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DESCRIPCION
Péptidos que contienen arginina C-terminal biolégicamente activos

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere a la separacion, identificacion y caracterizacion de fragmentos de péptidos
activos de peptonas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Los hidrolizados de tejidos de animales y plantas se afiaden a menudo a medios de cultivo para reforzar en
las procariotas y eucariotas el nimero de células viables y el titulo de productos proteicos recombinantes. De este
modo, se han utilizado ampliamente las peptonas de diversas fuentes en formulaciones de medios de cultivo celular
para aumentar el crecimiento, la longevidad y la productividad del cultivo celular. Sin embargo, su presencia como
aditivos del medio para la produccién de proteinas terapéuticas presenta varios desafios debido a su naturaleza no
definida.

[0003] La utilizacion de componentes derivados de animales como aditivos del medio para la produccion de
proteinas terapéuticas por células de mamiferos pueden causar contaminaciones virales, por micoplasma y priones
(Kallel et al., J. Biotechnol. 95:195-204 (2002)). El esfuerzo para evitar la utilizacion de componentes derivados de
animales en medios de cultivo celular esta apoyado por las autoridades reguladoras europeas y americanas (Castle
y Roberston, Dev. Biol. Stand. 99:191-196 (1999)). En las Ultimas décadas se ha eliminado satisfactoriamente el
suero de animal y la mayoria de los medios utilizados actualmente se certifican como libres de proteinas (Froud,
Dev. Biol. Stand. 99:157-166 (1999)). Sin embargo, el cambio a medios libres de proteinas da lugar a menudo a una
pérdida de crecimiento y productividad celular (Lee et al., J. Biotechnol. 69:85-93 (1999)).

[0004] Como resultado, los hidrolizados de proteinas (también conocidos como peptonas) se utilizan frecuentemente
en medios de cultivo celular como aditivos de nutrientes porque algunos de ellos se pueden considerar como libres
de proteinas 25 (Burteau et al., In Vitro Cell. Dev. Biol. - Anim. 39 (7):291-296 (2003), US-A1-2004/0138428, EP-A2-
0810283 y "BD Bionutrients Technical Manual" Tercera revision revisada (2006) BD BIOSCENCE). Las peptonas
para el cultivo celular se fabrican habitualmente mediante digestion enzimatica de un conjunto de materiales de
partida de base biolégica: tejidos de animales, productos derivados de la leche, microorganismos o plantas.

[0005] El efecto general de las peptonas es un aumento del crecimiento celular y un incremento de la productividad,
con la misma calidad de producto en comparacion con el medio estandar (Jan et al., Cytotechnology 16:17-26
(1994); Heidemann et al., Cytotechnology 32:157-167 (2000); Sung et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 63:527-536
(2004)). Varios articulos han demostrado que las peptonas contienen materiales, tales como aminoacidos libres,
oligopéptidos, sales de hierro, lipidos y elementos traza (Franck et al., Biotechnol. Prog. 16:688-692 (2000); Martone
et al., Bioresour. Technol. 96:383-387 (2005)). Un estudio investigd las funciones potenciales de las peptonas y
mostré que pueden tener un efecto nutricional (Heidemann et al., Cytotechnology 32:157-167 (2000). Ademas,
Schlaeger, J. Immunol. Meth. 194:191-199 (1996), demostraron que un hidrolizado de proteinas particulares muestra
propiedades contra la apoptosis.

[0006] A pesar de las numerosas investigaciones sobre los efectos de las peptonas en el cultivo celular, su
mecanismo de accion aun es desconocido. Aunque las peptonas han demostrado ser beneficiosas en los procesos
de cultivo celular, su uso también tiene muchas desventajas. En primer lugar, dado que algunas peptonas derivan de
animales, se encuentran problemas similares que con el uso de suero. Ademas, las peptonas de otras fuentes
también pueden ser una potencial fuente de agentes accidentales. En segundo lugar, la incertidumbre de los
componentes “activos” en la peptona y su mecanismo de accion dificulta, si no imposibilita, tener una medicién de la
calidad en los lotes de peptonas utilizados en los procesos de fabricacién de cultivos celulares. Finalmente, dado
que los materiales de origen y los procesos en la fabricacion de peptonas no estan normalizados ni son
generalmente intercambiables, las propias peptonas son por naturaleza una materia prima de origen Unico. Por lo
tanto, existe la oportunidad de caracterizar mejor las peptonas a efectos de reducir o eliminar estas desventajas.

[0007] Por lo tanto, seria ventajoso entender la composicion e identidad de los componentes activos en las peptonas
a efectos de crear “medios definidos”, que comprendan componentes activos bien especificados en concentraciones
reproducibles bien definidas. Ademas se espera que la identificacién de componentes activo de peptonas conduzca
a un mejor entendimiento de la fisiologia de células huésped y lineas celulares recombinantes al abrir una ventana al
control del crecimiento y la muerte celular y un mejor control de la expresion de proteinas recombinantes.

[0008] Por lo tanto, se han hecho esfuerzos para caracterizar composiciones de peptonas y para entender los
mecanismos de sus efectos en los cultivos celulares.

[0009] La presente invencién se basa en el fraccionamiento de una peptona derivada de animal, PP3, en
componentes identificables y, mediante la aplicacién de técnicas analiticas modernas que incluyen la espectrometria
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de masas de alta resolucion, el estudio de la naturaleza de estos compuestos. La presente invencion se basa, por lo
menos en parte, en el reconocimiento de que dipéptidos y tripéptidos que terminan en arginina juegan un papel en
las actividades de induccion del crecimiento y el titulo de PP3.

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

[0010] La presente invencion es tal como se establece en las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0011]

La figura 1 es la ilustracion esquematica del fraccionamiento y analisis de PP3, tal como se describe en el ejemplo.
La figura 2 muestra los resultados de la cromatografia de fase inversa C18.

La figura 3 muestra los resultados de la cromatografia de la fracciébn que pasa por C18 (no unida). “Actividad
especifica relativa” se define como la actividad de un peso igual de la fraccion dividida por la de PP3.

Las figuras 4A y 4B muestran que la actividad especifica del material purificado por G-15 (fracciones F3-F7) se
incremento significativamente sobre la de PP3 con respecto a su capacidad de incrementar el titulo de proteina
recombinante (figura 3A) y el recuento de células viables (VCC; figura 3B).

Figura 5. Analisis espectral de masas de la fraccién de G-15. Panel superior: Rastreo MS de la fraccion. Paneles
inferiores: andlisis ms/ms de m/z 403,2, 389,2 y 375,2, respectivamente.

Figura 6. Distribucion de frecuencia de los péptidos en una biblioteca de tripéptidos in silico que terminan en R. Eje
X: masa de tripéptidos; Eje Y: frecuencia a cada masa.

Figuras 7A y B. Efectos de PP3 y péptidos XXR sobre el VCC vy el titulo de producto. A. VCC medido en el
bioensayo en respuesta a la adicion de concentraciones crecientes de PP3 (linea negra) o péptidos XXR (linea roja).
B. Titulo de producto medido en el bioensayo en respuesta a la adicién de concentraciones crecientes de PP3 (linea
negra) o péptidos XXR (linea roja).

Figura 8. Secuencia de aminoacidos del componente 3 del polipéptido proteosa peptona (PP3) bovino (SEQ ID NO:
1).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

A. Definiciones

[0012] A menos que se defina lo contrario, los términos técnicos y cientificos utilizados aqui tienen el mismo
significado que lo entendido habitualmente por un experto en la materia al que pertenece la invencién. Singleton et
al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 22 edicion, J. Wiley & Sons (New York, NY 1994) proporciona a
un experto en la material una guia general para muchos términos utilizados en la presente solicitud.

[0013] EI término “peptona” se utiliza en el presente documento en el sentido mas amplio e incluye derivados de
proteinas solubles en agua obtenidas mediante la hidrélisis parcial de proteinas, y mezclas de los mismos, que
incluyen, sin limitacién, mezclas de hidrolizados derivados del tejido de mucosa de cerdo, ganado y otros animales,
producidos mediante hidrélisis con enzimas proteoliticas, asi como hidrolizados de varios tejidos de plantas. El
término incluye especificamente, sin limitacién, el componente 3 de peptona proteasa (PP3), también denominado
lactoforina, que es una fosfoglicoproteina menor de 153 residuos (Sorensen y Sorensen, J. Dairy Res. 60:535-542
(1993)) hallada en la leche bovina (nimero de acceso en la base de datos SwissProt: P80195; No. de acceso de
GenBank CAA58309), y proteinas homologas caracterizadas por leche de otras especies, como el camello (Beg et
al., FEBS Lett. 216:270-274 (1987), llama (Cantisani et al., J. Biochem. Biophys. Methods 21:227-236 (1990), oveja,
y cabra (Sorensen et al., J. Dairy Sci. 80:3176-3181(1997) y Lister et al., J. Dairy Res. 81:2111-2115 (1998). Hasta
ahora, no se ha hallado PP3 en leche humana. El PP3 esta disponible de fuentes comerciales, tales como, por
ejemplo, Difco Laboratories, Detroit, Michigan.

[0014] EIl término “péptido” se utiliza en el presente documento para referirse a un compuesto que contiene dos o
mas aminodacidos en que el grupo carboxilo de un acido esta unido al grupo amino del otro mediante un enlace
amida o “peptidico”. La definicion incluye especificamente péptidos formados de por lo menos dos residuos de
aminoacidos y, en particular, dipéptidos y tripéptidos.

[0015] Por "proteina" se entiende una secuencia de aminoacidos para la que la longitud de cadena es suficiente
para producir los niveles mas elevados de estructura terciaria y/o cuaternaria. Habitualmente, la proteina del
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presente documento tendra un peso molecular de por lo menos 15-20 KD, preferiblemente por lo menos
aproximadamente 20 kD. Entre los ejemplos de proteinas comprendidas en la definicion del presente documento se
incluyen todas las proteinas de mamifero, en particular, proteinas terapéuticas y de diagnéstico, tales como
anticuerpos terapéuticos y de diagnéstico y, en general, proteinas que contienen uno o mas enlaces disulfuro, que
incluyen polipéptidos multicadenas que comprenden uno o mas enlaces disulfuro intercadenas y/o intracadenas.

[0016] El término “aminoacido” o “residuo de aminodacido” se refiere habitualmente a un aminoacido que tiene su
definicion reconocida en la técnica, tal como un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: alanina (Ala);
arginina (Arg); asparagina (Asn); acido aspartico (Asp): cisteina (Cys): glutamina (GIn); &cido glutdmico (Glu); glicina
(Gly); histidina (His); isoleucina (lle): leucina (Leu); lisina (Lys); metionina (Met); fenilalanina (Phe); prolina (pyro);
serina (Ser); treonina (Thr); triptéfano (Trp); tirosina (Tyr); y valina (Val), aungque, segun se desee, se pueden usar
aminoacidos modificados, sintéticos o raros. De este modo, los aminoacidos modificados y no habituales listados en
37 CFR 1.822(b)(4) se incluyen en esta definicion y se incorporan expresamente por referencia en el presente
documento. Los aminoacidos se pueden subdividir en varios subgrupos. De este modo, los aminoacidos se pueden
agrupar por tener una cadena lateral no polar (por ejemplo, Ala, Cys, lle, Leu, Met, Phe, Pro, Val); una cadena lateral
cargada negativamente (por ejemplo, Asp, Glu); una cadena lateral cargada positivamente (por ejemplo, Arg, His,
Lys); o una cadena lateral no cargada (por ejemplo, Asn, Cys, GIn, Gly, His, Met, Phe, Ser, Thr, Trp, and Tyr). Los
aminoacidos también se pueden agrupar en pequefios aminoacidos (Gly, Ala), aminoacidos nucleofilicos (Ser, His,
Thr, Cys), aminoacidos hidrofébicos (Val, Leu, lle, Met, Pro), aminoacidos aromaticos (Phe, Tyr, Trp, Asp, Glu),
amidas (Asp, Glu), y aminoacidos basicos (Lys, Arg).

[0017] El término “actividad bioldgica” o “actividad biolégica de peptona” en relacién con los péptidos descritos en el
presente documento se utiliza para referirse a cualquier actividad biolégica conocida por ser mostrada por peptonas,
que incluyen, sin limitacién, la capacidad de inducir el crecimiento celular y/o la densidad celular y/o la viabilidad
celular, y/o la eficacia de produccién de un polipéptido heterdlogo en cultivos de huéspedes recombinantes.

[0018] EI término “cromatografia” se refiere al proceso por el cual un soluto de interés en una mezcla se separa de
otros solutos en una mezcla como resultado de diferencias en las velocidades a las que los solutos individuales de la
mezcla migran a través de un medio estacionario bajo la influencia de una fase mévil o en procesos de union y
elucién.

[0019] EIl término “cromatografia de afinidad” y “cromatografia de afinidad de proteinas” se utilizan indistintamente
en el presente documento y se refieren a una técnica de separacién de proteinas en que una proteina de interés o
anticuerpo de interés se une de manera reversible y especifica a un ligando bioespecifico. Preferiblemente, el
ligando bioespecifico se une covalentemente a un material cromatografico en fase sélida y es accesible a la proteina
de interés en solucion ya que la solucion entra en contacto con el material cromatografico en fase sélida. La proteina
de interés (por ejemplo, anticuerpo, enzima o proteina receptora) mantiene su afinidad de union especifica para el
ligando bioespecifico (antigeno, sustrato, cofactor u hormona, por ejemplo) durante las etapas cromatograficas,
mientras que otros solutos y/o proteinas en la mezcla no se unen de manera apreciable o especifica al ligando. La
unién de la proteina de interés al ligando inmovilizado permite que las proteinas contaminantes o impurezas de
proteinas pasen a través del medio cromatografico mientras que la proteina de interés permanece unida de manera
especifica al ligando inmovilizado en el material en fase sélida. A continuacién, la proteina de interés unida de
manera especifica se extrae en forma activa del ligando inmovilizado con un pH bajo, pH elevado, concentracion
elevada de sal, ligando competidor, y similares, y se pasa a través de la columna cromatografica con el tampdn de
elusidn, libre de proteinas contaminantes o impurezas de proteinas que anteriormente se dejaron pasar a través de
la columna. Se puede utilizar cualquier componente como ligando para purificar su respectiva proteina de union
especifica, por ejemplo, anticuerpo.

[0020] Los términos “cromatografia sin afinidad” y “purificacién sin afinidad” se refieren a un proceso de purificacion
en el que no se utiliza la cromatografia de afinidad. La cromatografia sin afinidad incluye técnicas cromatograficas
que dependen de interacciones no especificas entre una molécula de interés (tal como una proteina, por ejemplo,
anticuerpo) y una matriz de fase solida.

[0021] Una “resina de intercambio cationico” se refiere a una fase sélida que esta cargada negativamente y que, de
este modo, tiene cationes libres para el intercambio con cationes en una solucién acuosa pasada sobre o a través de
la fase solida. Un ligando cargado negativamente unido a la fase sdlida para formar la resina de intercambio
catiénico puede ser, por ejemplo, un carboxilato o sulfonato. Las resinas de intercambio catiénico disponibles
comercialmente incluyen carboximetilcelulosa, sulfopropilo (SP) inmovilizado en agarosa (por ejemplo, SP-
SEPHAROSE FAST FLOW™ o SP-SEPHAROSE HIGH PERFORMANCE™, de Pharmacia) y sulfonilo inmovilizado
en agarosa (por ejemplo, S-SEPHAROSE FAST FLOW™ de Pharmacia). Una "resina de intercambio i6nico de
modo mixto" se refiere a una fase sélida que esta modificada covalentemente con grupos catidnicos, aniénicos e
hidrofébicos. Una resina de intercambio iénico de modo mixto disponible comercialmente es BAKERBOND ABX™
(J.T. Baker, Phillipsburg, NJ) que contiene grupos de intercambio catiénico débiles, una concentraciéon baja de
grupos de intercambio anidnico, y ligandos hidrofébicos unidos a una matriz de soporte de fase sélida de gel de
silice.
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[0022] EI término "resina de intercambio aniénico” se utiliza en el presente documento para referirse a una fase
sélida que esta cargada positivamente, por ejemplo, que tiene uno o mas ligandos cargados positivamente, tales
como grupos amino cuaternarios, unidos a la misma. Las resinas de intercambio anionico disponibles
comercialmente incluyen DEAE celulosa, QAE SEPHADEX™ y FAST Q SEPHAROSE™ (Pharmacia).

B. Descripcién detallada

Fraccionamiento y andlisis de peptonas

[0023] La presente invencién se basa en la identificacion de fragmentos de peptonas activos utilizando una serie de
técnicas cromatograficas y otras técnicas de separacion.

[0024] El fraccionamiento de peptonas se puede realizar mediante técnicas conocidas en el sector, que incluyen una
combinacion de etapas cromatograficas. Un esquema tipico para el fraccionamiento y analisis de la peptona PP3 se
ilustra en la figura 1. La primera etapa en este esquema es HPLC de fase inversa (HPLC RP), que sirve separar
componentes en base a su caracter hidrofébico. Los compuestos se unen a columnas de HPLC de fase inversa en
fase movil altamente acuosa elevada y se eluyen de las columnas de HPLC RP con una fase movil altamente
organica. De este modo, los péptidos se pueden separar utilizando esta técnica mediante el desarrollo de gradientes
lineales o no lineales de un disolvente organico apropiado.

[0025] A continuacion, la fraccion del flujo que pasa de HPLC de fase inversa se puede someter a etapas de
separacion cromatograficas adicionales, tales como la cromatografia por exclusiéon de tamafio, tal como se muestra
en la figura 1. La cromatografia por exclusion de tamafio (SEC) se refiere a la clasificacion de moléculas de radios
hidrodinamicos diferentes basados en el tiempo que estas moléculas estan en una columna cromatografica. La
separacion tiene lugar como resultado del mayor o menor tiempo que estan las moléculas en el volumen de la fase
estacionaria que forma la columna. Las moléculas con un radio hidrodinAmico grande se eluyen pronto durante la
separacion; las moléculas con radios mas pequefios se eluyen mas tarde. Las resinas SEC son conocidas en la
técnica y estan disponibles comercialmente de una serie de fabricantes. En los experimentos descritos en el ejemplo
siguiente, se utilizé una columna de exclusion por tamafio SEPHADEX™ G15 (Amersham Biosciences), pero
también son adecuadas otras columnas de exclusion por tamafio.

[0026] Si se desea, las peptonas se pueden subfraccionar mediante cromatografia de modo mixto. En esta técnica,
la fase estacionaria contiene dos dominios de union distintos en un Unico ligando cromatografico. Los principios de
separacion acoplados habitualmente son el intercambio i6nico y la cromatografia RP. La aplicacion de la
cromatografia de modo mixto normalmente es necesaria cuando la cromatografia de fase inversa (cromatografia
RP) no consigue separar estructuralmente péptidos préximos. Actualmente, varios fabricantes ofrecen resinas de
modo mixto comerciales que muestran diferentes especificidades, incluyendo la resina Hypercarb (Thermo
Scientific), resina HLB Oasis® (Waters Corporation) y la resina SD-2 Dowex Optipore® (Dow Chemical Company).
El sorbente Oasis es un copolimero de divinilbenceno y N-vinil pirrolidona. La composicién equilibrada hidrofilica-
lipofilica permite una retencién intensa por RP y una mejor humectacién de los poros en relacion con las resinas RP
tradicionales. Por lo tanto, se pueden adsorber los compuestos polares y no polares. El tamafio promedio de las
particulas de Oasis es de 30 um. La composicion de la resina Optipore es similar a la de la resina Oasis
(divinilbenceno con aminas terciarias) que le da propiedades de RP y absorbente de intercambio aniénico débil. El
tamafio promedio de particulas es de varios cientos de pm.

[0027] En cada etapa de purificacion, en las fracciones obtenidas se puede analizar la actividad biol6gica y/o se
puede someter a varios métodos clinicos a efectos de determinar su composicion.

Ensayos de actividad del péptido

[0028] Las fracciones de peptona generadas se pueden analizar utilizando bioensayos conocidos, incluyendo un
bioensayo basado en células descrito en el ejemplo. Los ensayos de la actividad biolégica de péptidos derivados de
peptonas se basan habitualmente en la medicién de varios parametros de cultivo en cultivos celulares que incluyen
el péptido en cuestion en el medio de cultivo. Dichos parametros incluyen, por ejemplo, densidad celular, recuento
de células viables, productividad de un polipéptido heterélogo (por ejemplo, anticuerpo) producido, etc. Dichos
ensayos se describen, por ejemplo, en Franek et al., Biotechnol. Prog. 16:688-692 (2000); Franek et al., Biotechnol.
Prog. 18:155-158 (2002); Franek et al., Biotechnol. Prog. 19:169-174 (2003); Franek et al., Biotechnol. Prog. 21:96-
08 (2005).

Determinacién de la composicién de fracciones de peptonas

[0029] De este modo, las composiciones de peptonas y fracciones de peptonas se pueden analizar mediante
espectrometria de masas (MS), RMN, ICPMS, andlisis de aminoacidos y varias combinaciones de éstas y otras
técnicas conocidas en el sector.

[0030] Los espectrometros de masas consisten en una fuente de iones, un analizador de masas, un detector de
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iones, una unidad de obtencion de datos. En primer lugar, los péptidos se ionizan en la fuente de iones. A
continuacion, los péptidos ionizados se separan segun su relacion de masa-carga en el analizador de masas y se
detectan los iones separados. La espectrometria de masas se ha utilizado ampliamente en el andlisis de proteinas,
especialmente desde la invencion de los métodos de desorcidn-ionizacion laser asistida por matriz/tiempo de vuelo e
ionizacion por electrospray (ESI). Existen varias versiones de analizadores de masas, incluyendo, por ejemplo,
MALDI-TOF vy triple o cuadrupolo-TOF, o analizador de masas de atrapamiento de iones acoplado a ESI. De este
modo, por ejemplo, un espectrometro de masas Q-Tof-2 utiliza una analizador de tiempo de vuelo ortogonal que
permite la deteccion simultdnea de iones a lo largo de todo el rango del espectro de masas. Para mas detalles,
véase, por ejemplo, Chemusevich et al., J. Mass Spectrom. 36:849-865 (2001).

[0031] Si se desea, las secuencias de aminoacidos de los fragmentos de péptidos y finalmente las proteinas de las
qgue derivan se pueden determinar mediante técnicas conocidas en el sector, tales como ciertas variaciones de
espectrometria de masas o degradacion de Edman.

[0032] Aunque la presente invencion se ilustra mediante fragmentos de péptidos identificados en los productos de
degradacidon de una peptona particular, se espera que otras peptonas tendran los componentes de péptidos con
caracteristicas estructurales y funcionales similares.

Bibliotecas combinatorias de péptidos

[0033] Las bibliotecas combinatorias de péptidos son conocidas en la técnica y se describen métodos para la
generacion y cribado de dichas bibliotecas en libros de texto estandar, tales como, por ejemplo, en Combinatorial
Peptide Library Protocols (Methods in Molecular Biology), Shmuel Cabilly, ed., Humana Press Inc. 1998. También se
describe una biblioteca de péptidos en Sloostra et al., Molecular Diversity, 1995, 1:87-96.

[0034] Las bibliotecas combinatorias de péptidos pueden estar en diferentes formatos. Por ejemplo, las
denominadas bibliotecas de “un soporte un compuesto (“one bead one compound") contienen miles de soportes,
cada uno con multiples copias de compuestos de la biblioteca individuales (Lam et al., Nature, 354, 82-84 (1991)).
La biblioteca se criba por una actividad deseada y se aisla cualquier soporte o soportes activos. El compuesto activo
unido al soporte o soportes identificados se caracteriza a continuacion mediante métodos convencionales, tales
como, por ejemplo, mediante degradacién de Edman. Alternativamente, se puede utilizar una estrategia reductora.
En otro método, la metodologia de fijacion posicional de Houghten (Bioorg. Med. Chem. Lett.,, 14, 1947-1951
(2004)), se genera un grupo de bibliotecas relacionadas antes del cribado. Cada biblioteca contiene compuestos con
un residuo especifico fijado como un bloque de construccion Unico y residuos totalmente aleatorios. Las bibliotecas
diferentes tienen un bloque de construccion diferente en la posicion fijada. El cribado de este grupo de bibliotecas,
para una actividad deseada, permite la identificacion directa del bloque de construccion éptimo en el residuo fijado.
Este proceso se puede llevar a cabo secuencialmente, optimizando un residuo cada vez, o alternativamente todos
los grupos de bibliotecas se pueden cribar de manera simultanea para permitir la identificacion del compuesto de
biblioteca 6ptimo directamente a partir de una Unica ronda de cribado.

[0035] Utilizando los péptidos descritos especificamente en el presente documento, se pueden utilizar las bibliotecas
combinatorias de péptidos para identificar péptidos adicionales con caracteristicas quimicas y/o biologicas
mejoradas.

Sintesis de péptidos

[0036] Los péptidos identificados tal como se describe en el presente documento se pueden sintetizar mediante
métodos convencionales de sintesis de péptidos, tales como, por ejemplo, métodos de sintesis en fase sélida, que
se pueden realizar en una variedad de formas, tales como, por ejemplo, utilizando los grupos protectores Fmoc (9H-
fluoren-9-il-metoxi-carbonilo) o Boc (tert-butoxicarbonilo) para proteger los extremos N-terminales de los mondémeros
de aminoécidos utilizados en la sintesis. Los sintetizadores automatizados estan disponibles comercialmente para
ambas técnicas, pero la sintesis de péptidos en fase soélida también se puede realizar manualmente. Para mas
detalles, véase, por ejemplo, Atherton, E., Sheppard, R.C. (1989). Solid Phase peptide synthesis: a practical
approach. Oxford, England: IRL Press. ISBN 0199630674; and Steward, J.M., Young, J.D. (1984). Solid phase
peptide synthesis, 2a edicion, Rockford: Pierce Chemical Company, 91. ISBN 0935940030.

Usos de los dipéptidos v tripéptidos

[0037] Los dipéptidos y tripéptidos descritos en el presente documento se pueden utilizar como componentes de
medio de crecimiento utilizado para la produccion de polipéptidos recombinantes, incluyendo anticuerpos.

[0038] Los polipéptidos recombinantes, tales como anticuerpos, se pueden producir en un conjunto de organismos
huésped eucariotas y procariotas.

[0039] Las células huésped adecuadas para la expresion de polipéptido glicosilado, tal como anticuerpos, se pueden
derivar de organismos multicelulares. Los ejemplos de células de invertebrados incluyen células de plantas e
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insectos. Se han identificado numerosas cepas de baculovirus y variantes y las correspondientes células huésped de
insectos permisivos, tales como Spodoptera frugiperda (oruga), Acdcs aegypti (mosquito), Aedes albopictus
(mosquito), Drosophila melanogaster (mosca de la fruta), y Bombyx mori. Estan disponibles de forma publica una
variedad de cepas virales para la transfeccion, por ejemplo, la variante L-1 de Autographa californica NPV y la cepa
Bm-5 de Bombyx mori NPV, y se pueden utilizar dichos virus como el virus del presente documento particularmente
para la transfeccion de células de Spodoptera frugiperda. También se pueden utilizar como huéspedes cultivos
celulares de plantas de algodén, maiz, patata, soja, petunia, tomate y tabaco.

[0040] Sin embargo, ha habido un mayor interés en células de vertebrados y la propagacién de células de
vertebrados en un cultivo (cultivo de tejidos) se ha convertido en un procedimiento de rutina. Ejemplos de lineas de
células huésped de mamifero Utiles son linea CV1 de rifion de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL
1651); linea de rifion embrionario humano (células 293 o 293 subclonadas para el crecimiento en un cultivo en
suspension, Graham et al, J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rifién de hamster bebé (BHK, ATCC CCL 10);
células de ovario de hamstr chino/-DHFR (CHO, Urlaub ct al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); células de
sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); células de rifién de mono (CV1 ATCC CCL, 70);
células de rifion de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma cervical humano
(HELA, ATCC CCL 2); células de rifion canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de rata bafalo (BRL 3A,
ATCC CRL 1442): células de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado humano (Hep G2, HB
8065); tumor mamario de raton (MMT 060562, ATCC CCL51); células TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci.
383:44-68 (1982)); células MRC 5; células FS4; y una linea de hepatoma humano (llep G2).

[0041] Por ejemplo, se pueden producir polipéptidos recombinantes, tales como anticuerpos, en células dp12.CHO,
la produccién de las cuales a partir de células CHO-K1 DUX-B11 se describe en EP307247. A su vez las células
CHO-K1 DUX-B11 se obtuvieron de células CHO-K1 (ATCC No. CCL61 CHO-K1), siguiendo los métodos descritos
en Simonsen. C. C., y Levinson, A. D., (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:2495-2499 and Urlaub G., y Chasin, L..
(1980) Proc. Natl. Acad. Sci USA 77: 4216-4220. Ademas, son conocidas y se pueden utilizar otras lineas celulares
CHO-K1 (dhfr-).

[0042] Las células huésped de mamifero utilizadas para producir péptidos, polipéptidos y proteinas se pueden
cultivar en una variedad de medios. Los medios disponibles comercialmente, tales como F10 de Ham (Sigma),
Medio Esencial Minimo ((MEM), Sigma), RPM1-1640 (Sigma), y Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM,
Sigma) son adecuados para cultivar las células huésped. Ademas, se puede utilizar cualquiera de los medios
descritos en Ham y Wallace (1979), Meth. in Enz. 58:44, Barnes y Sato (1980), Anal. Biochem. 102:255, patente de
Estados Unidos No. 4,767,704; 4,657,866; 4,927,762; o 4,560,655; WO 90/03430; WO 87/00195; patente de
Estados Unidos No. Re. 30,985; o patente de Estados Unidos No. 5,122,469, como medios de cultivo para las
células huésped. Cualquiera de estos medios se puede complementar segin sea necesario con hormonas y/u otros
factores de crecimiento (tales como insulina, transferrina o factor de crecimiento epidérmico), sales (tales como
cloruro de sodio, calcio, magnesio y fosfato), tampones (tales como HEPES), nucledsidos (tales como adenosina y
timidina), antibiéticos (tales como el farmaco Gentamycin™), elementos traza (definidos como compuestos
inorganicos presentes normalmente a concentraciones finales en el rango de micromolar), y glucosa o una fuente de
energia equivalente. También se puede incluir cualquier otro complemento necesario a concentraciones apropiadas
que serian conocidas por los expertos en la materia. Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura, el pHy
similares, son aquellas utilizadas previamente con la célula huésped seleccionada para la expresién y seran
evidentes para el experto en la materia.

[0043] Los péptidos descritos en el presente documento se pueden utilizar, de forma individual o en varias
combinaciones, como componentes de cualquier medio de cultivo disponible comercialmente producido
habitualmente.

[0044] La utilizacion de los péptidos descritos en el presente documento no se limita al cultivo de células huésped de
mamiferos, 0, en general, células huésped eucariotas. Los péptidos descritos en el presente documento también son
Gtiles en cultivos celulares de organismos huésped procariotas. Las células huésped procariotas de ejemplo
incluyen, sin limitacion, eubacterias, tales como organismos Gram-negativo o Gram-positivo, por ejemplo,
Enterobacteriaceas, tales como Escherichia, por ejemplo, E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus,
Salmonella, por ejemplo, Salmonella typhimurium, Serratia, por ejemplo, Serratia marcescans, y Shigeila, asi como
Bacilos, tales como B. subtilis y B. Licheniformis (por ejemplo, B. licheniformis 41P descrito en DD 266,710 publicada
el 12 de abril de 1989), Pseudomonas, tales como P. Aeruginosa y Streptomyces. Un huésped de clonacién de E.
Coli preferido es E. coli 294 (ATCC 31,446), aunque otras cepas, tales como E. coli B, E. coli X 1776 (ATCC 31,537),
y E coil W3110 (ATCC 27,325) son adecuadas.

[0045] Los detalles adicionales de la presente invencion se proporcionan en el siguiente ejemplo.
Ejemplo

Identificacién _molecular de tripéptidos gue contienen arginina C-terminal biolégicamente activos utilizando una
biblioteca combinatoria
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Materiales y métodos

Bioensayo TubeSpin

[0046] Se disefid el bioensayo TubeSpin para examinar los efectos de un aditivo del medio de cultivo celular en la
proliferacién y productividad celular (determinada mediante la densidad de células viables y concentracion de
anticuerpo producido, respectivamente) en un volumen de trabajo de 5 mililitros (ml) utilizando una densidad inicial
de células viables de 1,5 x 1076 células/ml.

[0047] Cada cultivo se preparé en un volumen de 7,15 ml de los que 5 ml se transfieren al tubo de ensayo. El tubo
de ensayo es un tubo de centrifugacion de 50 ml con un tapén especializado que contiene una membrana con un
tamafio de poro de 0,2 micras para facilitar el flujo de gases. Los 2,15 ml que permanecian se utilizaron para medir
la densidad de células viables (para confirmar que se habia conseguido la densidad diana y que las células eran
viables), osmolalidad y datos metabdlicos (pH, glutamina, glutamato, lactato, amonio, sodio, potasio).

[0048] Dependiendo de la concentracion y osmolalidad de partida del aditivo del medio deseado, se determiné una
concentracion diana para el aditivo. A partir de estos datos, se calculan el volumen del aditivo requerido, el volumen
de cloruro de sodio requerido para conseguir la osmolalidad fisiol6gica en el cultivo final, y el volumen de agua
necesaria para conseguir 7.15 ml. Utilizando estos valores, se ensamblé una solucion preparativa de aditivo de
medio, cloruro de sodio y agua.

[0049] A continuacidn, a las células en Medio Esencial de Genentech Selectivo (GEM) se intercambié el medio a un
medio de calidad de produccién referido como GEM2. A continuacion, las células en GEM2 se afiadieron a cada
tubo preparativo para conseguir las 1,5 x 1076 células/ml indicadas en 7,15 ml. A continuacion, se afiadieron 5 ml a
cada tubo de ensayo y se incubé a 37 grados centigrados durante 4,75 dias.

[0050] Al final del periodo de incubacién se midieron de nuevo la densidad, osmolalidad y perfil metabdlico de
células viables y se envié una muestra del cultivo de ensayo a un ensayo de cuantificacion de anticuerpos separado
para determinar su concentracion.

Cromatografia preparativa de fase inversa C18

[0051] Se prepar6é una solucion acuosa al 20% (p/v) de PP3 y se utilizé inmediatamente. Se empaqueté una
columna de acero inoxidable de 5 x 5 con C18 preparativa de silice Waters (tamafio de poro 125A; tamafio de
particula 55-105 micras). La columna se preequilibré con 10 voliumenes de acido trifluoroacético (TFA) al 0,02% (p/v)
en agua (tampén A) y se trabajo a un caudal de 60 ml/min. Se cargaron en la columna 200 ml de la solucién de PP3
anterior. La monitorizacién del disolvente de control y el efluente de la columna se consiguid utilizando un sistema de
cromatografia Akta controlado por software Unicorn (GE Healthcare). Después de la carga, la columna se lavé con
tampdn A hasta que la absorbancia del efluente a 280 nm alcanzé la linea base. A continuacion, la columna se lavé
con acetonitrilo (ACN) al 85% (v/v) que contenia TFA al 0,02% para eluir el material unido. Las fracciones se
analizaron por la actividad bioldgica utilizando el bioensayo.

Cromatografia preparativa Sephadex G15

[0052] El material que pasaba por la columna C18 se concentr6 mediante evaporacion rotatoria y se fracciono
adicionalmente en una columna Sephadex G-15 (7 cm diametro x 50 cm longitud.). La columna se equilibré con
agua desionizada antes de la carga y se cargd todo el flujo que paso6 por la columna C18. Se recogieron las
fracciones y se analiz6 la actividad utilizando el bioensayo descrito anteriormente.

Cromatografia analitica Hypercarb

[0053] Se analizaron muestras de fracciones activas utilizando una columna Hypercarb (grafito) (tamafio de particula
de 5 micras; dimensiones de la columna: 0,1 mm x 50 mm). Los tampones utilizados fueron el tamp6n A: TFA
acuosa al 0,02%; y el tamp6n B: ACN al 85% + TFA al 0,02%. Se cargaron varios volimenes (0-10 microlitros) en la
columna que se preequilibré con tampoén A y se eluy6 con un gradiente lineal que iba hasta el 50% de tampon B
durante 25 minutos. La columna trabajé a un caudal de 0,1 ml/min. El control del disolvente se consiguié con un
HPLC Agilent 1100 equipado con un detector de red de diodos y un espectrometro de masas de un cuadrupolo
MSD. El sistema completo estaba bajo el control del software Agilent Chemstation.

Espectrometria de masas
[0054] Se realizd una espectrometria de masas de alta resolucion utilizando un espectrometro de masas Q-TOF
(Waters Corporation) o un espectrometro de masas Orbitrap (Thermofinnigan). Los instrumentos operaron en modo

de pulverizacion estéatica y se hallé que la precision de la masa era inferior a 5 ppm en ambos casos. Los espectros
se utilizaron para obtener informacion precisa de la masa que se utilizé para correlacionarse con informacion de la
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biblioteca de péptidos.
Bioinformatica

[0055] Las bibliotecas in silico de dipéptidos y tripéptidos se construyeron con las precisiones de masa necesarias
para correlacionarse con masas determinadas segun se ha descrito anteriormente.

Sintesis de péptidos

[0056] Se cred una biblioteca de tripéptidos utilizando sintesis de péptidos de fase sélida Fmoc. La biblioteca se
disefi6 para contener todos los tripéptidos posibles que terminan en arginina (R), es decir, XXR.

Resultados

Fraccionamiento de PP3

[0057] El esquema para el fraccionamiento y analisis se muestran en el diagrama de la figura 1.
HPLC de fase inversa C18

[0058] El fraccionamiento inicial de PP3 se realizé utilizando HPLC de fase inversa. El cromatograma mostrado en la
figura 2 es representativo del perfil de cromatografia de fase inversa de PP3. La mayoria de la masa (~70% del peso
seco inicial) fluye a través de la columna al igual que la mayoria de la actividad biolégica.

[0059] La fraccién que pasa por la columna C18 se concentrd y cargé en Sephadex G-15 para cromatografia por
exclusién de tamarfio, los resultados de los cuales se muestran en la figura 3.

[0060] Las fracciones de la columna G15 se analizaron por su bioactividad. La actividad especifica del material
purificado con G15 (fracciones F3-F7) se incrementd significativamente sobre la de PP3 con respecto a su
capacidad de incrementar el titulo de proteina recombinante (figura 4A) y el recuento de células viables (VCC; figura
4B).

Espectrometria de masas en el flujo de la fracciéon de G15

[0061] Las fracciones activas se analizaron utilizando espectrometria de masas a efectos de obtener informacion
sobre la naturaleza molecular de los componentes activos. La figura 5 muestra un espectro de masas representativo
obtenido de una muestra del flujo de G15 obtenido tal como se ha descrito anteriormente. El espectro contiene
numerosos picos con masas inferiores a 500 Da. Una caracteristica destacable de los espectros fue el hecho de que
contenian muchos picos que diferian en la masa en 14 unidades de pasa de una manera repetitiva. Ademas, se
identificé un pico a 175,1 m/z (figura 5) como arginina por la masa exacta y el posterior analisis de composicion
elemental. Ademas, el analisis de las tres masas (403,2, 389,2 y 375,2 m/z; marcadas con un recuadro) del espectro
mostrado en la figura 5 utilizando la disociacion inducida por colisién (CID) revel6 patrones de fragmentacion
similares en el intervalo de masas inferiores a 200 Da. Esto incluia la identificacion de un residuo de arginina intacto
a 175,1 m/z de cada una de las tres masas. Ademas, en base a las mediciones exactas de las masas, estas
moléculas se identificaron como péptidos con las posibles siguientes identidades:

403,2 Da: EVR; DIR; DLR
389,2 Da: LTR; ITR
375,2 Da: SIR; SLR; TVR

[0062] El orden de los 2 primeros aminoacidos en las secuencias anteriores también se podria invertir. Existen varias
posibilidades en cada masa debido al solapamiento en las combinaciones de aminoécidos individuales.

Creacién de una biblioteca in silico de tripéptidos que contienen arginina

[0063] La estructura de repeticion de 14 unidades de masa observada en los espectros de masa de fracciones de
peptona y la presencia de arginina C-terminal en un grupo de estas moléculas sugeria la presencia de una
“biblioteca combinatoria” creada enzimaticamente de péptidos en PP3 que aparecen de los tejidos de animales. Para
investigar mas esta idea, se decidio crear una biblioteca in silico de tripéptidos que contienen arginina C-terminal. La
biblioteca contiene 400 posibles péptidos y su composicién y distribucién de masas se representan en el gréafico
mostrado en la figura 6. La distribucién de hecho se parece a las diferencias de las 14 unidades de masa
observadas en las fracciones de peptona con picos repetitivos a intervalos de 14 Da.

Construccion y analisis de una biblioteca combinatoria de péptidos XXR

[0064] A efectos de explorar adicionalmente la idea de que los péptidos que contienen arginina C-terminal podrian
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ser responsables de parte de la actividad observada en las fracciones de PP3, se produjo una biblioteca
combinatoria de estas moléculas utilizando sintesis de péptidos en fase sélida (Fmoc). La biblioteca que contenia
péptidos liofilizados se disolvi6 en agua desionizada y el pH de la solucién se ajusté a ~ 7,0 con NaOH. A
continuacion, se desalé la solucion utilizando una columna G-15. Se recogié una fraccion de la biblioteca, se
concentré mediante evaporacion rotatoria y se analizé mediante espectrometria de masas y mediante bioensayo. El
andlisis espectral de masas revel6 la presencia de dipéptidos y tripéptidos. Se crey6 que los dipéptidos hallados en
la mezcla aparecieron de una cierta proporcion de reacciones de sintesis de péptidos fallidas.

[0065] La espectrometria de masas revel6 la presencia de numerosos picos, los cuales se compararon con la
biblioteca in silico referida anteriormente. La tabla 1 indica las masas, identidades e intensidades relativas de los
péptidos hallados en esta fraccién. Las asignaciones se basan en las mediciones precisas de las masas con errores
inferiores a 5 ppm. Esta lista representa una lista parcial de todos los péptidos presentes en esta fraccion.

Bioensayo de la fraccion XXR de G-1262.1515 0.000429 1.637755 255

[0066] Los péptidos XXR preparados tal como se indica anteriormente se analizaron por la actividad en el bioensayo
y se observo que tenian efectos positivos significativos en el crecimiento celular y el titulo.

Resumen
[0067] Los resultados presentados en este ejemplo muestran que la PP3 contiene moléculas activas con masas
moleculares inferiores a 500 Da. Algunas de estas moléculas se identificaron como tripéptidos que contienen
arginina C-terminal. Una biblioteca combinatoria de estos péptidos mostré una actividad biolégica en un bioensayo
de 6 dias. Se concluy6 que los tripéptidos que contienen arginina C-terminal son responsables, por lo menos en
parte, de las actividades de induccion del crecimiento y titulo de PP3.

TABLA 1

Identificaciones de péptidos de XXR

Péptidos XXR identificados de la fraccién bioactiva G15

# Asignacion m/z teérico Error (abs) Error (ppm) Intensidad
relativa
1 DIR 403,2305 0,000408 1,011915 52
2 DLR 403,2305 0,000408 1,011915 52
3 EVR 403,2305 0,000408 1,011915 52
4 IR 288,2036 0,000365 1,266195 45
5 LR 288,2036 0,000365 1,266195 45
6 DPR 387,1992 0,000308 0,795164 38
7 PR 272,1723 0,000365 1,340232 38
8 DR 290,1464 0,000344 1,185539 19
9 TVR 375,2356 0,000293 0,781895 27
10 EIR 417,2462 0,000458 1,097935 27
11 ELR 417,2462 0,000458 1,097935 27
12 VR 274,1879 0,000415 1,513006 25
13 SR 262,1515 0,000429 1,637755 25
14 AR 246,1566 0,000415 1,6847 24
15 ER 304,1621 0,000294 0,966767 23
16 INR 402,2465 0,000392 0,975621 23
17 LNR 402,2465 0,000392 0,975621 23
18 QVR 402,2465 0,000392 0,975621 23
19 AVR 345,225 0,000229 0,662411 22
20 GIR 345,225 0,000229 0,662411 22
21 GLR 345,225 0,000229 0,662411 22
22 MR 306,16 0,000387 1,262895 ?
23 IVR 387,272 0,000379 0,97839 20
24 LVR 387,272 0,000379 0,97839 20
25 ITR 389,2512 0,000343 0,882384 19
26 LTR 389,2512 0,000343 0,882384 19
26 DTR 391,1941 0,000323 0,824468 17
28 ESR 391,1941 0,000323 0,824468 17
29 GGR 289,1624 0,000328 1,1356642 17
30 NR 289,1624 0,000328 1,135642 1
31 DVR 389,2149 0,000358 0,9197 17
32 IIR 401,2876 0,000429 1,069001 17
33 ILR 401,2876 0,000429 1,069001 17
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401,2876
359,2407
359,2407
361,1836
361,1836
303,1781
303,1781
232,141
418,205
418,205
421,1869
435,2026
333,1886
333,1886
419,2407
419,2441
419,2441
385,2563
385,2563

11

0,000429
0,000279
0,000279
0,000258
0,000258
0,000278
0,000278
0,000465
0,000422
0,000422
0,00043
0,00048
0,000243
0,000243
-0,003021
0,000351
0,000351
0,000329
0,000329

1,069001
0,775956
0,775956
0,7138
0,7138
0,918467
0,918467
2,001482
1,008051
1,008051
1,020357
1,102556
0,729836
0,729836
-7,206469
0,836513
0,836513
0,853533
0,853533

17
16
16
16
16
16
15
15
14
14
13
11
11
11
11
11
11
10
10
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REIVINDICACIONES
1. Utilizacién de un péptido de formula
(X1)nX2R

en el que X1 y X2 pueden ser idénticos o diferentes y representan independientemente cualquier aminoacido
diferente de arginina;

nes061;y

R representa arginina,

en el que dicho péptido muestra una actividad biolégica de peptona para inducir el crecimiento celular y/o la
densidad celular y/o la viabilidad celular y/o la eficacia de produccién de polipéptidos heterélogos en cultivos de
huéspedes recombinantes.

2. Utilizacién, segun la reivindicacion 1, en la que dicho péptido se obtiene mediante el fraccionamiento de una
peptona o se sintetiza quimicamente.

3. Utilizacién, segun la reivindicacion 2, en la que dicha peptona que se fracciona es una peptona PP3 (componente
3 de la proteasa peptidona).

4. Utilizacién, segun la reivindicacion 1, en la que dicho péptido se selecciona entre los péptidos DIR, DLR, EVR,
DPR, TVR, EIR, ELR, INR, LNR, QVR, AVR, GIR, GLR, IVR, LVR, ITR, LTR, DTR, ESR, GGR, DVR, IIR, ILR, LLR,
AIR, ALR, ADR, EGR, AGR, DQR, ENR, DMR, EMR, ASR, GTR, IMR, FPR, LMR, IPR, LPR, IR, LR, PR, DR, VR,
SR, AR, ER, MR, NR, QR, y GR.

5. Utilizacion, segun la reivindicacion 1, en la que dicho péptido es un tripéptido.

6. Utilizacion, segun la reivindicacion 5, en la que dicho tripéptido se selecciona entre los tripéptidos DIR, DLR, EVR,
DPR, TVR, EIR, ELR, INR, LNR, QVR, AVR, GIR, GLR, IVR, LVR, ITR, LTR, DTR, ESR, GGR, DVR, IIR, ILR, LLR,
AIR, ALR, ADR, EGR, AGR, DQR, ENR, DMR, EMR, ASR, GTR, IMR, FPR, LMR, IPR y LPR.

7. Utilizacion, segun la reivindicacion 1, en la que dicho péptido es un dipéptido.

8. Utilizacidn, segun la reivindicacion 7, en la que dicho dipéptido se selecciona entre los dipéptidos IR, LR, PR, DR,
VR, SR, AR, ER, MR, NR, QR, y GR.

9. Biblioteca combinatoria de péptidos que consiste en los péptidos de la féormula

(X1)nX2R

en los que X1 y X2 pueden ser idénticos o diferentes y representan independientemente cualquier aminoacido
diferente de arginina;

nes061;y

R representa arginina,

en los que por lo menos algunos de dichos péptidos muestran una actividad biolégica de peptona para inducir el
crecimiento celular y/o la densidad celular y/o la viabilidad celular y/o la eficacia de produccion de polipéptidos
heterdlogos en cultivos de huéspedes recombinantes.
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PP3 20% (p/v) en agua

|

C DE FASE INVERSA C18
HPLC DEFASEINVERSACLS  poep

|

EXCLUSION DE TAMANO G15

|

GRUPO DE FRACCION ACTIVA G15

|

ANALISIS DE FRACCIONES
SELECCIONADAS UTILIZANDO
ESPECTROMETRIA DE MASAS

Figura 1
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VCC NORMALIZADO A

PEPTONA LIBRE (1E06 células

VIABLES/ml)
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0 1 2 3 4 5
CONCENTRACION DE FRACCION
BASADA EN LA MASA EN EL TUBO
(mg/ml)

Figura 4A
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PEFTONA LIBRE (1006 células

VCOC NORMALIZADO ATA
VIABLES1l)
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BASADA EN LA MASA EN EL TUBO
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Figura 7A
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MEKFLCVLLLA SLAATSLATL NKPEDETHLE AQPTDASAQF IRNLOISNED
LSKEPSISRE DLISKEQIVI RSSRQPOSQN PKLPLSILKE KHLRNATLGS
EETTEHTPSD ASTTEGKLME LGHKIMRNLE NTVKETIEKYL KSLFSHAFEV
VKT (SEQ ID NO: 1)

Figura 8
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