ES 2 538 986 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Namero de publicacion: 2 538 986

@Int. Cl.:

C12Q 1/02 (2006.01)
C12N 5/00 (2006.01)
@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  07.11.2007 E 07868688 (8)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 18.03.2015  EP 2078071

T3

Tl'tulo: Medios disefiados racionalmente para un cultivo celular

Prioridad:

08.11.2006 US 858289 P

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
25.06.2015

@ Titular/es:

WYETH LLC (100.0%)
235 East 42nd Street
New York, NY 10017-5755, US

@ Inventor/es:

LUAN, YEN-TUNG,;
WANG, WENGE;
NOLAN, RYANy
DRAPEAU, DENIS

Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 538 986 T3

DESCRIPCION
Medios disefiados racionalmente para un cultivo celular

Campo de la invencién

La divulgacion se refiere a procedimientos para disefiar racionalmente medios de cultivo celular para su uso en
cultivos celulares empleados, por ejemplo, en la produccion de polipéptidos; medios de cultivo celular disefiados con
los procedimientos desvelados; a procedimientos para producir grandes cantidades de un polipéptido de interés, por
ejemplo, un anticuerpo, usando dichos medios; a polipéptidos producidos usando los procedimientos y los medios
desvelados en el presente documento; y a composiciones farmacéuticas que contienen dichos polipéptidos. La
invencion es particularmente util en cultivos celulares a gran escala. Los procedimientos y las composiciones que se
desvelan en el presente documento son particularmente Utiles para producir cantidades significativas de polipéptidos
en cultivos discontinuos, semicontinuos y en perfusion, de células animales.

Técnica anterior relacionada

Una gran proporcion de productos biotecnoldgicos, ya sea disponibles en el comercio o Unicamente en desarrollo,
son agentes terapéuticos proteicos; por tanto, existe la demanda de produccién de estos polipéptidos en cultivos
celulares. Ademas, con frecuencia se requiere la maquinaria celular de una célula animal (a diferencia de, por
ejemplo, una célula bacteriana) para producir muchas formas de agentes terapéuticos polipeptidicos (tales como
proteinas glucosiladas o anticuerpos monoclonales (Acm)) producidos por hibridomas. Por consiguiente, existe una
creciente demanda para optimizar la produccion de estos polipéptidos en cultivos celulares y particularmente en
cultivos de células animales.

En comparacion con los cultivos de células bacterianas, los cultivos de células animales tienen tasas de produccion
mas bajas y tipicamente generan rendimientos de producciéon mas bajos. Por tanto, una cantidad significativa de
investigacion se centra en las condiciones de cultivo de células animales que optimicen la produccion del polipéptido,
es decir, condiciones que soporten una densidad celular elevada y un titulo elevado. Por ejemplo, se ha determinado
que manteniendo las concentraciones de glucosa en medios de cultivo celular a bajas concentraciones y cultivando
las células en una fase de producciéon a una osmolaridad de aproximadamente 400 a 600 mOSm se aumentaba la
produccion de proteinas recombinantes en cultivos de células animales, en los que, en todas las fases, el cultivo es
también a una concentraciéon de glutamina seleccionada (preferentemente entre aproximadamente 0,2 a
aproximadamente 2 mM). También se ha determinado que el suministro limitado de glucosa a cultivos de células
animales en procesos semicontinuos controla la produccion de lactato sin requerir el suministro de glucosa a una
tasa constante. Ademas, se sabe que la modificacién de la concentraciéon acumulativa total de aminoacidos, la
concentracion de aminoacidos individuales y las proporciones de aminoacidos individuales entre si (por ejemplo,
glutamina con respecto a asparagina) y de aminoacidos totales (por ejemplo, glutamina con respecto a aminoacidos
totales) en los medios de un cultivo celular a gran escala puede dar como resultado una produccién de polipéptidos a
gran escala sustancialmente mejorada.

Tradicionalmente, los estudios del medio de los cultivos de células animales se centran en tres técnicas: 1)
enriquecimiento de los componentes del medio del medio de partida y aumento de la frecuencia del suministro del
cultivo; 2) aplicacion de disefio multifactorial a diferentes fuerzas de medio y diferentes concentraciones de
componentes; y 3) analisis del medio acondicionado (consumo) de aminoacidos, vitaminas y otros componentes, y
adicion de aquellos componentes que estén a bajos niveles o que se hayan agotado. Estos procedimientos
generalmente usan respuestas de densidad celular, viabilidad y titulo como indicadores de optimizacion.

Sin embargo, los procedimientos anteriores Unicamente detectan indirectamente las necesidades de nutrientes de
las células en funcion del resultado final, es decir, densidad, viabilidad y titulo celular, en lugar de detectar y
proporcionar a la célula las necesidades reales de nutrientes para optimizar la produccién de proteinas.

Sumario de la invencién

La presente divulgacion proporciona procedimientos para disefiar racionalmente medios de cultivo celular, por
ejemplo, medios de cultivo celular a gran escala, para su uso, por ejemplo, en cultivos celulares a gran escala
empleados en la produccion de polipéptidos; medios de cultivo celular, por ejemplo, medios de cultivo celular a gran
escala, disefiados con los procedimientos desvelados; procedimientos para producir grandes cantidades de un
polipéptido de interés, por ejemplo, un anticuerpo, usando dichos medios; polipéptidos producidos usando los
procedimientos y medios desvelados en el presente documento; y composiciones farmacéuticas que contengan
dichos polipéptidos. Estos procedimientos y composiciones son utiles para cultivar, por ejemplo, cultivos celulares
discontinuos, semicontinuos y en perfusion. Estos procedimientos y composiciones son particularmente utiles para el
cultivo a gran escala, por ejemplo, cultivos discontinuos, semicontinuos y en perfusion, de células animales, por
ejemplo, células de mamifero. La invencion proporciona un medio de cultivo celular que comprende entre
aproximadamente de 7 mM a 30 mM de leucina, entre aproximadamente de 7 mM a 30 mM de lisina, entre 7 mM a
30 mM de treonina, entre 7 mM a 30 mM de prolina y entre 7 mM a 30 mM de valina. La invencién proporciona
adicionalmente un procedimiento para producir un polipéptido en un cultivo celular que comprende:
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(1) proporcionar un cultivo celular, que comprende:

a. células, que comprenden un acido nucleico que codifica un polipéptido de interés; y

b. un medio de cultivo celular que comprende entre 7 mM a 30 mM de leucina, entre aproximadamente 7 mM
a aproximadamente 30 mM de lisina, entre 7 mM a 30 mM de treonina, entre 7 mM a 30 mM prolina y entre 7
mM a 30 mM de valina; y

(2) mantener el cultivo celular en condiciones que permitan la expresion del polipéptido de interés.

Un medio disefiado racionalmente de la presente divulgacion contiene una concentracion de un aminoacido que se
calcula para su uso en masa celular, una concentracién del aminoacido que se calcula para su uso en el
mantenimiento celular y una concentracion del aminoacido que se calcula para su incorporacion en el polipéptido de
interés.

En una realizacion, la divulgaciéon proporciona un procedimiento para producir un polipéptido en un cultivo celular
que comprende proporcionar un cultivo celular, que comprende células, que comprende un acido nucleico que
codifica un polipéptido de interés, y un medio de cultivo celular deseado, que comprende una concentraciéon de un
aminoacido que se calcula para su uso en masa celular, una concentracién del aminoacido que se calcula para su
uso en el mantenimiento celular, y una concentracion del aminoacido que se calcula para su incorporacién en el
polipéptido de interés; y, el mantenimiento del cultivo celular en condiciones que permitan la expresion del
polipéptido de interés. En una realizacion de la divulgacion, el medio de cultivo celular deseado comprende una
concentracion de aminoacidos inicial ajustada, A, de acuerdo con la formula A=[(M*X)+(N*P)+(Y*M*X)]*F, en la que
X es una concentracion del aminoacido que se usa por unidad de masa celular, P es una concentracién del
aminoacido que se usa para su incorporacion en el polipéptido de interés por unidad de titulo de polipéptido, M es un
multiplicador para una densidad celular pico deseada del cultivo celular, N es un multiplicador para una
concentracion deseada del polipéptido de interés, Y es un factor de mantenimiento celular y F es un factor inicial.

En otra realizacion, la divulgacion proporciona un procedimiento para producir un polipéptido en un cultivo celular,
que comprende proporcionar un cultivo celular, que comprende células, que comprende un acido nucleico que
codifica un polipéptido de interés; y un medio de cultivo celular de partida, en el que el volumen del medio de cultivo
celular de partida es aproximadamente 60-99 % del volumen de un volumen de medio de cultivo celular deseado;
proporcionar al cultivo celular un suministro del medio de cultivo celular, en el que el volumen del suministro del
medio de cultivo celular es aproximadamente 1-40 % del volumen del medio de cultivo celular deseado, y en el que
el medio de cultivo celular deseado resultante comprende una concentracién de un aminoacido que se calcula para
su uso en masa celular, una concentracion del aminoacido que se calcula para su uso en el mantenimiento celular y
una concentracion del aminoacido que se calcula para su incorporacion en el polipéptido de interés; vy, el
mantenimiento del cultivo celular en condiciones que permitan la expresion del polipéptido de interés. En una
realizaciéon de la invencion, el medio de cultivo celular deseado resultante comprende una concentracion de
aminoacidos inicial ajustada, A, de acuerdo con la formula A=[(M*X)+(N*P)+(Y*M*X)]*F, en la que X es una
concentracion del aminoacido que se usa por unidad de masa celular, P es una concentracion del aminoacido que
se usa para su incorporacion en el polipéptido de interés por unidad de titulo del polipéptido, M es un multiplicador
para una densidad celular pico deseada del cultivo celular, N es un multiplicador para una concentracién deseada
del polipéptido de interés, Y es un factor de mantenimiento celular, y F es un factor inicial; y el mantenimiento del
cultivo celular en condiciones que permitan la expresion del polipéptido de interés. En otra realizacién de la
invencion, el medio de cultivo celular de partida comprende una concentracion, B, del aminoacido de acuerdo con la
férmula B=[A-(Z*V))/(1 V), en la que Z es una concentracion del aminoacido en el suministro del medio de cultivo
celular y V es un volumen del suministro del medio de cultivo celular como una proporcion del volumen del medio de
cultivo celular deseado. En otra realizacion de los procedimientos desvelados en el presente documento, Y esde 0 a
aproximadamente 1,5. En otra realizacién mas de los procedimientos desvelados en el presente documento, F es de
aproximadamente 1 a aproximadamente 1,5. En una realizacién adicional de los procedimientos desvelados en el
presente documento, Y es de 0 a aproximadamente 1,5 y F es de aproximadamente 1 a aproximadamente 1,5.

En una realizacion de los procedimientos desvelados en el presente documento, el medio de cultivo celular deseado
comprende mas que o igual a aproximadamente 3 mM de tirosina. En otras realizaciones de los procedimientos
desvelados en el presente documento, el medio de cultivo celular deseado comprende: entre aproximadamente 7
mM y aproximadamente 30 mM de leucina; entre aproximadamente 7 mM y aproximadamente 30 mM de lisina; entre
aproximadamente 7 mM y aproximadamente 30 mM de treonina; entre aproximadamente 7 mM y aproximadamente
30 mM de prolina; y/o entre aproximadamente 7 mM y aproximadamente 30 mM de valina. En una realizacion
adicional de los procedimientos desvelados en el presente documento, la concentracién combinada de leucina,
lisina, treonina, prolina y valina en el medio de cultivo celular deseado es entre aproximadamente 35 mM y
aproximadamente 150 mM. En otra realizacién mas, la concentracion combinada de leucina, lisina, treonina, prolina,
y valina en el medio de cultivo celular deseado es entre aproximadamente 60 % y aproximadamente 80 % de la
concentracion de los aminoacidos esenciales totales en el medio de cultivo celular deseado.

En una realizacién de los procedimientos desvelados en el presente documento, la concentracién combinada de los
aminoacidos esenciales en el medio de cultivo celular deseado es entre aproximadamente 30 % y aproximadamente
50 % de la concentracion de los aminoacidos totales en el medio de cultivo celular deseado. En otra realizacion de
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los procedimientos desvelados en el presente documento, la concentracién de aminoacidos en el medio de cultivo
celular deseado es entre aproximadamente 120 mM y aproximadamente 350 mM. En una realizacién adicional de
los procedimientos desvelados en el presente documento, la concentracion de prolina en el cultivo celular se
mantiene a mas de aproximadamente 1 mM. En otra realizaciéon adicional de los procedimientos desvelados en el
presente documento, la concentracion de prolina en el cultivo celular se mantiene a mas de aproximadamente 2 mM.
En algunas realizaciones de los procedimientos de produccion de un polipéptido, el cultivo celular es un cultivo
celular a gran escala. En otras realizaciones, las células son células animales.

Un aspecto adicional de la divulgacion proporciona polipéptidos producidos de acuerdo con los procedimientos
desvelados en el presente documento. Otro aspecto de la invencién proporciona una composicién farmacéutica que
comprende un polipéptido producido de acuerdo con los procedimientos desvelados en el presente documento y un
transportador farmacéuticamente aceptable.

Un aspecto adicional de la divulgacion proporciona un procedimiento de cultivo celular que comprende: proporcionar
un cultivo celular, que comprende: células; y un medio de cultivo celular deseado que comprende una concentracion
de un aminoacido que se calcula para su uso en masa celular y una concentracion del aminoacido que se calcula
para su uso en el mantenimiento celular; y el mantenimiento del cultivo celular en condiciones que permitan el
crecimiento y la replicacion de las células en el cultivo celular. En una realizacion de la invencion, el medio de cultivo
celular deseado comprende una concentracion de aminoacidos inicial ajustada, A’, de acuerdo con la férmula
A=[(M*X)+(Y*M*X)]*F, en la que X es una concentracion del aminoacido que se usa por unidad de masa celular, M
es un multiplicador para una densidad celular pico deseada del cultivo celular, Y es un factor de mantenimiento
celular, y F es un factor inicial. En algunas realizaciones de los procedimientos del cultivo celular, el cultivo celular es
un cultivo celular a gran escala. En otras realizaciones, las células son células animales.

Un aspecto adicional de la divulgacion proporciona un medio de cultivo celular, que comprende una concentracion
total de aminoacidos de entre aproximadamente 120 mM y aproximadamente 350 mM. Otro aspecto de la
divulgacién proporciona un medio de cultivo celular para su uso en la produccion de un polipéptido de interés, que
comprende una concentracion total de aminoacidos de entre aproximadamente 120 mM y aproximadamente 350
mM.

Otro aspecto de la divulgacion proporciona un medio de cultivo celular para su uso en la produccién de un
polipéptido de interés, que comprende una concentracién de un aminoacido que se calcula para su uso en masa
celular, una concentracion del aminoacido que se calcula para su uso en el mantenimiento celular, y una
concentracion del aminoacido que se calcula para su incorporacion en el polipéptido de interés. En una realizacion
de la invencion, el medio de cultivo celular para su uso en la produccion de un polipéptido de interés comprende una
concentracion de aminoacidos inicial ajustada, A, de acuerdo con la formula A=[(M*X)+(N*P)+(Y*M*X)]*F, en la que
X es una concentracion del aminoacido que se usa por unidad de masa celular, P es una concentracién del
aminoacido que se usa para su incorporacion en el polipéptido de interés por unidad de titulo del polipéptido, M es
un multiplicador para la densidad celular pico deseada del cultivo celular, N es un multiplicador para la concentracién
deseada del polipéptido de interés, Y es un factor de mantenimiento celular, y F es un factor inicial.

Otro aspecto adicional de la divulgacion proporciona un medio de cultivo celular, que comprende una concentracion
de aminoacidos inicial ajustada, A’, de acuerdo con la formula A’=[(M*X)+(Y*M*X)]'F, en la que X es una
concentracion del aminoacido que se usa por unidad de masa celular, M es un multiplicador para la densidad celular
pico deseada del cultivo celular, Y es un factor de mantenimiento celular, y F es un factor inicial. En algunas
realizaciones, el medio de cultivo celular es un medio de cultivo celular a gran escala. En otras realizaciones, el
medio de cultivo celular es un medio de cultivo de células animales.

Otro aspecto adicional de la divulgacion proporciona un procedimiento para determinar una concentracion
optimizada de un aminoacido usado en un medio de cultivo celular para la produccién de un polipéptido de interés
en un cultivo celular, que comprende: determinar la concentraciéon de aminoacidos necesaria para la masa celular de
las células en el cultivo celular a una densidad celular diana; determinar la concentracion de aminoacidos necesaria
para producir el polipéptido de interés en el cultivo celular a un titulo del polipéptido diana; determinar la
concentracion de aminoacidos necesaria para el mantenimiento celular de las células en el cultivo celular; y afadir
las concentraciones para proporcionar una concentracién optimizada del aminoacido usado en el medio de cultivo
celular para la produccién de un polipéptido de interés en el cultivo celular.

Un aspecto adicional de la divulgacion proporciona un procedimiento para determinar una concentracion de
aminoacidos optimizada, A, de un aminoacido usado en un medio de cultivo celular para la producciéon de un
polipéptido de interés en un cultivo celular, que comprende: determinar la concentracion de aminoacidos, X,
necesaria para la masa celular de las células en un conjunto de densidades celulares; determinar la concentracion
de aminoacidos, P, necesaria para producir el polipéptido de interés en un conjunto de titulos de polipéptido:, y
determinar la concentracion de aminoacidos optimizada, A de acuerdo con la férmula A=[(M*X)+(N*P)+(M*Y*X)]*F,
en la que M es un multiplicador para una densidad celular diana deseada del cultivo celular, N es un multiplicador
para una concentracion diana deseada del polipéptido de interés, Y es un factor de mantenimiento celular; y F es un
factor inicial. En algunas realizaciones de los procedimientos para determinar una concentracién de aminoacidos
optimizada, el cultivo celular es un cultivo celular a gran escala. En otras realizaciones, las células son células
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animales.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y
reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa la densidad celular (eje Y; “Densidad Celular (10° células/ml)”) a lo largo del tiempo (eje
X; “Dias”) para células CHO modificadas genéticamente para expresar anti-IL-22. Las células se cultivaron en el
medio disefiado racionalmente del Ejemplo 2.

La Figura 2 representa el titulo (eje Y; “Titulo (g/l)") del anticuerpo anti-IL-22 a lo largo del tiempo (eje X; “Dias”)
para células CHO modificadas genéticamente para expresar anti-IL-22. Las células se cultivaron en el medio
disefiado racionalmente del Ejemplo 2.

La Figura 3 representa la densidad celular (eje Y; “Densidad Celular (10° células/ml)”) a lo largo del tiempo (eje
X; “Dias”) para células CHO modificadas genéticamente para expresar anti-IL-22. Las células se cultivaron en el
medio disefiado racionalmente del Ejemplo 3.

La Figura 4 representa el titulo (eje Y; “Titulo (g/1)”) del anticuerpo anti-IL-22 a lo largo del tiempo (eje X; “Dias”)
para células CHO modificadas genéticamente para expresar anti-IL-22. Las células se cultivaron en el medio
disefiado racionalmente del Ejemplo 3.

La Figura 5 representa el titulo (eje Y; “Titulo (g/1)”) del anticuerpo anti-IL-22 a lo largo del tiempo (eje X; “Dias”)
para células CHO modificadas genéticamente para expresar anti-IL-22. Las células se cultivaron en “Medio
Tradicional” (un medio basado en requisitos de cultivo de células tradicionales, véase, por ejemplo, la solicitud de
Patente Publicada de Estados Unidos N° 2006/0121568), en “Medio de Disefio Racional” preparado usando los
procedimientos del presente documento, o “Medio Tradicional + Prolina”, que contiene un prolina adicional de 3,7
mM afadida al “Medio Tradicional” (véase el Ejemplo 4).

La Figura 6 representa la densidad celular (eje Y; “Densidad Celular (10° células/ml)”) a lo largo del tiempo (eje
X; “Dias”) para células CHO modificadas genéticamente para expresar anti-IL-22. Las células se cultivaron en
“Medio Tradicional”, “Medio de Disefio Racional” o “Medio Tradicional + Prolina” (véase el Ejemplo 4).

La Figura 7 representa la viabilidad celular (eje Y; “Viabilidad [%]”) a lo largo del tiempo (eje X; “Dias”) para
células CHO maodificadas genéticamente para expresar anti-IL-22. Las células se cultivaron en “Medio
Tradicional”, “Medio de Disefio Racional” o “Medio Tradicional + Prolina” (véase el Ejemplo 4).

La Figura 8 representa la concentracion del aminoacido indicado (eje Y; “[uM]”) ((Figura 8A) prolina; (Figura 8B)
treonina; (Figura 8C) valina; (Figura 8D) triptéfano; o (Figura 8E) tirosina) a lo largo del tiempo (eje X; “Dias”)
para células CHO modificadas genéticamente para expresar anti-IL-22. Las células se cultivaron en “Medio
Tradicional”, “Medio de Disefio Racional” o en “Medio Tradicional + Prolina” (véase el Ejemplo 4).

La Figura 9 representa la densidad celular (eje Y; “Densidad Celular (10° células/ml)”) a lo largo del tiempo (eje
X; “Dias”) para células CHO modificadas genéticamente para expresar anti-IL-22. Las células se cultivaron en
“Medio de Disefio Racional” o en “Medio de Disefio Racional sin factores de mantenimiento ni iniciales”. La figura
es representativa de 5 copias independientes (n=5) (véase el Ejemplo 6).

La Figura 10 representa la viabilidad celular (eje X: “Viabilidad (%)”) a lo largo del tiempo (eje X; “Dias”) para
células CHO modificadas genéticamente para expresar anti-IL-22. Las células se cultivaron en “Medio de Disefio
Racional” o en “Medio de Disefio Racional sin factores de mantenimiento ni iniciales”. La figura es representativa
de 5 copias independientes (n=5) (véase el Ejemplo 6).

La Figura 11 representa el titulo del anticuerpo (eje Y; “Titulo (g/1)”) a lo largo del tiempo (eje X; “Dias”) para
células CHO modificadas genéticamente para expresar anti-IL-22. Las células se cultivaron en “Medio de Disefio
Racional” o en “Medio de Disefio Racional sin factores de mantenimiento ni iniciales”. La figura es representativa
de 5 copias independientes (n=5) (véase el Ejemplo 6).

Descripcion detallada de la invencién

La expresion “cultivo discontinuo” como se usa en el presente documento se refiere a un procedimiento de cultivo de
células en el que todos los componentes que finalmente se usaran en el cultivo de las células, incluyendo el medio
asi como las propias células, se proporcionan al inicio del proceso de cultivo. Un cultivo discontinuo se detiene
tipicamente en algun punto y las células y/o los componentes presentes en el medio se recogen y opcionalmente se
purifican.

La expresion “cultivo semicontinuo” como se usa en el presente documento se refiere a un procedimiento de cultivo
de células en el que se proporcionan componentes adicionales al cultivo en algin momento después de iniciar el
proceso de cultivo. Los componentes proporcionados tipicamente comprenden complementos nutricionales para las
células que se han agotado durante el proceso de cultivo. Un cultivo semicontinuo se detiene tipicamente en algun
punto y las células y/o los componentes presentes en el medio se recogen y opcionalmente se purifican. En una
realizacion preferida de la presente invencion, el cultivo celular es un cultivo de células animales, por ejemplo, un
cultivo de células de mamifero, es decir, un cultivo discontinuo o semicontinuo.

La expresion “cultivo en perfusién” como se usa en el presente documento se refiere a un procedimiento de cultivo
de células en el que los componentes adicionales se proporcionan al cultivo de manera continuada o semi-
continuada después de iniciar el proceso de cultivo. Los componentes proporcionados tipicamente comprenden
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complementos nutricionales para las células que se han agotado durante el proceso de cultivo. Las partes de las
células y/o componentes en el medio se recogen tipicamente en una base continua o semi-discontinia y
opcionalmente se purifican.

El término “biorreactor” como se usa en el presente documento se refiere a cualquier recipiente usado para el
crecimiento de un cultivo de células procariotas o eucariotas, por ejemplo, un cultivo de células animales (tal como
un cultivo de células de mamifero). El biorreactor puede tener cualquier tamafio siempre que sea Util para el cultivo
de células, por ejemplo, células de mamifero. Tipicamente, el biorreactor tendra un volumen de al menos 30 ml y
puede tener 1, 10, 100, 250, 500, 1000, 2500, 5000, 8000, 10.000, 12.0000 litros o mas, o cualquier volumen
intermedio. Las condiciones internas del biorreactor, incluyendo, pero sin limitacion, el pH y la temperatura, estan
tipicamente controladas durante el periodo de cultivo. El biorreactor puede estar compuesto de cualquier material
que sea adecuado para contener cultivos de células de mamifero suspendidas en medios en las condiciones de
cultivo de la presente invencion, incluyendo vidrio, plastico o metal. La expresion “biorreactor de produccion” como
se usa en el presente documento se refiere al biorreactor final usado en la produccion del polipéptido o proteina de
interés. El volumen de un biorreactor de produccion de cultivo celular a gran escala es generalmente mayor de
aproximadamente 100 ml, tipicamente al menos aproximadamente 10 litros y puede ser de 500, 1000, 2500, 5000,
8000, 10.000, 12.0000 litros o mas, o cualquier volumen intermedio. Un experto habitual en la técnica conocera, y
podra seleccionar, biorreactores adecuados para usar en la realizacion practica de la presente invencion.

» o«

Las expresiones “densidad celular’, “concentracion celular” o similares, como se usa en el presente documento, se
refieren a ese niumero, peso, masa, etc. de células presente en un volumen de medio determinado. Una “densidad
celular pico” o similar se refiere al nimero maximo de células que puede alcanzarse en un volumen de medio
determinado, y un “densidad celular pico deseada” o similar se refiere al nimero maximo de células que un
profesional desea obtener (por ejemplo, dianas) en un volumen celular determinado. Las variaciones de dicho valor
(o valores) diana seran claras para los expertos en la técnica, por ejemplo, un experto puede expresar un valor (o
valores) diana en términos de masa celular deseada, y dicho valor (o valores) diana puede ser una o mas unidades
de medicién apropiadas (por ejemplo, unidades pico deseadas de masa celular).

La expresion “viabilidad celular” como se usa en el presente documento se refiere a la capacidad de las células en
cultivo para sobrevivir en un conjunto determinado de condiciones de cultivo o variaciones experimentales. El
término como se usa en el presente documento también se refiere a esa parte de células que estan vivas en un
momento particular en relacion al numero total de células, vivas y muertas, en el cultivo en ese momento.

Las expresiones “cultivo” y “cultivo celular” como se usan en el presente documento se refieren a una poblacion de
células que se suspende en un medio de cultivo celular en condiciones adecuadas para la supervivencia y/o
crecimiento de la poblacién de células. Como se usa en el presente documento, estos términos pueden referirse a la
combinacion que comprende la poblacion de células (por ejemplo, el cultivo de células animales) y el medio en el
que se suspende la poblacion.

La expresion “densidad celular viable integrada” o “CVI” como se usa en el presente documento se refiere a la
densidad promedio de células viables durante el transcurso del cultivo multiplicada por la cantidad de tiempo que
tarda en desarrollarse el cultivo. Suponiendo que la cantidad producida de polipéptido y/o de proteina es
proporcional al nimero de células viables presentes durante el transcurso del cultivo, la densidad celular viable
integrada es una herramienta util para estimar la cantidad de polipéptido y/o de proteina producidos durante el
transcurso del cultivo.

» o«

Las expresiones “medio”, “medio de cultivo celular” y “medio de cultivo” como se usan en el presente documento se
refieren a una solucidon que contiene nutrientes que nutren el crecimiento del animal, por ejemplo, células de
mamifero. Tipicamente, estas soluciones proporcionan aminoacidos esenciales y no esenciales, vitaminas, fuentes
de energia, lipidos y oligoelementos, necesarios para el crecimiento minimo y/o la supervivencia de la célula. La
solucion también puede contener componentes que potencien el crecimiento y/o la supervivencia por encima de la
tasa minima, incluyendo hormonas y factores de crecimiento. Preferentemente la solucion se formula a un pH y a
una concentracion salina 6ptimos para la supervivencia y proliferacion de las células. En una realizacion, el medio es
un medio definido. Los medios definidos son medios en los que todos los componentes tienen una estructura
quimica conocida. En otra realizaciéon de la invencién, el medio puede contener uno o mas aminoacidos derivados de
cualquier fuente o procedimiento conocido en la técnica, incluyendo, pero sin limitacion, uno o mas aminoacidos
derivados bien de la adicién o (adiciones) de un solo aminoacido o de la adicién o (adiciones) de un hidrolizado de
proteinas o peptona (incluyendo una o mas fuentes de animales o vegetales).

El término “siembra” como se usa en el presente documento se refiere al proceso de proporcionar un cultivo celular a
un biorreactor u otro recipiente. Las células pueden haberse propagado previamente en otro biorreactor o recipiente.
Como alternativa, las células pueden haberse congelado y descongelado antes, por ejemplo, inmediatamente antes,
de proporcionarlas al recipiente o biorreactor. El término se refiere a cualquier nimero de células, incluyendo una
sola célula.

El término “titulo” como se usa en el presente documento se refiere a la cantidad total de polipéptido de interés
producida por un cultivo celular animal, dividido entre una cantidad determinada de volumen de medio; por tanto
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“titulo” se refiere a una concentracion. El titulo se expresa tipicamente en unidades de miligramos de polipéptido por
mililitro de medio.

Como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” incluye una proteina que comprende al menos uno,
y tipicamente dos, dominios VH o partes de los mismos, y/o al menos uno, y tipicamente dos, dominios VL o partes
de los mismos. 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 pesada y ligera de
inmunoglobulina estan interconectadas, por ejemplo, por enlaces disulfuro. Los anticuerpos, o una parte de los
mismos, pueden obtenerse a partir de cualquier origen, incluyendo, pero sin limitacién, roedor, primate (por ejemplo,
primate humano o no humano), camélido, etc. o pueden producirse de manera recombinante, por ejemplo,
quimérico, humanizado y/o generado in vitro, por ejemplo, por procedimientos bien conocidos por los expertos en la
técnica.

Los ejemplos de fragmentos de unién incluidos en la expresion “fragmento de unién a antigeno” de un anticuerpo
incluyen, pero sin limitacion, (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consta de 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 regién bisagra; (iii) un fragmento Fd que consta de los dominios VH y CH1; (iv) un fragmento Fv que
consta de los dominios VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo; (v) un fragmento dAb, que consta de un dominio
VH; (vi) un dominio variable de cadena pesada de camélido o camelizado (VHH); (vii) un Fv monocatenario (Fvmc;
véase mas adelante); (viii) un anticuerpo biespecifico; y (ix) uno o mas fragmentos de una molécula de
inmunoglobulina fusionada con una regiéon Fc. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, estan
codificados por genes distintos, éstos pueden unirse, usando procedimientos recombinantes, mediante un enlazador
sintético que los permita constituirse como una sola cadena de proteina en la que las regiones VL y VH se
emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv monocatenario (Fvmc)); véase, por ejemplo,
Bird y col. (1988) Science 242:423-26; Huston y col. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85: 5879-83). También se
pretende que dichos anticuerpos monocatenarios estén incluidos en la expresion “fragmento de unién a antigeno” de
un anticuerpo. Estos fragmentos pueden obtenerse usando técnicas convencionales conocidas por los expertos en
la técnica y la funcién de los fragmentos se evallda de la misma manera que la de los anticuerpos intactos.

El “fragmento de unién a antigeno” puede, opcionalmente, incluir ademas un residuo que potencie uno o mas de, por
ejemplo, estabilidad, funcion celular efectora o fijacion del complemento. Por ejemplo, el fragmento de union a
antigeno puede incluir adicionalmente un residuo pegilado, albimina o una region constante de cadena pesada y/o
ligera.

A excepcion de los anticuerpos “biespecificos” o “bifuncionales”, se entiende que cada uno de los sitios de union de
un anticuerpo es idéntico. Un anticuerpo “biespecifico” o “bifuncional” es un anticuerpo hibrido artificial que tiene dos
pares de cadenas pesadalligera diferentes y dos sitios de unién diferentes. Los anticuerpos biespecificos pueden
producirse mediante una diversidad de procedimientos que incluyen fusion de hibridomas o unién de fragmentos
Fab’. Véase, por ejemplo, Songsivilai y Lachmann (1990) Clin. Exp. Immunol. 79: 315-21; Kostelny y col. (1992) J.
Immunol. 148: 1547-53.

La frase “proteina” o “producto de proteina” se refiere a una o mas cadenas de aminoacidos. Como se usa en el
presente documento, el término “proteina” es sindnimo de “polipéptido” y, como generalmente se entiende en la
técnica, se refiere a al menos una cadena de aminoacidos unida mediante enlaces peptidicos secuenciales. En
determinadas realizaciones, una “proteina de interés” o un “polipéptido de interés” es una proteina codificada por
una molécula de acido nucleico exégena que se ha transformado en una célula hospedadora. En determinadas
realizaciones, cuando la “proteina de interés” esta codificada por un ADN exdgeno con el que la célula hospedadora
se ha transformado, la secuencia de acido nucleico del ADN exdgeno determina la secuencia de aminoacidos. En
determinadas realizaciones, una “proteina de interés” es una proteina codificada por una molécula de acido nucleico
que es enddgena a la célula hospedadora. En determinadas realizaciones, la expresion de dicha proteina endégena
de interés se altera transfectando una célula hospedadora con una molécula de acido nucleico exdégena que puede,
por ejemplo, contener una o mas secuencias reguladoras y/o codificar una proteina que potencie la expresion de la
proteina de interés. Los procedimientos y composiciones de la presente invenciéon pueden usarse para producir
cualquier proteina de interés, incluyendo, pero sin limitacion, proteinas que tienen propiedades farmacéuticas, de
diagndstico, agricolas y/o cualquiera de una diversidad de otras propiedades que son utiles en aplicaciones
comerciales, experimentales y/u otras. Ademas, una proteina de interés puede ser una proteina terapéutica. En
particular, una proteina terapéutica es una proteina que tiene un efecto bioldgico en una region en el organismo en
la cual actia o en una region del organismo en la cual actia remotamente mediante productos intermedios.
Ejemplos de productos terapéuticos de proteina se analizan con mas detalle mas adelante. En determinadas
realizaciones, las proteinas producidas usando los procedimientos y/o las composiciones de la presente invencion
pueden procesarse y/o modificarse. Por ejemplo, una proteina para producirse de acuerdo con la presente invencion
puede estar glucosilada.

La presente invencién puede usarse para cultivar células para la produccion ventajosa de cualquier proteina
terapéutica, tal como enzimas, receptores, anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoclonales y/o policlonales),
proteinas de fusion Fc, citocinas, hormonas, factores reguladores, factores de crecimiento, factores de
coagulacion/coagulantes, agentes de union a antigeno, etc., farmacéutica o comercialmente relevantes. Un experto
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habitual en la técnica sera consciente de que pueden producirse otras proteinas de acuerdo con la presente
invencion, y podran usar los procedimientos desvelados en el presente documento para producir dichas proteinas.

Construcciones de expresion y generacion de células hospedadoras recombinantes

La presente invencion usa células hospedadoras recombinantes, por ejemplo, células hospedadoras procariotas o
eucariotas, es decir, células transfectadas con una construccién de expresién que contiene un acido nucleico que
codifica un polipéptido de interés. La frase “células animales” incluye células de invertebrados, de vertebrados no
mamiferos (por ejemplo, aves, reptiles y anfibios), y de mamiferos. Como ejemplos no limitantes de células de
invertebrados se incluyen las siguientes células de insecto: Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes aegypti
(mosquito), Aedes albopictus (mosquito), Drosophila melanogaster (mosca de la fruta), y Bombyx mori (Qusano de
seda / polilla de seda).

Diversas lineas celulares de mamiferos son células hospedadoras adecuadas para la expresion recombinante de
polipéptidos de interés. Las lineas celulares hospedadoras de mamiferos incluyen, por ejemplo, células COS,
PER.C6, TM4, VEROO076, MDCK, BRL-3A, W138, Hep G2, MMT, MRC 5, FS4, CHO, 293T, A431, 3T3, CV-1,
C3H10T1/2, Colo205, 293, Hela, células L, BHK, HL-60, FRhL-2, U937, HaK, células Jurkat, Rat2, BaF3, 32D,
FDCP-1, PC12, M1x, mielomas murinos (por ejemplo, SP2/0 y NS0) y C2C12, asi como lineas celulares de primate
transformadas, hibridomas, células diploides normales y cepas celulares derivadas de cultivos in vitro de tejido
primario y de explantes primarios. Cualquier célula eucariota que sea capaz de expresar el polipéptido de interés
puede usarse en los procedimientos del disefio de medios desvelados. Las numerosas lineas celulares se
encuentran disponibles de fuentes comerciales tales como la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC). En una
realizacion de la invencion, el cultivo celular, por ejemplo, el cultivo celular a gran escala, emplea células de
hibridoma. La construccion de células de hibridoma productoras de anticuerpos es muy conocida en la técnica. En
una realizacién de la invencion, el cultivo celular, por ejemplo, el cultivo celular a gran escala, emplea células CHO.

Como alternativa, puede ser posible producir de manera recombinante polipéptidos de interés en eucariotas
inferiores tales como levaduras, o en procariotas tales como bacterias. Las cepas de levadura adecuadas incluyen
cepas de Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces, Candida, o cualquier cepa de
levadura capaz de expresar el polipéptido de interés. Las cepas bacterianas adecuadas incluyen Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, o cualquier cepa bacteriana capaz de expresar el polipéptido de interés. La
expresion en bacterias puede dar como resultado la formacién de cuerpos de inclusién que incorporan la proteina
recombinante. Por tanto, para producir material activo o mas activo, puede ser necesario el replegamiento de la
proteina recombinante. En la técnica se conocen diversos procedimientos para obtener proteinas heterélogas
correctamente plegadas a partir de cuerpos de inclusion bacterianos. Estos procedimientos generalmente implican
solubilizar la proteina de los cuerpos de inclusion y después desnaturalizar completamente la proteina usando un
agente caotropico. Cuando en la secuencia de aminoacidos primaria de la proteina existen restos de cisteina, a
menudo es necesario realizar el replegamiento en un entorno que permita la formacion correcta de enlaces disulfuro
(un sistema redox). Los procedimientos generales de replegamiento se desvelan en Kohno (1990) Meth. Enzymol.
185: 187-95, en el documento EP 0433225, y en la Patente de Estados Unidos N° 5.399.677.

La presente invencion usa construcciones, en forma de plasmidos, vectores y casetes de transcripcion o expresion,
que comprenden al menos un polinucleétido que codifica un polipéptido de interés. Los vectores son capaces de
dirigir la expresion de genes con los que estan unidos operativamente. Dichos vectores se denominan en el presente
documento “vectores de expresion recombinante” o “vectores de expresion”. En general, los vectores de expresion
de utilidad en las técnicas de ADN recombinante a menudo estan en forma de plasmido. En la presente memoria
descriptiva, un “plasmido” y un “vector” puede usarse indistintamente dado que el plasmido es la forma de vector
mas comun. Sin embargo, la invencién pretende incluir otras formas de vectores de expresion que realizan funciones
equivalentes, incluyendo, pero sin limitacion, vectores virales (por ejemplo, retrovirus defectuosos de replicacion,
alfavirus modificados, adenovirus y adenovirus asociados).

Las construcciones que son adecuadas para la expresion de proteinas en células animales son muy conocidas en la
técnica. Por ejemplo, los polinucledtidos pueden estar unidos operativamente a una secuencia de control de
expresion, tales como las presentes en los vectores de expresién pMT2 o pED desvelados, por ejemplo, en Kaufman
y col. (1991) Nuc. Acids Res. 19: 4485-90. Otras secuencias de control de expresion adecuadas se encuentran en
vectores conocidos en la técnica e incluyen, pero sin limitacion: HaloTag™ pHT2, pACT, pBIND, pCAT®3, pCl,
phRG, phRL (Promega, Madison, WI); pcDNA3.1, pcDNA3.1-E, pcDNA4/HisMAX, pcDNA4/His-MAX-E,
pcDNAS3.1/Hygro, pcDNA3.1/Zeo, pZeoSV2, pRc/CMV2, pBudCE4 pRc/RSV (Invitrogen, Carlsbad, CA); Vectores
pCMV-3Tag, Vector pCMV-Script® , Vectores pCMV-Tag, Vectores pSG5 (Stratagene, La Jolla, CA); pDNR-Dual,
pDNRCMV (Clonetech, Palo Alto, CA); y pSMEDA (Wyeth, Madison, WI). También se conocen procedimientos
generales de expresion de proteinas recombinantes, y se ilustran, por ejemplo, en Kaufman (1990) Meth. Enzymol.
185: 537-66.

Como se define en el presente documento “unido operativamente” significa ligado enzimatica o quimicamente para
formar un enlace covalente entre el polinucleétido a expresar y la secuencia de control de expresion de una manera
que la célula hospedadora transfectada exprese la proteina codificada.
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Las construcciones de expresion recombinante de la invencién pueden llevar secuencias adicionales, tales como
secuencias reguladoras (por ejemplo, secuencias que regulan cualquier vector de replicacion (por ejemplo, origenes
de replicacion, transcripcion de secuencias de acido nucleico que codifican el polipéptido (o péptido) de interés) o
expresion del polipéptido codificado), secuencias etiqueta, tales como histidina y genes marcadores de seleccion. La
expresion “secuencia reguladora” pretende incluir promotores, potenciadores y cualquier otro elemento de control de
la expresion (por ejemplo, sefiales de poliadenilacion, sitios de corte y empalme de la transcripcion) que controlan la
transcripcion, replicacion o traduccion. Dichas secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel, Gene
Expression Technology: Methods in Enzymology, Academic Press, San Diego, CA (1990). Los expertos en la técnica
reconoceran que el disefio del vector de expresion, incluyendo la seleccion de secuencias reguladoras, dependera
de diversos factores, incluyendo la eleccion de la célula hospedadora y el nivel de expresion de la proteina que se
desea. Las secuencias reguladoras preferidas para la expresion de proteinas en células hospedadoras de
mamiferos incluyen elementos virales que dirigen altos niveles de expresion de proteina, tales como promotores y/o
potenciadores derivados del promotor FF-1a y BGH poli A, citomegalovirus (CMV) (por ejemplo, el
promotor/potenciador de CMV), el virus 40 de Simio (SV40) (por ejemplo, el promotor/potenciador de SV40),
adenovirus (por ejemplo, el promotor principal tardio de adenovirus (AdMLP)) y polioma. Los elementos reguladores
virales y secuencias de los mismos, se describen, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos Nos 5.168.062;
4.510.245; y 4.968.615.

Pueden seleccionarse o construirse vectores adecuados, que contengan secuencias reguladoras apropiadas,
incluyendo, secuencias promotoras, secuencias terminadoras, secuencias de poliadenilaciéon, secuencias
potenciadoras, genes marcadores y otras secuencias segun sea apropiado. En el procedimiento desvelado también
puede usarse la expresion de proteinas inducibles, conseguida usando vectores con secuencias promotoras
inducibles, tales como los vectores inducibles por tetraciclina, por ejemplo, pTet-On™ y pTet-Off™ (Clontech, Palo
Alto, CA). Para mas detalles con respecto a vectores de expresion, véase, por ejemplo, Molecular Cloning: a
Laboratory Manual (22 ed.) eds. Sambrook y col., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY
1989). Muchas técnicas y protocolos conocidos para la manipulacion de acidos nucleicos, por ejemplo, en la
preparacion de construcciones de acidos nucleicos, mutagénesis, secuenciacion, introduccion de ADN en las
células, expresion génica y analisis de proteinas, también se describen con detalle en Current Protocols in Molecular
Biology (22 ed.) eds. Ausubel y col., Wiley & Sons, Alameda, CA (1992).

Un polinucleétido insertado en una construccion de expresion para producir un polipéptido de interés puede codificar
cualquier polipéptido que sea capaz de expresarse en la célula hospedadora usada en el cultivo celular. Por tanto, el
polinucledtido puede codificar productos génicos de longitud completa, partes de genes de longitud completa,
péptidos o proteinas de fusion. Dichos polinucledtidos pueden consistir en ADN genodmico o ADNc y pueden
proceder de cualquier animal. Los polinucleétidos pueden aislarse de células o de organismos mediante
procedimientos bien conocidos en la materia, por ejemplo, PCR o RT-PCR, o pueden producirse mediante
procedimientos convencionales de sintesis quimica. Dichos polinucleétidos quimicamente sintéticos pueden poseer
propiedades biolégicas en comun con polinucleétidos naturales, y por tanto pueden emplearse como sustitutos de
polinucleétidos naturales.

Los polipéptidos también pueden producirse de manera recombinante uniendo operativamente el polinucleétido que
codifica el polipéptido de interés con secuencias de control adecuadas en uno o mas vectores de expresion de
insecto, tales como vectores de baculovirus y empleando un sistema de expresion de células de insecto. Los
materiales y procedimientos para los sistemas de expresion de baculovirus/Sf9 se encuentran disponibles en el
comercio en forma de kit (por ejemplo, el kit MAXBAC®, Invitrogen, Carlsbad, CA).

La transfeccion de células hospedadoras, por ejemplo, células de animales, con la construccion de expresion puede
realizarse mediante numerosos procedimientos bien conocidos en la técnica. Las células pueden transfectarse de
manera transitoria o transfectarse de manera estable. Existen diversos procedimientos diferentes bien establecidos
para suministrar moléculas, particularmente acidos nucleicos, a células hospedadoras, por ejemplo, células
animales. Dependiendo del tipo celular, de la transcripcion deseada (es decir, transitoria o estable), y de los
requisitos experimentales especificos, tales como transfeccién de lineas celulares dificultosas o células primarias, el
tipo de molécula transfectada (ADN gendmico, ADN, oligonucleétidos), o la construccion de expresion seleccionada,
cada uno de estos procedimientos de transferencia poseen ventajas y desventajas conocidas por los expertos en la
técnica. Los procedimientos de transcripcion comunes incluyen, por ejemplo, precipitacion con fosfato de calcio,
transfeccion mediada con liposomas, transfeccion mediada con DEAE dextrano, pistolas génicas, electroporacion,
suministro de nanoparticulas, poliaminas, episomas, y polietileniminas. Ademas, en el comercio se encuentran
disponibles numerosos kits de transfeccion y reactivos de compaiias tales como Invitrogen (VOYAGER™,
LIPOFECTIN®), EMD Biosciences, San Diego, CA (GENEJUICE™), Qiagen, Germantown, MD (SUPERFECT™),
Orbigen, San Diego, CA (SAPPHIRE™), y muchas otras conocidas por los expertos en la técnica. También pueden
encontrarse protocolos de transfeccion en Basic Methods in Molecular Biology (22 ed.) eds. Davis y col., Appleton y
Lange, CT (1994).

La presente invencion usa cultivos celulares, por ejemplo, cultivos celulares animales a gran escala, para producir
grandes cantidades del polipéptido de interés. Los procedimientos de transfeccion transitoria a gran escala se
desvelan en Large-scale Mammalian Cell Culture Technology (Biotechnology and Bioprocessing Series) ed.
Lubiniecki, Marcel Dekker, NY (1990); Kunaparaju y col. (2005) Biotechnol. Bioeng. 91:670-77; Maiorella y col.
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(1988) Bio/Technology 6:1406-10; Baldi y col., citado anteriormente; Lan Pham y col., citado anteriormente; Meissner
y col., citado anteriormente; Durocher y col., citado anteriormente). En general, la expresion génica transitoria a gran
escala en cultivos de células de mamiferos pueden emplear uno cualquiera de los diversos tipos comunes de modos
de transfeccion, por ejemplo, polietilenimina, pulso de campo eléctrico, CALFECTION™ o fosfato de calcio, para
conseguir una alta eficiencia de transfeccion a escalas o volimenes deseados, por ejemplo, mas de 10 litros
(Derouazi y col., citado anteriormente; Rols y col. (1992) Eur. J. Biochem. 206(1): 115-21; Wurm y Bernard (1999)
Curr. Opin. Biotechnol. 10(2): 156-59; Schlaeger y Christensen (1999) Cytotechnology 30(1-3):71-83; Jordan y col.
(1998) Cytotechnology 26(1): 39-47; Lindell y col. (2004) Biochim. Biophys. Acta 1676(2): 155-61). Estos cultivos a
gran escala crecen generalmente en biorreactores, agitadores o incubadoras con placas agitadoras y también
pueden conocerse como cultivos “con agitacién centrifuga” o “en suspension”. Por tanto, en oposicion a las
transfecciones tradicionales, en las que las células se unen a placas o matraces, los procedimientos desvelados
generalmente usan cultivos en suspension. Los cultivos celulares a gran escala se consideran generalmente que son
cultivos celulares que tienen un volumen mayor de aproximadamente 100 ml.

En algunos casos, las lineas celulares que expresan el polipéptido de interés pueden producirse primero y después
usarse para sembrar un cultivo celular a gran escala. Las lineas celulares estables que expresan una proteina de
interés pueden producirse mediante diversos procedimientos bien conocidos, incluyendo los procedimientos usados
para la transfeccion transitoria desvelados en el presente documento. En general, se producen lineas celulares
estables mediante el cultivo prolongado y la seleccion en un medio quimicamente definido. Por ejemplo, las células
transfectadas (por ejemplo, mediante precipitacion con fosfato de calcio o transfeccion liposomal) con un acido
nucleico que codifica un polipéptido de interés pueden transfectarse simultaneamente con un vector que lleve un gen
de resistencia a neomicina, que confiere resistencia a neomicina/geneticina (G418). Las células transfectadas se
cultivan después en medios que contienen G418, y las células supervivientes se expanden clonalmente para
producir una linea celular que se expresa de manera estable. Después pueden usarse alicuotas de esta linea celular
para sembrar un cultivo a gran escala y producir grandes de la proteina de interés.

La transfeccion de células requiere la optimizacién de diversas variables, incluyendo la densidad de la siembra
celular (por ejemplo, de aproximadamente 1 x 10° a aproximadamente 3 x 10° células/ml de cultivo), la
concentracion de suero (por ejemplo, 0-10 %), la temperatura de incubacién (por ejemplo, aproximadamente 20-38
°C), el vehiculo o reactivo de transfecciébn (quimico o eléctrico), el volumen del cultivo (por ejemplo,
aproximadamente 5 ml-20 litros) y el tiempo de incubacion (por ejemplo, aproximadamente 24-144 horas). Para cada
tipo de célula, variaran los parametros Optimos. Sin embargo, los proveedores comerciales generalmente
proporcionan orientaciones de optimizacién para transfectar tipos de células particulares, como lo hacen diversas
referencias conocidas por los expertos en la técnica que utilizan la transfeccion de la célula hospedadora
seleccionada. Estas fuentes pueden usarse para dirigir la transfeccion de la célula hospedadora seleccionada, o
pueden usarse como un punto de partida a partir del cual puede usarse un procedimiento simple de prueba y error
para proporcionar parametros de transfeccion éptimos.

Cultivo celular

Los procedimientos tipicos para la produccion de un polipéptido de interés incluyen cultivos discontinuos y cultivos
semicontinuos. Los procesos de cultivo discontinuos comprende tradicionalmente inocular un cultivo de produccion a
gran escala con un cultivo sembrado de una densidad celular particular, cultivar las células en condiciones
conductoras para el cultivo y la viabilidad celular, recoger el cultivo cuando las células alcanzan una densidad celular
especifica, y purificar el polipéptido expresado. Los procesos de cultivo semicontinuos incluyen una o mas etapas
adicionales de complementacion del cultivo discontinuo con nutrientes y otros componentes que se consumen
durante el crecimiento de las células. Un experto habitual en la técnica reconocera que la presente invencion puede
emplearse en cualquier sistema en el que se cultiven las células incluyendo, pero sin limitacion, sistemas
discontinuos, semicontinuos y en perfusion. En determinadas realizaciones preferidas de la presente invencion, las
células crecen en sistemas semicontinuos.

Un problema persistente y sin resolver con los cultivos tradicionales, por ejemplo, cultivos discontinuos y
semicontinuos, es la produccién de productos residuales metabdlicos, que tienen efectos perjudiciales sobre el
crecimiento y viabilidad de las células, y sobre la produccion de los polipéptidos expresados. Dos productos
residuales metabdlicos que tienen efectos particularmente perjudiciales son el lactato y el amoniaco, que se
producen como resultado del metabolismo de la glucosa y de la glutamina, respectivamente. Ademas de la
produccion enzimatica del amoniaco como resultado del metabolismo de la glutamina, el amoniaco también se
acumulé en los cultivos celulares como resultado de una degradacién no metabdlica a largo del tiempo.

Las formulaciones de medios tradicionales, incluyendo medios disponibles en el comercio, tales como medio de Ham
F10 (Sigma), Medio Esencial Minimo ([MEM], Sigma), RPMI-1640 (Sigma), y Medio de Eagle Modificado por
Dulbecco ([DMEM], Sigma), contienen niveles relativamente altos de glucosa y glutamina (la dltima en comparacion
con otros aminoacidos). Anteriormente, se pensaba que estos componentes eran necesarios en abundancia dado
que son fuentes de energia metabodlica primaria para las células. Sin embargo, el consumo rapido de estos
nutrientes conduce a la acumulacion de lactato y amoniaco como se ha descrito anteriormente. Ademas, niveles
iniciales altos de glucosa y glutamina, y la posterior acumulaciéon de lactato y amoniaco, producen una alta
osmolaridad, una condicién que por si misma es a menudo perjudicial para el crecimiento celular, la viabilidad celular
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y la produccion de polipéptidos. El medio disefiado racionalmente, desvelado en el presente documento, puede
modificarse para disminuir la acumulacion de productos metabdlicos dafinos. Dichas modificaciones pueden
encontrarse, por ejemplo, en la Solicitud de Patente Publicada de Estados Unidos N° 2005/0070013 (suministro
limitado de glucosa) y 2006/0121568 (modificaciones del contenido y proporciones de aminoacidos).

Disefio y formulaciones de medios racionales

Las formulaciones de los medios tradicionales comienzan con un nivel relativamente bajo de aminoacidos totales en
comparacion con las formulaciones de los medios de la presente invencion. Por ejemplo, el medio DME-F12 (una
mezcla al 50:50 de Medio Eagle Modificado por Dulbecco y medio de Ham F12) tiene un contenido total de
aminoacidos de 7,29 mM, y el medio de cultivo celular tradicional conocido como RPMI-1640 tiene un contenido total
de aminoacidos de 6,44 mM (véase, por ejemplo, Morton (1970) In Vitro 6: 89-108; Ham (1965) Proc. Nat. Acad. Sci.
U.S.A. 53:288-93; Moore y col. (1967) J. Am. Medical Assn. 199: 519-24). Las formulaciones de medios mas
recientes (tales como los medios desvelados en la Solicitud de Patente Publicada de Estados Unidos N°
2006/0121568) contiene niveles mas altos de aminoacidos y nutrientes. Sin embargo, las formulaciones tradicionales
no estan basadas en requisitos celulares calculados reales, que incluyen crecimiento celular, mantenimiento celular
y, para cultivos celulares usados para producir polipéptidos recombinantes, los requisitos de produccion. Usando
estas variables, en el presente documento se proporcionan procedimientos para determinar formulaciones de
medios con concentraciones mucho mas altas e incluso no téxicas, de aminoacidos totales.

Las formulaciones de medios de cultivo celular, por ejemplo, formulaciones de medios de cultivo celular a gran
escala, descritas en el presente documento, cuando se usan de acuerdo con, por ejemplo, otras etapas de cultivo
descritas en el presente documento, y con, por ejemplo, modificaciones tales como las encontradas en, por ejemplo,
la Solicitud de Patente Publicada de Estados Unidos N° 2006/0121568, optimizan la densidad celular y el titulo del
polipéptido. Una concentraciéon de aminoacidos de las formulaciones de los medios descritas en el presente
documento se basa en la concentracion del aminoacido (aminoacidos) necesaria para: 1) masa celular; 2)
mantenimiento celular; y 3) produccion del polipéptido. En una realizacion de la divulgacion, un medio de cultivo
celular contiene una concentracion del aminoacido (aminoacidos) que se calcula para su uso en masa celular, una
concentracion del aminoacido (aminoacidos) que se calcula para su uso en el mantenimiento celular, y una
concentracion de aminoacido (aminoacidos) que se calcula para su incorporacion en el polipéptido de interés. En
otra realizacion de la divulgacion, un medio de cultivo celular contiene una concentracion, A, de un aminoacido que
se representa por la formula A=[(M*X)+(N*P)+(Y*M*X)]*F, en la que X es la concentracion del aminoacido que se
usa por unidad de masa celular, P es la concentracién del aminoacido que se usa para su incorporaciéon en el
polipéptido de interés por unidad de titulo del polipéptido, M es el multiplicador para la masa celular deseada (es
decir, las unidades pico deseadas de masa celular), N es el multiplicador para la concentracion deseada del
polipéptido de interés (es decir, el titulo deseado o diana del polipéptido), Y es el factor de mantenimiento celular; y F
es el factor inicial.

La concentracién, P, del aminoacido que se usa para su incorporacion en el polipéptido de interés por unidad de
titulo del polipéptido en las formulas anteriores se basa en la estructura primaria de la proteina recombinante, es
decir, el contenido de aminoacidos del polipéptido. Por tanto, P variara en funcion del polipéptido de interés que vaya
a producirse en el cultivo celular a gran escala. P puede después convertirse en el requisito para la concentracion
diana de aminoacidos del polipéptido de interés usando N, el multiplicador para la concentracion deseada del
polipéptido de interés (es decir, el titulo o la diana deseados del polipéptido). En algunos ejemplos representativos
de la divulgacion, indicados mas adelante, la unidad basica del titulo del polipéptido es de 1 g /I. En la Tabla 1,
indicada a continuacion, que contiene un calculo representativo usando las férmulas proporcionadas en el presente
documento, la concentracion de aminoacidos del medio de cultivo celular que se necesita para el polipéptido de
interés a un titulo de 10 g/l (columna 4) se determina multiplicando la concentracion, P, del aminoacido que se
necesita para 1 g/l (columna 2) por el multiplicador, N, donde N=10.
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El multiplicador N puede calcularse, por ejemplo, multiplicando la densidad celular viable integrada (CVI) por la
productividad especifica (pe) de una Ilnea celular particular (N=CVI*pe). Por ejemplo, si la denS|dad sembrada de
una linea celular particular es 0,8 x 10 células/ml, la densidad celular el dia 6 y el dia 10 es 15 x 10° células/ml, y Ia
densidad celular el dia 18 es 11 x 10° células/ml (es decir, 73 % del valor los dias 6 y 15), por tanto la CVI=211 x 10°
(células/ml)*dia (es decir, [0,8+15)/2+*6 dias + [(15+15)/2+*4 dias + [(15+1 12/2]*8 dias). Si la productividad
especifica (pe) promedio de la linea celular selecmonada es, por ejemplo, 47 ug/10 celulas/dla entonces N=10 g/l el
dia 18 (es decir, 211 x 10° (células/ml)*dia x 47 pg/10° células/dia). Un experto en la técnica se dara cuenta que
estos calculos pueden realizarse con cualquier linea celular, o de que N puede calcularse en funcién de las
caracteristicas y origen de la célula. Como alternativa, el multiplicador N no necesita calcularse a partir de la CVl y
pe, y puede ser simplemente un titulo diana razonable para un cultivo celular particular. Un ejemplo profético, que
describe el calculo de CVIy pe, y la seleccion adicional de valores N y M razonables, se proporciona como Ejemplo
5 (mas adelante).

» o«

Como se usa en el presente documento, “masa celular’, “densidad celular”, y similar, se refiere a un conjunto de
células. Por ejemplo, una masa celular puede hacer referencia a un sedimento celular. Como se usa en el presente
documento, “masa celular deseada” y similar se refiere a un conjunto de células, por ejemplo, un sedimento celular,
que un facultativo desee obtener en un cultivo celular. Como se usa en el presente documento, “unidad de masa
celular” y similar refleja una nimero de formas de representar la masa celular, por ejemplo, nimero celular, densidad
celular, volumen celular, volumen celular envasado, peso celular seco, etc. Un experto en la técnica sabra cual es la
forma mas conveniente o apropiada de representar una unidad de masa celular, etc., para una condicion
experimental particular. Un experto en la técnica también entendera que, dependiendo de la unidad de masa celular,
M, el multiplicador para la masa deseada, es decir, las unidades pico deseadas de masa celular, se representara por
cualquiera de numeros de células pico deseadas, densidad celular pico deseada, volumen celular pico deseado,
volumen celular envasado pico deseado, peso seco pico deseado, etc.

En una realizaciéon de la divulgacion, la unidad de masa celular se representa por densidad celular y la masa de
densidad celular deseada se representa por densidad celular pico deseada. En otra realizacion, la unidad de masa
celular se representa por peso 0 masa celular en seco. La masa celular deshidratada consiste esencialmente en
todas las proteinas, hidratos de carbono, lipidos y acidos nucleicos presentes en la masa celular. Por tanto, la
concentracion, X, de un aminoacido puede determinarse experimentalmente, centrifugando primero un ndmero de
células conocido en un sedimento celular, secando el sedimento celular, y posteriormente exponiendo el sedimento
seco a hidrolisis acida, mediante lo cual se realiza la lisis de las proteinas celulares del sedimento celular a
aminoacidos individuales, que después puede cuantificarse con un analizador de aminoacidos (véase, por ejemplo,
el Ejemplo 1). Esto proporciona la concentracion de aminoacidos, X, de un nimero determinado de células, que
después puede convertirse al requisito de aminoacidos para la densidad celular pico deseada usando M, el
multiplicador para la densidad celular pico deseada. En la Tabla 1, la concentraciéon total de aminoacidos del medio
de cultivo celular que se necesita para la densidad celular pico deseada de 15 x 10° células/ml (columna 5) se
determina multiplicando la concentracion, X, del aminoacido necesaria para 10° células/ml (columna 3) por el
multiplicador, M donde M=15. Por tanto, en algunos ejemplos representativos de la divulgacion, la unidad de masa
celular es 10° células/ml. Como alternativa, por ejemplo, para un aminoacido que se sabe que es susceptible a
degradacion, la concentracion, X, del aminoacido que se usa en las formulas anteriores puede determinarse a partir
de valores bibliograficos, por ejemplo, Nyberg y col. (1999) Biotechnol. Bioeng. 62: 324-35; Nadeau y col. (2000)
Metab. Eng. 2: 277-92; y Bonarius (1996) Biotechnol. Bioeng. 50: 299-318, o de los procedimientos desvelados en
dichas publicaciones o en publicaciones similares conocidas en la técnica.

Cuando el multiplicador M para la masa celular deseada se representa por una densidad celular pico deseada, M
puede seleccionarse, por ejemplo, como la densidad pico de una linea celular particular, por la densidad a la cual la
productividad de la linea celular se maximiza, o por la densidad prevista para la linea celular en un periodo de tiempo
particular en funcion de la tasa de crecimiento especifica.

La concentraciéon de aminoacidos del medio de cultivo celular que se requiere para el mantenimiento celular, Y, es
un porcentaje de la concentracion de aminoacidos necesaria para la masa celular deseada, por ejemplo, densidad
celular pico deseada. En una realizacion de la divulgacion, el requisito de mantenimiento varia del 0 % al 300 % del
requisito de masa celular deseado, que proporciona suficientes nutrientes para el uso de las células sin riesgo de
toxicidad inducida por nutrientes. En ofra realizacion de la divulgacion, el requisito de mantenimiento varia del 0 % al
150 % del requisito de masa celular deseada, que proporciona suficientes nutrientes para el uso de las células sin
riesgo de toxicidad inducida por nutrientes. El requisito de mantenimiento aumenta a medida que aumenta la
duracion del cultivo (por ejemplo, un mantenimiento de 100-150 % durante un cultivo de 21 dias). En la Tabla 1, la
concentracion de aminoacidos de medio de cultivo celular que se requiere para el mantenimiento celular (columna 6)
se determina multiplicando la concentracion de aminoacidos necesaria para la densidad celular pico deseada
(columna 5) por el factor de mantenimiento celular, Y, que en este ejemplo representativo es del 100 %, para permitir
un periodo de cultivo prolongado. El factor de mantenimiento, Y, diferira en células diferentes (y en lineas celulares
diferentes) dependiendo de las demandas metabdlicas exclusivas de las células en cultivo. Ademas, los requisitos
de mantenimiento para las células en cultivo también diferiran debido a la variabilidad en los procesos, por ejemplo,
densidad de inoculacién, duracion de cultivo, tiempo de cambio de temperatura, etc. Como una orientacion inicial, se
puede proporcionar, por ejemplo, un mantenimiento de 0 % (diario) para cultivos los dias 0 a 5, un mantenimiento de
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3 % a 5 % (diario) para cultivos los dias 6 a 10, y un mantenimiento de 7 % a 10 % (diario) para cultivos los dias 11 a
21. Para un proceso de mas de 21 dias, pueden proporcionarse cultivos con un mantenimiento de 2 % a 5 % (diario)
para aquellos dias adicionales. Un experto habitual en la técnica se dara cuenta de que el ajuste del factor de
mantenimiento, Y, para optimizar la densidad y el titulo, es exclusivamente una cuestion rutinaria de prueba y error.
El ajuste de la concentracion de aminoacidos de acuerdo con el requisito de mantenimiento celular es importante
para aumentar la viabilidad y la productividad del cultivo celular, y por tanto es un aspecto importante de la presente
divulgacion. Por ejemplo, el ajuste de la concentracion de aminoacidos de acuerdo con el requisito de mantenimiento
celular permite que el cultivo celular soporte mayor densidad celular, viabilidad celular y produzca un titulo de
polipéptido mas elevado (véase, por ejemplo, el Ejemplo 6).

Una vez determinados los requisitos de los aminoacidos deseados de: 1) masa celular (columna 5); 2)
mantenimiento celular (columna 6); y 3) produccion de polipéptido para el titulo diana (columna 4), puede obtenerse
la concentracion de aminoacidos total calculada del cultivo celular diana. En la Tabla 1, la concentracion de
aminoacidos total calculada del medio de cultivo celular que se requiere para el cultivo celular diana (columna 7), se
determina afiadiendo la concentracién de aminoacidos del medio de cultivo celular que se requiere para el
polipéptido de interés a un titulo de 10 g/l (columna 4), la concentracion de aminoacidos del medio de cultivo celular
que se requiere para la densidad celular pico deseada de 15 x 10° células/ml (columna 5) y la concentraciéon de
aminoacidos del medio de cultivo celular que se requiere para un nivel seleccionado de mantenimiento celular
(columna 6).

Una vez calculada la concentracién de aminoacidos total del medio de cultivo celular que se requiere para obtener el
cultivo celular diana como se ha descrito anteriormente, el valor se ajusta a una concentracion de aminoacidos del
medio de cultivo deseada, A, mediante un factor inicial, F, que tiene en cuenta la fuerza impulsora de la amino
transferencia, por ejemplo, los aminoacidos extra necesarios para transferir masa, los aminoacidos extra necesarios
para dirigir el transporte a través de la membrana celular, etc. En el presente documento, este valor ajustado, A, se
refiere a “la concentracion de aminoacidos inicial ajustada” o “concentracion optimizada”. La concentracion de
aminoacidos inicial ajustada, A, representa la cantidad total acumulativa de uno o mas aminoacidos que se
suministrara al cultivo, expresada con respecto al volumen final del cultivo, que incluye el volumen del medio de
partida, mas el volumen de cualquier suministro para el cultivo (cultivos) en perfusién o semicontinuo. El ajuste de la
concentracion de aminoacidos total con la concentracién de aminoacidos inicial ajustada es un aspecto importante
de la divulgacion porque permite obtener mayor viabilidad celular, densidad celular y titulo del polipéptidos (véase,
por ejemplo, el Ejemplo 6).

El factor inicial, F, que aumenta la concentracion de aminoacidos total calculada del medio de cultivo celular hasta un
200 %, varia de 1 (aumento de 0 %) a 3 (aumento de 200 %). En una realizacién de la divulgacion, el intervalo de F
es entre 1 y 1,5. En otra realizacion de la divulgacion, un valor de F por debajo de 1 puede compensarse
modificando la concentracién de aminoacidos total calculada de medio de cultivo celular (Tabla 1, columna 7), lo cual
puede realizarse modificando la concentracion de aminoacidos requerida para la masa celular deseada, la
concentracion de aminoacidos requerida para el mantenimiento celular, y/o la concentracion de aminoacidos
requerida para su incorporacion en el polipéptido de interés. Por ejemplo, un factor inicial de 0,5 puede compensarse
aumentando la concentracién de aminoacidos total calculada del medio de cultivo celular mediante, por ejemplo, un
factor de dos (o mas), lo cual puede realizarse modificando M, X, N, P y/o Y. En la Tabla 1, la concentraciéon de
aminoacidos inicial ajustada, A, del medio de cultivo celular que se requiere para el titulo diana y la densidad celular
pico deseada (columna 8), se determina multiplicando la concentracién de aminoacidos total calculada del medio de
cultivo celular (columna 7) por el factor inicial, F, que en el ejemplo representativo de la Tabla 1 es de 1,3
(correspondiente a un aumento del 30 % sobre la concentracién de aminoacidos total calculada del medio de cultivo
celular).

El medio que contiene la concentracion inicial ajustada, A, de un aminoacido se denomina en el presente documento
“medio de cultivo celular deseado”. Por tanto, el “medio de cultivo celular deseado” representa un medio objetivo que
contiene la concentracion inicial ajustada A. Este medio comprende al menos una concentracién de aminoacidos
determinada por la formula anterior Preferentemente el medio de cultivo celular deseado contiene mas de una
concentracion de aminoacidos determinada por la formula anterior. Mas preferentemente, el medio de cultivo celular
deseado contiene al menos doce concentraciones de aminoacidos ajustadas, por ejemplo, una concentracion
ajustada de arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina, y
valina, determinada por la férmula anterior. Un experto en la técnica entendera que la concentracion de aminoacidos
inicial ajustada, A, en el medio de cultivo celular deseado puede conseguirse mediante diversos medios, incluyendo
pero sin limitacion, la adicién individual de uno o mas aminoacidos, la adicién de peptona u otros hidrolizados de
proteina, y/o afadiendo otro medio de cultivo celular concentrado (por ejemplo, un medio de cultivo celular de
suministro (o mezcla de medio, por ejemplo, un medio en polvo)) a un medio de cultivo celular de partida (o mezcla
de medio de cultivo celular de partida, por ejemplo, un medio en polvo). Un experto en la técnica entendera que la
adicion de peptona (u otro hidrolizado de proteina) puede dirigirse por el contenido de aminoacidos del producto de
eleccion de peptona particular, o determinando la concentracion de aminoacidos proporcionada por una peptona
particular, por ejemplo, en general, 5 g/l de peptona proporcionan una concentraciéon de aminoacidos total de
aproximadamente 40 mM a aproximadamente 50 mM.

La concentracion de aminoacidos deseada en el medio de cultivo celular se basa en al menos una concentracién de
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aminoacidos inicial ajustada, A, determinada por la férmula de la invencion desvelada en el presente documento; sin
embargo, esta concentracion, asi como otras concentraciones de aminoacidos deseadas en el medio de cultivo
celular, pueden modificarse de la concentracion (concentraciones) de aminoacidos inicial ajustada debido a la
influencia de diversos factores. Por ejemplo, durante el cultivo pueden producirse determinados aminoacidos y por lo
tanto deben mantenerse a un nivel bajo. Basandose en valores publicados (véase, por ejemplo, la Solicitud de
Patente publicada de Estados Unidos N° 2006/0121568) pueden variarse otros aminoacidos. Ademas, algunos
aminoacidos, por ejemplo, la metionina, pueden consumirse a una velocidad mayor por tipos de células particulares,
y por tanto debe afiadirse en exceso. Incluso otros aminoacidos, tales como la prolina, proporcionan una fuerza
impulsora para el crecimiento celular y la producciéon de polipéptidos (véase el Ejemplo 4), y estos aminoacidos
deben proporcionarse, en algunos casos, a una mayor cantidad que la determinada mediante la férmula anterior de
la invencidon. Ademas, la concentracion de aminoacidos inicial ajustada puede modificarse si se considera que la
concentracion obtenida usando la formula anterior es tdxica (por ejemplo, teniendo en cuenta los niveles de serina,
tirosina, metionina y valina). Se encuentra dentro del conocimiento de un experto en la técnica, después de obtener
la concentracion de aminoacidos inicial ajustada, A, de un aminoacido o mas para su uso en el medio de cultivo
celular deseado, variar la concentracion de aminoacidos inicial ajustada basandose en factores tales como los
indicados en el presente documento.

Pueden calcularse componentes de medios adicionales, por ejemplo, vitaminas, sales, glucosa, elementos, a partir
de (o basandose en) diversas fuentes, por ejemplo, las Solicitudes de Patente Publicadas de Estados Unidos Nos
2005/0070013 y 2006/0121568. Ademas, la concentracion de aminoacidos inicial ajustada, A, de un aminoacido
obtenida usando la féormula anterior puede modificarse para dar una proporciéon particular en relacién con otro
aminoacido (por ejemplo, la proporcién de glutamina con respecto a asparagina) o encontrarse dentro de una
concentracion combinada deseada (por ejemplo, la concentracion combinada de glutamina y asparagina). Por
ejemplo, se sabe que un medio rico en asparagina, pobre en glutamina, combinado con cambios de temperatura,
permite la captacion de lactato, mediante lo cual se detoxifica un cultivo celular (Solicitud de Patente Publicada de
Estados Unidos N° 2006/0121568). Por tanto, uno puede querer modificar la concentracion inicial ajustada, A, de la
glutamina y/o asparagina, para obtener una proporcion optima.

Se observara, a partir del ejemplo representativo de la Tabla 1 que la concentracion combinada de las
concentraciones de aminoacidos iniciales ajustadas para su uso en el medio de cultivo celular deseado es alta, es
decir, mas de 243 mM. Por tanto, en el presente documento se desvela el descubrimiento de que puede usarse una
alta concentracion de aminoacidos en un medio de cultivo celular deseado sin toxicidad o sin perjudicar al titulo si
esta concentracion se basa en los requisitos de aminoacidos calculados para una densidad celular y un titulo de
polipéptido diana. En una realizacién de la invencién, la concentracién combinada de aminoacidos en el medio de
cultivo celular deseado es entre aproximadamente 120 mM y aproximadamente 250 mM. En otras realizaciones, la
concentracion combinada de aminoacidos en el medio de cultivo celular deseado es mayor de aproximadamente 250
mM, por ejemplo, aproximadamente 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390, 400, 410,
420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 490, 500 o0 510 mM o cualquier valor intermedio.

La concentracion inicial ajustada A, identificada anteriormente, de un aminoacido que se usa en un medio de cultivo
celular deseado, puede usarse en cultivos discontinuos, semicontinuos y en perfusion. Cuando se usa en un cultivo
discontinuo, la concentracion inicial del aminoacido usada en el medio de cultivo celular deseado es la concentracion
de aminoacidos inicial ajustada, A. Cuando se usa en cultivos semicontinuos o en perfusién, la concentracion de
aminoacidos inicial ajustada, A, representa la cantidad total acumulativa de uno o mas aminoacidos que se
suministrara al cultivo, que incluye el volumen del medio de partida mas el volumen de todos los suministros. Por
tanto, para los cultivos semicontinuos, que usan suministros continuos (por ejemplo, suministros los dias 3-21) o
suministros periédicos (por ejemplo, suministros cada 2-3 dias), en medio de partida se modifica para que contenga
una concentracion de partida del aminoacido, B, de acuerdo con la formula B=[A-(Z*V)]/(1-V), en la que Z es la
concentracion del aminoacido en el medio de cultivo celular de suministro, y V es el volumen del medio de cultivo de
suministro como una proporcion del volumen del medio de cultivo celular deseado. Un ejemplo representativo de los
calculos que se requieren para obtener la concentracion de aminoacidos de partida, B, se proporciona mas adelante
en la Tabla 2. En la Tabla 2, algunas concentraciones de aminoacidos iniciales ajustadas, A (columna 2) se
convierten a la concentracion de aminoacidos de los medios de partida, B (columna 5), basandose en un volumen de
suministro del 17 % (V=17 %), y a la concentracion de aminoacidos del medio de suministro, Z (columna 4). En este
ejemplo, diversas concentraciones de aminodcidos iniciales ajustadas, A (columna 2) y concentraciones de
aminoacidos de partida, B (columna 5) se modifican a los valores mostrados en negrita en las columnas 3y 6. La
modificacion de las concentraciones de asparagina, acido aspartico, glutamina y cisteina se basé en las
concentraciones sugeridas en la Solicitud de Patente Publicada de Estados Unidos N° 2006/0121568; la metionina
se ajusto al 50 % para compensar su consumo a una mayor cantidad que la esperada; la alanina, el acido glutamico
y la glicina se produjeron en los cultivos (y por tanto se mantuvieron a un nivel bajo); y las concentraciones de serina,
tirosina y valina disminuyeron a niveles no toxicos. Por lo tanto se entendera que la concentracion de aminoacidos
de partida, B, puede basarse bien en la concentracion de aminoacidos inicial ajustada, A, o en la concentracion de
aminoacidos inicial ajustada modificada.

Un experto en la técnica apreciara que el medio de suministro usado para obtener el medio de cultivo celular
deseado durante un cultivo celular semicontinuo y en perfusion debe estar tan altamente concentrado como sea
posible para impedir que se desborde del recipiente (por ejemplo, un biorreactor o un matraz agitador) en el que se
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realiza el cultivo e impedir la dilucién de los componentes del medio. En los ejemplos expuestos en la Tabla 2, se
indica un medio de suministro preferido como “Medio de Suministro” y en la columna 4 se indican las
concentraciones de aminoacidos, Z, del Medio de Suministro. Sin embargo, puede usarse cualquier medio de
suministro altamente concentrado o cualquier procedimiento que proporcione aminoacidos altamente concentrados
al medio de cultivo celular de partida, siempre que en el volumen diana se consiga la concentracion de aminoacidos
inicial ajustada deseada, A. Dichos procedimientos que proporcionan aminoacidos altamente concentrados a un
cultivo celular se usan comunmente y son muy conocidos por el experto en la técnica.

Un experto en la técnica entendera que la concentracion de partida de aminoacido, B, en el medio de cultivo celular
de partida puede conseguirse mediante cualquiera de los diversos medios, incluyendo, pero sin limitacion, la adicion
individual de uno o mas aminoacidos, la adicion de peptona y/u otro hidrolizado de proteina, y/o la adicion de otro
medio de cultivo concentrado (o mezcla de medio, por ejemplo, un medio en polvo) al medio de cultivo celular de
partida (o una mezcla de medio de cultivo celular de partida, por ejemplo, un medio en polvo). Un experto en la
técnica también entendera que la concentracion de aminoacido, Z, en el medio de cultivo celular de suministro puede
conseguirse mediante cualquiera de los diversos medios, incluyendo, pero sin limitacion, la adicién individual de uno
0 mas aminoacidos, la adicién de peptona y/u otro hidrolizado de proteina, y/o la adiciéon de otro medio de cultivo
concentrado (o mezcla de medio, por ejemplo, un medio en polvo) al medio de cultivo celular de suministro (o mezcla
de medio de cultivo celular de suministro, por ejemplo, un medio en polvo).

A partir del ejemplo representativo de la Tabla 2 se observara que la concentracion combinada de aminoacidos para
su uso en el medio de cultivo celular de partida es alta, es decir, mas de 125 mM. Por tanto, en el presente
documento se desvela el descubrimiento de que puede usarse una alta concentracién de aminoacidos sin toxicidad
o sin perjudicar el titulo en un medio de cultivo celular de partida si la concentracion de aminoacidos de partida se
basa en los requisitos de aminoacidos calculados para una densidad celular pico deseada y un titulo de polipéptido
deseado. En una realizacion de la invencién, la concentracion combinada de aminoacidos es de entre
aproximadamente 70 mM y aproximadamente 510 mM. En una realizacién de la invencién, la concentracion
combinada de aminoacidos es de entre aproximadamente 120 mM y aproximadamente 350 mM. En ofra realizacién
de la invencion, la concentracién combinada de los aminoacidos en el medio de cultivo celular de partida es de entre
aproximadamente 70 mM y aproximadamente 140 mM. En otra realizacion de la invencion, la concentracion
combinada de aminoacidos en el medio de cultivo celular de partida es mayor de aproximadamente 140 mM.

Tabla 2. Determinacion representativa de la concentracion de aminoacidos de partida para un titulo diana A de 10 g/l
de anticuerpo, una densidad celular pico deseada de 15 x 10° células/ml y un suministro del 17 %

1 2 (A) 3 4(Z) 5 (B) 6
Aminoacido Concentracion de | Modificacion de Concentracion Concentracion de | Concentracion de
AA inicial la concentracion de AA del medio | AA de partida AA de partida
(AA) ajustada de AA inicial de suministro requerida para un | modificada
requerida para un | ajustada titulo dianay una | requerida para un
titulo dianay una | requerida para un densidad celular titulo diana y una
densidad celular titulo diana y una pico deseada densidad celular
pico deseada densidad celular (V=17 %) pico deseada
pico deseada
mM mM mM mM mM
ALA 17,17 0,20 6,4 -1,07 0,2
ARG 8,45 8,45 35,13 2,99 2,99
ASN 9,21 24,00 56 17,45 17,45
ASP 15,07 1,70 16 -1,23 1,7
CYs 6,14 0,40 0 0,48 0,4
GLU 11,26 0,20 6,4 -1,07 0,2
GLN 16,47 4,00 0 4,82 4,2
GLY 16,02 4,00 6,4 3,51 3,51
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(Continuacion)

1 2 (A) 3 4(2) 5 (B) 6
Aminoacido | Concentracion de | Modificacion de Concentracion Concentracion de | Concentracion de

AA inicial la concentracion de AA del medio | AA de partida AA de partida
(AA) ajustada de AA inicial de suministro requerida para un | modificada

requerida para un | ajustada titulo dianay una | requerida para un

titulo diana 'y una | requerida para un densidad celular titulo diana y una

densidad celular titulo diana y una pico deseada densidad celular

pico deseada densidad celular (V=17 %) pico deseada

pico deseada
mM mM mM mM mM

HIS 4,83 4,83 11,2 3,53 3,53
ILE 7,93 7,93 28,82 3,65 3,65
LEU 16,24 16,24 41,53 11,06, 11,06
LYS 16,00 16,00 32 12,72 12,72
MET 3,50 5,25 12,8 3,71 3,71
PHE 7,65 7,65 16 5,94 5,94
PRO 13,79 13,79 19,2 12,68 12,68
SER 25,94 25,94 48,15 21,39 10,2
THR 16,75 16,75 25,6 14,94 14,94
TRP 3,58 3,58 5,11 3,27 3,27
TYR 9,14 9,14 12,75 8,40 5,2
VAL 18,67 18,67 25,6 17,25 10,2
Total (mM) 243,82 405,09 127,73

Como se muestra en la Tabla 3A y en la Tabla 3B, la determinacion de la concentracion de aminoacidos inicial
ajustada de un aminoacido, A, usada en un medio de cultivo celular deseado, y la determinacién de la concentracion
de aminoacidos de partida, B, usada en el medio de cultivo celular de partida, puede calcularse para cualquier titulo
de polipéptido diana deseado y densidad celular (diana) pico deseada. La densidad celular pico deseada del cultivo
a gran escala varia de aproximadamente 3 a aproximadamente 40 x 10° células/ml para un cultivo semicontinuo. En
una reallzaC|on de la divulgacion, la densidad celular pico deseada varia de aproximadamente 5 a aproximadamente
20 x 10° células/ml. El titulo diana del cultivo a gran escala varia de aproximadamente 3 a aproximadamente 25 g/l.
En otra realizacion adicional de la divulgacion, el titulo diana del cultivo a gran escala varia de aproximadamente 5 a
aproximadamente 20 g/l. Por ejemplo, en la Tabla 3, la densidad celular pico deseada varia de 10 a 15 x 10°
células/ml, y el titulo diana varia de 3 a 10 g/l.

Tabla 3A: Ejemplos representativos de las concentraciones de aminoacidos iniciales ajustadas, A, para diversos
titulos diana (como se representa mediante un multiplicador para el titulo del polipéptido diana, N) y densidades
celulares deseadas (como se representa mediante un multiplicador para la densidad celular pico deseada, M).

A N=10 N=5 N=3
M=15 M= 12,5 M=10
Concentracion de aminoacidos mM mM mM
ALA 17,2 12,5 9,50
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(Continuacion)

A N=10 N=5 N=3
M=15 M= 12,5 M=10

Concentracion de aminoacidos mM mM mM
ARG 8,5 6,3 4,81
ASN 9,2 6,5 4,89
ASP 15,1 11,3 8,68
CcYs 6,1 4,3 3,20
GLU 11,3 7,7 5,60
GLN 16,5 12,1 9,14
GLY 16,0 11,3 8,43
HIS 4,8 3,3 2,46
ILE 7,9 6,0 4,60
LEU 16,2 11,4 8,50
LYS 16,0 11,1 8,18
MET 3,5 25 1,87
PHE 7,7 5,4 3,99
PRO 13,8 8,9 6,36
SER 25,9 17,4 12,66
THR 16,8 11,0 7,93
TRP 3,6 2,3 1,61
TYR 9,1 6,1 4,43
VAL 18,7 12,4 8,94
Total 243,8 169,8 125,8

Tabla 3B. Ejemplos representativos de concentraciones de aminoacidos de medios de partida B, para diversos
titulos diana (como se representa mediante un multiplicador para el titulo del polipéptido diana, N) y densidades
celulares pico deseadas (como se representa por un multiplicador para una densidad celular pico deseada, M); las
concentraciones de aminoacidos de los medios de partida se determinaron restando modificaciones del suministro y

otras de las concentraciones de aminoacidos iniciales ajustadas

B N=10 N=5 N=3
M=15 M= 12,5 M=10
Concentracion de aminoacidos mM mM mM
ALA 0,2 0,2 0,20
ARG 3,0 1,9 1,68
ASN 17,4 14,6 10,77
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(Continuacion)

B N=10 N=5 N=3
M=15 M= 12,5 M=10
Concentracion de aminoacidos mM mM mM
ASP 1,7 1,7 1,70
CcYs 0,4 0,4 0,40
GLU 0,2 0,2 0,20
GLN 4,0 4,0 4,00
GLY 3,5 3,6 3,75
HIS 3,5 2,2 1,56
ILE 3,6 25 2,10
LEU 11,1 6,9 5,09
LYS 12,7 7,9 5,73
MET 3,7 24 1,78
PHE 5,9 3,8 2,75
PRO 12,7 7.4 5,04
SER 10,2 10,2 9,00
THR 14,9 8,8 6,10
TRP 3,3 1,8 1,24
TYR 5,2 5,1 3,58
VAL 10,2 10,4 7,22
Total 127,5 95,9 73,89

Usando las férmulas para la determinar la concentracion (concentraciones) de aminoacidos inicial ajustada y
desarrollar formulaciones de medios de cultivo celulares deseados para una produccion de polipéptido a gran escala,
los inventores han identificado diversos criterios que dan como resultado cultivos de alto titulo y alta densidad
celular. Los criterios para producir un titulo mayor de 5 g/l, que se representan por los valores mostrados en la Tabla
4, incluyen, pero sin limitaciéon, uno o mas de los siguientes: tirosina mayor que o igual a aproximadamente 3 mM;
prolina entre aproximadamente 7 mM y aproximadamente 30 mM; valina entre aproximadamente 7 mM vy
aproximadamente 30 mM; leucina entre aproximadamente7 mM y aproximadamente 30 mM; treonina entre
aproximadamente 7 mM y aproximadamente 30 mM; lisina entre aproximadamente 7 mM y aproximadamente 30
mM; una concentracion combinada de leucina, lisina, prolina, treonina y valina que es entre aproximadamente30 mM
y aproximadamente 150 mM; una concentracion combinada de leucina, lisina, treonina y valina que es entre
aproximadamente 60 % a aproximadamente 80 % de los aminoacidos esenciales totales en el medio de cultivo
celular deseado; una concentracion combinada de los aminoacidos esenciales en el medio de cultivo celular
deseado que es entre aproximadamente 30 % a aproximadamente 50 % de los aminoacidos totales en el medio de
cultivo celular deseado; y/o una concentracion combinada de aminoacidos totales entre aproximadamente75 mM y
aproximadamente 510 mM:

Tabla 4: Ejemplos representativos del contenido y relaciones de aminoacidos para los medios disefiados
racionalmente para diversos titulos diana y densidades celulares pico deseadas (como se ha indicado anteriormente,
la unidad basica de titulo de polipéptido es 1 g/l, y la unidad basica de masa celular es 10° células/ml).
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N=5 N=10 N=10 N=10 N=15
M=10 M=10 M=10 M=20 M=30
Y=0 Y=2 Y=1 Y=1 Y=1,5
F=1 F=1,3 F=1,3 F=1,3 F=1,3
Aminoacido (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
ALA 5,08 13,21 15,86 23,77 37,62
ARG 2,46 6,39 7,51 11,65 18,88
ASN 2,80 7,28 8,98 12,85 19,62
ASP 4,34 11,29 13,15 20,71 33,94
CYs 1,89 4,91 6,14 8,60 12,91
GLU 3,55 9,24 11,84 15,89 22,96
GLN 4,87 12,66 15,18 22,80 36,15
GLY 4,90 12,73 15,79 22,39 33,93
HIS 1,50 3,91 4,94 6,78 10,01
ILE 2,27 5,91 6,84 10,88 17,96
LEU 4,98 12,94 16,12 22,71 34,25
LYs 4,97 12,92 16,30 22,46 33,23
MET 1,06 2,76 3,39 4,88 7,50
PHE 2,35 6,11 7,63 10,71 16,09
PRO 4,53 11,77 15,63 19,67 26,75
SER 8,27 21,51 27,83 36,70 52,21
THR 5,43 14,11 18,53 23,81 33,04
TRP 1,19 3,10 4,16 5,13 6,82
TYR 2,92 7,60 9,87 12,94 18,33
VAL 6,01 15,63 20,42 26,48 37,10
Concentracion total 75,37 195,97 246,11 341,81 509,28
Total de aa esenciales 32,22 83,78 105,84 145,49 214,87
Total de aa en negrita 21,39 55,61 71,37 95,46 137,61
aa en negrita/aa esenciales 66 % 66 % 67 % 66 % 64 %
aa en negrita/Total 28 % 28 % 29 % 28 % 27 %
aa esenciales/Total 43 % 43 % 43 % 43 % 42 %

En la Tabla 4, los aminoacidos (aa) en negrita son valina, treonina, leucina y lisina, los aminoacidos en cursiva son
aminoacidos esenciales (por ejemplo, arginina, histidina, leucina, isoleucina, lisina, metionina, triptéfano, treonina y
valina; y para los cultivos de células CHO, la prolina es adicionalmente un aminoacido esencial; un experto en la
técnica conoce variaciones en la definicion de aminoacidos esenciales segun se aplique a diferentes células, etc.).
La Tabla 4 proporciona medios de cultivo celular deseados representativos para células CHO a diversas densidades
celulares diana (M), titulos diana (N), requisitos de mantenimiento celular (Y), y ajustes iniciales (F).
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Un experto en la técnica reconocera que los medios de la divulgacién disefiados racionalmente pueden usarse bien
para producir un polipéptido de interés, o puede usarse en un cultivo celular que no esté disefado para la
produccion de polipéptidos. Por consiguiente, en los procedimientos de cultivo celular desvelados, por ejemplo, para
el crecimiento, la replicacion y/o el mantenimiento eficaz de cultivos celulares, por ejemplo, cultivos celulares a gran
escala, que no contienen células hospedadoras modificadas técnicamente para producir un polipéptido exégeno de
interés, o que no se cultivan para producir un polipéptido enddgeno de interés, puede usarse un medio disefiado
racionalmente. En dicho caso, el medio de cultivo celular deseado no representa necesariamente el aminoacido
(aminoacidos) necesario para su incorporacion en el polipéptido de interés y en lugar de ello contiene una
concentracion (concentraciones) de aminoacidos basada en la concentracién del aminoacido (aminoacidos)
requerida para: 1) una masa celular deseada y 2) un mantenimiento celular. Dicho medio de cultivo celular deseado
usado en los procedimientos de cultivo celular desvelados, contiene una concentracién de aminoacidos inicial
ajustada A’, de acuerdo con la formula A’=[(M*X)+(Y*M*X)]*F, en la que X es una concentracion del aminoacido que
se usa por unidad de masa celular, M es un multiplicador para una masa celular pico deseada (por ejemplo,
densidad celular pico deseada, etc.) del cultivo celular, Y es un factor de mantenimiento celular y F es un factor
inicial. Un medio de cultivo celular deseado producido de acuerdo con esta formula se proporciona por tanto a un
cultivo celular en condiciones que permitan el crecimiento y la replicacion de las células en el cultivo celular. En una
realizacion de la invencion, el procedimiento de cultivo celular usa un cultivo celular a gran escala. En otra
realizacién de la invencion, el procedimiento de cultivo celular usa células animales.

Adicién de prolina a medios de cultivo celulares

Usando los procedimientos de disefio de medios racionales desvelados en el presente documento, se ha
determinado que manteniendo altos los niveles de prolina durante el periodo de cultivo del cultivo celular, por
ejemplo, un cultivo celular a gran escala, se produce un aumento en el titulo del polipéptido y un aumento de la
densidad celular. Este “umbral” de prolina varia de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 2 mM, y el nivel de
prolina en el cultivo celular mantenido por encima de este umbral parece ser una fuerza impulsora para producir
cultivos celulares a gran escala de alta densidad celular y alto titulo. Curiosamente, el aumento del titulo del
polipéptido y de la viabilidad celular, impulsado por prolina, aumenta simultaneamente el requisito del cultivo para
aminoacidos adicionales (para satisfacer el aumento de la tasa de consumo), lo que explica, al menos parcialmente,
por qué las formulaciones de los medios disefiados racionalmente del presente documento contienen altas
concentraciones de aminoacidos.

Proporcionar un cultivo celular

En la técnica se conocen diversos procedimientos de preparacion de células de mamifero para la produccion de
polipéptidos mediante cultivo discontinuo y semicontinuo. Como se ha descrito anteriormente, en la linea celular
hospedadora, puede introducirse un acido nucleico suficiente para conseguir la expresion (tipicamente un vector que
contiene el acido nucleico que codifica el polipéptido de interés y cualquier elemento de control genético unido
operativamente) mediante diversas técnicas bien conocidas. Tipicamente, las células se exploran para determinar
cudles de las células hospedadoras han captado realmente el vector y expresan el polipéptido o la proteina de
interés. Los procedimientos tradicionales para detectar una proteina o un polipéptido de interés particular expresado
por células de mamifero incluyen, pero sin limitacion, inmunohistoquimica, inmunoprecipitacion, citometria de flujo,
microscopia por inmunofluorescencia, SDS-PAGE, transferencia de Western, ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA), técnicas de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), ensayos de actividad bioldgica y
cromatografia de afinidad. Un experto habitual en la técnica conocera otras técnicas apropiadas para detectar
polipéptidos o proteinas expresados. Si multiples células hospedadoras expresan el polipéptido o la proteina de
interés, algunas de las técnicas indicadas, o todas, pueden usarse para determinar cuales de las células expresan el
polipéptido o la proteina a los niveles mas altos.

Una vez que se ha identificado la célula que expresa el polipéptido o la proteina de interés, la célula se propaga en
el cultivo mediante cualquiera de los diversos procedimientos bien conocidos por un experto habitual en la técnica.
La célula que expresa el polipéptido o la proteina de interés se propagan tipicamente haciendo que crezca a una
temperatura y en un medio que sea favorable para la supervivencia, crecimiento y viabilidad de la célula. El cultivo
inicial puede tener cualquier volumen, pero a menudo es un volumen mas pequefio que el volumen de cultivo del
biorreactor de producciéon usado en la produccion final del polipéptido o proteina de interés, y frecuentemente las
células se cambian varias veces de cultivo en biorreactores de mayor volumen antes de sembrarlas en el biorreactor
de produccion. El cultivo celular puede agitarse o sacudirse para aumentar la oxigenacion del medio y dispersion de
nutrientes a las células. Como alternativa o de manera adicional, pueden usarse diversos dispositivos de inyeccion
de aire bien conocidos en la técnica para aumentar y controlar la oxigenacion del cultivo. De acuerdo con la presente
invencion, un experto habitual en la técnica comprendera que puede ser beneficioso controlar o regular
determinadas condiciones internas de un cultivo celular, incluyendo, pero sin limitacion, el pH (por ejemplo, de 6,6 a
7,6), la temperatura (por ejemplo, de 25 °C a 42 °C), los niveles de oxigeno y didxido de carbono (por ejemplo, Oz:
del 10 % al 80 % y CO2: del 7 % a 15 % en todo el cultivo) y la osmolaridad (por ejemplo, una osmolaridad de partida
de 260 a 340 mOsm/kg), etc.

Como se usa en el presente documento, el término “indculo” se usa para referirse a un volumen de células que
contiene el acido nucleico que expresa el polipéptido de interés, que se usa para sembrar el recipiente de produccion
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en el que se producira el cultivo de células animales a gran escala, por ejemplo, el biorreactor de produccién. En una
realizacién de la invencion, el volumen del inéculo es de aproximadamente 60 a 80 % del volumen final.

La densidad celular de partida en el biorreactor de produccién puede seleccionarla un experto habitual en la técnica.
De acuerdo con la presente invencion, la densidad celular de partida en el biorreactor de produccién puede ser tan
solo de una célula por volumen de cultivo. En realizaciones preferidas de la presente invencién, las densidades
celulares de partida en el biorreactor de produccién pueden variar de aproximadamente 0,1 x 10° células viables por
ml a aproximadamente 10 x 10° células viables por ml y mayores.

Los cultivos celulares iniciales e intermedios pueden crecer a cualquier densidad deseada antes de sembrar en el
siguiente biorreactor intermedio o de produccion final. En una realizacion de la invencion, la densidad celular del
in6culo es de aproximadamente 0,5-1 x 10° células/ml. Se prefiere que la mayoria de las células permanezcan vivas
antes de sembrar, aunque no se requiere una viabilidad total o casi total. En una realizacién de la presente
invencion, las células pueden retirarse del sobrenadante, por ejemplo, por centrifugacion a baja velocidad. También
puede ser deseable lavar las células retiradas con un medio antes de sembrar al siguiente biorreactor para retirar
cualquier producto residual metabdlico o componentes del medio no deseados. El medio puede ser el medio en el
que previamente se cultivaron las células o puede ser un medio diferente o una solucién de lavado seleccionada por
el facultativo de la presente invencion.

Después, las células pueden diluirse a una densidad apropiada para sembrar en el biorreactor de produccién. Las
células pueden diluirse en otro medio o solucion, por ejemplo, el medio de cultivo celular de partida o el medio de
cultivo celular deseado, dependiendo de las necesidades y deseos del facultativo de la presente invencién o adaptar
requisitos particulares de las propias células (por ejemplo, si las células van a conservarse durante un periodo de
tiempo corto antes de sembrar en el biorreactor de produccion).

Fase de crecimiento inicial

Una vez que se siembra en el vaso de produccién, como se describe anteriormente, el cultivo celular animal puede
mantenerse en la fase de crecimiento inicial usando el medio de cultivo celular deseado obtenido por la férmula de la
invencion desvelada en el presente documento y en condiciones favorables para la supervivencia, el crecimiento y la
viabilidad del cultivo celular. Las condiciones exactas variaran dependiendo del tipo de célula, del organismo del cual
procede la célula y de la naturaleza y caracter del polipéptido o proteina que se expresa.

Un biorreactor de produccion puede ser de cualquier volumen que sea apropiado para la produccion a gran escala
de polipéptidos o proteinas. En una realizacién preferida, el volumen del biorreactor de produccion es de al menos
500 litros. En otras realizaciones preferidas, el volumen del biorreactor de produccién es de 1000, 2500, 5000,
8000,10.000, 12.000 litros o mas, o cualquier volumen intermedio. Un experto habitual de la técnica sabra, y podra,
seleccionar, un biorreactor adecuado para su uso en la realizacién practica de la presente invencion. El biorreactor
de produccién puede construirse de cualquier material que sea favorable para el crecimiento y la viabilidad celular,
que no interfiera con la expresién o estabilidad de la proteina o polipéptido producido.

La temperatura del cultivo celular en la fase de crecimiento inicial se seleccionara basandose principalmente en el
intervalo de temperaturas al cual el cultivo celular permanece viable. Por ejemplo, durante la fase de crecimiento
inicial, células CHO se cultivan bien a 37 °C. En general, la mayoria de las células de mamifero crecen bien dentro
de un intervalo de aproximadamente 35 °C a 39 °C. En una realizacién de la invencion, la temperatura de la fase de
crecimiento (dia 0 a dia 3) es de 37 °C, y la temperatura de la fase de produccion (después del dia 3) es de 31 °C.
Los expertos habituales en la técnica podran seleccionar la temperatura, o temperaturas, apropiadas en las que
crecen las células, dependiendo de las necesidades de las células y de los requisitos de produccion del facultativo.

En una realizacién de la presente invencién, la temperatura de la fase de crecimiento inicial se mantiene a una sola
temperatura constante. En otra realizacion, la temperatura de la fase de crecimiento inicial se mantiene dentro de un
intervalo de temperaturas. Por ejemplo, la temperatura puede aumentarse o disminuirse constantemente durante la
fase de crecimiento inicial. Como alternativa, la temperatura puede aumentarse o disminuirse en cantidades distintas
a diversos tiempos durante la fase de crecimiento inicial. Un experto habitual en la técnica podra determinar si deben
usarse una o multiples temperaturas, y si la temperatura debe ajustarse constantemente o en cantidades distintas.

Las células pueden crecer durante la fase de crecimiento inicial durante una cantidad de tiempo mayor o menor,
dependiendo de las necesidades del facultativo y de los requisitos de las propias células. En una realizacion, las
células crecen durante un periodo de tiempo suficiente hasta alcanzar una densidad celular viable, es decir, un
porcentaje determinado de la densidad celular viable maxima que las células alcanzarian eventualmente si se
permitiese su crecimiento sin cambios. Por ejemplo, las células pueden crecer durante un periodo de tiempo
suficiente hasta alcanzar una densidad celular viable deseada de 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80, 85, 90, 95 0 99 por ciento o mas de densidad celular viable maxima.

En otra realizacién se permite que las células crezcan durante un periodo de tiempo definido. Por ejemplo,
dependiendo de la concentracion de partida del cultivo celular, de la temperatura a la cual crecen las células y de la
tasa de crecimiento intrinseca de las células, las células pueden crecer durante 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 dias o mas. En algunos casos, se permite que las células crezcan durante un mes o
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mas. Las células crecerian durante 0 dias en el biorreactor de produccién si su crecimiento en un biorreactor de
siembra, a la temperatura de fase de crecimiento inicial, fuese suficiente de manera que la densidad celular viable en
el biorreactor de produccion en el momento de su inoculacion es ya el porcentaje deseado de la densidad celular
viable maxima. El facultativo de la presente invencién podra seleccionar la duracion de la fase de crecimiento inicial
dependiendo de los requisitos de produccion del polipéptido o de la proteina y de las necesidades de las propias
células.

El cultivo celular puede agitarse o sacudirse durante la fase de cultivo inicial para aumentar la oxigenacion y
dispersion de los nutrientes a las células. De acuerdo con la presente invencion, un experto habitual en la técnica
entendera que puede ser beneficioso controlar o regular determinadas condiciones internas del biorreactor durante
la fase de crecimiento inicial, incluyendo, pero sin limitacion el pH, la temperatura, la oxigenacion, etc. Por ejemplo,
el pH puede controlarse proporcionando una cantidad apropiada de acido o base, y la oxigenacion puede controlarse
mediante dispositivos de inyeccion de aire muy conocidos en la técnica.

Cambio de las condiciones de cultivo

Al final de la fase de crecimiento inicial, pueden cambiarse una o mas condiciones de cultivo de manera que se
apligue un segundo conjunto de condiciones de cultivo y se produzca un cambio metabdlico en el cultivo. La
acumulacion de metabolitos inhibidores, mas notablemente lactato y amoniaco, inhiben el crecimiento. Un cambio
metabdlico, realizado, por ejemplo, por un cambio de temperatura, de pH, de osmolaridad o nivel de inductor quimico
del cultivo celular, puede caracterizarse, por ejemplo, mediante una reduccidon en la proporcion de una tasa de
produccion de lactato especifica con respecto a una tasa de consumo de glucosa especifica. En una realizacion no
limitante, las condiciones de cultivo varian cambiando la temperatura del cultivo. En otra realizacién de la invencion,
la temperatura cambia el dia 1-7. En otra realizacion de la invencion, la temperatura cambia a 29 °C-32 °C. En otra
realizacion de la invencion, el cambio de temperatura se produce el dia 3, y la temperatura cambia a 31 °C. En la
técnica pueden encontrarse ensefianzas con respecto a los cambios de temperatura y metabdlicos (véase, por
ejemplo, la Solicitud de Patente Publicada de Estados Unidos N° US 2006/0121568).

Fase de produccién posterior

Una vez que las condiciones del cultivo celular se han cambiado como se ha descrito anteriormente, el cultivo celular
puede mantenerse para una fase de produccién posterior en un segundo conjunto de condiciones de cultivo
favorables para la supervivencia y viabilidad del cultivo celular y apropiadas para la expresion del polipéptido o
proteina que se desea a niveles adecuados, por ejemplo, comercialmente adecuados.

Como se ha indicado anteriormente, el cultivo puede cambiarse cambiando una o mas de las diversas de
condiciones de cultivo incluyendo, pero sin limitacion, la temperatura, el pH, la osmolaridad y los niveles de butirato
sédico. En una realizaciéon, se cambia la temperatura del cultivo. De acuerdo con esta realizacién, durante la fase de
produccion posterior, el cultivo se mantiene a una temperatura o a un intervalo de temperatura que es menor que la
temperatura o intervalo de temperatura de la fase de crecimiento inicial. Por ejemplo, durante la fase de produccion
posterior, las células CHO expresan bien polipéptidos y proteinas recombinantes dentro de un intervalo de 25 °C a
35 °C. En una realizaciéon de la invencion, la fase de la producciéon comienza después del dia 3. En otra realizacion
de la invencién, la fase de produccién se realiza a 31 °C. Como se explica en la Solicitud de Patente Publicada de
Estados Unidos N° US 2006/0121568, pueden emplearse multiples cambios de temperaturas distintas para
aumentar la densidad celular o la viabilidad o para aumentar la expresién del polipéptido o proteina recombinante.

De acuerdo con las formulas de la presente invencion, se selecciona una masa celular (por ejemplo, densidad
celular) y un titulo de produccién (por ejemplo, un titulo diana) deseados para establecer la concentracion de
aminoacidos inicial ajustada, A, y la concentracion de aminoacidos de partida, B. Por tanto, generalmente las células
se mantienen en la fase de produccién posterior hasta que se alcanza la densidad celular o el titulo de produccion
que se desea, 0 uno o mas valores proximos a la densidad celular o titulo de produccién deseados. En una
realizacion, las células se mantienen en la fase de produccion posterior hasta que el titulo del polipéptido
recombinante o proteina alcanza un maximo. En otras realizaciones, el cultivo puede recogerse antes de este punto,
dependiendo de los requisitos de produccion del facultativo o de las necesidades o viabilidad de las propias células.
Por ejemplo, las células puede mantenerse durante un periodo de tiempo suficiente para conseguir una densidad
celular viable de 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o0 99 por ciento o mas de
densidad celular viable maxima. En algunos casos, puede ser deseable permitir que la densidad celular viable
alcance un maximo, y después dejar que la densidad celular viable disminuya a algun nivel antes de recoger el
cultivo. En un ejemplo extremo, puede ser deseable permitir que la densidad celular viable se acerque o alcance el
valor de cero antes de recoger el cultivo.

En otra realizaciéon de la presente invencién, se permite que las células crezcan durante un periodo de tiempo
definido durante la fase de produccién posterior. Por ejemplo, dependiendo de la concentracion del cultivo celular al
inicio de la fase de crecimiento posterior, la temperatura a la cual crecen las células, y la tasa de crecimiento
intrinseco de las células, las células pueden crecer durante 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20 dias o mas. En algunos casos, se permite que las células crezcan durante un mes o mas. El facultativo de la
presente invencién podra seleccionar la duracion de la fase de produccién posterior dependiendo de los requisitos
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de produccion del polipéptido o proteina y de las necesidades de las propias células. La duracion del cultivo ayudara
a determinar la concentracién de aminoacidos requerida para el mantenimiento celular, que puede variar en la
presente invencion, por ejemplo, de 0 % a 150 % de la concentracién de aminoacidos requerida para la masa
celular.

En determinados casos, puede ser beneficioso o necesario complementar el cultivo celular, es decir, suministrar
nutrientes u otros componentes del medio, que se han agotado o metabolizado por las células, al cultivo celular,
durante la fase de produccion posterior. Por ejemplo, podria ser ventajoso complementar el cultivo celular con
nutrientes u otros componentes del medio que se ha observado que se han agotado durante el control del cultivo
celular (véase mas adelante la seccion “Control de las Condiciones del Cultivo Celular”). Como alternativa o
adicionalmente, puede ser beneficioso o necesario complementar el cultivo celular antes de la siguiente fase de
produccion. Como ejemplos no limitantes, puede ser beneficioso o necesario complementar el cultivo celular con
hormonas y/u otros factores de crecimiento, particularmente iones (tales como sodio, cloro, calcio, magnesio, y
fosfato), tampones, vitaminas, nucledsidos o nucledtidos, oligoelementos (compuestos inorganicos normalmente
presentes a concentraciones finales muy bajas), lipidos, aminoacidos o glucosa (u otra fuente de energia).

Todos estos componentes complementarios pueden afadirse, es decir, suministrarse, al cultivo celular a la vez, o
pueden proporcionarse al cultivo celular en una serie de adiciones. En una realizacion de la presente invencion, los
componentes complementarios se proporcionan al medio de cultivo a multiples tiempos en cantidades
proporcionales. En otra realizacién, puede ser deseable proporcionar inicialmente solo determinados de los
componentes complementarios, y proporcionar mas tarde el resto de componentes. Incluso en otra realizacion de la
presente invencion, al cultivo celular se le suministra de manera continuada estos componentes complementarios.

De acuerdo con la presente invencién, el volumen total afiadido al cultivo celular debe mantenerse éptimamente a
una cantidad minima. Por ejemplo, el volumen total del medio de suministro, o solucion que contiene los
componentes complementarios, aiadido al cultivo celular puede ser 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45 0 50 % del volumen del cultivo celular antes de proporcionar los componentes complementarios. Por tanto, el
medio de suministro debe concentrarse para impedir que se desborde del biorreactor o de la dilucién componente
del medio. El medio de suministro se proporciona preferentemente al cultivo principal con el mismo pH, temperatura,
etc., pero con altas concentraciones de nutrientes con respecto al medio de partida. En una realizacién de la
invencion, el medio de suministro es medio de suministro denominado “Medio de Suministro”, en la columna 4 de la
Tabla 2.

En una realizacion de la divulgacion, un cultivo celular con una concentracion de aminoacidos de partida, B, se
complementa con uno o mas aminoacidos adicionales para alcanzar una concentracion de aminoacidos inicial
ajustada, A. En otra realizacion de la invencion, el cultivo celular se proporciona con un suministro continuo de
aproximadamente 3-21 dias, o suministros periédicos cada 2-3 dias. En otra realizacion de la invencion, el
suministro se produce de aproximadamente el dia 3 a aproximadamente el dia 20 (para un cultivo de 21 dias) como
un suministro en bolo. En oftra realizaciéon de la invencién, el suministro se produce periédicamente
aproximadamente cada 2-3 dias. En otra realizacién adicional de la invencién, el volumen del suministro es de
aproximadamente 1 % a aproximadamente 40 % del volumen del cultivo celular total.

El cultivo celular puede agitarse o sacudirse durante la fase de produccion posterior para aumentar la oxigenacion y
dispersion de nutrientes a las células. De acuerdo con la presente invencién, un experto habitual en la técnica
entendera que puede ser beneficioso controlar o regular determinadas condiciones internas del biorreactor durante
la fase de crecimiento posterior, incluyendo pero sin limitacion, el pH, la temperatura, la oxigenacion, etc. Por
ejemplo, el pH puede controlarse proporcionando una cantidad apropiada de acido o base y la oxigenacién puede
controlarse con dispositivos de inyeccion de aire muy conocidos en la técnica.

Control de las condiciones del cultivo celular

En determinadas realizaciones de la presente invencion, el facultativo puede encontrar que es beneficioso o
necesario controlar periédicamente las condiciones particulares del cultivo celular en crecimiento. El control de las
condiciones del cultivo celular, permite al facultativo determinar si el cultivo celular esta produciendo el polipéptido
recombinante de interés a niveles subodptimos o si el cultivo estd casi entrando en una fase de produccién
subodptima. Para controlar determinadas condiciones de cultivo celular, puede ser necesario retirar pequefas
alicuotas del cultivo para su analisis. Un experto habitual en la técnica entendera que dicha retirada posiblemente
puede introducir contaminacién en el cultivo celular, y tomaras las precauciones apropiadas para minimizar el riesgo
de que se produzca dicha contaminacion.

Como ejemplos no limitantes, puede ser beneficioso o necesario controlar la temperatura, el pH, la densidad celular,
la viabilidad celular, la densidad celular viable integrada, los niveles de lactato, los niveles de amoniaco, la
osmolaridad o el titulo del polipéptido expresado. En el campo en cuestidon, se conocen numerosas técnicas que
permiten al experto habitual medir estas condiciones. Por ejemplo, la densidad celular puede medirse usando un
hemocitémetro, un contador de Coulter, o examinando la densidad celular (CEDEX® Innovatis, Malvern, PA). La
densidad celular viable puede determinarse tifiendo una muestra de cultivo con azul de Tripano. Dado que
solamente las células muertas captaran el azul del Tripano (es decir, las células viables excluyen el colorante), la
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densidad celular viable puede determinarse contando el nimero total de células, dividiendo el nimero de células que
han captado el colorante entre el nimero total de células, y tomando el reciproco. Puede usarse HPLC para
determinar los niveles de lactato, amoniaco o del polipéptido o proteina expresados. Como alternativa, el nivel del
polipéptido o proteina expresado puede terminarse mediante técnicas de biologia molecular convencionales tales
como tincion de Coomassie de geles de SDS-PAGE, transferencia de Western, ensayos de Bradford, ensayos de
Lowry, ensayos de Biuret y absorbancia UV. También puede ser beneficioso o necesario controlar modificaciones
postraduccionales del polipéptido o proteina expresado, incluyendo la fosforilacion y glucosilacion.

Recogida de polipéptidos producidos por el cultivo celular

El polipéptido de interés producido por el cultivo celular puede purificarse después del medio de cultivo o de
extractos celulares para su uso en diversas aplicaciones. Formas solubles del polipéptido pueden purificarse de los
medios acondicionados. Formas del polipéptido, unidas a membranas, pueden purificarse preparando una faccion de
membrana total de la célula de expresion y extrayendo las membranas con un detergente no idnico, tal como
TRITON® X-100 (EMD Biosciences, San Diego, CA). Pueden prepararse proteinas citosélicas o nucleares
sometiendo a lisis las células hospedadoras (mediante fuerza mecanica, bomba Parr, tratamiento con ultrasonidos,
detergentes, etc.), retirando la fraccion de membrana celular por centrifugacion, y conservando el sobrenadante.

El polipéptido puede purificarse usando otros procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo,
un polipéptido producido por los procedimientos desvelados puede concentrarse usando un filtro de concentracion
de proteinas disponible en el comercio, por ejemplo, una unidad de ultrafiltracién de AMICON® o PELLICON®
(Millipore, Billerica, MA). Después de la etapa de concentracion, el concentrado puede aplicarse a una matriz de
purificacion, tal como un medio de filtracion en gel. Como alternativa, puede emplearse una resina de intercambio
anionico (por ejemplo, una columna MonoQ, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ); conteniendo dicha resina una
matriz o un sustrato que tiene grupos colgantes de dietilaminoetil (DEAE) o polietilenimina (PEI). Las matrices
usadas para la purificacion pueden ser acrilamida, agarosa, dextrano, celulosa u otros tipos normalmente empleados
en la purificacion de proteinas. Como alternativa, puede usarse una etapa de intercambio catiénico para la
purificacién de proteinas. Los intercambiadores catiénicos adecuados incluyen diversas matrices insolubles que
comprenden grupos de sulfopropilo o carboximetilo (por ejemplo, columnas de S-SEPHAROSE®, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO).

La purificacion del polipéptido del sobrenadante de cultivo también puede incluir una o mas etapas en columna sobre
resinas de afinidad, tales como A-agarosa concanavalina, AF-HEPARING50, heparina-TOYOPEARL® o Cibacron
blue 3GA SEPHAROSE® (Tosoh Biosciences, San Francisco, CA); columnas de cromatografia de interaccion
hidréfobo usando resinas tales como éter fenilico, éter butilico o éter propilico; o columnas de inmunoafinidad
usando anticuerpos contra la proteina marcada. Finalmente, puede emplearse una o mas etapas de cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) que emplea medios de HPLC hidréfobos, por ejemplo, gel de silice que tiene
grupos colgantes de metilo u otros alifaticos (por ejemplo, columnas de Ni-NTA), para purificar adicionalmente la
proteina. Como alternativa, los polipéptidos pueden expresarse de manera recombinante en una forma que facilite la
purificacion. Por ejemplo, los polipéptidos pueden expresarse como una fusion con proteinas tales como la proteina
de unién a maltosa (MBP), glutation-S-transferasa (GST), o tiorredoxina (TRX). Los kits para la expresion y
purificacion de proteinas de fusion se encuentran disponibles en New England BioLabs (Beverly, MA), Pharmacia
(Piscataway, NJ), e Invitrogen (Carlsbad, CA), respectivamente. Las proteinas también pueden marcarse con un
epitopo pequerio (por ejemplo, etiquetas de His, myc o Flag) y posteriormente identificarse o purificarse usando un
anticuerpo especifico contra el epitopo seleccionado. Los anticuerpos contra epitopos comunes se encuentran
disponibles en numerosas fuentes comerciales.

Como una alternativa a los modos de purificacion por cromatografia tradicionales (por ejemplo, modos de
purificacion por cromatografia de flujo continuo y union a eluyente), los polipéptidos producidos por los
procedimientos de la presente invencion pueden purificarse realizando una cromatografica en columna de
purificacién en un modo de particion débil, una técnica en la que tanto al menos un producto contenido en la
preparacion como al menos un contaminante o impureza, se unen a una resina o medio cromatografico. En el modo
de particién débil, la al menos una impureza se une mas intimamente al medio en comparaciéon con el producto
polipeptidico; y a medida que continua la carga (del fluido de carga), el producto polipeptidico no unido pasa
selectivamente a través del medio y se recupera del efluente de la columna. Dicha purificaciéon produce un alto grado
de reduccién de impurezas, asi como una alta recuperacién del producto. Dicha purificacién puede realizarse en
medios y resinas conocidos en la técnica, que incluyen, pero sin limitacion, medio de intercambio idnico cargado,
resina de cromatografia de interaccion hidrofoba, resina de cromatografia de afinidad metalica inmovilizada, y resina
de hidroxiapatita. En al menos una realizacion, la retirada de la impureza/contaminante en condiciones de particion
débil se produce a medida que el fluido de carga pasa a través de un medio/resina que se une a al menos 2,8 mg de
producto por ml de medio/resina. En al menos otra realizacién, la retirada de la impureza/contaminante en
condiciones de particion débiles se produce a medida que el fluido de carga pasa a través de un medio/resina en
condiciones operativas definidas por un coeficiente de particion de al menos 0,1. El producto purificado se recupera
del efluente de la columna que contiene el medio/resina.

La Tabla 5 resume las diferencias en las caracteristicas entre los modos de flujo continuo (FC), unién a eluyente (U-
E) y de particion débil (PD).
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Tabla 5: Caracteristicas de los modos FC/PD/U-E

FC PD U-E
Kp <0,1 0,1-20 >20
Limitacion de Impurezas 10-50 mg Prod/ml | Impurezas 50-500 mg | Producto + impurezas
exposicion de (tipicam.) pero realmente | Prod/ml (tipicam) pero

carga

dependiente de la pureza de
carga

realmente depende de la
pureza de carga

<100 mg Prod/mi

Vol. de carga

Moderado, para
diluidas 10-20 CV

impurezas

Muy alto, para diluir

impurezas hasta 50 VC

Inferior, dado que el producto
se une en adicion a
impurezas 5-20 VC

[Producto] en
eluato de carga

Igual a la concentracion de
carga a través de mucha
carga

Retardo inicial, después igual
a la concentracion de carga a
través de mucha carga

<5 %
carga

de concentracion de

Residuo Bajo Muy bajo Dependiente de las

[Impureza] condiciones de elucion, del
volumen de conjunto y de la
capacidad

Producto unido <1 mg/ml <10 - 20 mg/ml >10 - 20 mg/ml

()]

Region operativa | Intervalo de  condiciones | Ventana de operacién | Condiciones de union

relativamente amplio moderada entre los modos | rigurosas para carga,

FTyU-E intervalo de condiciones de
eluciéon amplio
Fase(s) Isocratico Isocratico Cambio en la composicion
del tampoén después de la
movil

carga lo que causa elucion

El coeficiente de particion (Kp) es la proporcion de la concentracion del producto adsorbido (Q) con respecto a la
concentracion del producto en solucion (C); por tanto el Kp para el modo de particion débil es intermedio entre el Kp
para los modos de flujo continuo y union a eluyente, por ejemplo, entre aproximadamente 0,1 y 20. Para determinar
las condiciones apropiadas, por ejemplo, sal, tampdn, pH, etc., para un modo de purificacion de particion débil,
puede realizarse una exploracién de alto rendimiento o un estudio de exploracién de purificacién discontinua. Por
tanto, un experto en la técnica puede determinar coeficientes de particion Kp de productos en funcién de las
condiciones operativas (véase el Ejemplo 7.1).

Los procedimientos de purificacién usando un modo de particién débil se describe con detalle en las Solicitudes de
Patente de Estados Unidos Nos 11/372.054 y 11/510.634.

Algunas o todas las etapas de purificacion anteriores, en diversas combinaciones o con otros procedimientos
conocidos, pueden emplearse para purificar un polipéptido de interés producido por los procedimientos de cultivo
celular animal a gran escala y medios descritos en el presente documento.

Composiciones farmacéuticas que contienen polipéptidos producidos por cultivo celular

Los medios de cultivo celular anteriores, por ejemplo, medios de cultivo celular a gran escala, y los procedimientos
para cultivar células, proporcionan polipéptidos de interés, por ejemplo, anticuerpos, receptores solubles, proteinas
de fusion, etc. Los polipéptidos producidos por los procedimientos de cultivo celular desvelados, y con los nuevos
medios y procedimientos relacionados desvelados en el presente documento, incluyendo anticuerpos y fragmentos
de los mismos, pueden usarse in vitro, ex vivo o incorporase en composiciones farmacéuticas y administrarse a
individuos (por ejemplo, a sujetos humanos) que lo necesiten. Un experto en la técnica conoce diversas estratégicas
farmacogendmicas a tener en cuenta para determinar si administrar un polipéptido de la invencion e incluyen
estrategias de asociacion de genoma completo, de genes candidatos y de perfiles de expresion génica. Una
composicion farmacéutica de la invencion se formula para que sea compatible con su via de administracién deseada
(por ejemplo, las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un vehiculo comestible). Otros
ejemplos no limitantes de vias administracion incluyen administracion parenteral (por ejemplo, intravenosa),
intradérmica, subcutanea, oral (por ejemplo, inhalacion), transdérmica (tépica), transmucosa y rectal. Las
composiciones farmacéuticas compatibles con cada via deseada son muy conocidas en la técnica.
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Un polipéptido de la invencion puede usarse como una composicion farmacéutica cuando se combina con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Dicha composicién puede contener, ademas de un polipéptido de la
invencion, vehiculos, diversos diluyentes, cargas, sales, tampones, estabilizantes, solubilizantes y otros materiales
bien conocidos en la técnica. La expresion “farmacéuticamente aceptable” significa un material no téxico que no
interfiere con la eficacia de la actividad bioldgica del ingrediente(s) activo(s). Las caracteristicas del vehiculo
dependeran de la via de administracion.

La composicion farmacéutica de la invencion también puede contener factores o agentes terapéuticos adicionales
para el tratamiento de trastorno particular al cual se dirigen. Por ejemplo, una composicion farmacéutica para el
tratamiento de la diabetes de tipo 2 también puede incluir un agente antidiabético oral. La composicion farmacéutica
puede contener factores tromboliticos o antitrombdticos tales como activador de plasminégeno y Factor VIII. La
composicion farmacéutica puede contener adicionalmente agentes antiinflamatorios. Dichos factores y/o agentes
adicionales pueden incluirse en la composicion farmacéutica para producir un efecto sinérgico con un polipéptido de
la invencién, o minimizar efectos secundarios causados por los polipéptidos de la invencion.

La composicion farmacéutica de la invencion puede estar en forma de un liposoma en el que un polipéptido de la
invencion se combina, ademas de con otros vehiculos farmacéuticamente aceptables, con agentes anfipaticos tales
como lipidos que existen en formas agregadas como micelas, monocapas insolubles, cristales liquidos o capas
laminares en solucion acuosa. Los lipidos adecuados para la formulacion liposomal incluyen, sin limitacion,
monoglicéridos, diglicéridos, sulfatidas, lisolecitina, fosfolipidos, saponina, acidos biliares, etc.

Como se usa en el presente documento, la expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” significa la cantidad total de
cada componente activo de la composicion farmacéutica o procedimiento que es suficiente para mostrar un beneficio
significativo para el paciente, por ejemplo, mejora de sintomas, curacién, o aumento de la tasa de curacion, de
dichas afecciones. Cuando se aplica a un ingrediente activo individual, la expresion, administrado en solitario, se
refiere solo a ese ingrediente. Cuando se aplica una combinacion, la expresion se refiere a cantidades combinadas
de los ingredientes activos que dan como resultado el efecto terapéutico, cuando se administra en combinacion, en
serie o simultdneamente.

En la practica del procedimiento de tratamiento o uso de la presente invencién, una cantidad terapéuticamente eficaz
de un polipéptido de la invencion se administra un sujeto, por ejemplo, a un mamifero (por ejemplo, a un ser
humano). Un polipéptido de la invenciéon puede administrarse de acuerdo con el procedimiento de la invencion bien
en solitario o en combinacion con ofras terapias. Cuando se coadministra con uno o mas agentes, un polipéptido de
la invencion puede administrarse bien simultaneamente con el segundo agente, o secuencialmente. Si se administra
secuencialmente, el médico tratante decidira la secuencia de administracion apropiada de los polipéptidos de la
invencion en combinacién con otros agentes.

Cuando una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido de la invencién se administra por via oral, el agente
de unién estara en forma de comprimido, capsula, polvo, solucién o elixir. Cuando se administra de forma de
comprimido, la composicion farmacéutica de la invencion puede contener adicionalmente un vehiculo sélido tal como
una gelatina o un adyuvante. El comprimido, capsula y polvo contienen de aproximadamente 5 a 95 % de agente
aglutinante, y preferentemente de aproximadamente 25 a 90 % de agente aglutinante. Cuando se administra en
forma liquida, puede afadirse un vehiculo liquido, tal como agua, vaselina, aceites de origen animal o de origen
vegetal, tales como aceite de cacahuete (tomando precaucion en relacion a las alergias al cacahuete), aceite
mineral, aceite de semilla de soja o aceite de sésamo, o aceites sintéticos. La forma liquida de la composicion
farmacéutica puede contener adicionalmente solucion salina fisiologica, dextrosa u ofra solucién de sacaridos, o
glicoles tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol. Cuando se administra en forma liquida, la
composicion farmacéutica contiene de aproximadamente 0,5 % a aproximadamente 90 % en peso del agente
aglutinante y preferentemente de aproximadamente 1 % a aproximadamente 50 % en peso del agente aglutinante.

Cuando una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido de la invencion se administra por inyeccion
intravenosa, cutanea o subcutanea, el polipéptido de la invencién estara en forma de una solucién acuosa
apirégena, parenteralmente aceptable. La preparacion de dichas soluciones proteicas, parenteralmente aceptables,
que deben tener en cuenta el pH, la isotonicidad, la estabilidad y similares, se incluye en la experiencia de los
expertos en la técnica. Una composicion farmacéutica preferida para inyeccion intravenosa, cutanea o subcutanea
debe contener, ademas del polipéptido de la invencién, un vehiculo isoténico, tal como inyeccién de cloruro sédico,
inyeccion de Ringer, inyeccion de dextrosa, inyeccion de dextrosa y cloruro sédico, inyeccion de Ringer lactada, u
otro vehiculo conocido en la técnica. La composicién farmacéutica de la presente invencion también puede contener
estabilizantes, conservantes, tampones, antioxidantes y cualquier otro aditivo (aditivos) conocidos por los expertos
en la técnica.

La cantidad de un polipéptido de la invencién en la composiciéon farmacéutica de la presente invencién dependera de
la naturaleza y gravedad de la afeccién que vaya a tratarse y de la naturaleza de los tratamientos previos a los que
se ha sometido el paciente. En Ultima instancia, el médico tratante decidira la cantidad de una composicién
farmacéutica o polipéptido de la invenciéon con la que tratar cada paciente individual. Inicialmente, el médico tratante
administrara dosis bajas de una composicion farmacéutica o polipéptido de la invencién y observara la respuesta del
paciente. Pueden administrarse mayores dosis de una composiciéon farmacéutica o polipéptido de la invencién hasta
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obtener el efecto terapéutico optimo para el paciente, y en ese momento, generalmente, la dosificacién no se
aumenta mas. Se contempla que las diversas composiciones farmacéuticas usadas para tratar a un sujeto que lo
necesite debe contener de aproximadamente 0,1 ng a aproximadamente 100 mg de un polipéptido de la invencion
por kg de peso corporal.

La duracion de la terapia intravenosa (i.v.) usando una composicion farmacéutica de la presente invencion variara,
dependiendo de la gravedad de la enfermedad y de la afeccion que vaya a tratarse y de la posible respuesta
particular de cada paciente individual. Se contempla que la duracién de cada aplicacion de una composicién
farmacéutica o un polipéptido de la presente invencion pueda estar, por ejemplo, en el intervalo de 1-12, 6-18 o 12-
24 h de administracion i.v. continua o intermitente. También se contempla terapia subcutanea (s.c.) usando una
composicion farmacéutica de la presente invencién. Estas terapias pueden administrarse diariamente,
semanalmente o, mas preferentemente, bisemanalmente, o mensualmente. En ultima instancia, el médico tratante
decidira la duracion apropiada de la terapia i.v. 0 s.c., o la terapia con una molécula pequenfa, y la duraciéon de la
administracion de la terapia, usando la composiciéon farmacéutica de la presente invencion.

Ejemplos

Para ayudar a entender la invencion se exponen los siguientes ejemplos, aunque de ninguna manera pretenden, y
no deben considerarse, limitantes de la invencion. Los Ejemplos no incluyen descripciones detalladas de
procedimientos convencionales, tales como técnicas de ADN recombinante. Dichos procedimientos son muy
conocidos por los expertos habituales en la técnica.

Ejemplo 1
Cuantificacion de la composicién de aminoacidos de células CHO

Para cuantificar la composicién de aminoacidos de células CHO que expresaban anticuerpos y de células CHO que
expresaban proteinas recombinantes, es decir, el porcentaje molar de cada aminoacido con respecto al total de
aminoacidos de masa celular (biomasa), se realizé el siguiente procedimiento. En resumen, se cultivaron tres lineas
de células CHO que sobreexpresaban anticuerpos o proteinas recombinantes, mas especificamente anticuerpo anti-
IL22 (anticuerpo anti-IL-22 humano recombinante), anticuerpo Myo-029 (anticuerpo monoclonal IgG1 anti-GDF8) y la
BMP-2 humana recombinante, en un matraz agitador durante un dia (BMP-2) o tres dias (Myo-029 y anti-IL-22). El
dltimo dia, los cultivos se recogieron y las células se centrifugaron a una concentracién de 10° células/ml. Un
sedimento que contenia 10° células se lavo dos veces con 1 X PBS y el sedimento se resuspendio en 500 ul de HCI
5 N. La suspensién que contenia las células se calenté a 100 °C durante 24 horas, momento en el cual la
suspension se centrifugé al vacio. El sedimento resultante se resuspendio en 500 ul de PBS, y se realizé analisis de
aminoacidos usando cromatografia de gas o liquida.

Una hidrdlisis acida determiné que tanto la metionina como el triptéfano se degradaban durante la hidrdlisis acida;
por tanto, las concentraciones de estos aminoacidos en los Ejemplos 2 y 3 se basaban en valores bibliograficos para
las células CHO. Ademas, se determiné que durante la hidrdlisis la glutamina y la asparagina se convertian en sus
formas acidas, acido glutamico y acido aspartico, respectivamente; por tanto, las concentraciones de estos cuatro
aminoacidos en los Ejemplos 2 y 3 se ajustaron basandose en las proporciones de glutamina/acido glutamico y
asparagina/acido aspartico indicadas en la bibliografia. Por otro lado, se determiné que estas lineas de células CHO
poseian composiciones de aminoacidos similares y que coincidian bastante con los valores indicados para otras
células de mamifero (datos no mostrados) (véase Bonarius (1996) Biotechnol. Bioeng. 50: 299-318).

Ejemplo 2

Densidad celular pico deseada de 15 x 10° células/ml y titulo diana del anticuerpo anti-IL-22 de 9 g/l en células CHO
(linea celular 1) con suministro de volumen de 32 % usando medio disefiado racionalmente

Ejemplo 2.1: Medio disefiado racionalmente

Usando las férmulas desveladas en el presente documento, se determiné la concentracion de aminoacidos inicial
ajustada, A, de los aminoacidos requeridos para producir 15 x 10° células/ml y 9 g/l de anticuerpo anti-IL-22 en la
Linea 1 de Células CHO (Tabla 6, columna 2) (el mantenimiento celular se establecié al 50 %, es decir, Y=0,5). La
concentracion de aminoacidos inicial ajustada, A (Tabla 6, columna 2), de una variedad de aminoacidos se ajusté
para obtener las concentraciones de aminoacidos totales ajustadas iniciales modificadas mostradas en la columna 3
de la Tabla 6. Se realizaron los siguientes ajustes: los niveles de Asn, Asp y GIn se establecieron de acuerdo con la
Solicitud de Patente Publicada de Estados Unidos N° US2006/0121568A1; 2) dado que los cultivos celulares
produjeron Ala, Glu, Gly, sus niveles se ajustaron a niveles mas bajos; 3) el nivel de Cys se ajusto debido a que la
cistina también se uso6 en el medio de suministro, y el valor de la cistina en el medio se ajusté al de la Solicitud de
Patente Publicada de Estados Unidos N° US2006/0121568A1; 4) los niveles de Arg, His, lle, Leu, Lys, Met, Phe son
del 20 % al 100 % mas altos que los de la concentracién de aminoacidos inicial ajustada, A, debido a que se uso6 el
suministro en polvo, que contenia un conjunto de composiciones de aminoacidos, para preparar el medio de cultivo
celular deseado, de tal manera que no fue posible una coincidencia exacta. La concentracién de aminoacidos del
medio de partida, B (Tabla 6, columna 4), se calcul6 a partir de las concentraciones de aminoacido total iniciales
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ajustadas modificadas mostradas en la columna 3 de la Tabla 6.

Tabla 6: Formulaciéon de medio de cultivo celular deseado

Aminoacido Concentraciéon de aminoacidos | Concentraciéon de aminoacidos Concentracion de
inicial ajustada (mM) (A) inicial ajustada modificada (mM) ?Sw)inoécidos de partida (mM)
ALA 13,67 2,18 0,20
ARG 6,68 12,56 1,94
ASN 7,42 27,82 14,56
ASP 11,86 6,28 1,70
CYsS 4,97 0,27 0,40
GLU 9,23 2,18 0,20
GLN 13,11 2,72 4,00
GLY 12,94 4,52 3,63
HIS 3,93 5,05 2,15
ILE 6,23 10,95 2,54
LEU 13,13 17,96 6,87
LYS 13,01 15,62 7,91
MET 2,82 5,71 2,38
PHE 6,19 7,67 3,76
PRO 11,50 11,15 7,36
SER 21,35 22,34 10,20
THR 13,89 14,18 8,80
TRP 3,00 2,89 1,84
TYR 7,53 7,55 5,10
VAL 15,44 15,24 10,36
Total 197,91 194,85 95,91

Ejemplo 2.2: Densidad celular y titulo de anticuerpos en respuesta al medio disefiado racionalmente

Se obtuvieron células de la linea celular 1 (células CHO que expresaban anti-IL-22) de los matraces agitadores que
contenian cultivos de 3 dias y se inocularon a 0,7 x 10° células/ml el dia 0 en el medio de cultivo celular de partida
en un biorreactor de 1 | (Applikon 2L, (Applikon Inc, Foster City, CA)). El dia 3 (aproximadamente 80 horas), la
temperatura se cambié de 37 °C a 31 °C y se afadié Medio de Suministro (véase la columna 4 de la Tabla 2) al 3,75
%, 4 %, 4 %, 9 %,2 %, 1%,1%,1%,3%,2%y1 % envolumen los dias 3, 5, 6, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 20,
respectivamente, para obtener el medio de cultivo celular deseado, que contenia la concentracion de aminoacidos
mostrada en la Tabla 6, columna 3. Los cultivos celulares se mantuvieron a pH 7,0 en un nivel de oxigeno disuelto al
30 % y con agitacién a 200 rpm. Las muestras se extrajeron diariamente para ensayar la densidad celular
(instrumento de recuento celular CEDEX® (Innovatis, Malvern, PA)), viabilidad (CEDEX®) y determinados niveles de
metabolitos (Nova BioProfile Analyzer, Nova Biomedical Cooperation, Waltham, MA). El medio centrifugado se
guardé a -80 °C para el analisis del titulo de anticuerpos usando HPLC con Proteina A.

Los resultados se muestran en las Figuras 1y 2. Como puede observarse en la Figura 1, la mayor densidad celular
(aproximadamente 11 x 10°® células/ml) se alcanzo el dia 11 del cultivo, disminuyendo la densidad celular después
de esto. El mayor titulo de anticuerpos (aproximadamente 7 g/l) se obtuvo el dia 21 del cultivo. Por tanto, el medio
disefiado racionalmente puede usarse para producir una densidad celular alta y un titulo de anticuerpos alto.

29




10

15

ES 2 538 986 T3

Ejemplo 3

Densidad celular pico deseada de 15 x 10° células/ml y titulo de anticuerpo anti-IL-22 diana de 10 g/l en células CHO
(linea celular 2) con un suministro de volumen al 33 % usando medio disefiado racionalmente

Ejemplo 3.1: Medio disefiado racionalmente

Usando las férmulas desveladas en el presente documento, se determind la concentracion de aminoacidos inicial
ajustada, A, de los aminoacidos requeridos para producir 15 x 10° células/ml y 9 g/l de anticuerpo anti-IL-22 (descrito
anteriormente) (el mantenimiento celular se establecié al 50 %, es decir, Y=0,5). La concentracién de aminoacidos
inicial ajustada, A (Tabla 7, columna 2) de una variedad de aminoacidos se ajustd como se describe en el Ejemplo 2
para obtener las concentraciones de aminoacidos totales ajustadas iniciales modificadas mostradas en la columna 3
de la Tabla 7. Ademas, para esta formulaciéon de medio, tanto el medio de cultivo celular de partida como el medio
de suministro se prepararon a partir de polvos existentes con composiciones fijas, y por tanto no fue posible una
coincidencia exacta. La concentracién de aminoacidos del medio de partida, B (Tabla 7, columna 4), se calcul6 a
partir de las concentraciones de aminoacidos totales ajustadas iniciales modificadas mostradas en la columna 3 de
la Tabla 7.

Tabla 7: Formulaciéon de medio de cultivo celular deseado

Aminoacido Concentracién de aminoacidos | Concentracion de aminoacidos Concentracion de
inicial ajustada (mM) (A) inicial ajustada modificada (mM) ?Sw)inoécidos de partida (mM)
ALA 14,2 24 0,4
ARG 6,9 15,2 5,3
ASN 7,8 32,6 21,1
ASP 12,2 6,8 2,3
CYs 5,2 0,3 0,4
GLU 9,7 24 0,4
GLN 13,6 2,7 4,0
GLY 13,6 4,5 3,6
HIS 41 5,5 2,7
ILE 6,4 13,2 5,4
LEU 13,8 20,0 9,4
LYS 13,7 16,5 8,9
MET 2,9 6,3 3,1
PHE 6,5 8,3 4,5
PRO 12,3 12,5 9,1
SER 22,6 23,8 11,8
THR 14,8 15,7 10,8
TRP 3,2 3,2 2,3
TYR 8,0 7,6 5,1
VAL 16,4 15,4 10,3
Total 207,93 214,8 121,1
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Ejemplo 3.2: Densidad celular y titulo de anticuerpos en respuesta al medio disefiado racionalmente

Se obtuvieron células de la linea celular 2 (células CHO que exgresaban anti-IL-22) de matraces agitadores que
contenian cultivos de 3 dias y las células se inocularon a 0,7 x 10° células/ml el dia 0 en el medio de cultivo celular
de partida en un biorreactor de 1 | (Applikon 2L). El dia 3 (aproximadamente 80 horas), la temperatura se cambio de
37 °C a 31 °C y se afiadié suministro continuamente (1,8 % por volumen por dia) con una bomba suministradora
automatica para obtener el medio de cultivo celular deseado, que contenia la concentracion de aminoacidos
mostrada en la Tabla 7, columna 3. Los cultivos celulares se mantuvieron a pH 7,0, en un nivel de oxigeno disuelto
al 30 % y con agitaciéon a 200 rpm. Las muestras se extrajeron diariamente para ensayar la densidad celular
(instrumento de recuento celular CEDEX®), viabilidad (CEDEX®) y diversos niveles de metabolitos (analizador Nova
Enzymatic). Los medios centrifugados se guardaron a -80 °C para el analisis de titulo de anticuerpos usando HPLC
con Proteina A.

Los resultados se muestran en las Figuras 3 y 4. Como puede observarse en la Figura 3, la mayor densidad celular
(mas de 12 x 10° células/ml) se consiguié el dia 10 del cultivo, disminuyendo después de esto la densidad celular. El
titulo de anticuerpo mas elevado (mas de 10 g/l) se obtuvo el dia 19 del cultivo. Por tanto, el medio disefiado
racionalmente puede usarse Por tanto, el medio disefiado racionalmente puede usarse para producir una densidad
celular alta y un titulo de anticuerpos alto.

Ejemplo 4
El efecto de la adicién de prolina sobre el rendimiento del cultivo celular

Se cultivaron células CHO que producian el anticuerpo anti-IL-22 en matraces agitadores con pH controlado
(matraces de 500 ml con un volumen de trabajo de 100 ml), y se mantuvieron en un agitador a ~100 rpm en una
incubadora con CO; al 7 %, a temperatura controlada. Las células se sembraron a 0,7 x 10%*células/ml. La duracién
de cultivo fue de 18 dias. Los 3 primeros dias las células se mantuvieron a 37 °C, después de lo cual la temperatura
se cambid a 31 °C para el resto del cultivo. El pH se controlé durante los 3 primeros dias con bicarbonato sédico 1
M. EI medio de cultivo celular consistia en un medio basado en requisitos de cultivo celular tradicional, denominado
“Medio Tradicional” y se formulé un medio disefiado racionalmente, es decir, medio formulado usando el disefio
racional desvelado en el presente documento, denominado “Medio de Disefio Racional”, para conseguir 10 x 108
células/ml y 10 g/l anticuerpo. Una diferencia importante a destacar entre estas dos formulaciones es que diversos
aminoacidos (PRO, THR, GLY, TYR, TRP, VAL, y PHE) estan a mayores concentraciones en el “Medio de Disefio
Racional” en comparacién con el “Medio Tradicional”. Una tercera condicién presentada es el medio tradicional con
una prolina adicional de 3,7 mM afadida para obtener el nivel de prolina en el “Medio de Disefio Racional”,
denominado “Medio Tradicional + Prolina”. Estas formulaciones se presentan mas adelante en la Tabla 8. Al cultivo
se afiadié medio de suministro Wyeth de uso interno (“Medio de Suministro”, véase la Tabla 2) a un volumen total de
23 %, que comprendia suministros diarios del 2 % los dias 3-4, 9-14,17, del 1 % los dias 5-6, y del 3 % el dia 7.

Tabla 8: Formulaciones de medios para estudios con prolina

1 2 3 4
Aminoacido Medio Traditional [mM] Medio de Disefio Racional Medio Traditional + Prolina
[mM] [mM]
alanina 0,44 0,44 0,44
argininaeHCI 5,32 5,32 5,32
asparaginaeH>0 21,08 21,08 21,08
acido aspartico 2,25 2,25 2,25
glutamina 4,00 4,00 4,00
glutamato 0,24 0,24 0,24
glicina 1,78 3,59 1,78
histidina 2,68 2,68 2,68
isoleucina 5,44 5,44 5,44
leucina 9,43 9,43 9,43
lisinaeHCI 8,90 8,90 8,90
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(continuacion)

Aminoacido Medio Traditional [mM] Medio de Diseiio Racional Medio Traditional + Prolina
[mM] [mM]
metionina 3,08 3,08 3,08
fenilalanina 3,67 4,48 3,67
prolina 5,41 9,13 9,13
serina 11,82 11,82 11,82
treonina 5,71 10,85 5,71
triptéfano 1,54 2,32 1,54
tirosinae2Na 3,34 5,13 3,34
valina 7,36 10,30 7,36

Los resultados de estos experimentos se muestran en las Figuras 5-7. La adicion de prolina al medio tradicional, es
decir, “Medio Tradicional + Prolina” (Figura 5), dio como resultado una produccion de anticuerpos equivalente a la
del “Medio de Disefio Racional” a lo largo del dia 14. Como se muestra en la Figura 6, los tres medios mantuvieron
una alta densidad celular, presentando la mayor densidad el dia 12. Como se muestra en la Figura 7, los tres
medios mantuvieron una alta viabilidad celular, manteniendo los cultivos del “Medio de Disefio Racional” mayor
viabilidad los dias 15-18 en comparacion con la de los cultivos que contenian los medios de “Medio Tradicional” y
“Medio Tradicional + Prolina”. Dado que una variedad de medios distintos, en los que cada uno contenia una
concentracion de glicina, fenilalanina, treonina, triptéfano, tirosina o valina disefiada racionalmente, no dio como
resultado cultivos celulares productores de un titulo de anticuerpos mas alto que el del "Medio Tradicional " (datos no
mostrados), la prolina actia como el aminoacido limitante de velocidad requerido para conseguir un titulo alto. Esto
se ilustra en las Figuras 8A-E, que muestran que el dia 14 muchos de los aminoacidos en el “Medio Tradicional +
Prolina” alcanzan niveles extremadamente bajos (obsérvese que la tirosina se agotd), por lo cual se impide la
incorporacion adicional de estos aminoacidos en el anticuerpo. Este resultado también se observa en el grafico de
titulo (Figura 5) dado que la pendiente para el “Medio Tradicional + Prolina” se reduce después del dia 14, mientras
que la produccion de anticuerpos se mantiene a lo largo del dia 18 para el “Medio de Disefio Racional”, que contiene
niveles mas altos de otros aminoacidos.

Curiosamente, la concentracion de prolina en el “Medio Tradicional” nunca disminuye por debajo de 1 mM (Figura
8A); sin embargo, el efecto de la prolina sobre la incorporacion global de aminoacidos en el anticuerpo se redujo
después del dia 11. Este hallazgo sugiere que existe un umbral de prolina, es decir, la concentracion de prolina debe
mantenerse por encima de 1 mM en todo el cultivo.

Ejemplo 5
Ejemplo profético: Medio de cultivo celular optimizado para una nueva linea celular

Los procedimientos de los medios disefiados desvelados en el presente documento pueden usarse para cualquier
cultivo celular, incluyendo cultivos celulares que usan nuevas células/lineas celulares. Los medios optimizados para
Su uso con una nueva linea celular contendrian al menos una concentracion de aminoacidos inicial ajustada, A, de
un aminoacido de acuerdo con la férmula A=[(M*X)+(N*P)+(Y*M*X)]*F.

Cuando a la ecuacion anterior se la aplica un multiplicador, M, para un nuevo cultivo celular, este puede
seleccionarse, por ejemplo, de 1 a 20 x 10° células/ml. Un experto en la técnica podria calcular un valor M util
duplicando la densidad celular maxima durante la fase de crecimiento, que puede calcularse basandose en la tasa
de crecimiento.

Cuando a la ecuacion anterior se la aplica un multiplicador N, para un nuevo cultivo celular, este puede calcularse,
por ejemplo, multiplicando la CVI por la pe celular. Un experto en la técnica podria calcular la CVI estimando el perfil
de crecimiento, siguiendo los procedimientos descritos en la seccion titulada “Disefio y Formulaciones de Medios
Racionales”. Un experto en la técnica podria calcular la productividad especifica (pe) midiendo la produccion de
anticuerpo o proteina recombinante en una base por célula.

Cuando a la ecuacién anterior se la aplica un factor de mantenimiento celular, Y, para un nuevo cultivo celular, este
puede estimarse usando inicialmente Y=1 (es decir, 100 % del aminoacido(s) necesario(s) requerido para la masa
celular deseada) y después refinando el valor de Y (mayor o menor).

Cuando a la ecuacion anterior se la aplica un factor inicial F, para un nuevo cultivo celular, este puede calcularse
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usando inicialmente F=1,3 (es decir, 30 % de aminoacido(s) adicional(es)) y después refinando el valor de F (mayor
0 menor).

Ejemplo 6
Efecto de los factores de mantenimiento e inicial sobre el rendimiento del cultivo celular

Para demostrar que el factor de mantenimiento, Y, y el factor inicial, F, son importantes/esenciales para el
rendimiento del cultivo celular, se sembraron células CHO que expresaban anti-IL-22 a 0,7 x 10° células/ml y se
cultivaron durante 21 dias en biorreactores de 2 | con un punto de referencia de pH de 7,0 y un punto de referencia
de oxigeno disuelto (OD) de 30 %. El pH se control6 con NaxCO3/NaHCO3 2 N y el OD se controlé con aire (que
contenia CO; al 7 %) inyectado. La temperatura del cultivo fue de 37 °C durante los 3 primeros dias y se cambi6 a
31 °C después del dia 3 y permanecio a 31 °C hasta el final del cultivo. Las células se cultivaron durante 21 dias en
cualquiera de (1) medio que contenia aminoacidos requeridos tanto para el titulo de proteina diana como para la
densidad celular pico deseada (pero sin representar el factor de mantenimiento o el factor inicial), es decir, “Medio de
Disefio Racional sin factores de mantenimiento ni iniciales” o (2) “Medio de Disefio Racional”.

Como se ilustra en las Figuras 9 y 10, el medio que no representa los factores de mantenimiento ni los factores
iniciales present6 una disminucion significativa en la viabilidad, casi alcanzando el 0 % el dia 21 del cultivo celular, y
una reduccion significativa en la densidad celular. Ademas, la Figura 11 demuestra que el dia 21 del cultivo celular,
este mismo medio solo fue capaz de mantener un titulo de anticuerpo de 5 g/l.

Por otro lado, el Medio de Disefio Racional (incluyendo los factores de mantenimiento e inicial) presentd6 mayor
viabilidad, densidad celular y titulos de anticuerpos (Figuras 9-11). El dia 21 del cultivo celular, el Medio de Disefio
Racional fue capaz de mantener un titulo de anticuerpo de 10 g/I.

Estos hallazgos sugieren que representando los factores de mantenimiento e inicial en la determinacién de la
concentracion de aminoacidos en el medio de cultivo celular deseado se mejora el rendimiento celular medido por
viabilidad celular, densidad celular y titulo del polipéptido.

Ejemplo 7
Purificacion de polipéptidos usando cromatografia de intercambio aniénico en un modo de particion débil

Ejemplo 7.1. Exploracion de alto rendimiento para establecer condiciones de particion débil y de flujo
continuo

Primero se realizé un estudio de exploracion inicial, que determiné el coeficiente de particion y/o la concentracion de
producto unido a la resina en diversas condiciones de solucion, definiendo de este modo las regiones operativas de
los modos de particion débil (PD) y flujo continuo (FC) para AcM-AAB, el polipéptido de interés y medio TMAE-HiCap
(M). Esta exploracion varié la concentracion de cloruro sédico y el pH para determinar sus efectos sobre el grado de
union de AcM-AAB e impurezas relacionadas con el proceso (Proteina Ay PCH) en el medio TMAE.

Los niveles residuales de Proteina A en las muestras de ensayo se midieron usando un ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA) con Proteina A. La cantidad de agregado de alto peso molecular se midié usando un
ensayo de cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) analitico. Los niveles de proteinas de células
hospedadoras (PCH) se midieron usando un ELISA PHC. Todos los estudios de exploracion y en columna se
realizaron a temperatura ambiente.

Se arfiadieron 50 pl de medio TMAE HiCap a cada pocillo de una placa de filtro de 96 pocillos. Cada pocillo se
equilibré en soluciones constituidas por glicina 50 mM y una cantidad variable de tampdn Tris (dependiendo de la
cantidad necesaria para la neutralizacion al pH especificado en la Tabla 9) y cloruro sddico (especificado en la Tabla
10). El pH varié de 7,6 a 9,0 y el cloruro sodico varié de 0 mM a 80 mM.

Las soluciones tampon usadas en cada fila se diluyeron en un sistema de pipeteo automatico (Tecan 100 RST). La
solucion madre para los tampones se preparé con glicina 500 mM acidificada con HCI a pH 3,0, y posteriormente
neutralizada con base de Tris 2 M a los niveles de pH indicados en la Tabla 9. Esta titulacién dio como resultado un
nivel de Tris que dependia del pH del tampdn. El pH del tampén se midid a una dilucién de 1 a 10 de la
concentracion del tampén de reserva, que correspondia a la dilucion preparada por el sistema de pipeteo
automatico. Como resultado de la acidificacion de la glicina a pH 3,0, el tampo6n contribuye aproximadamente a 10
mM de fuerza iénica en la solucion final. Se realizaron dos exposiciones de carga (fluido de carga) para la resina: 5
mg/ml para medir el coeficiente de particion Kp, y 122 mg/ml para medir la capacidad de la resina para retirar las
impurezas y el producto unido, Q, en equilibrio con una solucion de proteina a una concentracion aproximadamente
igual a la concentracion de carga de la columna.
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Tabla 9: Tipo de tampdn y pH diana en cada pocillo

Todas las columnas

Glicina 50 mM, Tris 8,8 mM, pH 7,6

Glicina 50 mM, Tris 13,6 mM, pH 7,8

Glicina 50 mM, Tris 16,0 mM, pH 8,0

Glicina 50 mM, Tris 19,6 mM, pH 8,2

Glicina 50 mM, Tris 28,4 mM, pH 8,4

Glicina 50 mM, Tris 37,2 mM, pH 8,6

Glicina 50 mM, Tris 64,0 mM, pH 8,8

I ® =M m O O mWw >

Glicina 50 mM, Tris 100 mM, pH 9,0

Tabla 10: Niveles de NaCl (en mM) y exposicion de proteinas (mg/ml) en cada pocillo

Todas las filas 1| 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

NaCl (mM) 0[10|20|40 |60 | 80| O 10 | 20 | 40 | 60 | 80

AcM-AAB(mg/ml) | 5| 5 | 5 | 5| 5 | 5 132|132 | 132|132 | 132 | 132

En la primera fase de la exploracién a alto rendimiento, cada pocillo se equilibré en las condiciones de NaCl y pH
descritas en las Tablas 9 y 10 en una proporcion de volumen de fase de 6:1 (solucion 300 pl: resina 50 pl). La placa
se agitd durante 20 minutos, lo que permitié alcanzar el equilibrio. La solucion se retiré después centrifugando la
placa de filtro. Este ciclo de equilibro se repiti6 tres veces.

En la segunda fase, la resina de cada pocillo se expuso con una solucién concentrada de AcM-AAB a 5 mg/ml de
resina con una proporcion de volumen de 6:1 (solucion 300 pl: resina 50 ul) a la concentracion de NaCl y pH
apropiados. Como soluciéon madre se us6 una solucién de AcM-AAB 36 mg/ml en HEPES 1 mM, NaCl 10 mM, a pH
7,0, aumentada con 300 ppm de Proteina A. La placa cargada se agité durante 20 minutos, lo que permitié que la
resina y la solucion se equilibrasen. Se retiré el sobrenadante de la placa de filtro por centrifugacion y se recogié en
una placa de recogida. La concentracion de la proteina en el sobrenadante en cada pocillo se determiné por
absorbancia A280 nm.

En la tercera fase, la resina se lavé afadiendo soluciones de las condiciones de NaCl y pH especificadas indicadas
en la Tabla 10. El sobrenadante se retiré después de agitar durante 20 minutos. En la cuarta etapa, se ahadié NaCl
2 M para retirar el resto de la proteina que estaba unida a la resina. Los coeficientes de particion se calcularon para
cada pocillo usando la masa eluida de las fases 3 y 4 y la concentracion del producto de la fase 2, y se muestran en
la Tabla 11.
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Tabla 11: Coeficientes de particion (Kp) para la exploracion HTS de 96 pocillos para AcM-AAB

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

0,22 0,32 035 | 0,17 | 0,24 | 0,23 | 0,21 0,24 | 0,21 0,19 | 0,17 | 0,16

0,37 0,36 038 | 0,25 | 0,24 | 0,08 | 0,28 | 0,26 | 0,22 | 0,24 | 0,18 | 0,16

0,63 0,48 0,47 | 0,27 | 0,15 | 0,20 | 0,31 0,28 | 0,26 | 0,20 | 0,23 | 0,16

1,24 1,12 0,68 | 0,36 | 0,30 | 0,17 | 0,42 | 0,39 | 0,34 | 0,23 | 0,23 | 0,18

3,24 1,89 105 | 0,59 | 035 | 0,15 | 0,68 | 0,58 | 0,41 0,29 | 0,21 0,18

8,37 3,37 1,56 | 0,61 0,31 0,32 | 0,87 | 0,74 | 0,51 0,32 | 0,25 | 0,21

18,36 9,49 3,16 | 0,82 | 049 | 0,34 | 091 0,88 | 0,69 | 0,39 | 0,24 | 0,20

I ® =M m O O mW >

125,73 | 23,79 | 6,58 | 1,23 | 0,58 | 0,43 1,18 1,02 | 0,78 | 0,42 | 0,27 | 0,24

Como se muestra en la Tabla 11, el valor Kp puede usarse para describir regiones en las que el AcM-AAB se une al
medio TMAE con diferentes fuerzas. La fuerza de la unién del AcM-AAB al medio TMAE puede manipularse
variando las condiciones de pH y la concentracién de cloruro en zonas de flujo continuo (K<0,1), particion débil
(0,1<K<20) y de union (K>20).

El sobrenadante de la fase de carga de todos los pocillos de cada zona se muestred y se sometié a analisis con
Proteina A. Los resultados del ensayo de estas muestras se resumen en la Tabla 12. Hay una region de pH y
conductividad en la cual la etapa de cromatografia TMAE proporciona una retirada muy significativa de Proteina A
con pérdida limitada de proteinas en la resina. Se descubrié que esta region estaba muy correlacionada con el valor
del coeficiente de particion Kp y no con ningun pH o concentracion de cloruro especificos.

Tabla 12: Valores logaritmicos de retirada (VLR) de Proteina A para datos de union de AcM-AAB de exploracion
HTS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

2,11 1,89 | 212 | 1,85 | 122 (1,00| 163 | 1,02 | 1,00 | 0,92 | 0,85 | 1,02

279 | 237 | 242 | 196 | 123|113 | 1,77 | 1,81 1,22 | 0,85 0,94 | 1,52

>3,06 | >3,03| 2,74 | 216 [ 137 | 1,11 | 225 | 215 | 1,96 | 1,16 | 1,06 | 0,95

>3,41|>298 | >3,06| 250 (1,94 1,18 | 3,39 | 3,11 | 2,57 | 1,41 | 1,02 | 0,89

>2,87 | >2,93 | >3,01 | 2,95 | 2,113 | 1,75 | >3,09 | 3,27 | 3,09 | 1,66 | 1,89 | 0,99

>2,64 | >2,89 | >2,99 | >3,11 | 2,29 | 1,82 | >3,07 | >3,11 | >3,15| 2,19 | 1,24 | 0,84

>2,33 | >2,58 | >2,89 | 3,07 | 2,41 | 2,14 | >3,09 | >3,11 | >3,14 | 2,80 | 1,46 | 0,85

I ® =M m O O mWw >

>1,63 | >2,36 | >2,76 | >3,01 | 2,86 | 2,37 | >2,98 | >3,05 | >3,15 | 3,16 | 3,45 | 0,85

Ejemplo 7.2 Procesos en columna en condiciones de flujo continuo

El siguiente experimento se realizé en el modo de flujo continuo (FC), en el que el AcM-AAB interacciona solo muy
débilmente con la columna. Se realizaron dos procesos con exposiciones de carga de 110 mg/ml y 200 mg/ml de
resina.

Para todos los procesos de cromatografia de intercambio aniénico (HiCapM) TMAE descritos, se usaron las
siguientes condiciones (en las descripciones experimentales individuales se indican las excepciones).

Caudal operativo — 150-300 cm/h

Equilibrio 1 — Tris 50 mM, NaCl 2,0 M, pH 7,5 (5 voliumenes de columna)

Equilibrio 2 — como se especifica, aproximadamente equivalente al pH de carga y contenido de cloruro
Lavado post-carga — como se especifica, aproximadamente equivalente al pH de carga y contenido de cloruro
Tampodn de separacion - Tris 50 mM, NaCl 2,0 M, pH 7,5 (5 volimenes de columna)
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Cromatografia con Proteina A Mabselect

El cultivo que contenia el anticuerpo monoclonal se purificd a escala experimental usando una columna MabSelect
(2.389 ml) conectada a un sistema de cromatografia Millipore K-prime 400. Una columna de Proteina A MabSelect
se equilibré con 5 volumenes de columna de Tris 50 mM / NaCl 150 mM, pH 7,5 a un caudal de 300 cm/h. Después
la columna se cargd a una carga de aproximadamente 40 mg de producto / ml resina. Después de esto se realizd un
lavado con 5 volimenes de columna (VC) en NaCl 1 M, Tris 50 mM, pH 7,5 y un lavado con 5VC que contenia
solucion de lavado Tris 10 mM, NaCl 75 mM, pH 7,5. Después, la columna se eluyé usando glicina 50 mM, NaCl 75
mM, pH 3,0. La mezcla de producto se neutralizé a un pH de 7,6 usando Tris 2 M, pH 8,5. El pico neutralizado tenia
una concentracion de cloruro de aproximadamente 90 mM.

Cromatografia HiCap TMAE (M)

La mezcla de Proteina A neutralizada se purificé adicionalmente durante la etapa TMAE con el equilibrio, carga, y
soluciones de lavado a pH de 7,5 con Tris 50 mM y cloruro sédico 75 mM. Se usaron 5 volimenes de columna de
lavado. Las dimensiones de la columna y las exposiciones de carga para estos dos estudios fueron: Proceso 1: 7,0
cm de diametro x 20,6 cm de altura de lecho (volumen — 793 ml) con una concentracion de carga de 11,9 mg/ml; y
Proceso 2: 7,0 cm de diametro x 13 cm de altura de lecho (volumen — 500 ml) con una concentraciéon de carga de
17,6 mg/ml.

Estas condiciones de carga estaban en la regiéon de flujo continuo (FC) (Tabla 13). Se usaron estudios de union
discontinuos para medir el coeficiente de particion (Kp), y el producto unido se determind con proteinas en la
separacion de columnas usando absorbancia UV. Este procedimiento de determinaciéon del producto unido
tipicamente subestima la cantidad de producto unido durante la carga debido a la elucién isocratica del producto
durante el lavado. Se midieron los niveles de Proteina A, de PCH y de agregados de alto peso molecular (APM) en
la carga y en la mezcla de producto y se calcul6 el grado de retirada. Los resultados se presentan en la Tabla 13.
Hay una pobre retirada de Proteina A y de APM y una moderada reduccién en los niveles de PCH.

Tabla 13: Retirada de PCH, de Proteina A y de APM en condiciones de FC

Proceso  Exposicion de Coeficiente de Producto PHC Proteina A APM Recuperacion
carga (mg/ml) particion (Kp) unido (resina (VLR) (VLR) (Veces) (%)
mg/ml)
1 110 0,17 1,4 2,3 0,1 - 96
2 200 0,17 3,3 2,0 <0,1 1,5 96

* Los niveles de impureza fueron de 38,5 ppm para ProA y de 51.943 ppm para PCH (Proceso 1), de 8,8 ppm para
ProA y de 25.398 ppm para PCH (Proceso 2)

Ejemplo 7.3. Procesos de columna en condiciones de particion débil (exposicion elevada al producto)
Cromatografia de intercambio aniénico (HiCap M) TMAE

Para generar el material de carga de estos procesos se realizaron diversos procesos con Proteina A Mabselect
basicamente como se describe en el Ejemplo 7.2. La mezcla de anticuerpo parcialmente purificado de la etapa de
Proteina A se purificd adicionalmente sobre la columna TMAE. La carga en la columna TMAE fue en Tris 50 mM, pH
8,2. El diametro de la columna era de 0,5 cm y la altura del lecho era de 10 cm de altura de lecho (volumen — 2,0 ml).
La columna se expuso a una carga de 500 mg/ml de resina, con una concentracion de carga de 27,7 mg/ml.

La columna se equilibré con 5VC de una solucién que contenia Tris 50 mM, NaCl 2 M, pH 7,5 seguido de otra etapa
de equilibrado que comprendia una solucion de Tris 50 mM, a un pH de 8,2. La columna se cargé después a 500 mg
de producto/ml de resina con el pico de Proteina A de la etapa anterior neutralizado y el producto se recuperé en el
efluente de la columna durante el ciclo de carga y algunos volimenes de columna de la fraccion de lavado.

Estas condiciones de carga estan en la regiéon de particion débil. Se usaron estudios de union discontinuos para
medir el coeficiente de particion (Kp), y la union del producto a altas concentraciones de proteina. A un pH de 8,2y
con un contenido de cloruro aproximado de 12 mM, el coeficiente de particion, Kp, se estimé que era de 1,9
(extrapolando de los conjuntos de datos de la exploracion HTS).

Los niveles de PCH y de Proteina A se midieron en tres fracciones durante la fase de carga que representan
exposiciones de carga de aproximadamente 250, 375 y 500 mg/ml de resina. Los resultados del Ejemplo 7.3 se
presentan en la Tabla 14. Estos resultados demuestran que en el modo de particion débil, pueden conseguirse
exposiciones muy elevadas al producto, sin revelacion de impurezas. Se consiguié una excelente reduccion tanto de
PCH como de Proteina A, al igual que una reduccion del 50 % en el contenido de APM. En comparacion con los
resultados operativos en el modo de flujo continuo de la Tabla 13, la retirada de impurezas fue mucho mejor en el
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modo de particion débil.

Tabla 14: Retirada de PCH, de Proteina A y de APM para una exposicion de carga TMAE de 500 mg/ml

Fraccion inicial Fraccion intermedia | Fraccion final (500 | Mezcla de producto
(250 mg/ml) (375 mg/ml) mg/ml) final (ppm)
PCH residual ppm <7,6 <7.,6 <7.,6 <7.,6
(ng/mg de producto)
Valor Log de Retirada >3,5 >3,5 >3,5 >3,5
(VLR) de PCH
Protein A residual ppm 0,3 Sin determinar 0,1 0,6
(ng/mg de producto)
Valor Log de Retirada 2,9 Sin determinar 2,3 2,5
(VLR) de ProA
APM Sin determinar Sin determinar Sin determinar Doble retirada

*Las impurezas en la carga fueron de 25.398 ppm de PCH, de 99,5 ppm de Proteina Ay de 2,3 % de APM

Ejemplo 7.4. Procesos de columna en condiciones de particion débil (estudios de fuerza).

Para confirmar posterior el rendimiento de la columna TMAE en la regiéon de particion débil, se disefiaron diversos
procesos variando el pH y la concentracion de NaCl en la carga para ensayar la fuerza del proceso. Todos los
procesos se realizaron a una exposicion de carga de 250 mg/ml de resina. Para generar el material de carga para
estos procesos se realizaron diversos procesos de Proteina A Mabselect basicamente como se describe en el
Ejemplo 7.2. El unico factor que varié en estos procesos fue la concentracion de cloruro sodico en la elucion de
Proteina A, que se modificé para coincidir con la concentracion de NaCl en la carga TMAE para un experimento
particular. Las columnas se equilibraron con tampones Equil 2 y se lavaron con tampones de Lavado que tenian
aproximadamente el mismo pH y contenido de cloruro sédico de la carga.

Estas condiciones de carga estan en la regiéon de particion débil. Se usaron estudios de union discontinuos para
medir el coeficiente de particion (Kp). Los procesos se clasificaron por los coeficientes de particion indicados en la
Tabla 15. El producto unido se determind midiendo la proteina en la tira de la columna usando absorbancia UV y
variaba de 7,8 a 25,3 mg/ml. Los resultados de Proteina A, PCH y APM de estos experimentos también se presentan
en la Tabla 15. Se descubrié que la retirada de todas las impurezas era fuerte en los intervalos operativos que
incluian 13,5-38,8 mM de cloruro total y pH 7,8-8,4.

Tabla 15. Estudios de fuerza en procesos sobre la retirada de PCH, Proteina A, y APM en modo PD

Concentracion Kp Producto | pH | PCHen | ProteinaA | PCH Proteina APM Recuperacion
de NaCl (mM) unido carga encarga | (VLR) | A(VLR) | (veces) (%)
(mg/ml) (ppm) (ppm)

38,8 0,26 9,4 7,8 | 26,391 493,5 3,7 1,8 2,0 92
13,5 0,41 7,9 7,8 | 12,821 69,2 3,3 >1,9 1,8 87
27,4 0,50 8 8,0 | 23,465 252 3,6 2,2 3,2 91
18,5 0,73 7,8 8,0 | 21,626 308 3,7 >3,2 2,9 90
23,5 0,80 9,5 8,1 | 18,004 343 3,2 >3,2 3,5 94
27,7 0,86 9,5 8,2 | 24,821 280 3,6 >3,2 2,6 99
18,5 1,48 10 8,2 | 17,669 252 3,7 >3,1 3,9 95
22,0 5,35 25,3 8,4 | 29,293 533 3,6 >2,9 2,3 90

*Los niveles de impureza fueron de 38,5 ppm para ProA y de 51.943 ppm para PCH (Proceso 1), de 8,8 ppm para
ProA y de 25.398 ppm para PCH (Proceso 2)
+ Incluye la contribucion de iones Cl- de NaCl, tampones y titulantes.
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Ejemplo 7.5. Resumen

A partir de estos estudios, puede observarse que la retirada de Proteina A (VLR) varia contundentemente con el Kp,
mientras que el VLR de PCH es excelente en todos los valores del Kp a, o por encima de, 0,26, pero se reducen
mucho a un Kp = 0,17 (en condiciones de flujo continuo). La retirada de proteinas de células hospedadoras (PCH) es
sobre un log menor para las condiciones de flujo continuo en comparacion con las condiciones de particion débil,
incluso para una exposicion de carga reducida. El producto unido varia de 7,8 a 25 mg/ml para estas condiciones de
particion débil sobre esta combinacién de resina y anticuerpo monoclonal. El coeficiente de particion parece ser
optimo entre 0,41<Kp<5,4. No parece ser 6ptimo a un Kp=0,17 y un producto unido de 1,4-3,3 mg/ml, las
condiciones del Ejemplo 7.2.

Estos estudios sugieren un modo alternativo de purificacion de un polipéptido producido usando cultivo celular en
medios de disefio racional, que reduciran significativamente la presencia de impurezas, agregados de alto peso
molecular, ADN, proteinas de células hospedadoras, etc.
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REIVINDICACIONES

1. Un medio de cultivo celular que comprende entre 7 mM a 30 mM de leucina, entre 7 mM a 30 mM de lisina, entre
7 mM a 30 mM de treonina, entre 7 mM a 30 mM de prolina y entre 7 mM a 30 mM de valina.

2. Un medio de cultivo celular de acuerdo con la reivindicacién 1, que adicionalmente comprende 3 mM o mas de
tirosina.

3. Un medio de cultivo celular de acuerdo con 1 o 2, en el que la concentracion combinada de leucina, lisina,
treonina, prolina y valina estda comprendida entre 60 % a 80 % de la concentracién de aminoacidos esenciales
totales en el medio de cultivo celular.

4. Un medio de cultivo celular de acuerdo con 1 o 2, en el que la concentracién combinada de los aminoacidos
esenciales esta comprendida entre 30 % a 50 % de la concentracion de los aminoacidos totales.

5. Un medio de cultivo celular de acuerdo con cualquiera de 1 a 4, que comprende una concentracién total de
aminoacidos de entre 120 mM y 350 mM.

6. Un medio de cultivo celular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende una
concentracion total de aminoacidos superior a 140 mM.

7. Un procedimiento para producir un polipéptido en un cultivo celular que comprende:
(1) proporcionar un cultivo celular, que comprende:

a. células, que comprenden un acido nucleico que codifica un polipéptido de interés; y
b. un medio de cultivo celular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6; y

(2) mantener el cultivo celular en condiciones que permitan la expresion del polipéptido de interés.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, que adicionalmente comprende un procedimiento de recuperacion de un
polipéptido purificado de un fluido de carga, que comprende las etapas de:

hacer pasar el fluido de carga a través de un medio en una columna en condiciones operativas que hacen que el
medio se una a al menos 2,8 mg de polipéptido por ml de medio, en el que el medio es seleccionado del grupo
que consiste en un medio de intercambio i6nico cargado, una resina de cromatografia de interaccion hidréfoba, y
una resina de cromatografia de afinidad metalica inmovilizada; y

recuperar el polipéptido purificado del efluente de la columna.

9. El procedimiento de la reivindicacion 7, que adicionalmente comprende un procedimiento de recuperacion de un
polipéptido purificado de un fluido de carga, que comprende las etapas de:

hacer pasar el fluido de carga a través de un medio en una columna en condiciones operativas definidas por un
coeficiente de particion de al menos 0,1; y
recuperar el polipéptido purificado del efluente de la columna.

10. Un procedimiento para producir un polipéptido en un cultivo celular que comprende:
(1) proporcionar un cultivo celular, que comprende:

a. células, que comprenden un acido nucleico que codifica un polipéptido de interés; y
b. un medio de cultivo celular de partida, en el que el volumen del medio de cultivo celular de partida es de 60-
90 % del volumen de un volumen del medio de cultivo celular deseado;

(2) proporcionar, al cultivo celular, un medio de cultivo celular de suministro de acuerdo con la etapa (1), en el
que el volumen del medio de cultivo celular de suministro es de 1-40 % del volumen del medio de cultivo celular
deseado, y en el que el medio de cultivo celular deseado resultante es un medio de cultivo celular de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6; y

(3) mantener el cultivo celular en condiciones que permitan la expresion del polipéptido de interés.

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en el que el cultivo celular es un cultivo celular
a gran escala.

12. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, en el que las células son células animales.
13. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 7 y 10 a 12, en el que el polipéptido esta purificado.

14. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 13, en el que el medio es un medio definido.
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