correspondiente del producto de glucoproteina primaria (por ejemplo, para
obtener un producto de glucoproteina de segunda generacién). En la Tabla | a continuacidon se proporcionan
productos de glucoproteina primaria ejemplares.
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Tabla |

Producto proteico

Farmaco enumerado de referencia

interferon gamma-Ib

Actimmune®

IAlteplasa; activador de plasmindgeno tisular IActivase®/Cathflo®
factor antihemofilico recombinante /Advate
IAlbumina humana Albutein®
Laronidasa IAldurazyme®
Interferén alfa-N3, derivado de leucocitos humanos IAlferon N®
factor antihemofilico humano Alphanate®
factor IX de coagulacion humano filtrado de virus IAlphaNine® SD
IAlefacept; proteina de fusion dimérica LFA3-lg, recombinante Amevive®
Bivalirudina Angiomax®
darbepoetina alfa Aranesp™
Bevacizumab Avastin™
interferén beta-1a; recombinante IAvonex®
factor IX de coagulacion BeneFix™
interferon beta-1b Betaseron®
'Tositumomab BEXXAR®
factor antihemofilico Bioclate™
hormona del crecimiento humana BioTropin™
toxina botulinica tipo A BOTOX®
IAlemtuzumab Campath®
IAcritumomab; marcado con tecnecio-99 CEA-Scan®
alglucerase; forma modificada de beta-glucocerebrosidasa Ceredase®
Imiglucerasa; forma recombinante de beta-glucocerebrosidasa |Cerezyme®
Fab inmune polivalente de crétalo, ovino CroFab™
Fab inmune de digoxina [ovino] DigiFab™
Rasburicasa Elitek®
Etanercept ENBREL®
lepoyetina alfa Epogen®
Cetuximab Erbitux™
algasidasa beta Fabrazyme®
Urofollitropina Fertinex™
follitropina beta Follistim™
Teriparatida FORTEO®
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Producto proteico

Farmaco enumerado de referencia

somatropina humana GenoTropin®
Glucagon GlucaGen®
Follitropina alfa Gonal-F®
factor antihemofilico Helixate®
factor antihemofilico; Factor XIII HEMOFIL
ladefovir dipivoxilo Hepsera™
Trastuzumab Herceptin®
Insulina Humalog®
Complejo humano del factor antihemofilico/factor de von Humate-P®
Willebrand

Somatotropina Humatrope®
IAdalimumab HUMIRA™
insulina humana Humulin®
hialuronidasa humana recombinante Hylenex™
interferon alfacon-1 Infergen®
eptifibatida Integrilin™
alfa-interferon Intron A®
Palifermina Kepivance
IAnakinra Kineret™
factor antihemofilico Kogenate®FS
Insulina glargina Lantus®
factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos Leukine®/Leukine® Liquido
lutropina alfa para inyeccion Luveris
lipoproteina OspA LYMErix™
Ranibizumab LUCENTIS®
gemtuzumab ozogamicina Mylotarg™

Galsulfasa Naglazyme™

Nesiritida Natrecor®

Peg filgrastim Neulasta™

Oprelvekin Neumega®

Filgrastim Neupogen®

Fanolesomab NeutroSpec™ (previamente LeuTech®)

somatropina [ADNTr]

Norditropin®/Norditropin Nordiflex®

Mitoxantrona

Novantrone®

insulina; suspension de cinc

Novolin L®
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Producto proteico

Farmaco enumerado de referencia

insulina; suspensién de isofano Novolin N®
insulina, normal; Novolin R®
Insulina Novolin®
factor Vlla de coagulacion NovoSeven®
Somatropina Nutropin®
immunoglobulina intravenosa Octagam®
PEG-L-asparaginasa Oncaspar®
abatacept, proteina de fusién soluble completamente humana  |Orencia™

muromomab-CD3

Orthoclone OKT3®

hialuronano de peso molecular elevado Orthovisc®
gonadotropina coriénica humana Ovidrel®
Bacilo de Calmette-Guerin atenuado vivo Pacis®
peginterferon alfa-2a Pegasys®

version pegilada de interferon alfa-2b

PEG-Intron™

IAbarelix (suspension inyectable); antagonista de hormona Plenaxis™
liberadora de gonadotropina
Epoyetina alfa Procrit®

lAldesleucina

Proleukin, IL-2®

Somatrem

Protropin®

dornasa alfa

Pulmozyme®

Efalizumab; bloqueador de células T reversible, selectivo RAPTIVA™
Combinacion de ribavirina y alfa interferon Rebetron™
Interferon beta 1a Rebif®
factor antihemofilico Recombinate® rAHF/
factor antihemofilico ReFacto®
Lepirudina Refludan®
Infliximab REMICADE®
IAbciximab ReoPro™
Reteplasa Retavase™
Rituxima Rituxan™
Interferon alfa-2a Roferon-A®
Somatropina Saizen®
secretina porcina sintética SecreFlo™
Basiliximab Simulect®
Eculizumab SOLIRIS (R)
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Producto proteico Farmaco enumerado de referencia

Pegvisomant SOMAVERT®

Palivizumab; mAb humanizado, producido recombinantemente  [Synagis™

tirotropina alfa Thyrogen®
Tenecteplasa TNKase™
Natalizumab TYSABRI®
Disoluciones intravenosas al 5% y 10% de inmunoglobulina \Venoglobulin-S®
humana

interferén alfa-n1, linfoblastoide \Wellferon®
drotrecogina alfa Xigris™

Omalizumab; anticuerpo monoclonal humanizado derivado de Xolair®
IADN recombinante dirigido con immunoglobulina-E

Daclizumab Zenapax®
ibritumomab tiuxetano Zevalin™
Somatotropina Zorbtive™ (Serostim®)

Los métodos descritos aqui pueden incluir producir un producto de glucoproteina diana que tiene la misma
secuencia de aminoacidos que el producto de glucoproteina primaria. En otros casos, la secuencia de aminoacidos
del producto de glucoproteina diana puede diferir, por ejemplo, en hasta 1, 2, 3, 4, 5, 10 6 20 aminoacidos, de los
restos de aminoacidos primarios. Las secuencias de aminoacidos de los productos de glucoproteina primaria
listados anteriormente son conocidas.

Métodos para determinar las propiedades y caracteristicas de glucano:

En algunos casos, los métodos incluyen seleccionar un parametro o parametros de produccién para producir una
propiedad o propiedades de glucano preseleccionadas. La propiedad de glucano puede ser una propiedad funcional
0 una caracteristica de glucano.

Se conocen los métodos para determinar caracteristicas de glucano. Por ejemplo, la presencia, ausencia o cantidad
de una unidad quimica, o la presencia, ausencia o cantidad de un componente de una unidad quimica, se puede
determinar como se describe mediante Geyer y Geyer (2006) Biochim Biophys. Acta 1764(12): 1853-1869, o
mediante LC, MS, LC/MS, RMN, tratamiento con exoglucosidasa, GC, o combinaciones de estos métodos. La
heterogeneidad o microheterogeneidad en un sitio de glucosilacién potencial o a lo largo de toda la proteina se
puede determinar, por ejemplo, usando los métodos descritos por Larsen et al. (2005) Mol. Cell. Proteomics (2005)
4(2): 107-119 o Forno et al. (2004 Eur. J. Biochem. (2004) 271(5): 907-919, o LC, MS, LC/MS, GC, PAGE,
tratamiento enzimatico, o combinaciones de estos métodos.

En algunos casos, la estructura central de un glucano ramificado o no ramificado se determina, por ejemplo, como
se describe mediante Geyer y Geyer (2006) mas arriba, LC, MS, LC/MS, tincion con lectina, GC, PAGE, escision o
adicion enzimatica, ELISA, RMN, analisis de monosacaridos, o combinaciones de estos métodos sobre la
glucoproteina intacta, glucopéptidos, o glucano liberado. Los métodos ejemplares que se pueden usar para
determinar la presencia, ausencia o cantidad de una estructura de glucano y la posicion relativa de una unidad
quimica en un glucano se describen mediante Geyer y Geyer (2006) mas arriba, o pueden incluir LC, MS, LC/MS,
tincion con lectina, métodos cromatograficos, escisién enzimatica, cuantificacion mediante ELISA, analisis de
monosacaridos, RMN, o combinaciones de métodos alli, sobre la glucoproteina, glucopéptidos, o glucano liberado.

La relacion entre las unidades quimicas (por ejemplo, enlazamientos entre unidades quimicas, isémeros y puntos de
ramificacion) se puede determinar, por ejemplo, como se describe por Geyer y Geyer en Biochim Biophys. Acta
(2006) mas arriba, o mediante LC, MS, LC/MS, tincién con lectina, analisis de monosacaridos, métodos
cromatograficos, tratamiento con exoglucosidasa, RMN, o combinaciones de métodos alli, sobre la glucoproteina,
glucopéptidos o glucano liberado.

En algunos casos, la informacién sobre una estructura o estructuras de glucano, por ejemplo obtenida mediante un
método descrito aqui, se puede integrar para describir las caracteristicas de glucano de un producto de
glucoproteina complejo. Por ejemplo, la informacidon obtenida, por ejemplo mediante diversos métodos descritos
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aqui, se puede usar de una manera de etapa por etapa para reducir las posibilidades iniciales de caracteristicas de
glucano en un producto de glucano primario y/o un producto de glucano diana. En un caso, los datos obtenidos con
respecto a diversas caracteristicas de glucano se pueden integrar usando los métodos descritos en la Publicacion de
Patente U.S. n°® 20050065738.

Parametros de produccion:

Los métodos descritos aqui incluyen determinar y/o seleccionar un parametro o parametros de produccion para una
preparacion de glucoproteina, de manera que se puede obtener una propiedad o propiedades de glucano
preseleccionadas con la produccion de una preparacion de glucoproteina. Usando la informacién con respecto a los
efectos de diversos parametros de produccion sobre la glucosilacion, se pueden seleccionar parametros de
produccion antes de la produccion de una preparacion de glucoproteina que se correlaciona positivamente con las
propiedades de glucano deseadas. Un parametro de produccién, como se usa aqui, es un parametro o elemento en
un procedimiento de produccion. Los parametros de produccion que se pueden seleccionar incluyen, por ejemplo, la
célula o estirpe celular usada para producir la preparacion de glucoproteina, el medio de cultivo, las variables del
proceso de cultivo o del biorreactor (por ejemplo, discontinuo, discontinuo alimentado, o perfusién), procedimiento de
purificacion y formulacion de una preparacion de glucoproteina.

Los parametros de produccion primarios incluyen: 1) los tipos de hospedante; 2) la genética del hospedante; 3) tipo
de medios; 4) plataforma de fermentacion; 5) etapas de purificacion; y 6) formulacion. El parametro de produccion
secundario, como se usa aqui, es un parametro de produccion que es ajustable o variable dentro de cada uno de los
parametros de produccion primarios. Los ejemplos incluyen: selecciéon de subclones del hospedante basandose en
propiedades de glucano deseadas; regulacion de niveles génicos del hospedante constitutivos o inducibles;
introduccion de nuevos genes o elementos promotores; aditivos de los medios (por ejemplo lista parcial en la Tabla
IV); propiedades de crecimiento fisicoquimicas (por ejemplo lista parcial en la Tabla V); tipo de vasija de crecimiento
(por ejemplo tipo de biorreactor, matraz T); densidad celular; ciclo celular; enriquecimiento de producto con un tipo
deseado de glucano (por ejemplo mediante enriquecimiento mediado por anticuerpos o lectina, cromatografia de
intercambio idnico, CE, o método similar); o parametros de produccidon secundarios similares claros para alguien
experto en la técnica.

Células y estirpes celulares

Los métodos descritos aqui pueden incluir determinar una célula o estirpe celular para proporcionar una propiedad
de glucano que es la misma o sustancialmente la misma que una propiedad de glucano de una preparacion de
glucoproteina primaria, o que difiere de una propiedad de glucano de un producto de glucoproteina primaria. La
célula seleccionada puede ser eucariota o procariota, en tanto que la célula proporcione o tenga afadido a ella las
enzimas para activar y unir sacaridos presentes en la célula, o sacaridos presentes en el medio de cultivo celular o
alimentados a las células. Los ejemplos de células eucariotas incluyen células de levadura, de insectos, de hongos,
células vegetales y de animales, especialmente células de mamiferos. Las células de mamifero adecuadas incluyen
cualquier célula mortal normal o inmortal normal o anormal de animal o humana, incluyendo: la estirpe CV1 de rifién
de mono transformada mediante SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); la estirpe de rifion embridnico humano (293)
(Graham et al., J. Gen. Virol. 36:59 (1977)); células de rifion de hamster neonato (BHK, ATCC CCL 10); ovario de
hamster chino (CHO), por ejemplo, DG44, DUKX-V11, GS-CHO (ATCC CCL 61, CRL 9096, CRL 1793 y CRL 9618);
células de Sertoli de ratén (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243 251 (1980)); células de rifion de mono (CV1 ATCC
CCL 70); células de rifion de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL 1587); células de carcinoma de cuello
uterino humano (HelLa, ATCC CCL 2); células hepaticas de rata bufalo (BRL 3 A, ATCC CRL 1442); células de
pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado humano (Hep G2, HB 8065); células de melanoma de
ratéon (NSO); tumor mamario de ratén (MMT 060562, ATCC CCL51), células TRI (Mather, et al., Annals N.Y. Acad.
Sci. 383:44 46 (1982)); células de rifién canino (MDCK) (ATCC CCL 34 y CRL 6253), HEK 293 (ATCC CRL 1573),
células WI-38 (ATCC CCL 75) (ATCC: American Type Culture Collection, Rockville, Md.), células MCF-7, células
MDA-MB-438, células U87, células A127, células HL60, células A549, células SP10, células DOX, células SHSY5Y,
células Jurkat, células BCP-1, células GH3, células 9L, células MC3T3, células C3H-10T1/2, células NIH-3T3 y
células C6/36. El uso de cultivo de células de tejido de mamifero para expresar polipéptidos se explica generalmente
en Winnacker, FROM GENES TO CLONES (VCH Publishers, N.Y., N.Y., 1987).

Las células vegetales ejemplares incluyen, por ejemplo, Arabidopsis thaliana, colza, maiz, trigo, arroz, tabaco, etc.)
(Staub, et al. 2000 Nature Biotechnology 1(3): 333-338 y McGarvey, P. B., et al. 1995 Bio-Technology 13(13): 1484-
1487; Bardor, M., et al. 1999 Trends in Plant Science 4(9): 376-380). Las células de insecto ejemplares (por ejemplo,
Spodoptera frugiperda Sf9, Sf21, Trichoplusia ni, etc. Las células de bacteria ejemplar incluyen Escherichia coli.
También se pueden seleccionar diversas levaduras y hongos, tales como Pichia pastoris, Pichia methanolica,
Hansenula polymorpha, y Saccharomyces cerevisiae.

Una célula se puede seleccionar para la produccion de una glucoproteina basado, por ejemplo, en atributos de la
propia célula que produce o muestra una preferencia por la produccién de la caracteristica o caracteristicas de
glucano deseadas. Los atributos de la célula que pueden afectar a la glucosilacion incluyen el tipo de célula, estado
celular, el ciclo celular, el nUmero de pasadas, y el nivel de estrés metabdlico de la célula.
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En otros casos, una glucoproteina se puede producir en una célula manipulada genéticamente mediante ingenieria,
por ejemplo un sistema de expresion de célula animal, de levadura, de hongos, de plantas, o de otra célula
eucariota, manipulada genéticamente mediante ingenieria. Por ejemplo, una célula puede ser una célula manipulada
genéticamente mediante ingenieria, que expresa o sobreexpresa un componente, por ejemplo una proteina y/o
azucar o precursor de azucar, que produce una caracteristica o caracteristicas deseadas de glucano. Una célula
puede ser también manipulada genéticamente mediante ingenieria de manera que se aumente la actividad de un
componente, por ejemplo una proteina y/o azlUcar o precursor de azucar, que produce una caracteristica o
caracteristicas de glucano deseadas. La célula también se puede manipular genéticamente mediante ingenieria para
disminuir o reducir la produccién de diversas unidades quimicas, componentes de unidades quimicas o estructuras
de glucano. Por ejemplo, la célula se puede manipular genéticamente mediante ingenieria para producir un
antagonista de acido nucleico tal como antisentido o ARNi que da como resultado una expresion reducida del
componente implicado en la sintesis de una caracteristica de glucano particular, por ejemplo una enzima y/o azucar
o precursor de azucar implicado en la producciéon de una caracteristica o caracteristicas de glucano. La célula
también se puede manipular genéticamente mediante ingenieria para desactivar uno o mas componentes, por
ejemplo una enzima y/o azucar o precursor de azucar, implicado en la sintesis de una caracteristica de glucano
particular, o para producir un mutante menos activo o inactivo de un componente, por ejemplo una enzima y/o
azucar o precursor de azucar, implicado en la sintesis de una caracteristica o caracteristicas de glucano particulares.
El nimero de copias, el sitio de integracion y las variables de transcripcion pueden afectar a las caracteristicas de
glucano de una glucoproteina producida por la célula.

Los componentes de una célula que dan como resultado una caracteristica o caracteristicas deseadas de glucano
pueden incluir enzimas implicadas en la adicién o eliminacion de una unidad quimica, un componente de una unidad
quimica, o la produccion de una estructura de glucano deseada. En algunos casos, la célula se puede manipular
genéticamente mediante ingenieria para expresar, sobreexpresar o incrementar de otro modo la actividad de una o
mas enzimas implicadas en la glucosilacion. Otros casos incluyen una célula manipulada genéticamente mediante
ingenieria para reducir, eliminar o alterar de otro modo la actividad de una o mas enzimas implicadas en la
glucosilacion. Las enzimas ejemplares incluyen enzimas que rompen polisacaridos, tales como enzimas
degradantes, enzimas que afiaden monosacaridos a una estructura de glucano, enzimas que eliminan un
componente de un monosacarido, enzimas que afiaden un componente a un monosacarido, y enzimas que
convierten una unidad quimica en una unidad quimica diferente, por ejemplo convierten galactosa en una glucosa,
etc.

Los ejemplos de enzimas degradantes incluyen una galactosidasa (por ejemplo, alfa-galactosidasa y beta-
galactosidasa), una sialidasa (por ejemplo, una alfa 2—3 sialidasa y una alfa 2—6 sialidasa), una fucosidasa (por
ejemplo, una alfa 152 fucosidasa, una alfa 1—3 fucosidasa, una alfa 1—4 fucosidasa y una alfa 1—6 fucosidasa).
La beta-N-acetilhexosaminidasa de Jack Bean escinde N-acetilglucosamina terminal no reductora enlazada beta
1-2,3,4,6, y N-acetilgalactosamina de oligosacaridos, mientras que alfa-N-acetilgalactosaminidasa (higado de pollo)
escinde N-acetilgalactosamina terminal enlazada alfa 1—3 de glucoproteinas. Otras enzimas tales como aspartil N-
acetilglucosaminidasa, escinden en un enlace beta después de una GIcNAc en la secuencia central de
oligosacaridos enlazados mediante N.

Los ejemplos de enzimas que afiaden un monosacarido a una estructura de glucano incluyen glucosiltransferasas,
tales como una sialiltransferasa (por ejemplo, alfa 2—3 sialiltransferasa o alfa 2—6 sialiltransferasa), una
fucosiltransferasa (por ejemplo, alfa 1—2 fucosiltransferasa, alfa 1—3 fucosiltransferasa, alfa 1—4 fucosiltransferasa
o alfa 156 fucosiltransferasa), una galactosiltransferasa (por ejemplo, alfa 1—3 galactosiltransferasa, beta 1—4
galactosiltransferasa o beta 1—-3 galactosiltransferasa), una N-acetilglucosaminiltransferasa (por ejemplo, N-
acetilglucosaminiltransferasa |, 1l o 1ll), y una manosiltransferasa.

Los ejemplos de enzimas que afiaden, transfieren o eliminan un componente de un monosacarido incluyen:
glucosamina N-acetil transferasa, N-acetiineuraminato 7-0 (o 9-0) acetil transferasa, galactosa-1-fosfato
uridiltransferasa, N-acetilneuraminato 9-fosfato fosfatasa, N-acetilglucosamina desacetilasa, L-fucosa cinasa,
galactocinasa 1, galactosa-1-fosfato uridiltransferasa, glucocinasa 1, GDP-manosa 4,6 deshidratasa, GDP manosa
pirofosforilasa, N-acetilglucosamina sulfotransferasa, galactosil sulfotransferasa, glucosamina-fosfato N-acetil
transferasa, hexocinasa, N-acetilglucosamina cinasa, fosfoglucomutasa, acido N-acetilneuraminico fosfato sintetasa,
UDP-N-GIcNAc-pirofosforilasa, UDP-glucuronato deshidrogenasa, y UDP-glucosa pirofosforilasa.

Otras enzimas ejemplares que se pueden afectar en una célula manipulada genéticamente mediante ingenieria
incluyen N-acetilglucosamina-6-fosfato 2-epimerasa, CMP-Neu5Ac hidroxilasa, CMP-Neu5Ac sintetasa, acido sialico
ciclico hidrolasa, fucosa-1-fosfato guaniltransferasa, UDP-galactosa-4-epimerasa, galactosa mutarratosa,
manosiltransferasa, UDP-N-acetilglucosamina 2-epimerasa, glucosa fosfato isomerasa, GDP-manosil transferasa,
manosa fosfato isomerasa, N-acetiineuraminato piruvato liasa, acido sidlico ciclasa, UDP-glucuronato
descarboxilasa, transportador de CMP-acido sialico, transportador de GDP-fucosilo y transportador de UDP
galactosilo.

Se conocen las secuencias que codifican tales enzimas.
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Una célula seleccionada para la produccion de una glucoproteina puede ser una célula manipulada genéticamente
mediante ingenieria que tiene reducida la expresion y/o actividad de una o mas proteinas indicadas en la
glucosilacion. Por ejemplo, la célula se puede manipular genéticamente mediante ingenieria para desactivar una o
mas proteinas implicadas en la sintesis de una caracteristica de glucano particular, o para producir un mutante
menos activo o inactivo de una proteina. Una célula también se puede manipular genéticamente mediante ingenieria
para producir un antagonista de acido nucleico para disminuir la expresion de una o mas proteinas implicadas en la
sintesis de una caracteristica de glucano particular.

Células desactivadas manipuladas genéticamente mediante ingenieria

En algunos casos, se puede seleccionar una célula que se ha manipulado genéticamente mediante ingenieria para
la inactivaciéon permanente o regulada de un gen que codifica una proteina implicada en la sintesis de un glucano
particular. Por ejemplo, se pueden inactivar genes que codifican una enzima, tal como las enzimas descritas aqui. La
inactivacion permanente o regulada de la expresion génica se puede lograr dirigiendo un constructo de ADN
plasmidico transfectado o un oligonucleétido sintético a un locus génico. El constructo plasmidico u oligonucleétido
se puede disefiar de varias formas. Estas incluyen las siguientes: 1) la inserciéon de genes marcadores
seleccionables u otras secuencias en un exon del gen que se inactiva; 2) la insercion de secuencias exdgenas en
regiones reguladoras de la secuencia no codificante; 3) la supresion o sustitucion de secuencias reguladoras y/o
codificantes; y 4) la alteracion de una secuencia codificante proteica mediante mutagénesis especifica del sitio.

En el caso de la insercién de un gen marcador seleccionable en la secuencia codificante, es posible crear una fusion
en el marco de un exén enddgeno del gen con el exén manipulado mediante ingenieria para que contenga, por
ejemplo, un gen marcador seleccionable. De esta manera, tras la seleccion exitosa de la diana, el gen exdégeno
expresa un ARNm de fusién (secuencia de acido nucleico mas secuencia de marcador seleccionable). Ademas, el
ARNmM de fusién seria incapaz de producir un producto de traduccién funcional.

En el caso de la insercion de secuencias de ADN en regiones reguladoras, la transcripcion de un gen se puede
silenciar interrumpiendo la regién promotora endégena o cualquier otra region en la region no traducida 5’ (5’ UTR)
que es necesaria para la transcripcion. Tales regiones incluyen, por ejemplo, regiones de control traduccionales y
donantes de ayuste de intrones. En segundo lugar, se puede insertar una nueva secuencia reguladora en direccion
del gen, que haria al gen susceptible al control de factores extracelulares. De este modo, seria posible reducir o
extinguir la expresion génica segin se desee para la produccion de glucoproteina. Ademas, se puede usar una
secuencia que incluye un marcador seleccionable y un promotor para interrumpir la expresion de la secuencia
enddgena. Finalmente, todo o parte del gen enddgeno se podria suprimir mediante disefio apropiado de sustratos
seleccionadores de dianas.

Antagonistas de acido nucleico

En ciertas implementaciones, se usan antagonistas de acido nucleico para disminuir la expresion de una proteina
diana, por ejemplo una proteina implicada en la sintesis de una caracteristica de glucano, por ejemplo una enzima
tal como las explicadas anteriormente. En un caso, el antagonista de acido nucleico es un ARNpi que selecciona
como diana ARNm que codifica la proteina diana. También se pueden usar otros tipos de acidos nucleicos
antagonicos, por ejemplo un aptamero de acido nucleico, un ARNbc, una ribozima, un formador de triple hélice, o un
acido nucleico antisentido.

Los ARNpi son ARN bicatenarios (ARNbc) que incluyen opcionalmente salientes. Por ejemplo, la region duplex de
un ARNpi tiene alrededor de 18 a 25 nucleétidos de longitud, por ejemplo alrededor de 19, 20, 21, 22, 23 6 24
nucledtidos de longitud. Tipicamente, las secuencias de ARNpi son exactamente complementarias al ARNm diana.
Los ARNbc y los ARNpi en particular se pueden usar para silenciar la expresiéon génica en células de mamiferos (por
ejemplo, células humanas). Véanse, por ejemplo, Clemens, J. C. et al. (2000) Proc. Natl. Sci. USA 97, 6499-6503;
Billy, E. et al. (2001) Proc. Natl. Sci. USA 98, 14428-14433; Elbashir et al. (2001) Nature. 411(6836):494-8; Yang, D.
et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 9942-9947, US 2003-0166282, 2003-0143204, 2004-0038278, y 2003-
0224432.

Los agentes antisentido pueden incluir, por ejemplo, desde alrededor de 8 hasta alrededor de 80 nucleobases (es
decir, desde alrededor de 8 hasta alrededor de 80 nucledtidos), por ejemplo alrededor de 8 a alrededor de 50
nucleobases, o alrededor de 12 a alrededor de 30 nucleobases. Los compuestos antisentido incluyen ribozimas,
oligonucleotidos (oligozimas) de secuencia de guia externa (EGS), y otros ARN cataliticos cortos u oligonucledtidos
cataliticos que se hibridan al acido nucleico diana y modulan su expresion. Los compuestos antisentido pueden
incluir un tramo de al menos ocho nucleobases consecutivas que son complementarias a una secuencia en el gen
diana. Un oligonucledétido no necesita ser 100% complementario a su secuencia de acido nucleico diana para ser
hibridable de forma especifica. Un oligonucledtido es hibridable de forma especifica cuando la unién del
oligonucledtido a la diana interfiere con la funcién normal de la molécula diana para provocar una pérdida de utilidad,
y hay un grado suficiente de complementariedad para evitar la unién no especifica del oligonucledtido a las
secuencias no diana bajo condiciones en las que se desea la unién especifica.

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2389618 T3

La hibridacion de oligonucleétidos antisentido con ARNm puede interferir con una o mas de las funciones normales
del ARNm. Las funciones de ARNm a interferir incluyen todas las funciones vitales, tales como, por ejemplo,
translocacion del ARN al sitio de traduccion proteica, traduccion de proteina a partir del ARN, corte y empalme del
ARN para producir una o mas especies de ARNm, y actividad catalitica que se puede acoplar mediante el ARN. La
union de proteina o proteinas especificas al ARN también se puede interferir mediante la hibridacion de
oligonucledtidos antisentido al ARN.

Los compuestos antisentido ejemplares incluyen secuencias de ADN o ARN que se hibridan especificamente al
acido nucleico diana. La region complementaria se puede extender entre alrededor de 8 y alrededor de 80
nucleobases. Los compuestos pueden incluir una o mas nucleobases modificadas. Las nucleobases modificadas
pueden incluir, por ejemplo, pirimidinas 5-sustituidas, tales como 5-yodouracilo, 5-yodocitosina, y pirimidinas C5-
propinilicas, tales como C5-propinilcitosina y C5-propiniluracilo. Otras nucleobases modificadas adecuadas incluyen
N4-alquil(C1-C12)aminocitosinas y N4,N4-dialquil(C1-C12)aminocitosinas. Las nucleobases modificadas también
pueden incluir 7-sustituido-8-aza-7-desazapurinas y 7-sustituido-7-desazapurinas, tales como, por ejemplo, 7-yodo-
7-desazapurinas, 7-ciano-7-desazapurinas, 7-aminocarbonil-7-desazapurinas. Los ejemplos de estas incluyen 6-
amino-7-yodo-7-desazapurinas, 6-amino-7-ciano-7-desazapurinas, 6-amino-7-aminocarbonil-7-desazapurinas, 2-
amino-6-hidroxi-7-yodo-7-desazapurinas, = 2-amino-6-hidroxi-7-ciano-7-desazapurinas, 'y  2-amino-6-hidroxi-7-
aminocarbonil-7-desazapurinas.  Ademas, las N6-alquil(C1-C12) aminopurinas y  N6,N6-dialquil(C1-
C12)aminopurinas, incluyendo N6-metilaminoadenina y N6,N6-dimetilaminoadenina, también son nucleobases
modificadas adecuadas. De forma similar, otras purinas 6-sustituidas, incluyendo por ejemplo 6-tioguanina, pueden
constituir nucleobases maodificadas apropiadas. Otras nucleobases adecuadas incluyen 2-tiouracilo, 8-
bromoadenina, 8-bromoguanina, 2-fluoroadenina, y 2-fluoroguanina. También son apropiados los derivados de
cualquiera de las nucleobases modificadas mencionadas anteriormente. Los sustituyentes de cualesquiera de los
compuestos anteriores pueden incluir alquilo de C1-C30, alquenilo de C2-C30, alquinilo de C2-C30, arilo, aralquilo,
heteroarilo, halo, amino, amido, nitro, tio, sulfonilo, carboxilo, alcoxi, alquilcarbonilo, alcoxicarbonilo, y similares.

También existen descripciones de otros tipos de agentes de acido nucleico. Véanse, por ejemplo, los documentos
US 4.987.071; US 5.116.742; US 5.093.246; Woolf et al. (1992) Proc Natl Acad Sci USA; Antisense RNA and DNA,
D. A. Melton, Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1988); 89:7305-9; Haselhoff y Gerlach
(1988) Nature 334:585-59; Helene, C. (1991) Anticancer Drug Des. 6:569-84; Helene (1992) Ann. N.Y. Acad. Sci.
660:27-36; y Maher, L.J. (1992) Bioassays 14:807-15.

Células genéticamente manipuladas mediante ingenieria para que expresen un componente implicado en la sintesis
de glucano

Cuando las células se van a modificar genéticamente con el fin de expresar o sobreexpresar un componente, las
células se pueden modificar mediante métodos convencionales de ingenieria genética, o mediante activacion génica.

Segun métodos convencionales, una molécula de ADN que contiene una secuencia de ADNc o de ADN gendmico
que codifica la proteina deseada se puede introducir en un constructo de expresion y se puede transfectar en células
primarias, secundarias, o inmortalizadas, mediante métodos estandar que incluyen, pero no se limitan a,
transfeccién mediada por liposomas, por polibreno, o por DEAE dextrano, electroporacion, precipitacién con fosfato
de calcio, microinyeccion, o microproyectiles dirigidos por velocidad (véase, por ejemplo, la patente U.S. n°
6.048.729).

Como alternativa, se puede usar un sistema que suministra la informacién genética mediante vector virico. Los virus
conocidos como Uutiles para la transferencia génica incluyen adenovirus, virus adenoasociados, virus del herpes,
virus de las paperas, poliovirus, retrovirus, virus Sindbis, y virus de la vacuna, tal como el virus de la viruela del
canario.

Como alternativa, las células se pueden modificar usando un enfoque de activacion génica, por ejemplo como se
describe en la patente U.S. n® 5.641.670; patente U.S. n° 5.733.761; patente U.S. n° 5.968.502; patente U.S. n°
6.200.778; patente U.S. n° 6.214.622; patente U.S. n° 6.063.630; patente U.S. n° 6.187.305; patente U.S. n°
6.270.989; y patente U.S. n° 6.242.218.

En consecuencia, la expresion “genéticamente manipulada mediante ingenieria”, como se usa aqui en referencia a
las células, pretende englobar células que expresan un producto génico particular tras la introduccion de una
molécula de ADN que codifica el producto génico y/o que incluye elementos reguladores que controlan la expresion
de una secuencia codificante para el producto génico. La molécula de ADN se puede introducir mediante seleccion
de diana génica o mediante recombinacion homologa, es decir, introduccion de la molécula de ADN en un sitio
gendmico particular.

Se conocen métodos para transfectar células, y reactivos tales como promotores, marcadores, secuencias sefial,
que se pueden usar para la expresion recombinante.

En algunos casos, el promotor y/o el sistema de expresion se pueden seleccionar, por ejemplo, como un parametro
de produccion secundario. Por ejemplo, el promotor se puede seleccionar, por ejemplo, basandose en la célula
hospedante que se esté usando.
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Medios de cultivo y procesamiento

Los métodos descritos aqui pueden incluir determinar y/o seleccionar componentes de los medios o condiciones de
cultivo que dan como resultado la produccion de una propiedad o propiedades de glucano deseadas. Los
parametros de cultivo que se pueden determinar incluyen componentes de los medios, pH, condiciones de
alimentacion, osmolaridad, niveles de didéxido de carbono, velocidad de agitacion, temperatura, densidad celular,
densidad de siembra, tiempo y velocidad de aspersion.

Los cambios en los parametros de produccion, tales como la velocidad de agitacion de un cultivo celular, la
temperatura a la que se cultivan las células, los componentes en el medio de cultivo, los tiempos a los que se
comienzan y se detienen los cultivos, la variacion en el tiempo del suministro de nutrientes, pueden dar como
resultado variacion de las propiedades de glucano del producto de glucoproteina producido. De este modo, los
métodos descritos aqui pueden incluir uno o mas de: aumentar o disminuir la velocidad a la que se agitan las
células, aumentar o disminuir la temperatura a la que se cultivan las células, afiadir o retirar componentes de los
medios, y alterar los tiempos a los que se comienzan y/o se detienen los cultivos.

Seleccionar secuencialmente un parametro de produccién o una combinacion de los mismos, como se usa aqui,
significa que se selecciona un primer parametro (o combinacion), y después se selecciona un segundo parametro (o
combinacién), por ejemplo, basado en una restriccion impuesta por la eleccion del primer parametro de produccion.

Medios

Los métodos descritos aqui pueden incluir determinar y/o seleccionar un componente de los medios y/o la
concentracion de un componente de los medios que tenga una correlacién positiva con una propiedad o propiedades
deseadas de glucano. Un componente de los medios se puede afiadir en o se puede administrar a lo largo del
transcurso de la produccién de glucoproteina o cuando hay un cambio en los medios, dependiendo de las
condiciones de cultivo. Los componentes de los medios incluyen componentes afiadidos directamente al cultivo, asi
como también componentes que son un subproducto del cultivo celular.

Los componentes de los medios incluyen, por ejemplo, tampén, contenido de aminoacidos, contenido de vitaminas,
contenido de sales, contenido de minerales, contenido sérico, contenido de fuente de carbono, contenido lipidico,
contenido de acido nucleico, contenido hormonal, contenido de oligoelementos, contenido de amoniaco, contenido
de cofactores, contenido de indicadores, contenido de pequefias moléculas, contenido de hidrolizados y contenido
de moduladores enzimaticos.

La Tabla IV proporciona ejemplos de diversos componentes de los medios que se pueden seleccionar.

Tabla IV

Aminoacidos Precursores de azucares
Vitaminas Indicadores

Fuente de carbono (natural y no natural) Nucleosidos o nucleétidos
Sales Butirato u organicos

Azlcares DMSO

Sueros Productos derivados de animales
Hidrolizados derivados de plantas Inductores de genes

Piruvato de sodio AzUcares no naturales
Tensioactivos Reguladores del pH intracelular
Amoniaco Betaina u osmoprotectores
Lipidos Oligoelementos

Hormonas o factores de crecimiento Minerales

Tampones Aminoacidos no naturales
Aminoacidos no naturales Vitaminas no naturales
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Los tampones ejemplares incluyen Tris, tricina, HEPES, MOPS, PIPES, TAPS, bicina, BES, TES, cacodilato, MES,
acetato, MKP, ADA, ACES, glicinamida y acetamidoglicina.

Los medios pueden estar libres de suero, o pueden incluir productos derivados de animales, tales como, por
ejemplo, suero fetal bovino (FBS), suero fetal de ternera (FCS), suero de caballo (HS), suero humano, sustitutos de
suero derivados de animales (por ejemplo, Ultroser G, SF y HY; leche seca desnatada; Bovine EX-CYTE), fetuina,
seroalbumina bovina (BSA), albumina sérica, y transferrina. Cuando se seleccionan medios libres de suero, se
pueden incluir lipidos tales como, por ejemplo, acido palmitico y/o acido estearico.

Los componentes lipidicos incluyen aceites, acidos grasos saturados, acidos grasos insaturados, glicéridos,
esteroides, fosfolipidos, esfingolipidos y lipoproteinas.

El aminoacido ejemplar que se puede incluir o eliminar de los medios incluye alanina, arginina, asparagina, acido
aspartico, cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, prolina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina y valina.

Los ejemplos de vitaminas que pueden estar presentes en los medios o que se pueden eliminar de los medios
incluyen vitamina A (retinoide), vitamina B1 (tiamina), vitamina B2 (riboflavina), vitamina B3 (niacina), vitamina B5
(acido pantoténico, vitamina B6 (piridoxina), vitamina B7 (biotina), vitamina B9 (acido fdélico), vitamina B12
(cianocobalamina), vitamina C (acido ascorbico), vitamina D, vitamina E, y vitamina K.

Los minerales que pueden estar presentes en los medios o se pueden eliminar de los medios incluyen bismuto,
boro, calcio, cloro, cromo, cobalto, cobre, flior, yodo, hierro, magnesio, manganeso, molibdeno, niquel, fésforo,
potasio, rubidio, selenio, silicio, sodio, estroncio, azufre, teluro, titanio, volframio, vanadio y cinc. Las sales y
minerales ejemplares incluyen CaCl2 (anhidro), CuSO4 5H»0, Fe(NO3)-9H,0, KCI, KNO3, KH2PO4, MgSO4 (anhidro),
NaCl, NaH;PO4H0, NaHCO3, Na;SE3 (anhidro), ZnSO4-7H,0; acido linoleico, acido lipoico, D-glucosa, hipoxantina
2Na, rojo fenol, putrescina 2HCI, piruvato sédico, timidina, acido pirdvico, succinato sédico, acido succinico, acido
succinico-Na-hexahidratado, glutationa (reducida), acido para-aminobenzoico (PABA), linoleato de metilo, bacto
peptona G, adenosina, citidina, guanosina, 2’-desoxiadenosina HCI, 2’-desoxicitidina HCI, 2’-desoxiguanosina y
uridina. Cuando la caracteristica de glucano deseada es fucosilacion reducida, los parametros de produccion pueden
incluir cultivar una célula, por ejemplo una célula CHO, por ejemplo una célula CHO deficiente en dhfr, en presencia
de manganeso, por ejemplo manganeso presente en una concentracion de alrededor de 0,1 uM a 50 uM. La
fucosilacion reducida también se puede obtener, por ejemplo, cultivando una célula (por ejemplo, una célula CHO,
por ejemplo una célula CHO deficiente en dhfr) a una osmolalidad de alrededor de 350 a 500 mOsm. La osmolalidad
se puede ajustar anadiendo sal a los medios, o haciendo que se produzca sal como un subproducto a medida que
se produce la evaporacién durante la produccion.

Las hormonas incluyen, por ejemplo, somatostatina, factor liberador de hormona del crecimiento (GRF), insulina,
prolactina, hormona del crecimiento humana (hGH), somatotropina, estradiol, y progesterona. Los factores de
crecimiento incluyen, por ejemplo, proteina morfogénica 6sea (BMP), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor
del crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), factor de crecimiento de nervios (NGF), factor de crecimiento derivado
de huesos (BDGF), factor de crecimiento transformante beta1 (TGF-beta1), [factores de crecimiento del documento
US 6.838.284 B2], hemina y NAD.

Los ejemplos de tensioactivos que pueden estar presentes o se pueden eliminar de los medios incluyen Tween-80 y
Pluronic F-68.

Las moléculas pequefias pueden incluir, por ejemplo, butirato, amoniaco, azdcares no naturales, aminoacidos no
naturales, cloroquina, y betaina.

En algunos casos, el contenido de amoniaco se puede seleccionar como un parametro de produccion para producir
una caracteristica o caracteristicas de glucano deseadas. Por ejemplo, el amoniaco puede estar presente en los
medios en un intervalo de 0,001 a 50 mM. El amoniaco se puede afiadir directamente al cultivo y/o se puede
producir como un subproducto de glutamina o glucosamina. Cuando la caracteristica de glucano deseada es una o
mas de un ndmero incrementado de estructuras con contenido elevado de manosa, fucosilacion disminuida y
galactosilacion disminuida, los parametros de produccion seleccionados pueden incluir cultivar una célula (por
ejemplo una célula CHO, por ejemplo una célula CHO deficiente en dhfr) en presencia de amoniaco, por ejemplo
amoniaco presente en una concentracion de alrededor de 0,01 a 50 mM. Por ejemplo, si la caracteristica deseada
de glucano incluye galactosilacion disminuida, los parametros de produccion seleccionados pueden incluir cultivar
una célula (por ejemplo una célula CHO, por ejemplo una célula CHO deficiente en dhfr) en medios que contienen
suero y en presencia de amoniaco, por ejemplo amoniaco presente en una concentracion de alrededor de 0,01 a 50
mM.

Otro parametro de produccién es el contenido de butirato. La presencia de butirato en los medios de cultivo puede
dar como resultado niveles incrementados de galactosa en la preparacion de glucoproteina resultante. El butirato
proporciona un contenido incrementado de acido sialico en la preparacion de glucoproteina resultante. Por lo tanto,
cuando se desea galactosilacion y/o sialilacién incrementadas, la célula usada para producir la glucoproteina (por
ejemplo una célula CHO, por ejemplo una célula CHO deficiente en dhfr) se puede cultivar en presencia de butirato.
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En algunos casos, el butirato puede estar presente en una concentracion de alrededor de 0,001 a 10 mM, por
ejemplo alrededor de 2 mM a 10 mM. Por ejemplo, si la caracteristica de glucano deseada incluye sialilacion
incrementada, los parametros de produccion seleccionados pueden incluir cultivar una célula (por ejemplo una célula
CHO, por ejemplo una célula CHO deficiente en dhfr) en medios que contienen suero y en presencia de butirato, por
ejemplo butirato presente en una concentracion de alrededor de 2,0 a 10 mM. Tales métodos pueden incluir ademas
seleccionar una o mas condiciones de cultivo adherente y cultivar en un matraz T.

En algunos casos, un componente, tal como una enzima, azucar y/o precursores de azucar, se puede afiadir a los
medios o se puede alimentar de forma discontinua a las células para efectuar la glucosintesis. Por ejemplo, las
enzimas y sustratos tales como precursores de azucares se pueden afadir a los medios o se pueden alimentar de
forma discontinua a las células para producir una caracteristica o caracteristicas de glucano deseadas. Estos
métodos pueden hacer uso de sustratos de monosacarido que son absorbidos por una célula, convertidos en
sustratos de monosacarido “activados” in vivo, e incorporados en la proteina expresada mediante la célula. Los
métodos son susceptibles a cualquier célula que se pueda manipular para producir una glucoproteina deseada. La
célula puede usar, por ejemplo, rutas de procesamiento bioquimico enddgenas, o se puede manipular
genéticamente mediante ingenieria para convertir o procesar el monosacarido afiadido exégenamente en una forma
activada que sirva como un sustrato para la conjugacion in vivo o in vitro a una glucoproteina diana.

Los monosacaridos anadidos a una cadena de polisacarido se pueden incorporar en forma activada. Los
monosacaridos activados, que se pueden afiadir, incluyen UDP-galactosa, UDP-glucosa, UDP-N-acetilglucosamina,
UDP-N-acetilgalactosamina, UDP-xilosa, GDP-manosa, GDP-fucosa, CMP-acido N-acetilneuraminico y CMP-acido
N-acetilglicoliineuraminico. Otros precursores de monosacarido que se pueden afiadir a los medios o se pueden
alimentar de forma discontinua a las células incluyen: N-acetilglucosamina, glucosamina, glucosa, galactosa, N-
acetilgalactosamina, fructosa, fucosa, glucosa-6-fosfato, manosa-6-fosfato, manosa-1-fosfato, fructosa-6-fosfato,
glucosamina-6-fosfato, N-acetilglucosamina-6-fosfato, N-acetiimanosamina, acido N-acetilneuraminico-6- fosfato,
fucosa-1-fosfato, ATP, GTP, GDP, GMP, CTP, CDP, CMP, UTP, UDP, UMP, uridina, adenosina, guanosina, citosina,
lactosa, maltosa, sacarosa, fructosa 1,6 bifosfato, 2 fosfoenol piruvato, 2-oxaloacetato y piruvato.

Las formas activadas de los monosacaridos se pueden generar mediante métodos conocidos en la técnica. Por
ejemplo, la galactosa se puede activar a UDP-galactosa mediante varias vias, incluyendo: fosforilacion directa en la
posicion 1 para dar Gal-1-P, que puede reaccionar con UTP para dar UDP-galactosa; Gal-1-P se puede convertir en
UDP-galactosa via la reaccion de intercambio mediante uridil transferasa con UDP-galactosa, que desplaza Glc-1-P.
UDP-glucosa puede derivar de glucosa convirtiendo la glucosa en Glc-6-P mediante hexocinasa, y después en Fru-
6-P mediante fosfoglucosa isomerasa, o en Glc-1-P mediante fosfoglucomutasa. La reaccion de Glc-1-P con UTP
forma UDP-glucosa. La GDP-fucosa puede derivar de GDP-Man mediante reduccion con CH,OH en la posiciéon C-6
de manosa hasta un CHs. Esto se puede realizar mediante la accion secuencial de dos enzimas. En primer lugar, la
C-4 manosa de GDP-Man se oxida a una cetona, GDP-4-deshidro-6-desoxi-manosa, mediante GDP-Man 4,6-
deshidratasa, junto con la reduccion de NADP a NADPH. La GDP-4-ceto-6-desoximanosa es epimerizada en C-3 y
C-5 para formar GDP-4-ceto-6-desoxiglucosa, y después es reducida con NADPH en C-4 para formar GDP-fucosa.
Los métodos para obtener otras formas activadas de monosacarido se pueden encontrar, por ejemplo, en Varki, A et
al., eds., Essentials of Glycobiology, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY (1999).

Un monosacarido activado se puede incorporar en una cadena de polisacarido usando la glucosiltransferasa
apropiada. Por ejemplo, para incorporar un acido sialico, CMP-acido sialico en una cadena de polisacarido, se puede
usar una sialiltransferasa, por ejemplo alfa 2—3 sialiltransferasa o alfa 2—6 sialiltransferasa). Para incorporar una
fucosa, se puede usar una fucosiltransferasa, por ejemplo alfa 1—2 fucosiltransferasa, alfa 1—3 fucosiltransferasa,
alfa 14 fucosiltransferasa o alfa 1—»6 fucosiltransferasa. Las glucosiliransferasas para incorporar galactosa y
GIcNAc incluyen una galactosiltransferasa (por ejemplo, alfa 153 galactosiltransferasa, beta 14
galactosiltransferasa o beta 1—»3 galactosiliransferasa, y una N-acetilglucosaminiltransferasa (por ejemplo, N-
acetilglucosaminiltransferasa |, 1l o lll), respectivamente. Se conocen las glucosiltransferasas para incorporar otros
monosacaridos. La glucosiltransferasa se puede afiadir a los medios o se puede alimentar de forma discontinua a la
célula, o la célula puede usar rutas de procesamiento endégenas o se puede manipular mediante ingenieria genética
para convertir o procesar el monosacarido afiadido exégenamente.

Se describen aqui otros ejemplos de enzimas que se pueden afiadir a los medios o se pueden alimentar de forma
discontinua a la célula.

Algunos aspectos incluyen tener glucosamina presente en los medios. La glucosamina se puede afiadir a los medios
o se puede alimentar de forma discontinua a la célula, o las enzimas y/o sustratos apropiados se pueden afadir a los
medios o se pueden alimentar de forma discontinua a las células, de manera que se produzca la glucosamina. Por
ejemplo, uno o mas de N-acetilglucosamina, N-acetilglucosamina 6-fosfato, N-acetiimanosamina o fructosa se puede
afadir a los medios o se puede alimentar de forma discontinua a la célula para la produccion de glucosamina. Las
células cultivadas en presencia de glucosamina pueden proporcionar niveles reducidos de fucosilacion y/o
galactosilacion. De este modo, en algunos casos, cuando se desea una fucosilacion y/o galactosilacién reducida, se
puede cultivar una célula (por ejemplo una célula CHO, por ejemplo una célula CHO deficiente en dhfr), por ejemplo
en medios que contienen suero, en presencia de glucosamina. La presencia de glucosamina en el cultivo celular
puede incrementar también la cantidad de estructuras con alto contenido de manosa y de estructuras hibridas en
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una preparacion de glucoproteina. De este modo, en algunos casos, cuando se desean niveles incrementados de
estructuras con alto contenido de manosa o estructuras de glucano hibridas, se puede cultivar una célula (por
ejemplo una célula CHO, por ejemplo una célula CHO deficiente en dhfr) en presencia de glucosamina. La
glucosamina puede estar presente en una concentracion, por ejemplo, de alrededor de 0,001 a 40 mM.

Los métodos pueden incluir ademas afadir uridina a los medios o alimentarla de forma discontinua a una célula, por
ejemplo para reducir el nivel de estructuras con alto contenido de manosa asociadas con una proteina producida por
la célula. La adicion de citidina, UTP, OMP y/o aspartato a los medios, o la alimentacion de forma discontinua a las
células, también puede dar lugar como resultado la produccion de uridina durante el cultivo. Preferiblemente, la
uridina esta presente en una concentracion de alrededor de 0,001 a 10 mM.

Otros aspectos incluyen seleccionar un componente o componentes de los medios que no afecten significativamente
a una caracteristica o caracteristicas de glucosilacion. Por ejemplo, la presencia de glucosamina y uridina en el
cultivo no altera significativamente la galactosilacién, fucosilacion, produccion elevada de manosa, produccion
hibrida o sialilacion de glucoproteinas producidas por una célula (por ejemplo una célula CHO, por ejemplo una
célula CHO deficiente en dhfr) cultivada en presencia de esta combinacién. Ademas, la presencia de manosa en el
cultivo no altera significativamente la galactosilacién, fucosilacion, produccion elevada de manosa, produccion
hibrida o sialilacién de glucoproteinas producidas mediante una célula (por ejemplo una célula CHO, por ejemplo
una célula CHO deficiente en dhfr) cultivada en presencia de manosa. De este modo, los métodos descritos aqui
pueden incluir seleccionar un componente de los medios tal como manosa y/o la combinacién de glucosamina y
uridina de manera que la caracteristica o caracteristicas de glucano no se ven alteradas significativamente por este
componente (o componentes) de los medios.

Cuando la presencia de manosa es un parametro de produccion seleccionado, se puede afiadir manosa a los
medios, se puede alimentar de forma discontinua a las células, o se puede producir mediante una célula expuesta a
los sustratos apropiados, tales como frutosa o manano. Preferiblemente, la manosa esta presente en una
concentracion de alrededor de 0,001 a 50 mM.

En la Tabla Il, a continuacién, se describen diversos parametros de produccion, incluyendo componentes de los
medios y condiciones de cultivo (Columna A) y el efecto sobre una caracteristica de glucano (Fila A).

Tabla Il

A Galactosilacion Fucosilacion | Contenido elevado | Hibrido Sialilacion
de manosa

Manosa

Glucosamina Disminuyo Disminuyo Aumento Aumento

ManNAc

Butirato Aumentd

450 mOsm Disminuyo

Amoniaco Disminuyo Disminuyo Aumento

32C

15% de CO, Disminuyo

Manganeso Disminuyo

Glucosamina
con uridina

Uridina Disminuyo

Parametros fisicoquimicos

Los métodos descritos aqui pueden incluir seleccionar condiciones de cultivo que se correlacionan con una
propiedad o propiedades de glucano deseadas. Tales condiciones pueden incluir temperatura, pH, osmolalidad,
fuerza de cizallamiento o velocidad de agitacion, oxidacion, velocidad de rociado, vasija de crecimiento, flujo
tangencial, densidad optica (DO), CO., nitrdgeno, discontinuo alimentado, redox, densidad celular y estrategia de
alimentacion. En la Tabla V se proporcionan ejemplos de parametros fisicoquimicos que se pueden seleccionar.
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Tabla V:

Temperatura DO

pH CO;

osmolalidad nitrégeno

fuerza de cizallamiento, o velocidad de agitacion alimentacion discontinua alimentada
oxidacién redox

velocidad de rociado densidad celular

vasija de crecimiento cultivo de perfusion

flujo tangencial estrategia de alimentacion

lote

Por ejemplo, el parametro de produccion puede ser cultivar una célula en condiciones de pH acido, neutro o basico.
Las temperaturas se pueden seleccionar de 10 a 42°C. Por ejemplo, una temperatura de alrededor de 28 a 36°C no
altera significativamente la galactosilacion, fucosilacion, produccion elevada de manosa, produccion hibrida o
sialilacion de glucoproteinas producidas mediante una célula (por ejemplo una célula CHO, por ejemplo una célula
CHO deficiente en dhfr) cultivada a estas temperaturas. Ademas, cualquier método que ralentice la velocidad de
crecimiento de una célula también puede tener este efecto. De este modo, las temperaturas en este intervalo o los
métodos que ralenticen la velocidad de crecimiento se pueden seleccionar cuando es deseable no tener este
parametro de produccién que altera la glucosintesis.

En otros casos, se pueden seleccionar los niveles de diéxido de carbono, que dan como resultado una caracteristica
o caracteristicas de glucano deseadas. Los niveles de CO, pueden ser, por ejemplo, alrededor de 5%, 6%, 7%, 8%,
9%, 10%, 11%, 13%, 15%, 17%, 20%, 23% y 25% (e intervalos entre ellos). En un caso, cuando se desea una
fucosilacion disminuida, la célula se puede cultivar a niveles de CO, de alrededor de 11 a 25%, por ejemplo
alrededor de 15%. Los niveles de CO, se pueden ajustar manualmente, o pueden ser un subproducto celular.

Un amplio conjunto de matraces, botellas, reactores y controladores permiten la produccion y el aumento de escala
de los sistemas de cultivo celular. El sistema se puede escoger basandose, al menos en parte, en su correlaciéon con
una propiedad o propiedades de glucano deseadas.

Las células se pueden hacer crecer, por ejemplo, como cultivos discontinuos, discontinuos alimentados, de
perfusién, o continuos.

Los parametros de produccion que se pueden seleccionar incluyen, por ejemplo, la adicién o eliminacién de medios,
incluyendo cuando (de forma temprana, a la mitad o tardiamente durante el tiempo de cultivo) y cuan a menudo se
cosechan los medios; incrementar o disminuir la velocidad a la que se agitan los cultivos celulares; incrementar o
disminuir la temperatura a la que se cultivan las células; afadir o eliminar medios, de manera que se ajusta la
densidad del cultivo; seleccionar un tiempo en el que se inician o se detienen los cultivos celulares; y seleccionar un
tiempo en el que se cambian los parametros del cultivo celular. Tales parametros se pueden seleccionar para
cualesquiera condiciones de cultivo discontinuo, discontinuo alimentado, de perfusiéon y continuo, por ejemplo
descritas mas abajo.

Cultivo discontinuo: El cultivo discontinuo se lleva a cabo colocando las células a cultivar en un volumen fijo de
medio de cultivo y permitiendo que las células crezcan. Los nimeros de células aumentan, habitualmente de forma
exponencial, hasta que se alcanza un maximo, después de lo cual se detiene el crecimiento y las células mueren.
Esto puede ser debido al agotamiento de un nutriente o a la acumulacion de un inhibidor del crecimiento. Para
recuperar producto, las células se retiran del medio cuando las células han muerto, o en un punto previo,
predeterminado. El cultivo discontinuo se caracteriza porque transcurre en un volumen fijo (puesto que no se afiade
nada después de colocar las células en el medio), durante un tiempo fijo (dependiente de la duracion de tiempo que
sobrevivan las células) con una Unica cosecha y muriendo las células o siendo descartadas al final del proceso.

Cultivo discontinuo alimentado: Este es una variacién del cultivo discontinuo, e implica la adicion de una
alimentacion al lote. Las células se cultivan en un medio en un volumen fijo. Antes de que se alcance la
concentracion celular maxima, se afaden al cultivo nutrientes suplementarios especificos. ElI volumen de la
alimentacién es minimo en comparacion con el volumen del cultivo. Un cultivo discontinuo alimentado implica un
cultivo celular discontinuo al que se afiade sustrato, ya sea en forma sélida o liquida concentrada, ya sea periodica o
continuamente durante el periodo de crecimiento. El cultivo discontinuo alimentado también se caracteriza porque
transcurre habitualmente en un volumen sustancialmente fijo, durante un tiempo fijo, y con una uUnica cosecha, ya
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sea cuando las células han muerto o en un punto predeterminado, previo. Los cultivos discontinuos alimentados se
describen, por ejemplo, en la patente U.S. n°® 5.672.502.

Cultivo de perfusion: En un cultivo de perfusién, el medio se perfusiona a través del reactor a una velocidad elevada
mientras que las células son retenidas o se reciclan nuevamente al reactor mediante sedimentacion, centrifugacion o
filtracion. Hasta diez volimenes de reactor de medio se perfusionan a través del biorreactor en un dia. La funcién
principal de la perfusion de tal volumen grande de medio es principalmente eliminar los metabolitos, principalmente
lactato, del fluido del cultivo. Los cultivos de perfusion se describen, por ejemplo, en la patente U.S. n° 6.544.788.

Cultivo continuo: En el cultivo continuo, las células se hacen crecer inicialmente en un volumen fijo de medio. Para
evitar el comienzo de la fase de declinacion, se inicia una alimentaciéon bombeada de medio reciente antes de que
se alcance la concentracion celular maxima. El cultivo, que contiene una proporciéon de las células, se elimina de
forma continua de la vasija para mantener un volumen constante. El proceso elimina un producto, que se puede
cosechar continuamente, y proporciona un suministro continuo de nutrientes, que permite que las células sean
mantenidas en un estado de crecimiento exponencial. El cultivo continuo se caracteriza por un aumento continuo en
el volumen del cultivo, de producto, y el mantenimiento de un cultivo que crece exponencialmente. No hay o hay
poca muerte o fase de declinacién. En un cultivo continuo, a las células se les alimenta continuamente medio de
nutriente reciente, mientras que el medio gastado, las células, y el producto celular excretado son eliminados. Los
cultivos continuos y los biorreactores se describen, por ejemplo, en las patentes U.S. n°® 4.764.471; 5.135.853,;
6.156.570.

Biorreactores

Un biorreactor es un dispositivo o sistema que soporta un entorno biolégicamente activo, por ejemplo un dispositivo
o sistema para hacer crecer células o tejidos en el contexto de cultivo celular (por ejemplo, células de mamifero,
vegetales, de levadura, bacterianas). Este procedimiento puede ser aerobio o anaerobio. Los biorreactores son
habitualmente cilindricos, oscilando en tamafio desde algunos litros hasta metros cubicos, y a menudo estan hechos
de acero inoxidable. Basandose en el modo de operacién, un biorreactor se puede clasificar como discontinuo,
discontinuo alimentado, o continuo (por ejemplo, un modelo de reactor de tanque agitado continuo).

Un biorreactor se puede usar para grandes volumenes de cultivo (en el intervalo de 100-10.000 litros). Las estirpes
celulares en suspension se pueden mantener en suspension, por ejemplo, mediante un propulsor en la base de la
vasija de la camara (por ejemplo, biorreactores de tanque agitado o de matraz agitado), o burbujeando aire a través
de la vasija de cultivo. Estos dos métodos de agitacion pueden dar lugar a esfuerzos mecanicos. Para proteger a las
células del cizallamiento y/o para obtener densidades celulares elevadas en biorreactores que son productivos
durante periodos de semanas o meses, se pueden usar membranas, matrices porosas (por ejemplo, matrices
ceramicas), y geles de polisacaridos.

Los biorreactores giratorios que usan la accion giratoria para mantener bien perfusionadas a las células, parecidos a
botellas giratorias. A fin de crear un entorno de densidad elevada, la camara de cultivo se puede separar de la
camara alimentadora mediante una membrana semipermeable. Esto permite que se cambien los medios sin
perturbar las células. Usando este principio, la accién giratoria en el Synthecon’s Rotary Cell Culture System (RCCS)
crea un entorno de microgravedad, eliminando virtualmente las fuerzas de cizallamiento. Esto permite desviar
recursos desde el control de dafios para establecer relaciones con otras células, imitando las matrices
tridimensionales (3-D) complejas encontradas in vivo. Las vasijas reactoras tienen tamafios que oscilan desde 10 ml
hasta 500 ml.

Los ejemplos no limitantes de biorreactores son los siguientes.

El biorreactor Heraeus miniPERM combina un recipiente de nutrientes externo que se puede someter a autoclave y
una camara de biorreactor interna desechable. Se puede seleccionar la membrana de corte de peso molecular
apropiada para un producto deseado (por ejemplo, un producto descrito aqui). Su pequefio tamafio le permite caber
en incubadoras estandar. Son posibles densidades mayores de 10" células por ml, y rendimientos de producto de
160 mg en cuatro semanas.

New Brunswick Scientific’'s CELLIGEN PLUS® es un sistema muy flexible para el cultivo de virtualmente todas las
estirpes de células eucariotas. Las caracteristicas incluyen un impulsor de malla doble para la saturacion
incrementada de O, el control interactivo de cuatro gases, rociador de anillo interno, cinco bombas programables,
interfaz de ordenador para el control del sistema y el registro de datos, y resultado registrador de cuatro canales. La
unidad se puede usar como un sistema de tanque agitado o de lecho fibroso.

El Wave Bioreactor™ (de Wave Biotech, LLC) emplea una plataforma basculante de velocidad ajustable y una
bomba de aire eléctrica para airear suavemente el cultivo mientras que se mantienen bajas las fuerzas de
cizallamiento. Los cultivos mas pequeiios y las plataformas basculantes cabran en una incubadora estandar. El
medio de cultivo y las células sélo estan en contacto con una camara desechable, previamente estéril, denominada
Cellbag, que se coloca en una plataforma basculante especial. El movimiento basculante de esta plataforma induce
ondas en el fluido de cultivo. Estas ondas proporcionan mezclamiento y transferencia de oxigeno, dando como
resultado un entorno perfecto para el crecimiento celular, que puede soportar facilmente alrededor de 20 x 10°
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células/ml. El biorreactor no requiere limpieza ni esterilizacion, proporcionando una facilidad dltima en operacion y
proteccion frente a la contaminacién cruzada.

Quark Enterprises proporciona un intervalo completo de biorreactores, incluyendo sus matraces Spingro® para el
cultivo de densidad elevada. Estos matraces de agitacion de borosilicato oscilan desde 100 ml a 36 |, y presentan
paletas giratorias de Teflon®, aberturas laterales para las sondas y la toma facil de muestras, y modelos
encamisados para uso con un bafio de agua de recirculacion. Todos los modelos se pueden someter completamente
a autoclave.

El sistema ProCulture DynalLift (Corning) facilita la perfusion y reduce los efectos de cizallamiento usando una paleta
extendida, pantallas laterales, y contornos inferiores. Esta disponible en un intervalo de tamafios de 125 ml a 36 I.

Otro ejemplo es el biorreactor Braun Biotech’s Biostat®.

Los cultivos mas grandes de células se han logrado a menudo en sistemas de tipo fermentador. Las células en
suspension son mas faciles de aumentar de escala en este sistema. El crecimiento y cosechado celulares a menudo
es directo una vez que se han delineado los parametros para lograr el producto maximo. Los monitores en linea para
pH, saturacién gaseosa, y metabolitos, estan disponibles de la mayoria de proveedores. Las células adherentes
plantean un reto. Algunas se pueden “adaptar en suspension”. Para mejorar el cultivo, se pueden emplear como
soporte perlas microportadoras (véase mas abajo).

Biorreactores de tanque agitado:

Los tanques agitados (y matraces) pueden proporcionar cultivos celulares con densidad incrementada. Los ejemplos
incluyen los siguientes.

Un biorreactor de tanque agitado desechable (Xcellerex): un biorreactor de tanque agitado desechable, escalable
(XDR™), que puede operar como un sistema montado en patines por si solo, o se integra en un FlexFactory™. El
XDR incorpora sensores del proceso que monitorizan y controlan las condiciones del cultivo hasta una escala de
volumen de trabajo de 1.000 | o 2.000 I. FlexFactory™ es un tren de produccién modular, completo, de llave en
mano, para productos bioterapéuticos y vacunas. Los componentes desechables, de un solo uso, que son centrales
para el FlexFactory™, le dotan de una gran flexibilidad para adecuarse a nuevos cambios del proceso, incluyendo la
produccion de multiples productos en un solo sitio, y para establecer rapidamente la capacidad de fabricacion, a
unos costes drasticamente menores que las instalaciones tradicionales de tanque fijo, con tuberias fijas.

Applikon ofrece una linea completa de tanques agitados, desde los sistemas de laboratorio de 2,3 | hasta las
unidades de produccion de 10.000 I. También existen para todas las unidades bombas, sondas, controladores y
software. Los vasos de vidrio de borosilicato estan disponibles hasta 20 |, y se pueden ajustar con agitadores
acoplados magnéticamente o sellados por labios. Las vasijas de acero inoxidable BioClave™ se disefian para la
produccion moderada a gran escala, y presentan una mirilla de nivel longitudinal montada rasante, asi como una
eleccion de agitadores de sello de labios o0 magnéticos.

Biorreactores de agitacion con aireacion:

Una alternativa al tanque agitado es el biorreactor de agitacion con aireacion. El reactor no tiene paletas moviles
para crear fuerzas de cizallamiento, a las que algunas células de mamifero y de hibridoma son particularmente
sensibles. Los medios perfusionan desde la parte superior, mientras que el oxigeno entra desde la parte inferior,
creando un entorno de mezclamiento casi ideal.

Kimble-Kontes fabrica el biorreactor de vidrio agitado con aireaciéon CYTOLIFT®, con un volumen eficaz de 580 ml.
Se limpia facilmente, y se puede someter completamente a autoclave para el comportamiento consistente y una vida
prolongada. En todos los modelos es normal una camisa de vidrio. Otras caracteristicas incluyen una valvula de
comprobacion para evitar el flujo hacia atras en caso de caida de presion, puertos de salida, infusion y efluente, mas
tres puertos para el pH, nivel de espuma, y sondas de dO2. CYTOSTIR® (también de Kimble-Kontes) es una linea
de biorreactores de brazos laterales dobles en nueve tamarfos, de 100 ml a 36 I. Las paletas grandes de agitacion,
ajustables en altura, estan construidas de TEFLON®, para minimizar la adhesion celular y facilitar la limpieza. Los
componentes se pueden someter a autoclave con vapor.

Biorreactores discontinuos:

En los biorreactores discontinuos, el medio y el inéculo se cargan al comienzo, y se deja crecer a las células. No hay
ninguna adicion/sustitucion del medio, y toda la masa celular se cosecha al final del periodo de incubacién. Los
rasgos caracteristicos de tales sistemas biorreactores son los siguientes: (i) agotamiento continuo del medio, (ii)
acumulacion de desechos celulares, (iii) alteraciones en la velocidad de crecimiento, y (iv) cambio continuo en la
composicion de las células.

Como biorreactor discontinuo se puede usar un biorreactor de filtro giratorio cerrando la entrada para el medio y las
salidas para el medio/medio mas células.
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Los biorreactores discontinuos estan disponibles, por ejemplo, de Rockland Immunochemicals, Inc.
Biorreactores discontinuos alimentados:

En los reactores discontinuos alimentados (semi-discontinuos), se afiade alimentacion, pero no se retira efluente (ni
las células). De este modo, los reactores discontinuos alimentados se pueden usar para mantener a las células bajo
condiciones de sustrato o de nutriente bajas sin que se produzca la eliminacién por lavado. Debido a que las células
no son eliminadas durante el cultivo, los biorreactores discontinuos alimentados son muy adecuados para la
produccion de compuestos producidos durante un crecimiento muy lento o nulo. A diferencia de un biorreactor
continuo, la alimentacién no necesita contener todos los nutrientes necesarios para sostener el crecimiento. La
alimentacién puede contener solo una fuente de nitrégeno o un precursor metabdlico.

Biorreactores continuos:

En biorreactores continuos, hay un flujo de entrada continuo de medio reciente y un flujo de salida de medio usado
(con o sin células) durante todo el periodo de incubacién. Las células se propagan continuamente asi en el medio
reciente que entra al reactor, y, al mismo tiempo, se eliminan en el efluente los productos, productos de desecho
metabdlicos y las células. Un ejemplo de biorreactor de flujo continuo es un biorreactor de filtro giratorio. Puede tener
las siguientes caracteristicas: (1) el eje central del biorreactor aloja un filtro giratorio que permite la eliminacion del
medio usado, libre de células, a través del eje; (2) una placa agitadora acoplada magnéticamente al eje central
proporciona una agitacion continua; el filtro agitador también agita al cultivo; (3) el cultivo se airea mediante un
rociador, que permite un amplio intervalo de velocidades de aireacion; (4) se proporciona un puerto para la adicion
de medio reciente, mientras que (5) otro puerto permite la eliminacion del cultivo (medio usado + células) segun se
necesite.

El reactor proporciona un sistema muy versatil para el control de la velocidad de cambio del medio y de la densidad
celular; esto se hace posible debido a las dos rutas para eliminar el medio, mientras que una de ellas permite
eliminar las células.

Un biorreactor de flujo continuo se puede usar para hacer crecer células a una densidad celular especifica en una
fase de crecimiento activa; tales cultivos pueden proporcionar inéculos para el cultivo posterior, o pueden servir
como una fuente continua de rendimientos de biomasa.

Biorreactores de células inmovilizadas:

Estos biorreactores se basan en células atrapadas en geles, tales como agarosa, agar, quitosano, gelatina, gelano,
poliacrilamida y alginato de calcio, para producir perlas, o en un compartimiento o cilindro de membrana o malla
metalica (acero inoxidable).

Como ejemplo de la operacion de tal biorreactor: el cilindro de malla de membrana que contiene las células se
mantiene en una camara a través de la cual se hace circular el medio desde una camara de recirculacion. El medio
fluye paralelo al cilindro de malla y se difunde a través de la malla en la masa celular.

De forma similar, los productos de las células se difunden al medio y fuera del cilindro de malla. EI compartimiento
de membrana/malla que aloja a las células puede ser cilindrico o plano, y el movimiento del medio se puede ajustar
para que fluya a través del compartimiento de malla en lugar de paralelo a él. Regularmente se afiade medio
reciente y se extrae de la camara de reciclaje un volumen equivalente de medio usado para mantener su estado de
nutrientes.

La inmovilizacién celular cambia la fisiologia de las células en comparacion con la de las células en suspension. Esta
técnica es util cuando el producto bioquimico de interés es excretado por las células al medio.

La excrecién del producto también se puede provocar por la propia inmovilizacién, o por ciertos tratamientos como
pH alterado, uso de DMSO (dimetilsulfoxido) como agente permeabilizante, fuerza idnica cambiada del medio, un
provocador, etc.

Los reactores de células inmovilizadas tienen las siguientes ventajas: (i) ningun riesgo de eliminacion de células por
lavado, (ii) riesgo bajo de contaminacion, (iii) proteccién de las células del cizallamiento liquido, (iv) un mejor control
del tamafio del agregado celular, (v) separacion de la fase de crecimiento (en un biorreactor discontinuo/continuo) de
la etapa de produccion (en un biorreactor de células inmovilizadas), (vi) los desechos celulares se eliminan
regularmente del sistema, y (vii) los cultivos tienen densidades celulares elevadas.

Biorreactores de multiples etapas:

Tales sistemas de cultivo usan dos o mas biorreactores en una secuencia especifica, cada una de las cuales lleva a
cabo una etapa especifica del procedimiento de produccion total. La situacion mas simple implicaria dos
biorreactores. Por ejemplo, para la produccion de un producto bioquimico, ambos biorreactores pueden ser de tipo
discontinuo: el primer biorreactor proporciona condiciones para la proliferacion celular rapida y favorece la
produccion de biomasa, mientras que el segundo biorreactor tiene condiciones que llevan a la biosintesis y
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acumulacion del producto bioquimico. La biomasa celular se recoge del biorreactor de la primera etapa y se usa
como indculo para el biorreactor de la segunda etapa. Como otro ejemplo, el primer reactor puede estar en modo
continuo, mientras que el segundo puede ser de tipo discontinuo.

La masa celular procedente de este biorreactor sirve como una fuente continua de inéculo para el biorreactor de tipo
discontinuo de la segunda etapa, que tiene condiciones necesarias para el desarrollo y maduracion del embrién
(pero no para la proliferacion celular). El uso del biorreactor de primera etapa continuo puede ofrecer una o mas
ventajas, por ejemplo: (i) evita el tiempo, esfuerzo y coste necesarios par la limpieza, etc., de un reactor discontinuo
entre dos experimentos, (ii) elimina la fase de retraso de los cultivos discontinuos, y (iii) proporciona una poblaciéon
celular mas homogénea y que crece de forma activa.

Biorreactores de perfusion:
Los biorreactores estan disponibles para cultivos de perfusion. Los ejemplos son los siguientes.

El sistema CellCube® de Corning Life Sciences proporciona un método rapido, simple y compacto para el cultivo en
masa de células dependiente de la adhesién en un biorreactor perfusionado de forma continua. El sistema es un
sistema facilmente expandible para hacer crecer células adherentes en todos los niveles de produccion de biomasa,
virica, y biomoléculas solubles. EI sistema ba3|co usa modulos CellCube® desechables con una superficie de
crecimiento celular de 8.500 cm? a 85.000 cm?, usando el mismo paquete de control. Los médulos de CellCube®
tienen superficies de crecimiento de pollestlreno que estan disponibles con la superficie de cultivo tisular o la
superficie CellBIND® de Corning avanzada, para la adhesion celular mejorada. Estos médulos de poliestireno
desechables pueden contener 3,5 | de medios y contienen 25 platos paralelos para un area total de crecimiento de
21.000 cm2 por cubo, expandible hasta 340.000 cm2 (el apilamiento 4/100). Los cubos interconectables
permanecen en una esquina, entrando los medios por la parte inferior y saliendo por la parte superior. El sistema
CellCube® comprende cuatro piezas de equipo capital — el controlador del sistema, el oxigenador, las bombas de
circulacién y de medios. El controlador digital proporciona una monitorizacion en linea de la perfusion, pH, dOg, y
temperatura.

Biorreactores centrifugos

Otro tipo de biorreactor es un biorreactor centrifugo, por ejemplo el biorreactor centrifugo de CBR 2000 de Kinetic
Biosystems. Disefiado para produccion industrial, pueden lograr densidades de hasta 10.000 veces mayores que los
biorreactores de tanque agitado. Los medios se alimentan a través del eje, y después se fuerzan hacia el exterior
mediante la accion giratoria en la que entran en la camara de reaccion. Las células se mantienen en suspension
mediante fuerza centrifuga opuesta con perfusion. Los productos de desecho se eliminan a través del eje, y se
toman muestras 10 veces por hora. El andlisis en tiempo real de los parametros de crecimiento y de produccion
significa que cualquier perturbacion se puede ajustar rapidamente. El resultado final puede ser un rendimiento y
calidad incrementados del producto. Cada camara es capaz de producir 1 x 10'® células, teniendo cada rotor tres
camaras.

Microportador

Para estirpes celulares adheridas (por ejemplo, para cultivar células en el biorreactor), las densidades celulares
obtenidas se pueden incrementar mediante la adicidn de perlas microportadoras. Estas pequefias perlas tienen un
diametro de 30-1005 pum, y pueden estar hechas de, por ejemplo, dextrano, celulosa, gelatina, vidrio o silice, y
pueden incrementar la superficie especifica disponible para la adhesion celular. El intervalo de microportadores
disponibles significa que es posible hacer crecer la mayoria de los tipos celulares en este sistema.

Las particulas vienen en dos formas: solida y porosa. Las perlas sodlidas son las mas manejables para cosechar
biomasa, mientras que las perlas porosas son mas adecuadas para productos segregados o lisados. Otras matrices
contienen perlas estacionarias, creando un lecho sélido a través del que se perfusionan los medios.

Los cultivos de microportadores que usan perlas macroporosas suspendidas son facilmente escalables. Estos
sistemas son diferentes del cultivo de microportadores de superficie convencional por cuanto las células se
inmovilizan a densidades elevadas dentro de los poros de la matriz y se protegen del cizallamiento del fluido. Otra
ventaja de las perlas macroporosas es que se pueden inocular directamente desde el medio a granel, de la misma
manera que los microportadores convencionales. Los sistemas de inmovilizacién de perlas suspendidas se pueden
usar en un numero de diferentes configuraciones de reactor, incluyendo lechos suspendidos o biorreactores de
tanque agitado. Estos sistemas se pueden aumentar de escala incrementando el volumen del biorreactor y el
numero de perlas. También estan disponibles las tecnologias de perlas macroporosas suspendidas. En un intento
para imitar el entorno del cultivo celular en mamiferos, estas perlas macroporosas se pueden basar en colageno (por
ejemplo, colageno, gelatina, o colageno-glucosaminoglucano).

Por ejemplo, las microperlas de Porous ImmobaSil producidas por Ashby Scientific estan disponibles en diferentes
tamarios y formas para la adaptacion facil a su vasija de cultivo particular. Son permeables a los gases, permitiendo
que las densidades del cultivo alcancen 3 x 10%/ml para el rendimiento maximo de producto.
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Amersham Pharmacia (AP) Biotech ofrece microportadores y reactores de lecho fluido. Las perlas Cytopore | estan
optimizadas para células de tipo CHO, mientras que Cytopore Il es para células adherentes que requieran una
densidad de carga superficial mayor. Las perlas Cytoline | son adecuadas para células resilientes que requieren
velocidades de circulacion elevadas. El portador Cytoline Il de baja densidad esta optimizado para células sensibles
al cizallamiento, tales como hibridomas que necesitan una circulacién mas lenta. AP Biotech ha disefiado el reactor
de perfusion con el sistema de lecho fluido Cytopilot para uso con sus perlas Cytoline.

El microportador de superficie de vidrio para el crecimiento de cultivos celulares se describe en la patente U.S. n°
4.448.884.

Ademas, la linea CYTOSTIR® (de Kontes) de biorreactores agitados de doble brazo lateral para el cultivo celular
con microportadores se ha redisefiado completamente para mejorar el comportamiento y potenciar la capacidad de
intercambio. Los biorreactores CYTOSTIR® estan disponibles en nueve tamafios, que oscilan desde 100 ml hasta
36 litros. Los matraces de vidrio de borosilicato tienen dos grandes brazos laterales con cierres de tapa de rosca que
permiten una toma de muestras facil. La clpula en el centro de la base del matraz evita que los microportadores se
acumulen directamente en las palas agitadoras. Las grandes palas agitadoras de TEFLON® ajustables en altura se
disefian para proporcionar una eficacia maxima de agitacion para mantener a los microportadores en suspension a
las velocidades bajas de agitacion necesarias para el cultivo de tejidos. Durante la agitacion, los cultivos sélo estan
en contacto con vidrio de borosilicato y TEFLON®. Todos los matraces de un litro y de tamafios mas grandes tienen
labios antigoteo y tapas de polipropileno con anillos de cierre. Todos los biorreactores CYTOSTIR® y componentes
son sometibles completamente a autoclave de vapor.

Cultivo en matraces de agitacion

Este es un método de cultivo habitual para estirpes en suspension que incluyen hibridomas y estirpes adheridas que
se han adaptado para crecer en suspension. Los matraces de agitacion son botellas de plastico o de vidrio con un
eje agitador magnético central y brazos laterales para la adicion y eliminacion de células y medio, y gasificacion con
aire enriquecido con CO,. Los matraces de agitacion inoculados se colocan en un agitador y se incuban en las
condiciones de cultivo apropiadas para la estirpe celular. Los cultivos se pueden agitar, por ejemplo, a 100-250
revoluciones por minuto. Los sistemas de matraces de agitacion disefiados para manejar volimenes de cultivo de 1-
12 litros estan disponibles de Techne, Sigma, y Bellco, por ejemplo (nimeros de producto Z380482 de 3 | de
capacidad y Z380474 de 1 | de capacidad). Otro ejemplo de sistemas de cultivo en matraces de agitacion es el
matraz de agitacion de un solo uso MantaRay.

Wheaton Science Products ofrece sistemas de aumento de escala para todos los niveles de produccién. Sus
matraces de agitacion Magna-Flex® tienen impulsores de vidrio de tipo flex, con forma de bulbo, para uso con
microperlas. Una aguja retirable de acero inoxidable inmoviliza al impulsor para evitar el dafio celular durante la
manipulacién. Disponibles en un intervalo de tamafios de 125 ml a 8 |, son completamente sometibles a autoclave.
También esta disponible el sistema Cell Optimizer™ para la determinacion de las condiciones de cultivo dptimas
antes del aumento de escala, y el OVERDRIVE™ para la produccion econdmica a nivel industrial de hasta 45 I.

El SuperSpinner de B. Braun Biotech es un matraz agitado de nivel de entrada que aloja cultivos de 500 y 1000 ml, y
presenta un sistema de aireacion/agitacion libre de burbujas. La serie Biostat® de vasijas agitadas maneja tamafios
de cultivo de 50 ml a 10 I, e incluye sistemas completos listos para usar y sistemas que integran componentes
preexistentes.

Techne UK ofrece una linea completa de matraces agitados en volimenes de hasta 5 |. Disefiados con una varilla
agitadora en lugar de con paletas, simplifican la limpieza y el autoclave eliminando rodamientos giratorios. La accion
agitadora unica crea un flujo vertical y horizontal en una espiral suave a través del cultivo. Su linea de plataformas
de agitacion programables presenta el control de aceleracion/deceleracion SOFTSTART™ para reducir el dafio
celular de la turbulencia excesiva.

Wheaton Science Products ofrece sistemas escalables para todos los niveles de produccién. Sus matraces de
agitacion Magna-Flex® tienen impulsores de vidrio de tipo flex, con forma de bulbo, para uso con microperlas. Una
aguja retirable de acero inoxidable inmoviliza al impulsor para evitar el dafio celular durante la manipulacion.
Disponibles en un intervalo de tamafios de 125 ml a 8 |, son completamente sometibles a autoclave. También esta
disponible el sistema Cell Optimizer™ para la determinacién de las condiciones de cultivo éptimas antes del
aumento de escala, y el OVERDRIVE™ para la produccién econdmica a nivel industrial de hasta 45 .

Cultivo en matraces T

Los cultivos adherentes o en suspension se pueden hacer crecer en matraces T, por ejemplo matraces T-25, T-76,
T-225. Las tapas se pueden cerrar herméticamente con tapones o se pueden airear. Los matraces pueden ser de
plastico o de vidrio. La superficie de los matraces se puede revestir, por ejemplo con restos hidrofilos que contengan
una variedad de grupos funcionales cargados negativamente y/o grupos funcionales que contengan nitrégeno que
soportan la adhesion, diseminacion y diferenciacion celulares. Los matraces T estan disponibles, por ejemplo, de
Nunc, Nalgene, Corning, Greiner, Schott, Pyrex, o Costar.
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Placas de cultivo celular

Las células se pueden hacer crecer en placas de cultivo. La superficie de las placas se puede revestir, por ejemplo,
con restos hidréfilos que contienen una variedad de grupos funcionales cargados negativamente y/o grupos
funcionales que contienen nitrégeno que soportan la adhesion, diseminacion y diferenciacion celulares. Las placas
estan disponibles, por ejemplo, de BD Biosciences, Corning, Greiner, Nunc, Nunclon, Pyrex.

Cultivo celular en suspension

Las células suspendidas se pueden hacer crecer, por ejemplo, en biorreactores, placas, matraces, o botellas
giratorias, por ejemplo, descritos aqui.

Sistemas de cultivo en suspensioén estacionarios

Un ejemplo de un sistema de suspension estacionario es CELLine™ 1000. El dispositivo CELLine™ 1000 (Integra
Bioscience, Chur, Suiza) es un sistema de cultivo celular desechable a base de membrana. Esta compuesto de dos
compartimientos, una camara de cultivo (20 ml) y un compartimiento de suministro de nutriente (1000 ml), separados
mediante una membrana de dialisis semipermeable (corte de peso molecular 10 kD), que permite que pequefios
nutrientes y factores de crecimiento se difundan a la camara de produccion. El suministro de oxigeno de las células y
la difusion de CO; se producen a través de una membrana de silicona permeable a gases. Los anticuerpos se
concentran en el medio de produccion. Este sistema de cultivo requiere una incubadora de CO,. Por ejemplo, para
niveles de produccion éptimos, el dispositivo se puede inocular con 50 x 10° células, y 80% del medio de produccién
y todo el medio de nutricidon se pueden cambiar dos veces a la semana.

Sistemas de cultivo en suspension giratorios

Tales sistemas incluyen botellas giratorias (explicadas aqui). Un ejemplo de un sistema en suspension giratorio es el
miniPERM (Vivascience, Hannover, Alemania), que es un biorreactor de dos compartimientos de botella giratoria
modificado, en el que el médulo de produccion (35 ml) se separa del médulo del nutriente (450 ml) mediante una
membrana de dialisis semipermeable. Los nutrientes y metabolitos se difunden a través de la membrana, y los
anticuerpos segregados se concentran en el modulo de produccion. La oxigenacion y el suministro de CO; se
producen a través de una membrana de silicona permeable a gases en el lado externo del médulo de produccion, y
a través de una segunda membrana de silicona extendida en el médulo de nutricién. El miniPERM se debe de
colocar en una base giratoria dentro de una incubadora de CO,. Es posible colocar dos bases giratorias juntas en
una incubadora de CO2 de 180 I, conteniendo cada una un maximo de cuatro biorreactores (es decir, se ocupa la
misma cantidad de espacio para 1-4 incubaciones).

Botella giratoria

Este es el método usado mas habitualmente para el aumento de escala inicial de células adheridas, también
conocidas como estirpes celulares dependientes del anclaje. Las botellas giratorias son vasijas cilindricas que giran
lentamente (entre 5 y 60 revoluciones por hora) que bafan las células que estan adheridas a la superficie interna
con medio. Las botellas giratorias estan disponibles tipicamente con areas superficiales de 1050 cm2 (nimero de
producto Z352969). El tamafo de algunas de las botellas giratorias presenta problemas puesto que son dificiles de
manipular en el espacio confinado de una cabina de seguridad microbiolégica. Recientemente, se han puesto a la
venta botellas giratorias con superficies internas expandidas, que han hecho mas manejable la manipulacion de
botellas con areas superficiales grandes, pero si es posible se deberia evitar las manipulaciones repetidas y el
subcultivo con botellas giratorias. Un problema adicional con las botellas giratorias es la adhesion de las células,
puesto que algunas estirpes celulares no se adhieren uniformemente. Esto es un problema particular con las células
epiteliales. Esto se puede resolver parcialmente un poco optimizando la velocidad de rotacién, generalmente
disminuyendo la velocidad, durante el periodo de adhesién para células con baja eficiencia de adhesion.

Las botellas giratorias se usan en cualquier aplicacion concebible. Siendo un buen punto de partida para pequefios
laboratorios con necesidades de aumento de escala periddicas, también se usan para la produccion industrial a gran
escala. Debido a que los cultivos se siembran y mantienen de manera similar a los matraces, tipicamente no es
necesario ningun entrenamiento adicional. Los bastidores pequefios caben en incubadoras estandar, eliminando la
necesidad de gastos adicionales de capital.

Las botellas giratorias se presentan en un nimero de configuraciones: plastico, vidrio, en pliegues, planas, aireadas,
o solidas. El vidrio se puede esterilizar y reusar, mientras que los diferentes plasticos y revestimientos optimizan el
crecimiento para un surtido de tipos celulares. Los pliegues incrementan la superficie efectiva de crecimiento,
incrementando de ese modo el rendimiento del producto sin necesidades espaciales adicionales. Las tapas aireadas
se usan para cultivo en un entorno de CO», mientras que las tapas solidas son las mejores para el cultivo en una
habitacion templada o una incubadora no regulada. Las botellas giratorias estan disponibles, por ejemplo, de
Corning.

Cultivo de células adherentes
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Las células adherentes se pueden hacer crecer, por ejemplo, en biorreactores, placas, matraces, o botellas
giratorias, por ejemplo, descritos aqui. Las superficies a las que se adhieren las células se pueden tratar o revestir
para promover o soportar la adhesion, diseminacion y/o diferenciacion celulares. Los revestimientos incluyen lisina
(por ejemplo, poli-D-lisina), polietilenimina, colageno, glucoproteina (por ejemplo, fibronectina), gelatina, etc.

Matraz agitador

Los matraces agitadores se pueden usar para proporcionar una mayor agitacion a los cultivos celulares para mejorar
la transferencia de oxigeno o de gas, por ejemplo, en comparaciéon con los cultivos estacionarios. Los matraces
agitadores estan disponibles, por ejemplo, de Pyrex y Nalgene.

Perfusion

Los sistemas de perfusion permiten la alimentacion continua de la camara celular desde la botella de medios
externa, como se describe aqui. Las células son retenidas en la camara celular (por ejemplo, biorreactor, biorreactor
de perfusion de lecho, biorreactor de perfusion de lecho empaquetado). Los proveedores de sistemas de perfusion
incluyen DayMoon Industries, Inc., y New Brunswick Scientific.

Cultivo celular de fibra hueca

Las fibras huecas son pequefios filtros similares a tubos con un corte de peso molecular predefinido. Los grandes
haces de estas fibras se pueden empaquetar en médulos cilindricos, que proporcionan una barrera absoluta a las
células y anticuerpos a la vez que aseguran la perfusion del liquido. Los médulos de fibras huecas pueden
proporcionar una gran area superficial en un pequefio volumen. Las paredes de las fibras huecas sirven como
membranas de ultrafiltracion semipermeables. Las células se hacen crecer en el espacio extracapilar que rodea las
fibras, y el medio se perfusiona continuamente dentro de las fibras. Los metabolitos y los pequefios nutrientes
perfusionan libremente entre el espacio extra- e intracapilar segun gradientes de concentraciéon. La monitorizacion
del cultivo se puede llevar a cabo mediante la medida de lactato.

El ejemplo de tales sistemas incluye: el reactor de fibras huecas AcuSyst de Cellex Biosciences.

Otro ejemplo es el sistema Cell-Pharm® 100 (CP 100, BioVest, Minneapolis, MN), que es un sistema de cultivo
celular de fibras huecas completamente integrado. La unidad de cultivo celular consiste en dos cartuchos: uno que
sirve como un compartimiento celular, y el otro como una unidad de oxigenacion. El sistema es un sistema de banco
de laboratorio sin fijacion con una trayectoria de flujo desechable con rendimientos de hasta 400 mg/mes.

El sistema Cell-Pharm® 2500 (CP2500, BioVest) es un sistema de produccion de cultivo celular de fibras huecas
que puede producir cantidades a gran escala de un producto producido por células, por ejemplo de anticuerpos
monoclonales. A diferencia de CP100, consiste en dos cartuchos de fibras para las células, y por tanto ofrece una
gran superficie de crecimiento celular (3,25 m2). Un tercer cartucho sirve para la oxigenacion del medio.

El sistema de cultivo celular de fibras huecas FiberCell™ (Fibercell Systems Inc., Frederick, MD) esta compuesto de
un deposito de medio de cultivo (250 ml) y un cartucho de fibras de 60 ml (1,2 m2), conectados ambos a una unica
bomba controlada por microprocesador. Es posible prolongar los ciclos de suministro de medios sustituyendo el
depdsito de medio original por un matraz de 5 I. En contraste con los sistemas Cell-Pharm®, el biorreactor
FiberCell™ se usa en una incubadora de CO,. La oxigenacion se produce mediante una tuberia permeable a gases.

Cellex Biosciences fabrica reactores de fibras huecas para todos los niveles de produccion. El AcuSyst-XCELL®
esta disefiado para la produccidon a gran escala de proteinas segregadas, produciendo 60 a 200 gramos de
proteinas por mes. Su AcuSyst miniMax™ es un biorreactor de banco de laboratorio de escala de investigacion
flexible, capaz de producir hasta 10 g de proteina por mes. Para un solo uso o estudios piloto de una duracion de
unas pocas semanas, el RESCU-PRIMER™ econdmico produce hasta 200 mg por mes, con eleccion de matrices
de fibras huecas y ceramicas.

El Unisyn Cell-Pharm® MicroMouse™ es un sistema desechable con una huella de 1,5 ft2, que se ajusta en una
incubadora de laboratorio estandar. Es capaz de producir hasta 250 mg de anticuerpos monoclonales por mes
durante tres meses.

El TECNOMOUSE® de Integra Biosciences es un sistema de bastidor modular con cinco camaras de casete
separadas. Hasta cinco estirpes celulares diferentes se pueden cultivar durante un tiempo de hasta 30 semanas,
produciendo cada uno 200 mg de anticuerpos por mes. El suministro de gas integrado y las capacidades de
monitorizacion en linea ayudan a controlar las condiciones de cultivo.

Factorias celulares

Las factorias celulares se usan para cultivo celular a gran escala (por ejemplo, escala industrial) y productos de
biomateriales tales como vacunas, anticuerpos monoclonales, o productos farmacéuticos. Las factorias se pueden
usar para células adherentes o cultivo en suspensién. Las cinéticas de crecimiento son similares al cultivo a escala
de laboratorio. Las factorias celulares proporcionan una gran cantidad de superficie de crecimiento en un area
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pequefia, con manipulacién facil y un riesgo bajo de contaminacién. Una factoria celular es un apilamiento cerrado
de camaras con puertos de ventilacion y de llenado habituales. Se puede usar una factoria de 40 camaras en lugar
de 30 botellas giratorias. Las aberturas que conectan las camaras hacen que los medios se introduzcan
uniformemente para condiciones de crecimiento consistentes. Las ventilaciones se pueden cerrar o ajustar con
ventilaciones de aire bacterianas. Las factorias celulares se pueden moldear a partir de, por ejemplo, poliestireno.
Los proveedores de factorias celulares incluyen Nunc. La superficie de las factorias se puede tratar para mejorar las
condiciones de crecimiento o de adhesion celular, por ejemplo se pueden tratar con Nunclon®A.

Nunclon® Cell Factories™ son camaras de bajo perfil, desechables, de poliestireno, ventilables, que se presentan
en apilamientos de uno, dos, 10 y 40. La inoculacion, alimentacion y cosechado son directos, debido al disefio
innovador de las placas conectadas.

Bolsas de cultivo celular

Las bolsas de cultivo celular, por ejemplo bolsas de cultivo celular de un solo uso, se pueden usar para hacer crecer
células de mamiferos, de insectos, y vegetales. Las bolsas son convenientes y flexibles para el cultivo en
suspension, de perfusién, y microportadores. Los proveedores de bolsas de cultivo celular incluyen DayMoon
Industries, Inc. y Dunn Labortechnik GmbH.

El movimiento ondulatorio suave, inducido por la agitacion de las bolsas, crea un entorno excelente de mezclamiento
y oxigenacion para el crecimiento celular. Equipadas con tubo de inmersion interno vy filtro de malla, se simplifica el
intercambio de los medios y el cultivo de perfusién con microportadores. Un puerto de tapa de rosca predefinido
puede resultar conveniente para el acceso no restringido de perlas de microportadores, matriz de adhesion celular y
cultivos tisulares.

El sistema de bolsa también ofrece una mayor flexibilidad en la transferencia de gases entre el espacio de cabeza
de la bolsa y el entorno, y es capaz tanto de la difusion gaseosa como el enjuague gaseoso continuo. La difusion
gaseosa a través de la membrana microporosa predefinida en la tapa de rosca proporciona intercambio gaseoso
suficiente para la mayoria de la necesidad de cultivo celular. Si es necesario, se puede afadir aire a presion o gas a
1,5 psi a través de uno de los puertos luer y se puede ventear a través de la tapa de la membrana.

Como ejemplo, Optima™ es una bolsa de cultivo celular de un solo uso que ofrece conveniencia, capacidad y
flexibilidad para hacer crecer células de insectos, vegetales y de mamiferos. Optima™ esta disefiada para uso en
agitadores de laboratorio convencionales o plataformas de balanceo. Disponible en dos bolsas estandar con
capacidades de trabajo de hasta 4 |, la Optima™ es util para un cultivo en suspensiéon de volumen elevado, que
proporciona una alternativa econdmicamente eficaz a los biorreactores agitados. Las bolsas Optima-mini™ se
disefian para caber en la mayoria de los agitadores de laboratorio y plataformas de balanceo, no necesitando ningun
equipo especializado.

Purificacion de glucanos y glucoproteinas

Los parametros de produccién que incluyen purificacion y formulacion se pueden usar para producir una preparacion
de glucoproteina con una propiedad o propiedades de glucano deseadas. Para predisponer a las caracteristicas de
glucano de la preparacion de glucoproteina purificada, se pueden usar diversos procedimientos de purificacion. Por
ejemplo, se pueden seleccionar métodos a base de afinidad, métodos a base de carga, métodos a base de
polaridad, y métodos que distinguen basandose en el tamafio y/o agregacion, para proporcionar una preparacion de
glucoproteina con una propiedad o propiedades de glucano deseadas. Por ejemplo, para separar glucanos y/o
glucoproteinas basandose en la polaridad, se puede usar la cromatografia de liquidos de fase normal. La
cromatografia de fase inversa se puede usar, por ejemplo, con azlcares derivatizados. Las columnas de intercambio
anionico se pueden usar para purificar azucares sialilados, fosforilados y sulfatados. Otros métodos incluyen la
cromatografia de intercambio iénico de pH elevado y la cromatografia de exclusién molecular, basada en la
separacion por tamanos.

Se pueden seleccionar métodos a base de afinidad que unen preferentemente ciertas unidades quimicas y
estructuras de glucano. Las matrices tales como acido m-aminofenilborénico, lectinas inmovilizadas y anticuerpos se
pueden unir a estructuras de glucano particulares. Las matrices de acido m-aminofenilborénico pueden formar un
enlace covalente temporal con cualquier molécula (tal como un hidrato de carbono) que contenga un grupo 1,2-cis-
diol. El enlace covalente se puede destruir subsiguientemente para eluir la proteina de interés. Las lectinas son una
familia de proteinas que reconocen hidratos de carbono, que presentan afinidades por diversos monosacaridos. Las
lectinas se unen especifica y reversiblemente a hidratos de carbono. Los monosacaridos primarios reconocidos por
lectinas incluyen manosa/glucosa, galactosa/N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, fucosa, y acido sialico
(QProteome Glycoarray Handbook, Qiagen, Septiembre de 2005, disponible en:
http://wolfson.huji.ac.il/purification/PDF/Lectins/QIAGEN_GlycoArrayHandbook.pdf) o referencias similares. Las
matrices de lectina (por ejemplo, columnas o conjuntos) pueden consistir en un numero de lectinas con
especificidades variables y/o solapantes para unirse a glucoproteinas con composiciones de glucano especificas.
Algunas lectinas usadas habitualmente para purificar glucoproteinas incluyen concavalina A (a menudo acoplada a
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Sepharose 0 agarosa) y germen de trigo. También se pueden generar anticuerpos anti-glucano mediante métodos
conocidos en la técnica, y se pueden usar en columnas de afinidad para unir y purificar glucoproteinas.

La interaccion de una lectina o anticuerpo con un ligando, tal como una glucoproteina, permite la formacion de
complejos reticulados, que son a menudo insolubles y se pueden identificar como precipitados (Varki et al., ed.,
“Protein-Glycan Interactions” in Essentials of Glycobiology disponible en la pagina web en
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/books/bv.fcgi?rid=glyco.section.269) o referencias similares. En esta técnica, una
cantidad fija de lectina o anticuerpo (receptor) se valora con una glucoproteina o un glucano, y a una relacion precisa
de ligando a receptor, se forma un precipitado (Varki et al.). Tal precipitacion es muy especifica para la constante de
afinidad del ligando por el receptor (Varki et al.). Otro enfoque de precipitacion aprovecha el hecho de que se puede
“separar por sales” o precipitar mediante sulfato de amonio un complejo entre una lectina y un glucano (Varki et al.).

Producto de glucoproteina diana

Los métodos descritos aqui se pueden usar para proporcionar un producto de glucoproteina diana que tiene una
propiedad o propiedades de glucano deseadas. Como se describe aqui, la propiedad o propiedades de glucano del
producto de glucoproteina diana pueden ser las mismas o sustancialmente similares a un producto de glucoproteina
primaria, o la propiedad o propiedades de glucano del producto de glucoproteina diana pueden ser diferentes de las
del producto de glucoproteina primaria. Por ejemplo, la propiedad de glucano del producto de glucoproteina diana
puede ser una caracteristica de glucano que difiera de la caracteristica de glucano de un producto de glucoproteina
primaria tal como el grado de heterogeneidad de estructuras de glucano unidas a un sitio preseleccionado. En
algunos casos, la propiedad de glucano puede ser, por ejemplo, una propiedad funcional que difiera del producto de
glucoproteina diana primaria. Las propiedades funcionales incluyen, pero no se limitan a, semivida sérica,
aclaramiento, estabilidad in vitro (caducidad) o in vivo, afinidad de unidn, distribucién y seleccién de tejidos como
dianas, toxicidad, inmunogenicidad, velocidad de absorcion, velocidad de eliminacion, y biodisponibilidad.

Se puede determinar y/o seleccionar un parametro o parametros de produccion para producir un producto de
glucoproteina que tiene una caracteristica o caracteristicas de glucano diferentes que, por ejemplo, se ha
correlacionado con una propiedad funcional diferente del producto de glucoproteina primario. Se describen aqui
correlaciones entre diversas caracteristicas de glucano y propiedades funcionales con aquella caracteristica que
puede afectar. La Tabla Il proporciona ejemplos de tales correlaciones.

Tabla Il

Glucano Caracterizacion Fundamento
funcional

En algunos casos, un incremento en la sialilacion conduce a
una disminucidon correspondiente en la galactosa terminal
expuesta, y a un incremento subsiguiente en la
Terminal de acido sialico Biodisponibilidad | biodisponibilidad

En algunos casos, un incremento en la sialilacion tiene el
potencial de seleccionar como diana cualquier clase de
lectinas que se unen a acido sialico, que pueden incluir pero
no se limitan a las selectinas (E, P y L) y siglecs (1-11). En
Seleccion de algunos casos, esto puede incrementar el suministro a lo largo
diana de la barrera hematoencefalica

En algunos casos, una disminucion en la sialilacion puede
Afinidad del conducir a un incremento en la afinidad del receptor (por
receptor ejemplo, disminucion en la repulsion de la carga)

En algunos casos, un incremento en restos de galactosa
terminal conduce a una biodisponibilidad disminuida (por
ejemplo, union incrementada al receptor de
Terminal de galactosa Biodisponibilidad asiologlucoproteina (o lectina hepatica) y endocitosis)

En algunos casos, un incremento en la galactosilacion
conduce a un aumento de la seleccion de diana o del
Seleccion de complejamiento con proteinas que se unen a la galactosa, que
diana pueden incluir, pero no se limitan a, las galectinas

En algunos casos, un incremento en la galactosilacion
conduce a un incremento de C1q y citotoxicidad del
C1q complemento
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Terminal de  galactosa
enlazada en alfa

Inmunogenicidad

En algunos casos, la presencia de galactosa terminal enlazada
en alfa conduce a una mayor inmunogenicidad

Fucosilacion

Manosa elevada

Manosa-6-fosfato

ADCC

En algunos casos, la presencia de un resto central de fucosa
disminuye la actividad de ADCC

Seleccion de
diana

En algunos casos, la presencia de un resto de fucosa
ramificado se puede usar para dirigir la proteina a receptores
de lectina especificos, que pueden incluir pero no se limitan a
las selectinas (E, P, y L)

Seleccion de
diana

En algunos casos, la presencia de estructuras de tipo manosa
elevada (incluyendo, pero sin limitarse a Man5, Man6, Man?,
Man8 y Man9) se puede usar para dirigir la proteina hacia
receptores especificos de manosa (que pueden incluir, pero no
se limitan a, el receptor de manosa de macréfagos). En
algunos casos, la presencia de estructuras de manosa elevada
en factores de crecimiento (por ejemplo FGF) conduce a
distribucién especifica al rifion

Afinidad del
receptor

En algunos casos, las estructuras de manosa elevada en TSH
mostraron la mayor biopotencia para la sefalizacion (por
ejemplo cAMP y estimulacion de IP)

Seleccion de
diana

En algunos casos, la presencia de estructuras de manosa-6-
fosfato se puede usar para dirigir la proteina a receptores
especificos que pueden incluir pero no se limitan al receptor de
manosa-6-fosfato

Afinidad del
receptor

En algunos casos, la presencia de estructuras de manosa-6-
fosfato puede disminuir la afinidad del receptor (por ejemplo a
través de repulsion de cargas)

Sulfatacion

Seleccion de
diana

En algunos casos, la presencia de glucanos sulfatados se
puede usar para dirigir la proteina a receptores que pueden
incluir pero no se limitan a las siglecs (1-11) y las selectinas (E,
P,yL)

Afinidad del
receptor

En algunos casos, la presencia de glucanos sulfatados se
puede usar para regular la afinidad de la proteina hacia su
receptor diana a través de repulsion a base de cargas

Acido N-glucolilneuraminico

Inmunogenicidad

En algunos casos, niveles elevados de acido N-
glucolilneuraminico pueden ser inmundgenos

Terminal de GIcNAc

Biodisponibilidad

En algunos casos, el incremento de restos de GIcNAc
terminales disminuye la biodisponibilidad (por ejemplo unién al
receptor de manosa)

Afinidad del En algunos casos, el incremento de los niveles de GIcNAc
Biseccion de GIcNAc receptor bisecantes aumenta la actividad de ADCC
En algunos casos, la ocupacion del sitio puede controlar la
afinidad del receptor. En algunos casos, el grado de ocupacion
Afinidad/funcion del sitio puede controlar la citotoxicidad del Ab mediada por el

Ocupacion del sitio

del receptor

complemento

La secuencia de aminoacidos del producto de glucoproteina diana puede ser idéntica a la secuencia de aminoacidos
del producto de glucoproteina primaria, o la secuencia de aminoacidos puede diferir, por ejemplo en hasta 1, 2, 3, 4,
5, 10 6 20 restos de aminoacidos, de la secuencia de aminoacidos del producto de glucoproteina primaria. Las
proteinas y sus fragmentos se pueden glucosilar en restos de arginina, denominada como glucosilacion enlazada a
N, y en restos de serina o treonina, denominada como glucosilacion enlazada a O. En algunos casos, la secuencia
de aminoacidos de un producto de glucoproteina diana se puede modificar para afiadir un sitio para unir un resto de
sacarido. La secuencia de aminoacidos del producto de glucoproteina diana se puede modificar, por ejemplo, para
sustituir un aminoacido que no sirve como un sitio para glucosilacién por un aminoacido que sirve como un sitio para
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glucosilacion. La secuencia de aminoacidos del producto de glucoproteina diana también se puede modificar
sustituyendo un aminoacido que sirve como un sitio para un tipo de glucosilaciéon, por ejemplo glucosilacion
enlazada mediante O, por un aminoacido que sirve como un sitio para un tipo diferente de glucosilacién, por ejemplo
una glucosilacion enlazada a N. Ademas, se puede afiadir un resto de aminoacido a una secuencia de aminoacidos
para un producto de glucoproteina diana para proporcionar un sitio para unir un sacarido. La modificaciéon de la
secuencia de aminoacidos también se puede hacer en uno o mas restos de aminoacidos no asociados con un sitio
de glucosilacién potencial. Una secuencia de aminoacidos de un producto de glucoproteina o la secuencia
nucleotidica que lo codifica, se puede modificar mediante métodos conocidos en la técnica.

Implementacién por ordenador ejemplar

Los métodos y articulos (por ejemplo sistemas o bases de datos) descritos aqui no necesitan ser implementados en
un ordenador o forma electronica. Una base de datos descrita aqui, por ejemplo, se puede implementar como una
materia impresa.

En una implementacion por ordenador ejemplar, la Figura 1 es un diagrama de bloques de los dispositivos de
computacion y sistemas 400, 450. El dispositivo de computaciéon 400 esta destinado a representar diversas formas
de ordenadores digitales, tales como portatiles, ordenadores de mesa, estaciones de trabajo, asistentes digitales
personales, servidores, servidores blade, macrocomputadoras, y otros ordenadores apropiados. El dispositivo de
computacién 450 esta destinado a representar diversas formas de dispositivos moviles, tales como asistentes
digitales personales, teléfonos celulares, teléfonos inteligentes y otros dispositivos de computacién similares. Los
componentes mostrados aqui, sus conexiones y relaciones, y sus funciones, pretenden ser simplemente ejemplares,
y no pretenden limitar las implementaciones descritas y/o reivindicadas en este documento.

El dispositivo de computacion 400 incluye un procesador 402, una memoria 404, un dispositivo de almacenamiento
406, una interfaz 408 de alta velocidad que se conecta a la memoria 404 y puertos 410 de expansion de alta
velocidad, y una interfaz 412 de baja velocidad que se conecta a un enlace 414 de baja velocidad y un dispositivo de
almacenamiento 406. Cada uno de los componentes 402, 404, 406, 408, 410 y 412 estan interconectados usando
diversos enlaces, y se pueden montar en una placa madre normal o de otras maneras, segun sea apropiado. El
procesador 402 puede procesar instrucciones para la ejecucion en el dispositivo de computacion 400, incluyendo
instrucciones almacenadas en la memoria 404 o en el dispositivo de almacenamiento 406 para presentar
informacion grafica para una GUI en un dispositivo externo de entrada/salida, tal como una pantalla 416 acoplada a
un interfaz 408 de alta velocidad. En otras implementaciones, se pueden usar miltiples procesadores y/o multiples
enlaces, segun sea apropiado, junto con multiples memorias y tipos de memoria. También, se pueden conectar
multiples dispositivos de computacion 400, proporcionando cada dispositivo porciones de las operaciones
necesarias (por ejemplo como un banco de servidores, un grupo de servidores blade, o un sistema de muiltiples
procesadores).

La memoria 404 almacena informacién en el dispositivo de computaciéon 400. En una implementacién, la memoria
404 es un medio legible por ordenador. En una implementacion, la memoria 404 es una unidad o unidades de
memoria volatil. En otra implementacién, la memoria 404 es una unidad o unidades de memoria no volatil.

El dispositivo de almacenamiento 406 es capaz de proporcionar almacenamiento masivo para el dispositivo de
computacion 400. En una implementacion, el dispositivo de almacenamiento 406 es un medio legible por ordenador.
En diversas implementaciones diferentes, el dispositivo de almacenamiento 406 puede ser un dispositivo de
disquete, un dispositivo de disco duro, un dispositivo de disco éptico, o un dispositivo de cinta, una memoria rapida u
otro dispositivo de memoria de estado sélido similar, o un conjunto de dispositivos, incluyendo dispositivos en una
red de area de almacenamiento u otras configuraciones. En una implementacién, un producto de programa de
ordenador se presenta tangiblemente en un soporte de informacion. El producto de programa de ordenador contiene
instrucciones que, cuando se ejecutan, llevan a cabo uno o mas métodos, tales como los descritos anteriormente. El
soporte de informacion es un medio legible por ordenador o por una maquina, tal como la memoria 404, el
dispositivo de almacenamiento 406, la memoria en el procesador 402, o una sefal propagada.

El controlador 408 de alta velocidad maneja operaciones intensivas de anchura de banda para el dispositivo de
computacion 400, mientras que el controlador 412 de baja velocidad maneja operaciones intensivas de anchura de
banda mas baja. Tal asignacion de tareas soélo es ejemplar. En una implementacioén, el controlador 408 de alta
velocidad esta acoplado a la memoria 404, a la pantalla 416 (por ejemplo, a través de un procesador o acelerador
grafico), y a puertos 410 de expansion de alta velocidad, que pueden aceptar diversas tarjetas de expansion (no
mostradas). En la implementacion, el controlador 412 de baja velocidad esta acoplado al dispositivo de
almacenamiento 406 y al puerto 414 de expansion de baja velocidad. El puerto de expansién de baja velocidad, que
puede incluir diversos puertos de comunicacion (por ejemplo, USB, Bluetooth, Ethernet, Ethernet inalambrica), se
puede acoplar a uno o mas dispositivos de entrada/salida, tales como un teclado, un dispositivo de puntero, un
escaner, o un dispositivo de red, tal como un conmutador o un enrutador, por ejemplo a través de un adaptador de
red.

El dispositivo de computacién 400 se puede implementar en un nimero de diferentes formas, como se muestra en la
figura. Por ejemplo, se puede implementar como un servidor estandar 420, o multiples veces en un grupo de tales
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servidores. También se puede implementar como parte de un sistema 424 de servidores de bastidor. Ademas, se
puede implementar en un ordenador personal, tal como un portatil 422. Como alternativa, los componentes para el
dispositivo de computacion 400 se pueden combinar con otros componentes en un dispositivo moévil (no mostrado),
tal como el dispositivo 450. Cada uno de tales dispositivos puede contener uno o mas de los dispositivos de
computacion 400, 450, y un sistema completo puede estar formado de multiples dispositivos de computacion 400,
450 que se comunican entre si.

El dispositivo de computacion 450 incluye un procesador 452, una memoria 464, un dispositivo de entrada/salida tal
como una pantalla 454, una interfaz 466 de comunicacion, y un transmisor-receptor 468, entre otros componentes.
El dispositivo 450 también se puede proporcionar con un dispositivo de almacenamiento, tal como un disco duro de
una pulgada (microdrive) u otro dispositivo, para proporcionar almacenamiento adicional. Cada uno de los
componentes 450, 452, 464, 454, 466 y 468 se interconectan usando diversos enlaces, y varios componentes se
pueden montar en una placa madre normal o de otras maneras, segun sea apropiado.

El procesador 452 puede procesar instrucciones para la ejecucion en el dispositivo de computacién 450, incluyendo
instrucciones almacenadas en la memoria 464. El procesador también puede incluir procesadores analdgicos y
digitales separados. El procesador puede proporcionar, por ejemplo, coordinacion de los otros componentes del
dispositivo 450, tal como el control de las interfaces del usuario, ejecucion de aplicaciones mediante el dispositivo
450, y la comunicacién inalambrica mediante el dispositivo 450.

El procesador 452 se puede comunicar con el usuario a través de la interfaz 458 de control y la interfaz 456 de
pantalla acoplada a una pantalla 454. La pantalla 454 puede ser, por ejemplo, una pantalla TFT LCD o una pantalla
OLED, u otra tecnologia de pantalla apropiada. La interfaz 456 de pantalla puede comprender una circuiteria
apropiada para hacer que la pantalla 454 presente informacion grafica y otra informacion a un usuario. La interfaz de
control 458 puede recibir comandos desde un usuario y convertirlos para su entrega al procesador 452. Ademas, se
puede proporcionar una interfaz externa 462 en comunicaciéon con el procesador 452, para permitir una
comunicacion de area cercana del dispositivo 450 con otros dispositivos. La interfaz externa 462 puede
proporcionar, por ejemplo, comunicacién por cable (por ejemplo, via un procedimiento de acoplamiento) o
comunicacion inalambrica (por ejemplo, via Bluetooth u otra de tales tecnologias).

La memoria 464 almacena informacién en el dispositivo de computacion 450. En una implementacién, la memoria
464 es un medio legible por ordenador. En una implementacion, la memoria 464 es una unidad o unidades de
memoria volatil. En otra implementacion, la memoria 464 es una unidad o unidades de memoria no volatil. También
se puede proporcionar y conectar una memoria de expansion 474 al dispositivo 450 a través de la interfaz 472 de
expansion, que puede incluir, por ejemplo, una interfaz de tarjeta SIMM. Tal memoria de expansion 474 puede
proporcionar un espacio de almacenamiento extra para el dispositivo 450, o también puede almacenar aplicaciones
u otra informacién para el dispositivo 450. Especificamente, la memoria de expansion 474 puede incluir instrucciones
para llevar a cabo o suplementar los procesos descritos anteriormente, y puede incluir también informacién segura.
De este modo, por ejemplo, la memoria de expansion 474 se puede proporcionar como un modulo de seguridad
para el dispositivo 450, y se puede programar con instrucciones que permiten el uso seguro del dispositivo 450.
Ademas, se pueden proporcionar aplicaciones seguras via las tarjetas SIMM, junto con informacién adicional, tal
como colocar informacién identificativa en la tarjeta SIMM de una manera no pirateable.

La memoria puede incluir, por ejemplo, memoria rapida y/o memoria MRAM, como se explica mas abajo. En una
implementacion, un producto de programa de ordenador esta contenido tangiblemente en un soporte de informacion.
El producto de programa de ordenador contiene instrucciones que, cuando se ejecutan, llevan a cabo uno o mas
métodos, tales como los descritos anteriormente. El soporte de informacion es un medio legible por ordenador o por
una maquina, tal como la memoria 464, la memoria de expansion 474, la memoria en el procesador 452, o una sefal
propagada.

El dispositivo 450 se puede comunicar de forma inalambrica a través de la interfaz 466 de comunicacion, que puede
incluir un circuito de procesamiento de sefial digital cuando sea necesario. La interfaz 466 de comunicacion puede
proporcionar comunicaciones en diversos modos o protocolos, tales como las llamadas de voz de GSM, mensajeria
SMS, EMS, o MMS, CDMA, TDMA, PDC, WCDMA, CDMA2000, o GPRS, entre otros. Tal comunicacién se puede
producir, por ejemplo, a través de un transmisor-receptor 468 de radiofrecuencia. Ademas, se puede producir la
comunicacion de corto alcance, tal como usando un Bluetooth, WiFi, u otro de dicho transmisor-receptor (no
mostrado). Ademas, el médulo receptor 470 de GPS puede proporcionar datos inalambricos adicionales al
dispositivo 450, que se pueden usar segun sea apropiado por aplicaciones que se ejecutan en el dispositivo 450.

El dispositivo 450 también se puede comunicar de forma audible usando un cédigo de audio 460, que puede recibir
informacién oral de un usuario y convertirla en una informacioén digital utilizable. El cédigo de audio 460 puede
generar igualmente un sonido audible para un usuario, tal como a través de un altavoz, por ejemplo en un
microteléfono del dispositivo 450. Tal sonido puede incluir un sonido procedente de llamadas telefénicas de voz,
puede incluir un sonido grabado (por ejemplo, mensaje de voz, archivos de musica, etc.), y también puede incluir
sonido generado mediante aplicaciones que operan en el dispositivo 450.
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El dispositivo de computacion 450 se puede implementar de muchas formas diferentes, como se muestra en la
figura. Por ejemplo, se puede implementar como un teléfono movil 480. También se puede implementar como parte
de un teléfono inteligente 482, asistente digital personal, u otro dispositivo mévil similar.

Cuando sea apropiado, los sistemas y las operaciones funcionales descritos en esta memoria descriptiva se pueden
implementar en un circuito electrénico digital, o en software de ordenador, soporte légico inalterable, o hardware,
incluyendo los medios estructurales descritos en esta memoria descriptiva y sus equivalentes estructurales, o en
combinaciones de ellos. Las técnicas se pueden implementar como uno o mas productos de programa de
ordenador, es decir, uno o mas programas de ordenador contenidos tangiblemente en un soporte de informacion,
por ejemplo en un dispositivo de almacenamiento legible por una maquina o en una sefal propagada, para ejecucion
mediante, o para controlar la operacion de, un aparato procesador de datos, por ejemplo un procesador
programable, un ordenador, o multiples ordenadores. Un programa de ordenador (también conocido como
programa, software, aplicacion de software, o codigo) puede estar escrito en cualquier forma de lenguaje de
programacion, incluyendo lenguajes compilados o interpretados, y se puede utilizar en cualquier forma, incluyendo
un programa por si mismo, o como un modulo, componente, subrutina, u otra unidad adecuada para uso en un
entorno de computaciéon. Un programa de ordenador no corresponde necesariamente a un archivo. Un programa se
puede almacenar en una porcién de un archivo que contiene otros programas o datos, en un archivo individual
dedicado al programa en cuestién, o en multiples archivos coordinados (por ejemplo, archivos que almacenan uno o
mas modulos, subprogramas, o porciones de codigo). Un programa de ordenador se puede utilizar para ser
ejecutado en un ordenador o en multiples ordenadores en un sitio o a lo largo de multiples sitios distribuidos e
interconectados mediante una red de comunicacion.

Los procesos y flujos logicos descritos en esta memoria descriptiva se pueden llevar a cabo mediante uno o mas
procesadores programables que ejecutan uno o mas programas de ordenador para llevar a cabo las funciones
descritas operando sobre datos de entrada y generando salida. Los procesos y flujos légicos también se pueden
llevar a cabo mediante, y el aparato se puede implementar como, un circuito légico para un fin especial, por ejemplo
un FPGA (conjunto de puertas programables de campo) o un ASIC (circuito integrado especifico de la aplicacion).

Los procesadores adecuados para la ejecucion de un programa de ordenador incluyen, a titulo de ejemplo,
microprocesadores para fines tanto generales como especiales, y uno cualquiera o mas procesadores de cualquier
tipo de ordenador digital. Generalmente, el procesador recibira instrucciones y datos de una memoria de solo lectura
0 una memoria de acceso aleatorio, o de ambas. Los elementos esenciales de un ordenador son un procesador para
ejecutar instrucciones y uno o mas dispositivos de memoria para almacenar instrucciones y datos. Generalmente, un
ordenador incluira, o estara acoplado de forma operativa para recibir datos de o transferir datos a, o ambos, uno o
mas dispositivos de almacenamiento masivo para almacenar datos, por ejemplo discos magnéticos, magnetodpticos,
y discos opticos. Los soportes de informacién adecuados para contener instrucciones de programas de ordenador y
datos incluyen todas las formas de memoria no volatil, incluyendo, a titulo de ejemplo, dispositivos de memoria de
semiconductores, por ejemplo EPROM, EEPROM, y dispositivos de memoria rapida; discos magnéticos, por ejemplo
discos duros internos o discos retirables; discos magnetodpticos; y discos CD ROM y DVD-ROM. El procesador y la
memoria se pueden suplementar mediante, o se pueden incorporar en, un circuito légico para fines especiales.

Para proporcionar interaccién con un usuario, se pueden implementar aspectos de las técnicas descritas en un
ordenador que tenga un dispositivo de presentacion, por ejemplo un monitor CRT (tubo de rayos catddicos) o LCD
(pantalla de cristal liquido), para presentar la informacion al usuario, y un teclado y un dispositivo de puntero, por
ejemplo un ratdon o un puntero de bola, mediante el cual el usuario puede proporcionar entrada al ordenador.
Igualmente se pueden usar otros tipos de dispositivos para proporcionar interaccidon con un usuario; por ejemplo, la
realimentacién proporcionada al usuario puede ser cualquier forma de realimentaciéon sensorial, por ejemplo
realimentacion visual, realimentacion auditiva, o realimentacion tactil; y la entrada desde el usuario se puede recibir
de cualquier forma, incluyendo entrada acustica, oral, o tactil.

Las técnicas se pueden implementar en un sistema de computacién que incluye un componente de etapa final, como
un servidor de datos, o que incluye un componente de soporte intermedio, por ejemplo un servidor de aplicacion, o
que incluye un componente de preparacion, por ejemplo un ordenador de un cliente que tiene una interfaz de
usuario grafica o un navegador de Internet a través del cual un usuario puede interactuar con una implementacion, o
cualquier combinacion de tales componentes de etapa final, de soporte intermedio, o de preparaciéon. Los
componentes del sistema se pueden interconectar mediante cualquier forma o medio de comunicaciéon de datos
digital, por ejemplo una red de comunicacion. Los ejemplos de redes de comunicacion incluyen una red de area local
(“LAN”) y una red de area amplia (“WAN"), por ejemplo el Internet.

El sistema de computacién puede incluir clientes y servidores. Un cliente y servidor generalmente son remotos entre
si e interactuan tipicamente a través de una red de comunicacion. La relacion de cliente y servidor surge en virtud de
programas de ordenador que se ejecutan en los ordenadores respectivos y que tienen una relacion de cliente-
servidor entre si.

Otras modificaciones post-traduccionales
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Los métodos, bases de datos y productos se describen aqui principalmente con referencia a la glucosilacion, pero
también incluyen métodos analogos en los que otras modificaciones post-traduccionales se enfocan de la misma
manera que la glucosilacion. Los ejemplos de modificacion post-traduccional que se pueden incluir son: proteolisis,
racemizacion, desplazamiento de acilo de N-O, multimerizacion, agregacion, modificacion de azucares, biotinilacion,
nedilacion, acilacién, formilacion, miristoilacion, formacion de piroglutamato, metilacion, glucacion, carbamilacion,
amidacion, adicién de glucosil fosfatidilinositol, O-metilacion, glipiacion, ubiquitinacién, SUMOilacién, metilacion,
acetilacion, acetilacion, hidroxilacion, ubiquitinacion, SUMOilacion, formacion de desmosina, desaminacion y
oxidaciéon a aldehido, O-glucosilacion, formacion de iminas, glicacion, carbamilacién, formacion de enlaces de
disulfuro, prenilacién, palmitoilacion, fosforilacion, desfosforilacion, glucosilacion, sulfatacion, enlaza de anillo de
porfirina, enlace de flavina, formacién de grupo prostético GFP (secuencia Thr-Tyr-Gly), formacion de lisina tirosina
quinona (LTQ), formacion de topaquinona (TPQ), formaciéon de succinimida, transglutaminacion, carboxilacion,
poliglutamilacién, poliglicilacion, citrulinacion, metilacion e hidroxilacion.

Esta invencion y descripcion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que no se deberian de
interpretar como limitantes.

Ejemplos

Ejemplo I: Correlaciones entre diversos parametros de produccioén y propiedades de glucano para la produccion en
células CHO

Se estudiaron diversos parametros de produccién de medios para determinar el efecto, si lo hay, del ajuste del
parametro de la produccion de medios que tuvo sobre las caracteristicas de glucano de un anticuerpo anti-IL-8
producido en células CHO deficientes en dhfr. Las células se cultivaron en matraces T. Los resultados se
proporcionan mas abajo en la Tabla VI. La Tabla VI indica cada parametro de produccion (Columna A) y
caracteristica de glucano (Fila A) que se evalud. El resto de los parametros de produccion se mantuvo constante a lo
largo de la evaluacion. Se sefialan ciertos efectos que un parametro de produccion tiene sobre una caracteristica de
glucano.

Tabla VI

Contenido elevado | Hibrido Sialilacion

de manosa

A Galactosilacion Fucosilacion

Manosa

Glucosamina Disminuyo Disminuyo Aumento Aumento

ManNAc

Butirato Aumentd

450 mOsm

Disminuyo

Amoniaco

Disminuyo

Disminuyo

Aumentd

32°C

15% de CO;

Disminuyo

Manganeso

Disminuyo

Glucosamina
con uridina

Uridina Disminuyo

El contenido de glucosamina se evalué a 0,3 mM, 10 mM y 20 mM de contenido de glucosamina.

Puesto que la porcion Fc de las moléculas de IgG esta bloqueada de la sialilacion (probablemente debido a
impedimento estérico de la cadena principal de proteina), se observé poco incremento en la sialilacion tras la
suplementacion con ManNAc (*). En un segundo ejemplo, se cultivaron células CHO que expresan un constructo de
fusion CTLA4-1g en presencia de ManNAc elevada. Puesto que esta molécula no esta impedida estéricamente, los
niveles de acido sialico aumentaron significativamente en presencia de ManNAc elevada.

Ejemplo II: Correlacion de relaciones aditivas no lineales entre los parametros de produccion y propiedades de
glucano para la produccion en células CHO
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Se estudiaron diversos parametros de produccion de medios para determinar el efecto, si lo hay, del ajuste que ese
parametro de produccion de medios tuvo sobre las caracteristicas de glucano de un anticuerpo IgG humano
producido en células CHO deficientes en dhfr. Las células se cultivaron en matraces T. La proteina se cosechoé
entonces, los glucanos se liberaron mediante digestion enzimatica con Péptido:N-glucosidasa F (PNGasa-F), y se
aislaron. PNGasa-F es una amidasa que rompe entre GIcNAc mas interna y los restos de asparagina de
oligosacaridos con contenido elevado de manosa, hibridos, y complejos, procedentes de glucoproteinas enlazadas
mediante N (Marley et al., 1989, Anal. Biochem., 180:195). PNGasa-F puede hidrolizar a casi todos los tipos de
cadenas de N-glucano de glucopéptidos y/o glucoproteinas. La muestra de glucano resultante se purificé usando
cartuchos de extraccion de fase soélida de carbono grafitizado activado, y se marcaron en sus términos reductores
con un marcador fluorescente, 2-benzamida. Los glucanos marcados se resolvieron subsiguientemente mediante
NP-HPLC usando una columna de amida, y se determinaron sus patrones. Véase la Fig. 2. Los perfiles de glucano
se normalizaron para el nivel de proteina, y finalmente se expresaron como un porcentaje del area de pico de
glucano total.

Los patrones de glucanos en el anticuerpo producido en presencia de glucosamina elevada, uridina, o tanto uridina
como glucosamina, se ilustran en la Fig. 3. El patron del perfil de glucano observado en IgG producida en presencia
tanto de uridina como de glucosamina no se predice a partir de los perfiles observados de un anticuerpo producido
en presencia de uridina o glucosamina individualmente. Por ejemplo, la relacion entre los parametros de produccion
y las caracteristicas de glucano representada por picos A, B, D, M, T y V es no lineal.

Equivalentes

Aquellos expertos en la técnica reconoceran, o seran capaces de determinar, sin usar mas experimentacion de la
habitual, muchos equivalentes de las realizaciones especificas de la invenciéon descrita aqui. Tales equivalentes
estan destinados a estar englobados mediante las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para obtener un producto de glucoproteina que tiene una propiedad de glucano diana, comprendiendo
el método:

en un sistema de ordenador (400, 450) que tiene una base de datos, almacenar el sistema de ordenador una
pluralidad de propiedades de glucano y correlacionar, en la base de datos, cada una de la pluralidad de propiedades
de glucano con uno o mas parametros de produccién o combinaciones de parametros de produccion,

i) introducir en el sistema de ordenador una propiedad de glucano diana seleccionada de galactosilacion,
fucosilacion, manosa elevada, estructuras hibridas, y sus combinaciones;

ii) seleccionar, mediante el sistema de ordenador a partir de la base de datos, una pluralidad de parametros de
produccion o combinaciones de parametros de produccion que se correlaciona con la propiedad de glucano diana,
en el que al menos una combinacién seleccionada de parametros de produccioén y la propiedad de glucano diana
estan correlacionados en dicha base de datos mediante una funcién correlativa no lineal o una funcién correlativa
constrefiida, y en el que dicha al menos una combinacion seleccionada de parametros de produccion incluye un
primer parametro de produccion y un segundo parametro de produccion, en el que dicho primer parametro de
produccion es el contenido de glucosamina de un medio de cultivo celular, y dicho segundo parametro de produccion
es el contenido de uridina de un medio de cultivo celular;

iii) extraer del sistema de ordenador los parametros de produccion seleccionados o las combinaciones de
parametros de produccion; y

iv) aplicar los parametros de produccion seleccionados o las combinaciones de parametros de produccion en un
procedimiento para obtener el producto de glucoproteina, etapa de aplicacion la cual comprende incorporar los
parametros de produccion seleccionados o las combinaciones de parametros de produccién en un sistema de
produccion y mantener dicho sistema en condiciones que permitan la produccién del producto de glucoproteina,

obteniendo de ese modo el producto de glucoproteina;
en el que:

la funcidn correlativa no lineal representa una relacion en la que el efecto de dicho primer parametro de produccién y
dicho segundo parametro de produccidn que actuan juntos sobre dicha propiedad de glucano diana no es la misma
que la combinacién de dicho primer parametro de produccion que actia solo sobre dicha propiedad de glucano
diana junto con el efecto de dicho segundo parametro de produccién que actia solo sobre dicha propiedad de
glucano diana; y

la funcién correlativa constreiida se refiere a un valor para dicho primer parametro de produccién a un valor para
dicha propiedad de glucano diana seleccionada de galactosilacién y manosa elevada, y también identifica uno o
ambos de: una segunda propiedad de glucano que es alterada por dicho primer parametro de produccion; y que
dicho segundo parametro de produccion se puede usar junto con el primer parametro de produccion para modular el
efecto global de dicho primer parametro de produccion en una segunda propiedad de glucano.

2. El método de la reivindicacién 1, que comprende ademas:

recibir, como entrada al sistema de ordenador (400, 450), un valor alterado de un parametro de produccion
seleccionado o combinacion de parametros de produccion, y seleccionar, mediante el sistema de ordenador a partir
de la base de datos, el efecto correlacionado del valor alterado en la propiedad de glucano.

3. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas:

estudiar la glucoproteina, o su cultivo celular, para determinar cualquiera de contenido de endotoxina, esterilidad,
contenido de micoplasma, lixiviados, contaminantes de ADN de células hospedantes (por ejemplo CHO) o de
proteina; y

registrar los contaminantes del proceso de la glucoproteina, o su cultivo celular.
4. El método de la reivindicacién 1, en el que se seleccionan 2, 3, 4 6 5 parametros de produccién.

5. Un medio legible por ordenador que comprende un codigo que, cuando se ejecuta en un sistema de
procesamiento de datos, lleva a cabo las etapas (i), (i) y (iii) del método de la reivindicacion 1.

6. Un sistema de ordenador (400, 450) que comprende medios para llevar a cabo las etapas (i), (ii) y (iii) del método
de la reivindicacion 1.
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