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DESCRIPCION
Procedimientos de produccion de proteinas usando compuestos anti senescencia

Antecedentes de la invencion

La presente divulgacion se refiere, en general, a la produccién de proteinas en cultivos de células de mamifero. En
particular, la presente divulgacion se refiere al cultivo de células de mamifero en presencia de un compuesto anti
senescencia, por ejemplo carnosina, para mantener la viabilidad y aumentar la productividad con mayor calidad. El
cultivo de células ha producido muchos productos proteicos. Estos productos, tales como anticuerpos monoclonales
producidos por hibridoma, pueden usarse para aplicaciones terapéuticas, de investigacion u otras. Las células
animales, de manera destacable células de mamifero, se usan a menudo para producir proteinas.
Desafortunadamente, el uso de células animales hace que el proceso de produccién consuma tiempo y sea costoso.

Afadir un agente quimico a un medio de cultivo celular puede aumentar la productividad de células induciendo a las
células a producir un producto, por tanto aumentando el rendimiento general. El agente 6ptimo a usar varia
dependiendo de un numero de factores, incluyendo el producto proteico deseado y el tipo celular. Factores similares
también afectan a la cantidad del agente elegido afiadido y a cuando se afade el agente al medio de cultivo celular.
Los ejemplos de agentes son acidos o sales alcandicas, derivados de la urea, o dimetilsulféxido (DMSO). Los
agentes quimicos, como el butirato sédico, pueden tener efectos diversos sobre la produccion proteica. La adicion de
un agente puede aumentar la productividad especifica de las células, pero también puede tener efectos citotdxicos y
puede inhibir el crecimiento celular y la viabilidad.

A medida que las células producen una proteina, la proteina se secreta tipicamente al medio de cultivo celular. La
proteina especifica, sin embargo, no es la Unica materia en el medio; también se encuentran a menudo en el medio
agregados de elevado peso molecular, especies acidicas, y otros materiales, que pueden hacer que el proceso de
purificacion sea mas laborioso y costoso. Hay disponibles técnicas y procedimientos para mejorar la calidad de la
produccion, permitiendo una purificacion de proteinas mas eficiente; incluyendo, entre otros, alterar las condiciones
del biorreactor o usando una linea celular distinta. Sin embargo, sigue habiendo una necesidad en el campo de las
técnicas y procedimientos de produccion de proteinas que conduzcan a procesos de purificacion mejorados.

Por tanto, lo que se necesita es un agente quimico que se afiada al medio de cultivo celular que pueda potenciar la
expresion de una proteina de interés a la vez que mantenga una elevada viabilidad celular. Lo que ademas se
necesita es un agente que aumente la calidad del producto de la proteina disminuyendo la cantidad de agregados de
elevado peso molecular y especies acidicas en el medio de cultivo celular.

Sumario de la invenciéon

En determinadas realizaciones, la presente divulgacion se refiere a un proceso para la produccién potenciada de un
producto proteico. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, la presente invencién proporciona procedimientos de
cultivo de células huésped que expresan una proteina de interés en un medio que comprende un compuesto anti
senescencia de tal forma que la produccion general de la proteina de interés se potencia. En determinadas
realizaciones, dicho compuesto anti senescencia comprende carnosina.

En determinadas realizaciones, la presente invencién proporciona composiciones que potencian la produccién de
una proteina de interés. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, la presente invencién proporciona un medio de
cultivo celular que comprende un compuesto anti senescencia que potencia la produccién de una proteina de interés
expresada en una célula huésped. En determinadas realizaciones, dicho compuesto anti senescencia comprende
carnosina. En determinadas realizaciones, se combinan células huésped manipuladas genéticamente con un medio
inéculo para formar un medio de cultivo celular, que se crece en un biorreactor. Durante un ciclo de produccion del
producto proteico deseado, pueden alterarse las condiciones del biorreactor y/o pueden afiadirse suplementos para
aumentar la productividad y/o mantener la viabilidad. Los suplementos pueden incluir un medio de alimentacion y/o
uno o mas aditivos como en la presente divulgacion, carnosina y/o otros compuestos anti senescencia.

Las células huésped de mamifero, por ejemplo, células de ovario de hamster chino (CHO) pueden experimentar una
reduccion en la viabilidad al llegar al final de un ciclo de produccidon en un biorreactor. Se ha descubierto que la
adicién de un agente anti senescencia, como carnosina y analogos de la misma, a un medio de cultivo celular ayuda
a mantener un numero mas elevado de células viables y la viabilidad celular hasta que se recoge la proteina.

Ademas, pueden usarse procedimientos para aumentar la productividad, como alterar la temperatura después de la
etapa de crecimiento y/o durante la etapa de producciéon del ciclo de produccién de acuerdo con la presente
invencion. Para dar solo un ejemplo, durante la produccion de un producto proteico, en concreto el anticuerpo para
el factor de diferenciacion de crecimiento 8 (GDF-8), se disminuy6 la temperatura para ayudar a iniciar y aumentar la
productividad. En determinadas realizaciones, la adicién de un compuesto anti senescencia como carnosina ayuda a
aumentar la productividad del cultivo celular. En determinadas realizaciones, puede afadirse un compuesto anti
senescencia antes, durante y/o después de dicho cambio de temperatura.
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También se ha descubierto que la adiciéon de un compuesto anti senescencia como carnosina a un medio de cultivo
celular aumenta la calidad general del producto proteico. Durante la produccion de la proteina, se encuentran en el
medio de cultivo celular agregados de elevado peso molecular, junto con otras especies no deseadas. La adicion de
carnosina disminuye la cantidad de agregados de elevado peso molecular y aumenta la calidad del producto. En
determinadas realizaciones, la adicion de un compuesto anti senescencia distinto de carnosina disminuye la
acumulacién de dichos agregados de elevado peso molecular y mejora la calidad del producto. En determinadas
realizaciones, la carnosina se afiade en combinaciéon con uno o0 mas compuestos anti senescencia adicionales.

La concentracion del compuesto anti senescencia (por ejemplo, carnosina) afiadido al medio de cultivo celular puede
variar dependiendo de varios factores del proceso, incluyendo, por ejemplo, el tipo celular, el producto deseado, y las
condiciones del biorreactor, entre otros. También, puede sustituirse la carnosina por sus analogos: acetilcarnosina,
homocarnosina, anserina, y pB-alanina. En determinada realizaciones, la carnosina se proporciona en combinacion
con uno o mas compuestos anti senescencia adicionales. En determinadas realizaciones, la concentracion del
agente anti senescencia (por ejemplo, carnosina) en un medio de cultivo celular es de aproximadamente 5 mM a
aproximadamente 100 mM. En determinadas realizaciones, la concentracién es de aproximadamente 10 mM a
aproximadamente 40 mM. En determinadas realizaciones, la concentracién es de aproximadamente 20 mM.

Pueden usarse cualquier procedimiento de cultivo y medio inéculo adecuado para cultivar las células en el proceso
de produccién de proteina. Pueden usarse tanto medio con suero como medio sin suero. Ademas, los
procedimientos de cultivo pueden usarse para cultivar las células seguin sea necesario para el tipo celular y producto
proteico especificos. Dichos procedimientos son conocidos y entendidos por los expertos en la técnica de cultivos
celulares.

Otras caracteristicas y ventajas de la divulgacion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion y de las
reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1a. Efecto de la carnosina sobre los picos acidicos para MYO-29.

Figura 1b. Efecto de la carnosina sobre agregados de elevado peso molecular.

Figura 1c. Efecto sobre los picos acidicos de las adiciones de carnosina en dias diferentes.

Figura 1d. Efecto de las adiciones de carnosina sobre los agregados de elevado peso molecular en dias
diferentes.

Figura 2a. Efecto de la carnosina sobre la densidad de células viables diaria.

Figura 2b. Efecto de la carnosina sobre la viabilidad celular diaria.

Figura 2c. Efecto de la carnosina sobre el titulo diario.

Figura 2d. Efecto de la carnosina sobre la productividad celular especifica acumulativa.

Figura 2e. Efecto de la carnosina sobre los agregados de elevado peso molecular.

Figura 3a. Efecto de diferentes concentraciones de carnosina sobre la densidad de células viables.

Figura 3b. Efecto de diferentes concentraciones de carnosina sobre la viabilidad celular diaria.

Figura 3c. Efecto de diferentes concentraciones de carnosina sobre el titulo diario.

Figura 3d. Efecto de diferentes concentraciones de carnosina en la productividad celular especifica acumulativa.
Figura 3e. Efecto de diferentes concentraciones de carnosina sobre los agregados de elevado peso molecular.

Definiciones

” o«

Siguiendo la convencion de hace mucho tiempo, los términos “un”, “una” y "uno", significan “uno o mas” cuando se
usan en la presente solicitud, incluyendo las reivindicaciones. Aunque la invencion se ha descrito con determinado
grado de particularidad, es evidente que varias alternativas, modificaciones y variaciones seran evidentes para los
expertos en la técnica a la luz de la divulgacion. Por consiguiente, se pretende que todas dichas alternativas,
modificaciones, y variaciones, que se encuentren dentro del espiritu y ambito de la invencion, se engloben por las
reivindicaciones definidas.

La expresion “compuesto anti senescencia” como se usa en el presente documento se refiere a cualquier agente o
compuesto que, cuando se afiade a un cultivo celular, promueva la viabilidad, crecimiento, y/o tiempo de vida de una
célula crecida en él. En determinadas realizaciones, un dicho compuesto anti senescencia en un cultivo celular da
como resultado un titulo aumentado, una productividad especifica celular aumentada, una viabilidad celular
aumentada, una densidad de células viables integradas aumentada, una acumulacién de agregados de elevado
peso molecular disminuida, y/o una acumulacién de especies acidicas disminuida de las que se observarian en
condiciones de cultivo por lo demas idénticas que carezcan del compuesto anti senescencia. Los ejemplos no
limitantes de compuesto anti senescencia que pueden usarse de acuerdo con los procedimientos y composiciones
de la presente invencion incluyen carnosina, acetilcarnosina, homocarnosina, anserina, y B-alanina. En determinadas
realizaciones, pueden usarse dos o mas compuestos anti senescencia de acuerdo con las composiciones y
procedimientos de la presente invencion.

La expresion “célula huésped” se refiere a células que son capaces de ser manipuladas genéticamente y/o son
capaces de crecer y sobrevivir en un medio de cultivo celular. Tipicamente, las células pueden expresar una gran
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cantidad de una proteina de interés endégena o heterdloga y pueden tanto contener la proteina o secretarla al medio
de cultivo celular.

Las células huésped son tipicamente “células de mamifero”, que comprenden los ejemplos no limitantes de células
de vertebrado, incluyendo de rifién de cria de hamster (BHK), de ovario de hamster chino (CHO), rifiédn humano
(293), fetales normales diploides de mono rhesus (FRhL-2), y mieloma murino (por ejemplo SP2/0 y NSO0). Un
experto en la técnica sera consciente de que pueden usarse otras células huésped de acuerdo con los
procedimientos y composiciones de la presente invencion.

La expresion “medio de cultivo celular” se refiere a una solucion que contiene nutrientes para mantener la
supervivencia celular en condiciones en que las células puedan crecer y producir una proteina deseada. Las
expresiones “medio de inoculacién” o “medio indculo” se refieren a una solucién o sustancia que contiene nutrientes
en la que se inicia un cultivo de células. En determinadas realizaciones un “medio de alimentaciéon” contiene
nutrientes similares a los del medio de inoculacién, pero es una solucién o sustancia con la que las células se
alimentan después de la iniciacién del cultivo. En determinadas realizaciones, un medio de alimentacién contiene
uno o mas componentes no presentes en un medio de inoculacién. En determinadas realizaciones, un medio de
alimentacion carece de uno o mas componentes presentes en el medio de inoculacién. Un experto en la técnica de
cultivos celulares conocera sin experimentacion innecesaria qué componentes se encuentran en los medios de
inoculacion de cultivo. Tipicamente, estas soluciones proporcionan aminoacidos esenciales y no esenciales,
vitaminas, fuentes de energia, lipidos, y oligoelementos necesarios para el crecimiento y supervivencia celular. En
determinadas realizaciones, un medio de inoculacién, un medio de alimentacién o ambos comprenden un compuesto
anti senescencia.

La expresioén “caracteristica de cultivo celular” como se usa en el presente documento se refiere a una caracteristica
observable y/o medible de un cultivo celular. Los procedimientos y composiciones de la presente invencion se usan
ventajosamente para mejorar una o mas caracteristicas de un cultivo celular. En determinadas realizaciones, la
mejora de una caracteristica de un cultivo celular comprende aumentar la magnitud de una caracteristica de un
cultivo celular. En determinadas realizaciones, la mejora de una caracteristica de cultivo celular comprende disminuir
la magnitud de una caracteristica de cultivo celular. Como ejemplos no limitantes, una caracteristica de cultivo
celular puede ser el titulo, productividad especifica de las células, viabilidad celular, densidad de células viables
integradas, acumulacion de agregados de elevado peso molecular, y/o acumulacion de especies acidicas. Un
experto en la técnica sera consciente de que pueden mejorarse otras caracteristicas de cultivo celular usando los
procedimientos y composiciones de la presente invencion.

La expresion “medio definido” como se usa en el presente documento se refiere a un medio en el que la composicion
del medio es tanto conocida como controlada. Los medios definidos no contienen aditivos complejos como suero o
hidrolizados que contienen componentes desconocidos y/o sin controlar.

La expresion “medio complejo” como se usa en el presente documentos se refiere a un medio que contiene al menos
un componente cuya identidad o cantidad es o bien conocida o sin controlar.

La expresion “linea celular” se refiere, generalmente, a células huésped primarias que expresan una proteina de
interés. En algunas realizaciones, las células se han transfectado con ADN exdgeno que codifica una proteina
deseada y/o que contiene secuencias de control que activan la expresion de las secuencias unidas, ya sean
enddgenas o heterdlogas. En determinadas realizaciones, las células derivadas de dichas células modificadas
genéticamente forman una linea celular y se colocan en un medio de cultivo celular para su crecimiento y produccion
del producto proteico. En determinadas realizaciones, una linea celular comprende células huésped primarias que no
se han transfectado con ADN exdgeno y expresan una proteina endégena de interés.

La “etapa de crecimiento” de un medio de cultivo celular se refiere al periodo en que las células estan
experimentando una rapida division y creciendo exponencialmente, o de manera practicamente exponencial.
Tipicamente, las células se cultivan en condiciones optimizadas para crecimiento celular durante generalmente 1-4
dias. Las condiciones de la fase de crecimiento pueden incluir una temperatura de aproximadamente 35 °C a 42 °C,
generalmente aproximadamente 37 °C. La duracién de la etapa de crecimiento y las condiciones de cultivo en la
etapa de crecimiento pueden variar pero son conocidas para un experto en la técnica de cultivos celulares. En
determinadas realizaciones, un medio de cultivo celular en etapa de crecimiento se suplementa con un medio de
alimentacion.

La “etapa de transicion” sucede durante el periodo en que el medio de cultivo celular esta siendo cambiado de
condiciones coherentes con la etapa de crecimiento a condiciones coherentes con la etapa de produccion. Durante
la etapa de transicién, se cambian a menudo factores como la temperatura, entre otros. En determinadas
realizaciones, un medio de cultivo celular en etapa de transiciéon se suplementa con un medio de alimentacion.

La “etapa de produccion” sucede después tanto de la etapa de crecimiento como de la etapa de transicion. El
crecimiento exponencial de las células ha terminado y el objetivo principal es la produccion de proteinas. El medio de
cultivo celular puede suplementarse para iniciar la produccién. En determinadas realizaciones, un medio de cultivo
celular en una etapa de produccién se suplementa con un medio de alimentacién. Ademas, la temperatura del medio
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de cultivo celular durante la etapa de produccién puede ser mas baja, generalmente, que durante la etapa de
crecimiento, lo que tipicamente promueve la produccién. La etapa de produccion continia hasta que se alcanza un
punto final deseado.

La expresion “densidad de células viables” se refiere al nimero total de células que sobreviven en el medio de
cultivo celular en un volumen concreto, generalmente por ml. La expresion “viabilidad celular” se refiere al nimero de
células que estan vivas en comparacion con el nimero total de células, tanto muertas como vivas, expresado como
un porcentaje.

“Densidad de células viables integradas”, “IVCD”: Las expresiones “densidad de células viables integradas” o “IVCD”
como se usa en el presente documento se refiere a la densidad media de células viables durante el transcurso del
cultivo multiplicada por la cantidad de tiempo del ciclo de cultivo. Cuando la cantidad de proteina producida es
proporcional al nimero de células viables presente a lo largo del cultivo, la densidad de células viables integrada es
una herramienta util para estimar la cantidad de proteina producida durante el transcurso del cultivo.

La expresion “agregados de elevado peso molecular” se refiere a proteinas generalmente mal plegadas o a una
asociacion impropia de al menos dos polipéptidos. La asociacién puede surgir mediante cualquier procedimiento
incluyendo, pero sin limitacién, reticulacion covalente, no covalente, disulfuro, o no reducible. En determinadas
realizaciones, los procedimientos y composiciones de la presente invencion se usan ventajosamente para reducir la
acumulacioén de agregados de elevado peso molecular.

El término “antioxidante” se refiere a un compuesto que puede evitar el dafio oxidativo en lipidos, proteinas, ADN y
otras macromoléculas esenciales bloqueando radicales libres.

Como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” incluye una proteina que comprende al menos uno,
y tipicamente dos, dominios VH o porciones del mismo y/o al menos uno, y tipicamente dos, dominios VL o
porciones del mismo. En determinadas realizaciones, el anticuerpo es un tetramero de dos cadenas pesadas de
inmunoglobulina y dos cadenas ligeras de inmunoglobulina, en el que las cadenas ligeras y pesadas de
inmunoglobulina estan interconectadas mediante, por ejemplo, uniones disulfuro. Los anticuerpos, o una porcion de
los mismos, pueden obtenerse de cualquier origen, incluyendo, pero sin limitacién a, roedores, primates, (por
ejemplo primate humano y no humano), o camélidos, asi como producidos de manera recombinante, por ejemplo,
quiméricos, humanizados, y/o generados in vitro, como se describe en mas detalle en el presente documento.

Los ejemplos de fragmentos de unién englobados en el término “fragmento de unién a antigeno” de un anticuerpo
incluyen, pero sin limitacion a, (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH,
CL y CH1; (ii) un fragmento F(ab’);, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un
puente disulfuro en la region bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1; (iv) un fragmento
Fv que consiste en los dominios VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb, que consiste en
un dominio VH; (vi) un dominio variable de camélido o camelizado; (vii) una cadena sencilla Fv (scFv); (viii) un
anticuerpo biespecifico, y (ix) uno o mas fragmentos de una molécula de inmunoglobulina fusionados a una region
Fc. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, se codifican mediante genes separados, pueden
unirse, empleando procedimientos recombinantes, mediante un enlazante sintético que permita producirlos como
una Unica cadena de proteina en la que las regiones VL y VH se emparejan para formar moléculas monovalentes
(conocidas como cadena sencilla Fv (scFv); véase, por ejemplo, Bird y col. (1988) Science 242:423-26; Huston y col.
(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 85:5879-83). Dichos anticuerpos de cadena sencilla también se pretende que
estén englobados en el término “fragmento de unidon a antigeno” de un anticuerpo. Estos fragmentos pueden
obtenerse usando técnicas convencionales conocidas para los expertos en la técnica, y la funcion de los fragmentos
se evalua la del mismo modo que con los anticuerpos intactos.

El “fragmento de unién a antigeno” puede, opcionalmente, incluir ademas un resto que potencia uno o mas de, por
ejemplo, estabilidad, funcién celular de efector o complementar la fijacion. Por ejemplo, el fragmento de unién a
antigeno puede ademas incluir un resto pegilado, albumina, o una regién constante de cadena ligera y/o pesada.

A diferencia de los anticuerpos “biespecificos” o “bifuncionales”, se entiende que un anticuerpo tiene idénticos cada
uno de sus sitios de unién. Un “anticuerpo biespecifico” o “bifuncional” es un anticuerpo hibrido artificial que tiene
dos pares distintos de cadena pesadal/ligera y dos sitios de unién distintos. Los anticuerpos biespecificos pueden
producirse por una variedad de procedimientos incluyendo fusién de hibridomas o unién de fragmentos Fab’ véase,
por ejemplo, Songsivilai y Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79:315-321 (1990); Kostelny y col., J. Immunol. 148, 1547-
1553 (1992).

Se encuentran disponibles numerosos procedimientos conocidos para los expertos en la técnica para obtener
anticuerpos o fragmentos de union a antigenos de los mismos. Por ejemplo, pueden producirse anticuerpos
monoclonales mediante la generacion de hibridomas de acuerdo con procedimientos conocidos. Los hibridomas
formados de este modo se evallan tipicamente usando procedimientos estandar, como ensayo inmunoabsorbente
unido a enzimas (ELISA) y analisis de resonancia de plasmén superficial (Biacore™), para identificar uno o mas
hibridomas que producen un anticuerpo que se une especificamente con un antigeno especifico. Cualquier forma del
antigeno especifico puede usarse como el inmundgeno, por ejemplo, antigeno recombinante, formas de origen
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natural, y variantes o fragmentos de los mismos, asi como péptidos antigénicos de los mismos.

Un procedimiento ejemplar de fabricacién de anticuerpos incluye evaluar librerias de expresion de proteinas, por
ejemplo, librerias de presentacion de fagos o ribosomas. La presentacion de fagos se describe, por ejemplo, por
Ladner y col., Patente de los Estados Unidos N°. 5.223.409; Smith (1985) Science 228:1315-1317; WO 92/18619;
WO 91/17271; WO 92/20791; WO 92/15679; WO 93/01288; WO 92/01047; WO 92/09690; y WO 90/02809.

Ademas del uso de librerias de presentacion, el antigeno especifico puede usarse para inmunizar a un animal no
humano, por ejemplo, un roedor, por ejemplo, un ratén, hamster o rata. En determinadas realizaciones, el animal no
humano incluye al menos una parte de un gen de inmunoglobulina humana. Por ejemplo, es posible modificar
mediante ingenieria genética cepas de ratén deficientes en produccion de anticuerpos de ratéon con fragmentos
completos del locus humano de Ig. Mediante el uso de la tecnologia de hibridoma, pueden producirse y
seleccionarse anticuerpos monoclonales especificos de antigeno derivados de genes con la especificidad deseada.
Véase, por ejemplo, XENOMOUSE™, Green y col. (1994) Nature Genetics 7:13-21, US 2003-0070185, WO
96/34096, publicado el 310ct., 1996, y solicitud PCT N°. PCT/ US96/05928, presentada el 29 de abril., 1996.

En determinadas realizaciones, se obtiene un anticuerpo monoclonal a partir de un animal no humano, y después se
modifica, por ejemplo, humaniza, desinmuniza, quimeriza, produciéndose mediante el uso de técnicas de ADN
recombinante conocidas en la técnica. Se han descrito una variedad de enfoques para fabricar anticuerpos
quiméricos. Véase, por ejemplo, Morrison y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81:6851, 1985; Takeda y col., Nature
314:452, 1985, Cabilly y col., Patente de los Estados Unidos. N° 4.816.567; Boss y col., Patente de los Estados
Unidos N°. 4.816.397; Tanaguchi y col., publicacion de patente Europea EP171496; publicacion de patente Europea
0173494, patente del Reino Unido GB 2177096B. Los anticuerpos humanizados también pueden producirse, por
ejemplo, usando ratones transgénicos que expresan genes humanos de cadena pesada y ligera, pero son incapaces
de expresar los genes de las cadenas pesadas y ligeras de la inmunoglobulina de ratén endégena. Winter describe
un procedimiento de injerto de CDR de ejemplo que puede usarse para preparar anticuerpos humanizados descritos
en el presente documento (Patente de los Estados Unidos N° 5.225.539). Todos los CDR de un anticuerpo humano
particular pueden reemplazarse con al menos una porcién de un CDR no humano, o solo algunos de los CDR
pueden reemplazarse por CDR no humanos. Solo es necesario reemplazar el nimero de CDR requeridos para la
union del anticuerpo humanizado a un antigeno predeterminado.

Los anticuerpos humanizados o fragmentos de los mismos pueden generarse reemplazando secuencias del dominio
variable Fv que no estan directamente involucradas en la unién a antigeno con secuencias equivalentes de los
dominios variables Fv humanos. Los procedimientos ejemplares para generar anticuerpos humanizados o
fragmentos de los mismos se proporcionan por Morrison (1985) Science 229:1202-1207; por Oi y col. (1986) Bio-
Techniques 4:214; y por los documentos US 5.585.089; US 5.693.761; US 5.693.762; US 5.859.205; y US
6.407.213. Dichos procedimientos incluyen aislamiento, manipulacién y expresion de la secuencia de acido nucleico
que codifica la totalidad o parte de los dominios variables Fv de la inmunoglobulina de al menos una cadena pesada
o ligera. Dichos acidos nucleicos pueden obtenerse a partir de un hibridoma que produce un anticuerpo contra una
diana predeterminada, como se describe anteriormente, asi como de otras fuentes. Un ADN recombinante que
codifica una molécula de anticuerpo humanizada puede entonces clonarse en un vector de expresién apropiado.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo humanizado se optimiza mediante la introduccién de sustituciones
conservativas, sustituciones de secuencias consenso, sustituciones de la linea germinal y/o retromutaciones. Dichas
moléculas de inmunoglobulina alteradas pueden fabricarse mediante cualquiera de varias técnicas conocidas en la
técnica, (por ejemplo, Teng y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 80: 7308-7312, 1983; Kozbor y col., Immunology
Today, 4: 7279, 1983; Olsson y col., Meth. Enzymol., 92: 3-16, 1982), y pueden fabricarse de acuerdo con las
ensefianzas de la publicacion PCT W092/06193 o del documento EP0239400).

Un anticuerpo o fragmento del mismo también puede modificarse mediante la delecion especifica de epitopos de
linfocitos T humanos o “desinmunizacién” mediante los procedimientos divulgados en el documento WO 98/52976 y
el documento WO 00/34317. En resumen, los dominios variables de cadena pesada y ligera de un anticuerpo
pueden analizarse para péptidos que se unan a la clase || de MHC; estos péptidos representan epitopos potenciales
de linfocitos T (como se define en el documento W098/52976 y el documento WO00/34317). Para la deteccion de
epitopos de linfocitos T potenciales, puede aplicarse un enfoque de modelado por ordenador llamado
“reconocimiento de plegamiento de péptidos”, y ademas puede hacerse una busqueda en una base de datos de
péptidos de unién de clase Il de MHC humano para motivos presentes en las secuencias de VH y VL, como se
describe en el documento W098/52976 y WO00/34317. Estos motivos se unen a cualquiera de los 18 alotipos
principales de DR de clase Il de MHC, y por tanto constituyen epitopos potenciales de linfocitos T. Los epitopos
potenciales de linfocitos T detectados pueden eliminarse sustituyendo pequefias cantidades de restos de
aminoacidos en los dominios variables, o preferentemente, mediante sustituciones de aminoacidos sencillas.
Tipicamente, se efectlan sustituciones conservativas. A menudo, pero no de manera exclusiva, puede usarse un
aminoacido comun a una posiciéon en secuencias de anticuerpo de la linea germinal humana. Las secuencias de la
linea germinal humana, por ejemplo, se divulgan por Tomlinson, y col. (1992) J. Mol. Biol. 227:776-798; Cook, G. P.
y col. (1995) Immunol. Today Vol. 16 (5): 237-242; Chothia, D. y col. (1992) J. Mol. Biol. 227:799-817; y Tomlinson y
col. (1995) EMBO J. 14:4628-4638. El directorio V BASE proporciona un amplio directorio de secuencias de la region
variable de la inmunoglobulina humana (compilado por Tomlinson, I.A. y col. MRC Centre for Protein Engineering,
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Cambridge, R.U.). Estas secuencias pueden usarse como una fuente de secuencia humana, por ejemplo, para
regiones de marco conservado y CDR. Las regiones de marco conservado humano consenso también pueden
usarse, por ejemplo, como se describe en el documento US 6.300.064.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo puede contener una region constante de inmunoglobulina alterada o
region Fc. Por ejemplo, un anticuerpo producido de acuerdo con las ensefianzas del presente documento puede
unirse con mas fuerza o mas especificidad a moléculas efectoras como receptores complemento y/o Fc, que pueden
controlar varias funciones inmunes del anticuerpo como la actividad de célula efectora, lisis, actividad mediada por
complemento, aclaramiento de anticuerpos, y vida media del anticuerpo. Los receptores Fc tipicos que se unen a
una region Fc de un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo IgG) incluyen, pero sin limitacion, receptores de las
subclases FcyRI, FcyRIl, y FcyRIIl y FcRn, incluyendo variantes alélicas y como alternativa formas empalmadas de
estos receptores. Los receptores Fc se revisan por Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92, 1991; Capel y
col., Immunomethods 4:25-34,1994; y de Haas y col., J. Lab.Clin. Med. 126:330-41, 1995).

El término “biorreactor” se refiere a un recipiente en el que se puede contener un medio de cultivo celular y donde las
condiciones internas de este pueden controlarse durante el periodo de cultivo, por ejemplo, el pH y la temperatura.

Un “cultivo discontinuo alimentado” se refiere a un procedimiento de cultivo de células en el cual las células
primeramente se inoculan en un biorreactor con un medio inéculo. El medio de cultivo celular se suplementa a
continuacion en uno o mas puntos a lo largo del ciclo de produccion con un medio de alimentacién que contiene
componentes nutricionales y/o otros suplementos.

Un “cultivo discontinuo” se refiere a un procedimiento de cultivo de células en el cual las células se inoculan en un
biorreactor con todos los nutrientes necesarios y suplementos para el ciclo de produccion completo. No se producen
adiciones de nutrientes al medio de cultivo celular durante la duracién de la produccion.

Un “cultivo en perfusion” se refiere a un procedimiento de cultivo de células que es diferente del procedimiento de
cultivo discontiniio o de cultivo discontinuo alimentado, en el que el cultivo no se termina, o no es necesariamente
terminado, antes de aislar y/o purificar una proteina de interés expresada, y en el cual se afaden peridédica o
continuamente nutrientes y otros componentes al cultivo, durante el cual la proteina expresada se recoge de manera
continua o periddica. La composiciéon de los nutrientes anadidos puede cambiarse durante el transcurso del cultivo
celular, dependiendo de las necesidades de las células, los requisitos para una produccién 6ptima de proteinas, y/o
cualquiera de una variedad de otros factores conocidos para los expertos en la técnica.

El término “expresion” se refiere a la trascripcion y traduccion que sucede en una célula huésped. El nivel de
expresion se refiere, generalmente, a la cantidad de proteina que se produce por la célula huésped.

Los términos “proteina” o “producto proteico” se refieren a una o mas cadenas de aminoacidos. Como se usa en el
presente documento, el término “proteina” es sindnimo de “polipéptido” y, como se entiende generalmente en la
técnica, se refiere a al menos una cadena de aminoacidos unidos mediante enlaces peptidicos secuenciales. En
determinadas realizaciones, una “proteina de interés” es una proteina codificada por una molécula de acido nucleico
exogeno que se ha transformado en una célula huésped. En determinadas realizaciones, una “proteina de interés”
es una proteina codificada por una molécula de acido nucleico que es enddgena de la célula huésped. En
determinadas realizaciones, la expresion de dicha proteina endégena de interés se altera transfectando una célula
huésped con una molécula de acido nucleico exdgena que puede, por ejemplo, contener una o mas secuencias
reguladores y/o codificar una proteina que potencia la expresion de la proteina de interés. Pueden usarse
procedimientos y composiciones de la presente invencién para producir cualquier proteina de interés, incluyendo,
pero sin limitacion a, proteinas que tengan propiedades terapéuticas, farmacéuticas, diagnosticas, agrarias y/o
cualquiera de una variedad de otras propiedades que son Utiles en aplicaciones comerciales, experimentales y/o
otras. En determinadas realizaciones, las proteinas producidas empleando los procedimientos y/o composiciones de
la presente invencion pueden procesarse y/o modificarse. Por ejemplo, una proteina a producir de acuerdo con la
presente invencion puede glicosilarse.

“Productividad especifica de la célula”, y similares, se refieren a la tasa de expresion del producto especifica, como
en por célula. La productividad especifica de la célula se mide generalmente en microgramos de proteina producida
por cada 10° células por dia o en picogramos de proteina producida por cada 10° células por dia.

El término “titulo” como se usa en el presente documento, se refiere a la cantidad total de proteina expresada de
forma recombinante producida por un cultivo celular en una cantidad dada de volumen de medio. El titulo se expresa
tipicamente en unidades de miligramos o microgramos de proteina por mililitro de medio.

Un experto en la técnica reconocera que los procedimientos divulgados en el presente documento pueden usarse
para cultivar muchas de las bien conocidas células de mamifero usadas de manera rutinaria y cultivadas en la
técnica, es decir, los procedimientos divulgados en el presente documento no se limitan a su uso solo con la
presente divulgacion.
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Descripcién detallada de determinadas realizaciones de la invencion

Se ha descubierto que usando un compuesto anti senescencia como carnosina se modifica la viabilidad y
productividad de un cultivo celular. Por ejemplo, la adicién de carnosina mantiene la viabilidad celular, y mejora la
productividad de las células, y mejora la calidad del producto proteico deseado. La carnosina es un antioxidante y un
compuesto anti senescencia que es también un dipéptido de origen natural presente a elevados niveles (hasta 20
mM) en los tejidos nerviosos y musculares de mamiferos. Al ser un antioxidante, la carnosina también es un
secuestrante de radicales libres y un inhibidor de la glicacion. En general, la carnosina transforma especies reactivas
en especies no reactivas, por tanto protegiendo a las proteinas, ADN, y otras macromoléculas esenciales. Como
compuesto anti senescencia, la carnosina puede extender la vida media de fibroblastos diploides humanos y células
de pulmédn fetales humanas (lineas celulares primarias) a una concentracion de 20 mM en medio de cultivo. La
presente invencion engloba el descubrimiento sorprendente de que es ventajoso usar un compuesto anti
senescencia (incluyendo, pero sin limitacién a, carnosina) en un cultivo celular para producir una proteina de interés.
En determinadas realizaciones, el uso de dicho compuesto anti senescencia en el cultivo celular para producir una
proteina de interés da como resultado una o mas caracteristicas del cultivo celular mejoradas incluyendo, pero sin
limitaciéon a, titulo aumentado, productividad especifica de la célula aumentada, viabilidad celular aumentada,
densidad de células viables integradas aumentada, acumulacion de agregados de elevado peso molecular
disminuida, y/o acumulacién de especies acidicas disminuida.

Se ha demostrado que la carnosina es citotéxica para células de humano o roedor transformadas y neoplasicas en
Medio Esencial Minimo (MEM, sigma), que tiene niveles de glucosa mas bajos, pero no en medio Eagle modificado
de Dulbecco (DMEM, sigma), que contiene piruvato 1mM. (Holliday y col, Biochemistry (Moscu), 65:843-848,846).
Ademas, el suero fetal bovino dializado con los compuestos de bajo peso molecular eliminados aumento los efectos
citotoxicos de la carnosina. Asimismo, también se determind que el oxoalacetato 1 mM y 1mM de a-ketoglutarato
tenian efectos comparables al piruvato, no siendo ninguno de ellos componentes del medio in6culo o de
alimentacion usado con los ejemplos de carnosina. Asimismo, el piruvato sodico, sin embargo, es un componente
original en el medio indculo a una concentracion de 0,5 mM, no para las adiciones de carnosina sino para mimetizar
mejor las condiciones in vivo en un sistema de biorreactor y como una fuente de energia alternativa potencial. El
medio inéculo también esta libre de suero, lo que puede implicar que la carnosina pueda tener efectos citotdxicos.
De acuerdo con la referencia, la adicién de carnosina a un medio de cultivo celular puede tener efectos citotoxicos
similares como se ve en el medio MEM en Holliday. Mediante el uso de los procedimientos y/o composiciones de la
presente invencion, se reduce o elimina dicha citotoxicidad y se mejoran la viabilidad celular y la produccion de
proteina.

En determinadas realizaciones, la carnosina se proporciona a un medio de cultivo celular a una concentracién de
entre aproximadamente 5mM y aproximadamente 100 mM. En determinadas realizaciones, la carnosina se
proporciona a un medio de cultivo celular a una concentraciéon de aproximadamente 10 mM a aproximadamente 40
mM, por ejemplo a una concentracién de aproximadamente 20 mM. En determinadas realizaciones, la carnosina se
proporciona a un medio de cultivo celular a una concentraciéon de aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,
46, 47, 48, 49, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 mM, o mayor. En determinadas realizaciones, dichas
concentraciones de carnosina se logran en cultivos celulares mediante la adicidon de carnosina en diversos tiempos
durante el proceso de cultivo celular, por ejemplo, en uno o mas medios de alimentaciéon. La concentracion de
carnosina utilizada depende del medio de cultivo celular y la linea celular que se esté usando, entre otros factores,
incluyendo los efectos deseados que se busquen en el producto o linea celular. También pueden proporcionarse a
un medio de cultivo celular analogos de carnosina, por ejemplo, acetilcarnosina, homo-carnosina, anserina, y
B-alanina para lograr un efecto similar. Uno o mas de estos analogos pueden proporcionarse a un medio de cultivo
celular. En determinadas realizaciones, dichos analogos se proporcionan a un medio de cultivo celular que carece de
carnosina. En determinadas realizaciones, dichos analogos se proporcionan a un medio de cultivo celular en
combinacién con carnosina. En determinadas realizaciones, dichos analogos se proporcionan a una concentracion
de aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 38, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 45, 47, 48, 49, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 mM, o
mayor.

En determinadas realizaciones, para producir una proteina de interés, inicialmente, las células huésped se
transfectan o transforman con ADN exdgeno que codifica una proteina para proporcionar células transformadas, que
producen de manera constitutiva el producto proteico deseado. En determinadas realizaciones, una molécula de
acido nucleico introducida en la célula codifica la proteina deseada para expresarse de acuerdo con la presente
invencion. En determinadas realizaciones, una molécula de acido nucleico contiene una secuencia reguladora o
codifica un producto génico que incluye o potencia la expresion por parte de la célula de la proteina deseada. Como
ejemplo no limitante, dicho producto génico puede ser un factor de trascripcion que aumenta la expresion de la
proteina de interés.

En determinadas realizaciones, un acido nucleico que dirige la expresion de una proteina se introduce de manera
estable en la célula huésped. En determinadas realizaciones, un acido nucleico que dirige la expresién de una
proteina se introduce de manera transitoria en la célula huésped. Un experto en la técnica sera capaz de elegir entre
introducir el acido nucleico de manera estable o transitoria en la célula basandose en las necesidades
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experimentales, comerciales u otras.

Un gen que codifica una proteina de interés puede unirse opcionalmente a uno o mas elementos reguladores de
control genético. En algunas realizaciones, un elemento de control genético dirige la expresion constitutiva de la
proteina. En algunas realizaciones, puede usarse un elemento de control genético que proporciona expresion
inducible de un gen que codifica la proteina de interés. El uso de un elemento de control genético inducible (por
ejemplo, un promotor inducible) permite la modulacion de la produccion de la proteina en la célula. Los ejemplos no
limitantes de elementos de control genético inducibles potencialmente Utiles para su uso en células eucariotas
incluyen elementos regulados por hormonas (véase, por ejemplo, Mader, S. y White, J.H., Proc. Natl Acad.Sci.
EE.UU.90: 5603-5607,1993), elementos sintéticos regulados por ligando (véase, por ejemplo, Spencer, D.M. y col.,
Science 262:1019-1024, 1993) y elementos regulados por radiacion ionizante (véase, por ejemplo, Manome, Y. y
col., Biochemistry 32:10607-10613, 1993; Datta, R. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 89:10149-10153, 1992).
Pueden usarse de acuerdo con los procedimientos y composiciones descritos en el presente documento otros
sistemas reguladores adicionales conocidos en la técnica especificos de célula.

Cualquier célula susceptible de cultivo celular, y de expresion de proteinas, puede usarse de acuerdo con la
presente invencion. Las células huésped son generalmente de mamifero, mas particularmente células animales,
tales como las células de ovario de hamster chino (CHO). Otros ejemplos no limitantes de células de mamifero que
pueden usarse de acuerdo con la presente invencion incluyen la linea de mieloma de raton BALB/c (NSO/I, ECACC
N°: 85110503); retinoblastos humanos (PER.C6 (CruCell, Leiden, Paises Bajos)); linea CV1 de rifidn de mono
transformada mediante SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linea de rifidn embrionario humano (293 o células 293
subclonadas para crecimiento en cultivo en suspensién, Graham y col; J. Gen Virol., 36:59 (1977)); células de rifién
de cria de raton (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hamster chino +/- DHFR (CHO, Urlaub y Chasin, Proc.
Natl. Acad. Sci. EE.UU, 77:4216 (1980)); células de sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980));
células de rifion de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de rifién de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL1
587); células de carcinoma de cérvix humano (HeLa, ATCC CCL 2); células de rifion canino (MDCK, ATCC CCL 34);
células de higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75);
células de higado humano (Hep G2, HB 8065); células de tumor mamario de raton (MMT 060562, ATCC CCL 51);
células TRI (Mather y col, Annals N.Y.Acad. Sci., 383:44-68 (1982)); células MRC 5; células FS4; y una linea de
hepatoma humano (Hep G2).

Cualquier proteina que pueda expresarse en una célula huésped puede producirse de acuerdo con los
procedimientos y composiciones de la presente invencion. La proteina puede expresarse a partir de un gen que es
enddgeno de la célula huésped, o a partir de un gen heterélogo que se introduce en la célula huésped. La proteina
puede ser una de origen natural, o puede como alternativa tener una secuencia que haya sido modificada por
ingenieria genética o seleccionada por la mano del hombre. Una proteina a producir puede ensamblarse a partir de
fragmentos de proteina que suceden individualmente en la naturaleza. De manera adicional o como alternativa, la
proteina modificada por ingenieria genética puede incluir uno o mas fragmentos que no son de origen natural.

En determinadas realizaciones, los procedimientos y composiciones de la presente invencion se emplean para
expresar una enzima, receptor, anticuerpo, hormona, factor regulador, antigeno, agente de union, etc. farmacéutica
o comercialmente relevante. En el presente ejemplo, las células manipuladas genéticamente producen un anticuerpo
contra el factor de diferenciacion de crecimiento 8 (GDF-8). Las realizaciones ilustrativas no limitantes se citan como
Myo29, Myo28, y Myo22. Estas realizaciones ejemplares se proporcionan en forma de isétopos de IgG humana. Los
ejemplos no limitantes divulgados usan MYO29 cubierto por la patente N° W02004/037861 titulada Neutralizing
Antibodies Against GDF-8 and Uses Thereof, y se incorpora en el presente documento a modo de referencia. Un
experto en la técnica sera consciente de que otras proteinas Utiles y/o deseables pueden expresarse de acuerdo con
los procedimientos y composiciones de la presente invencion.

Las lineas celulares pueden cultivarse usando una variedad de técnicas para producir el producto proteico deseado.
El cultivo celular puede hacerse a pequefia o gran escala, dependiendo del propésito, del medio de cultivo celular o
uso del producto. Por ejemplo, las células pueden crecerse en un biorreactor. En determinadas realizaciones, el
volumen del biorreactor es de al menos 1 litro y puede ser de 10, 100, 250, 500, 1.000, 2.500, 5.000, 8.000, 10.000,
12.000 litros o mas, o cualquier volumen intermedio. Ademas, los biorreactores que pueden usarse incluyen, pero sin
limitacién, un biorreactor en tanque agitado, reactor de lecho fluidificado, biorreactor de fibra hueca, o botella
rotatoria. Los sistemas también pueden operar en un modo de discontinuo, discontinuo alimentado, o continuo/de
perfusion. El biorreactor y modo en que se controla y monitoriza el medio de cultivo celular sera conocido para un
experto en la técnica de cultivos celulares. En el presente ejemplo, el sistema utilizado es un biorreactor en tanque
agitado y operado en modo discontinuo alimentado.

En gGeneral, se siembra el biorreactor con un medio indculo y una linea celular seleccionada, por ejemplo, una linea
celular MYO-29, que puede transfectarse para expresar de manera estable y producir el producto proteico deseado.
Un medio comercial como Medio Esencial Minimo (MEM, Sigma), F10 de Ham (Sigma), o medio Eagle modificado
de Dulbecco (DMEM, Sigma) pueden usarse como medio base. Estos medios base pueden suplementarse a
continuacion con aminoacidos, vitaminas, oligoelementos, y/o otros componentes para producir el medio in6culo o
de alimentacion usado durante el ciclo de produccién. En determinadas realizaciones, se altera un medio base para
permitir un crecimiento robusto de las células, para aumentar la viabilidad celular, para aumentar la productividad
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celular, para aumentar la densidad de células viables integradas, y/o para mejorar la calidad de la proteina producida
en presencia de carnosina. Por ejemplo, un medio base puede suplementarse con piruvato, oxaloacetato y/o o-
ketoglutarato. Un experto en la técnica sera capaz de alterar un medio base para su uso con los procedimientos y
composiciones de la presente invencién sin experimentacién innecesaria.

En determinadas realizaciones, las células se cultivan en cualquiera de una variedad de medios quimicos definidos
que contienen un compuesto anti senescencia, en el que los componentes del medio son tanto conocidos como
controlados. Por ejemplo, un medio definido tipicamente no contiene aditivos complejos como suero o hidrolizados.
En determinadas realizaciones, las células se cultivan en cualquiera de una variedad de medios complejos que
contienen un compuesto anti senescencia, en el que no todos los componentes del medio son conocidos y/o
controlados. En determinadas realizaciones, dicho compuesto anti senescencia comprende carnosina.

Las condiciones del biorreactor se controlan, tipicamente, con el pH ajustado entre aproximadamente 6,5 a
aproximadamente 7,5. El pH se ajusta usando un acido, generalmente CO», o una base, como bicarbonato de sodio.
El oxigeno disuelto se controla entre aproximadamente 5 y 90 % de saturacion de aire, y la temperatura se mantiene
entre 30 °C a 42 °C, durante la fase de crecimiento. Un experto en la técnica de cultivos celulares puede modificar
las condiciones del biorreactor basandose en la linea celular y procedimientos empleados para lograr los resultados
deseados sin experimentacion innecesaria.

Las composiciones y procedimientos de la presente invencion pueden usarse con cualquier procedimiento de cultivo
celular o sistema que es susceptible de expresion de proteinas. Por ejemplo, las células que expresan una proteina
de interés pueden crecerse en cultivos discontinuos o discontinuos alimentados, en los que el cultivo se termina
después de la suficiente expresion de la proteina, después de la cual la proteina expresada se recoge y
opcionalmente se purifica. Como alternativa, las células que expresan una proteina de interés pueden crecerse en
cultivos en perfusion, en los que el cultivo no se termina y se afiaden periddica o continuamente nuevos nutrientes y
otros componentes al cultivo, durante el cual la proteina expresada es recogida de manera periédica o continua.

Después de que las células se siembran, pasan a través de una etapa de crecimiento durante la cual el nimero de
células generalmente aumenta de manera exponencial. Durante la etapa de crecimiento, la temperatura o intervalo
de temperaturas del cultivo celular se seleccionara basandose primariamente en las temperaturas o intervalo de
temperaturas a las que el cultivo celular se mantiene viable, en la que se produce un alto nivel de proteinas, en la
que la produccién o acumulacion de productos de desecho metabdlicos se minimiza, y/o cualquier combinacion de
estos u otros factores considerados importantes por el experto. A modo de ejemplo no limitante, las células CHO
crecen adecuadamente y producen elevados niveles de proteina a aproximadamente 37 °C. En general, la mayoria
de células de mamifero crecen bien y/o pueden producir elevados niveles de proteina dentro de un intervalo de
aproximadamente 25 °C a 42 °C, aunque los procedimientos mostrados por la presente divulgacion no estan
limitados a estas temperaturas. Determinadas células de mamifero crecen bien y/o pueden producir elevado niveles
de proteina dentro del intervalo de aproximadamente 35 °C a 40 °C. En determinadas realizaciones, el cultivo celular
se crece a una temperatura de 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42,
43, 44, 0 45 °C en uno o mas tiempos durante la etapa de crecimiento. Los expertos en la técnica seran capaces de
seleccionar la temperatura apropiada o intervalo de temperaturas en el que crecer las células, dependiendo de las
necesidades de las células y los requerimientos de produccion del experto.

Seguidamente a la etapa de crecimiento, se encuentra una etapa de transicion durante la que las células se adaptan
a cualquier cambio que suceda en los alrededores, como un cambio de temperatura. Los cambios que suceden son
tipicamente parametros para la etapa de produccion. En los presentes ejemplos, en el dia 4, la temperatura
disminuy6 de aproximadamente 37 °C a aproximadamente 31 °C. El cambio de temperatura, sin embargo, puede
suceder mas de una vez y no necesita necesariamente ser a la baja. Ademas, la etapa de transicion y el cambio de
temperatura pueden suceder en cualquier dia durante el ciclo de produccion. Aunque la mayoria de los
procedimientos de produccion incluyen procesos multi etapa, la carnosina también puede utilizarse en procesos de
etapa Unica.

Cuando se modifica la temperatura del cultivo, el cambio de temperatura puede ser relativamente gradual. Por
ejemplo, puede llevar varias horas o dias completar el cambio de temperatura. Como alternativa, el cambio de
temperatura puede ser relativamente abrupto. La temperatura puede aumentarse o disminuirse de manera
progresiva durante el proceso de cultivo. Como alternativa, la temperatura puede aumentarse o disminuirse en
cantidades discretas a diversos tiempos durante el proceso de cultivo. La temperatura o temperaturas o intervalos de
temperatura posteriores pueden ser mas bajos que o mayores que la temperatura o temperaturas o intervalo o
intervalos de temperatura iniciales. Un experto en la técnica entendera que varios cambios de temperatura discretos
estan englobados en estas realizaciones. Por ejemplo, la temperatura puede cambiarse una vez (ya sea a una
temperatura mas alta o mas baja o intervalo de temperaturas), mantenerse las células a esta temperatura o
intervalos de temperaturas durante un determinado periodo de tiempo, después del cual la temperatura puede
cambiarse de nuevo a cualquier temperatura nueva o intervalo de temperaturas, que puede ser tanto mayor como
menor que la temperatura o intervalo de temperaturas que la temperatura o intervalo de temperaturas anteriores. La
temperatura del cultivo después de cada cambio discreto puede ser constante o puede mantenerse dentro de un
intervalo determinado de temperaturas.
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Finalmente, se encuentra la etapa de producciéon donde el nimero de células no aumenta de manera sustancial, sino
que las células producen el producto proteico deseado. Un experto en la técnica entendera, sin embargo, que en
determinadas realizaciones, las células pueden continuar creciendo y aumentando en nimero durante la etapa de
produccién. Durante esta etapa el medio ambiente del biorreactor se controla en condiciones en las que las células
es mas probable que sean productivas. Por ejemplo, la temperatura generalmente se mantiene a una temperatura
distinta de la de la etapa de crecimiento, que es conductiva a la produccion de un producto proteico, por ejemplo, 31
°C. A lo largo del ciclo de produccion, puede alimentarse a las células con un medio de alimentacion que contiene
nutrientes y suplementos que las células pueden necesitar. Por ejemplo, en determinados casos, puede ser
beneficioso o necesario suplementar el cultivo celular durante la etapa de produccién posterior con nutrientes u otros
componentes del medio que se hayan consumido o metabolizado por las células. Como ejemplos no limitantes,
puede ser beneficioso o necesario suplementar el cultivo celular con hormonas y/o otros factores de crecimiento,
iones concretos (como sodio, cloruro, calcio, magnesio y fosfato), tampones, vitaminas, nucledsidos o nucleétidos,
oligoelementos (compuestos inorganicos normalmente presentes a concentraciones finales muy bajas),
aminoacidos, lipidos, o glucosa u otra fuente de energia. Todos estos componentes suplementarios pueden afadirse
al cultivo celular a la vez, o pueden proporcionarse al cultivo celular en una serie de adiciones. En determinadas
realizaciones, se proporciona un compuesto anti senescencia en un medio de alimentacién a uno o mas tiempos
durante la etapa de produccion.

De acuerdo con determinadas realizaciones, el uso de un compuesto anti senescencia, por ejemplo, carnosina, en el
medio de cultivo celular durante la etapa de produccion, ya sea proporcionado en un medio de inoculacién o en un
medio de alimentacién, aumenta la viabilidad celular y/o producciéon especifica de proteina, mejorando por tanto el
rendimiento general de proteina producida.

Los aspectos de un proceso de produccién de proteina se determinan por un experto en la técnica de cultivos
celulares. Los parametros como la densidad de siembra, duracién de la producciéon del cultivo; condiciones
operativas durante la recoleccion, entre otros, incluyendo aquellas mencionadas anteriormente son funciones de la
linea celular y del medio de cultivo celular. Por tanto, los parametros pueden determinarse sin experimentacion
innecesaria por un experto en la técnica de cultivos celulares.

Como en el caso de la temperatura o intervalo de temperaturas durante la etapa de crecimiento, la temperatura o
intervalo de temperaturas del cultivo celular durante la etapa de produccion puede seleccionarse basandose
primariamente en la temperatura o intervalo de temperaturas en el que el cultivo celular permanece viable, a la cual
se produce un elevado nivel de proteinas, a la cual la produccién o acumulacion de productos de desechos
metabdlicos se minimiza, y/o cualquier combinaciéon de estos u otros factores considerados importantes por el
experto. En general, la mayor parte de las células de mamifero permanecen viables y producen elevados niveles de
proteina dentro de un intervalo de aproximadamente 25 °C a 42 °C, aunque los procedimientos ensefiados por la
presente divulgacion no estan limitados a estas temperaturas. En determinadas realizaciones, las células de
mamifero permanecen viables y producen elevados niveles de proteina dentro de un intervalo de aproximadamente
25 °C a 35 °C. En determinadas realizaciones, el cultivo celular se crece a una temperatura de 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44 0 45 °C a uno o mas tiempos durante la etapa
de produccion. Los expertos en la técnica seran capaces de seleccionar la(s) temperatura(s) adecuada(s) o
intervalo(s) de temperatura(s) en los que crecer las células durante la etapa de produccion, dependiendo de las
necesidades particulares de las células y de los requerimientos de produccion particulares del experto. Las células
pueden crecerse durante cualquier cantidad de tiempo, dependiendo de las necesidades del experto y de las
necesidades de las propias células.

En determinadas realizaciones, los cultivos discontinuos o discontinuos alimentados se terminan una vez que el
cultivo alcanza una o mas condiciones de cultivo relevantes, determinadas por las necesidades del experto. En
determinadas realizaciones, los cultivos discontinuos o discontinuos alimentados se terminan una vez que la
proteina expresada alcanza un titulo suficientemente elevado, una vez que la densidad celular alcanza un nivel
suficientemente elevado, una vez que la proteina expresada alcanza una densidad celular suficiente, y/o para evitar
una produccion no deseada o acumulacion de productos de desecho metabdlico (por ejemplo, lactato y/o amonio).
Un experto en la técnica sera consciente de otras condiciones de cultivo relevantes que puedan usarse para
determinar cuando un cultivo discontinuo o discontinuo alimentado debe terminarse, basandose en consideraciones
experimentales, comerciales, y/o otras consideraciones.

En determinadas realizaciones, después de un ciclo de produccién, el producto proteico se recupera del cultivo
celular y se aisla posteriormente usando técnicas de separacion tradicionales. Por ejemplo, la proteina puede
separarse inicialmente mediante centrifugacion, reteniendo el sobrenadante que contiene la proteina.
Adicionalmente o como alternativa, el producto proteico puede unirse a la superficie de la célula huésped. En dichas
realizaciones, el medio se retira y las células huésped que expresan la proteina se lisan en un primer paso del
proceso de purificacion. La lisis de células huésped de mamifero puede lograrse mediante un nimero de medios
conocidos para los expertos en la técnica, incluyendo la disrupcion fisica mediante perlas de vidrio y exposiciéon a
condiciones de elevado pH.

Mediante el uso de procedimientos convencionales de purificacion de proteinas, la proteina puede aislarse de
manera adicional. Los procedimientos mediante los cuales aislar y purificar el producto proteico deseado son
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conocidos en la técnica de cultivos celulares. Los procedimientos especificos dependen de la linea celular usada y
del producto buscado.

El compuesto anti senescencia, por ejemplo, carnosina, puede afadirse al medio de cultivo a un tiempo 6ptimo para
el proceso especifico de cultivo celular. Para los presentes ejemplos, la adicion de carnosina sucede después de que
la etapa de crecimiento esté sustancialmente completa y se encuentre en la etapa de transicion. Durante la adicion,
el medio de cultivo celular se esta adaptando a la nueva temperatura resultante del cambio de temperatura. La etapa
de transicion sucede generalmente cuando los agentes se afiaden para ayudar a iniciar la etapa de produccion. La
carnosina, sin embargo, puede afiadirse en cualquier punto durante el ciclo de produccién que genere resultados
optimos, incluyendo la etapa de crecimiento y la etapa de produccién. La carnosina también puede afadirse en
combinaciéon con otros componentes, como un medio de alimentacién. En determinadas realizaciones, un
compuesto anti senescencia se proporciona en un medio de inoculacién y esta presente en el cultivo celular durante
el proceso de cultivo celular completo. En determinadas realizaciones, se proporcionan dos o mas compuestos anti
senescencia en el medio de cultivo celular. En determinadas realizaciones, dos 0 mas compuestos anti senescencia
se proporcionan en un medio de inoculacion y estan presentes en el cultivo celular durante el proceso de cultivo
celular completo. En determinadas realizaciones, se proporcionan dos o mas compuestos anti senescencia, en los
que un compuesto anti senescencia se proporciona en un medio de inoculacion y se encuentra presente en el cultivo
celular durante el proceso entero de cultivo celular, mientras que el otro compuesto anti senescencia se proporciona
después de que el cultivo celular haya comenzado.

En determinadas realizaciones, la concentracion de un compuesto anti senescencia presente en el cultivo celular es
diferente para distintos tipos celulares y productos. En determinadas realizaciones, la concentracion de carnosina
presente es diferente para distintos tipos celulares y productos. Generalmente, la concentracion es suficiente para
potenciar la productividad y calidad sin efectos téxicos. Para los presentes ejemplos, el intervalo incluye, pero sin
limitaciéon a, de 5 mM a 100 mM. Se apreciara que la concentracién de carnosina usada puede variar dependiendo
del medio de cultivo celular. La concentracién adecuada de carnosina para una linea celular concreta puede
necesitar ser determinada mediante experimentos rutinarios a pequefia escala como, por ejemplo, un biorreactor de
2 |, usando procedimientos convencionales. Un experto en la técnica sera capaz de determinar una concentracion
ventajosa u oOptima de carnosina u otro compuesto anti senescencia sin experimentacion innecesaria usando
técnicas de cultivo celular y procedimientos diagnosticos que son conocidos en la técnica.

Una ventaja de anadir carnosina u otro compuesto anti senescencia, en vez de agentes quimicos, es el efecto sobre
la viabilidad. Tipicamente, el crecimiento celular cesa y el nimero de células viables disminuye con la adiciéon de un
agente quimico, como el butirato sodico. (Kim y col. Biotechnol Bioeng, 71: 184-193,184). Los ejemplos a
continuacion, sin embargo, demuestran que la adicidon de carnosina a un medio de cultivo celular da como resultado
una viabilidad mayor en el momento de la recolecciéon del que se observa en un cultivo celular crecido en ausencia
de un compuesto anti senescencia como carnosina. Ademas, dichos cultivos celulares que contienen carnosina
muestran un aumento en la productividad especifica. Con los efectos positivos sobre la viabilidad celular y
productividad especifica, el rendimiento general es mayor.

Otra ventaja es que el compuesto anti senescencia como carnosina disminuye la cantidad de agregados de elevado
peso molecular y/o el nimero de especies acidicas. Disminuir la cantidad de agregados de elevado peso molecular y
especies acidicas simplifica la purificacion del producto proteico. Permitir que la proteina se aisle de una manera
mas eficiente disminuye el coste de produccion del producto proteico. En determinadas realizaciones, se usa un
compuesto anti senescencia distinto de carnosina para disminuir la cantidad de agregados de elevado peso
molecular y/o especies acidicas. En determinadas realizaciones, se usan dos o mas compuestos anti senescencia
para disminuir la cantidad de agregados de elevado peso molecular y/o especies acidicas.

En determinadas realizaciones, las células se crecen de acuerdo con cualquiera de los procedimientos de cultivo
celular descritos en las Patentes de los EE.UU con Numeros de serie 11/213.308, 11/213.317 y 11/213.633 cada
una de las cuales se registro el 25 de agosto de 2005, y cada una de las cuales se incorpord en el presente
documento a modo de referencia en su conjunto. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, las células pueden
crecerse en un medio de cultivo en el que la concentracion acumulativa de aminoacidos es mayor de
aproximadamente 70 mM. En determinadas realizaciones, las células pueden crecerse en un medio de cultivo en el
que la relacion molar de glutamina acumulativa a asparagina acumulativa es menor de aproximadamente 2. En
determinadas realizaciones, las células pueden crecerse en un medio de cultivo en el que la relacion molar de
glutamina acumulativa a aminoacido acumulado total es menor de aproximadamente 0,2. En determinadas
realizaciones, las células pueden crecerse en un medio de cultivo en el que la relacién molar de iones inorganicos
acumulativos a aminoacidos acumulativos totales sea de aproximadamente 0,4 a 1. En determinadas realizaciones,
las células pueden crecerse en un medio de cultivo en el que la concentracion acumulativa de glutamina y
asparagina esté aproximadamente entre 16 y 36 mM. En determinadas realizaciones, las células pueden crecerse
en un medio de cultivo que contenga 2, 3, 4 o todas las 5 de las condiciones del medio precedentes. El uso de
dichos medios permite elevados niveles de produccion de proteina y disminuye la acumulacion de determinados
factores no deseados como amonio y/o lactato.

En algunas realizaciones, las células se crecen en una o mas de las condiciones descritas en la solicitud de patente
provisional de los EE.UU con N° de serie 60/830.658, presentada el 13 de julio de 2006 e incorporada al presente
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documento a modo de referencia en su conjunto. Por ejemplo, en algunas realizaciones, las células se crecen en un
medio de cultivo que contiene manganeso a una concentracion de entre aproximadamente 10 y 600 nM. En algunas
realizaciones, las células se crecen en un medio de cultivo que contiene manganeso a una concentracion de entre
aproximadamente 20 y 100 nM. En determinadas realizaciones, las células se crecen en un medio de cultivo que
contiene manganeso a una concentracion aproximadamente de 40 nM. El uso de dichos medios en el crecimiento de
glicoproteinas da como resultado la produccion de una glicoproteina con un patrén de glicosilacion mejorado (por
ejemplo, un mayor nimero de restos de azlcares unidos covalentemente en una o mas cadenas de oligosacaridos).

En determinadas realizaciones de la invencion, las proteinas producidas de acuerdo con uno o mas de los
procedimientos de la presente invencion tendran una actividad farmacolégica y seran utiles en la preparacion de
compuestos farmacéuticos. Las proteinas producidas de acuerdo con uno o mas de los procedimientos de la
presente invencion pueden administrarse a un sujeto o pueden formularse primeramente para su dispensacion
mediante cualquier via disponible incluyendo, pero sin limitacion a, via parenteral (por ejemplo, intravenosa),
intradérmica, subcutanea, oral, nasal, bronquial, oftalmica, transdérmica (topica), transmucosal, rectal, y vaginal. Las
composiciones farmacéuticas de las invencion tipicamente incluyen una proteina purificada expresada por una linea
celular de mamifero, un agente de dispensacion (es decir, un polimero catidnico, un transportador molecular
peptidico, tensioactivo, etc., como se describe anteriormente) en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Como se usa en el presente documento, la expresion “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye
solventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y
retardantes de la absorcién, y similares, compatibles con la administracion farmacéutica. También pueden
incorporarse en las composiciones principios activos suplementarios.

Una composicion farmacéutica se formula para ser compatible con su via de administracion pretendida. Dichas
formulaciones seran conocidas para los expertos en la técnica. En determinadas realizaciones, una proteina
producida de acuerdo con la presente invencidon se formula en forma oral y/o parenteral. En determinadas
realizaciones, para la facilidad de administracion y uniformidad de dosificacion, dichas formas orales y/o parenterales
se formulan como formas de dosificacién unitarias, en las que cada unidad contiene una cantidad predeterminada de
proteina activa calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociaciéon con el vehiculo farmacéutico
requerido. Un experto en la técnica conocera formulaciones en dosificacion unitaria apropiadas para proteinas
producidas de acuerdo con la presente invencion.

Determinadas realizaciones y aspectos se discuten en detalle anteriormente. La presente divulgacion se ilustra
ademas por los siguientes ejemplos no limitantes. Los expertos en la técnica entenderan, sin embargo, que varias
modificaciones a estas realizaciones se encuentran dentro del ambito de las reivindicaciones adjuntas. Se indica que
la adicién de carnosina y/o otros compuestos anti senescencia es igualmente aplicable a otros cultivos de lineas
celulares de mamifero y productos proteicos. Las reivindicaciones y equivalentes de las mismas definen el alcance
de la presente invencion, que no esta, y no debe estar, limitada a, o, por la presente descripcion de determinadas
realizaciones.

Ejemplos
Ejemplo 1
Experimentos de carnosina a escala de disco

Se cultivé una linea celular MYO-29 en un medio de produccién sin suero en un biorreactor con un volumen de
trabajo de 1 | y se cambio la temperatura de 37 °C a 31 °C en el dia 4. El pH del biorreactor se mantuvo a 7,00 y el
oxigeno disuelto se encontraba al 30 % de saturacion de aire. El medio de cultivo celular se recogioé del biorreactor
en el dia 4, dia 7 y en el dia 10 y se puso en discos de cultivo con un volumen de trabajo de 8. ml y se colocaron en
un incubador a 31 °C, donde se cultivaron los discos de cultivo hasta el dia 12. Las células se suplementaron con un
medio de alimentacion en los dias 5y 7. En el dia 5, se afiadio un 10 % (v/v) de medio de alimentacion a los medios
de cultivo y en el dia 7 se afiadié un 5 % (v/v) de medio de alimentacion a los cultivos celulares. Se afadieron 10
mM de carnosina en los dias 4, 7, y 10, respectivamente, a los discos y el medio de cultivo celular se recogio en el
dia 12.

La Figura 1a muestra el efecto de las adiciones de carnosina en la cantidad de picos acidicos en el cultivo en el dia
7. La Figura 1b muestra el efecto de la carnosina en los agregados de elevado peso molecular en el cultivo del dia 7.
La Figura 1c ilustra el efecto de las adiciones de carnosina en el dia 4, versus dia 7, versus dia 10 en los picos
acidicos. La Figura 1d muestra los mismos resultados del experimento excepto para agregados de elevado peso
molecular. En general, la carnosina tuvo un efecto positivo disminuyendo tanto los picos acidicos como los
agregados de elevado peso molecular en los discos cultivados.

Ejemplo 2
Efectos de la adicion de carnosina al medio de cultivo celular

Se inocularon 5 biorreactores con 0,9 x 10° células/ml con un de volumen de trabajo de 1| de una linea celular MYO-
29 en un medio de inoculacion sin suero. Todos los birreactores se alimentaron con un 5 % (v/v) de un medio de
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alimentacion en los dias 3, 5, 7, y 12 de un ciclo de 14 dias. Se afiadié una alimentacion en el dia 10 de un 5 % (v/v)
del medio de alimentacion a dos de los birreactores control y a uno que contenia carnosina. Las condiciones de los
biorreactores se mantuvieron a una temperatura de 37 °C, a un pH de 7,00, y un nivel de oxigeno disuelto al 30 % de
saturacion de aire. La velocidad de agitacion fue de 200 rpm y el aire rociado tenia una combinacion de aire y un 7
% de didxido de carbono.

Todas las células se cultivaron durante 4 dias y en dicho momento se afiadieron 20 mM de carnosina a dos de los
biorreactores, a los controles no se les afadié carnosina, y la temperatura se cambio a 31 °C en todos los
biorreactores también en el dia 4. Los biorreactores se recogieron en el dia 14 del ciclo de producciéon. Se tomaron
muestras durante el ciclo para evaluar el progreso del medio de cultivo celular. Los controles rindieron como se
esperaba.

La Figura 2a muestra la densidad diaria de células viables. La Figura 2b muestra que la viabilidad celular diaria de
los birreactores con carnosina era mayor tras ser recogidas en comparacion con dos biorreactores sin ella. La Figura
2c muestra el titulo diario de los biorreactores y que los dos biorreactores con carnosina presente tenian un titulo
mayor en el momento de la recoleccion. Los cultivos con carnosina tenian una productividad celular especifica
acumulativa mejor mostrada en la Figura 2d. La Figura 2e muestra la cantidad de agregados de elevado peso
molecular y muestra una disminucion de agregados de elevado peso molecular en los biorreactores con presencia
de carnosina.

Ejemplo 3
Efecto de adiciones de diferentes concentraciones de carnosina

Se inocularon 4 biorreactores con 0,4 x 10° células/ml con 1 | de volumen de trabajo de una linea celular MYO-29 en
un medio de inoculacion sin suero. Todos los biorreactores se alimentaron al 5 % (v/v) de un medio de alimentacién
en el dia 7 de un ciclo de 14 dias. Las condiciones del biorreactor se mantuvieron a una temperatura de 37 °C, un
pH de 7,00, y un nivel de oxigeno disuelto a un 30 % de saturacion de aire. La tasa de agitacion fue de 200 rpm y el
gas rociado tenia una combinacion de aire y un 7 % de dioxido de carbono.

Todas las células se cultivaron durante 4 dias y en este punto la temperatura se cambio en todos los biorreactores a
31 °C. También en el dia 4, se afiadieron 20 mM de carnosina a un biorreactor, a un segundo se le afiadieron 40 mM
de carnosina, y los controles no tenian carnosina afiadida. Todos los biorreactores se recogieron en el dia 12 del
ciclo de produccién. Se tomaron muestras durante el ciclo para evaluar el progreso del medio de cultivo celular. Los
controles rindieron en general como se esperaba, a excepcion de un control que tenia un ndmero de viabilidades
diarias ligeramente menor de lo que se habia visto anteriormente.

La Figura 3a muestra la densidad de células viables diaria, los diferentes biorreactores son practicamente similares
con la excepciodn del biorreactor con 40 mM de carnosina. La Figura 3b muestra que la viabilidad celular diaria de los
biorreactores con carnosina tenia una mayor viabilidad tras ser recolectadas en comparacion con los biorreactores
control sin ella. La Figura 3c muestra el titulo diario; los biorreactores con las adiciones de carnosina y uno de los
controles fueron similares. El biorreactor con 40 mM de carnosina tenia una productividad celular especifica
acumulativa mayor. (Figura 3d). La Figura 3e muestra la cantidad de agregados de elevado peso molecular; en
general hay una disminucion en agregados de elevado peso molecular con las adiciones de carnosina en
comparacion con los controles.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de produccién de una proteina en un cultivo celular que comprende las etapas de:

Cultivar células de mamifero transformadas con un gen que codifica una proteina de interés, el cual gen se
expresa en condiciones de cultivo celular, en un medio de cultivo celular que comprende un compuesto anti
senescencia seleccionado de entre carnosina, acetil-carnosina, homocarnosina, anserina, y -alanina; en el que
el compuesto anti senescencia se encuentra a una concentracion de entre aproximadamente 5 mM a
aproximadamente 100 mM, y

mantener el cultivo en condiciones y durante un tiempo suficiente para permitir la expresion de la proteina;

en el que el cultivo celular muestra una caracteristica de cultivo celular mejorada que difiere de una caracteristica
de cultivo celular correspondiente que podria observarse en condiciones por lo demas idénticas en un medio por
lo demas idéntico que carece del compuesto anti senescencia;

en el que la caracteristica de cultivo mejorada se selecciona del grupo que consiste en: titulo aumentado,
productividad celular especifica aumentada, acumulacion de agregados de elevado peso molecular disminuida y
acumulacioén de especies acidicas disminuida, y combinaciones de los mismos.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicho compuesto anti senescencia es carnosina.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicha célula de mamifero es una célula CHO.

4. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicha proteina de interés es un anticuerpo.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que dicho anticuerpo es un isétopo de IgG.

6. El procedimiento de la reivindicacioén 4, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo humano recombinante.

7. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que dicho anticuerpo es especificamente reactivo con el factor de
diferenciacion del crecimiento 8 (GDF-8) o un epitopo del mismo.

8. El procedimiento de la reivindicacién 4, en el que dicho anticuerpo recombinante se une especificamente a
BMP-11.

9. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que dicho compuesto anti senescencia se encuentra a una
concentracion de entre aproximadamente 10 mM a aproximadamente 40 mM.

10. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicho compuesto anti senescencia esta en una concentracion
de aproximadamente 20 mM.

11. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que dicho compuesto anti senescencia se afade en combinacién
con un medio de alimentacion.

12. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que se mantiene dicha viabilidad celular en el momento de la
recoleccion.

13. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que se aumenta la produccion de dicha proteina de interés.

14. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que se aumenta la productividad especifica de la célula de dicha
proteina de interés.

15. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que la calidad de dicha proteina de interés se aumenta mediante
una disminucioén de los agregados de elevado peso molecular.

16. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que la calidad de dicha proteina de interés se aumenta mediante
una disminucion en las especies acidicas.
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Figura 1a. Efecto de Carnosina sobre picos acidicos para MYO-29

Efecto de carnosina sobre picos acidicos para Myo-29
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Figura 1b. Efecto de Carnosina sobre agregados de elevado peso
molecular
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Figura 1c. Efecto de adiciones de carnosina en diferentes dias sobre
picos acidicos

Efecto de carnosina sobre picos acidicos para Myo-029
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Figura 1d. Efecto de adiciones de Carnosina en diferentes dias
sobre agregados de elevado peso molecular
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Figura 2a. Efecto de Carnosina sobre la densidad de células viables
diaria

Densidad de células viables diaria (Cedex)

«=@==Control A Alim. D10

«=fi== Alim. D10 Carnosina
20 mM

-.’=~=Control B Alim. D10

=3%==Carnosina 20 mM

x 106 células/ml

=& Control C

0O 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo de cultivo (Dias)

Figura 2b. Efecto de Carnosina sobre la viabilidad celular diaria
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Figura 2c. Efecto de Carnosina sobre el titulo diario

Titulo diario por Pro A HPLC
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Figura 2d. Efecto de Carnosina sobre la productividad celular
especifica acumulativa
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Figura 2e. Efecto de Carnosina sobre agregados de elevado peso
molecular
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Figura 3a. Efecto de diferentes concentraciones de Carnosina sobre
densidad de células viables
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Figura 3b. Efecto de diferentes concentraciones de Carnosina sobre la
viabilidad celular diaria
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Figura 3c. Efecto de diferentes concentraciones de Carnosina sobre el
titulo diario
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Figura 3d. Efecto de diferentes concentraciones de Carnosina sobre la
productividad celular especifica acumulativa
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Figura 3e. Efecto de diferentes concentraciones de Carnosina sobre
agregados de elevado peso molecular
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