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DESCRIPCION
Procedimiento para el cultivo de células para la produccién de sustancias

La invencion se refiere a un procedimiento para el cultivo de células para la produccion de inmunoglobulinas o
fragmentos de inmunoglobulinas segun el predmbulo de la reivindicacién 1.

En la produccioén de sustancias, en particular proteinas, se emplean cultivos celulares en procesos fermentativos. A
este respecto pueden diferenciarse procesos en los que los cultivos celulares son genéticamente invariables y
forman productos de metabolismo propios y en los que los organismos se modifican genéticamente de tal forma que
o bien multiplican sustancias propias, por ejemplo proteinas, o bien producen sustancias extrafias, por ejemplo
proteinas. Los organismos que producen las sustancias se alimentan para ello con un medio nutritivo, el cual
garantiza la supervivencia de los organismos y hace posible la produccién del compuesto diana deseado. Para esta
finalidad se conoce un gran nuimero de medios de cultivo que hacen posible la fermentaciéon. Uno de los
componentes mas importante de los medios de cultivo es la glucosa. Segun el estado de la técnica, se procura
conseguir en una mezcla de fermentacion que se mantenga una minima concentraciéon de glucosa correctamente,
para optimizar el rendimiento del compuesto diana. La solicitud de patente japonesa 001 101 882 A, da a conocer un
procedimiento de cultivo para células de mamiferos en el cual se mantiene constante una minima concentracion de
0,2 mmol/litro de glucosa. El documento US 544 39 68 da a conocer un procedimiento de cultivo en el cual tiene
lugar una limitaciéon de la glucosa. El procedimiento no conduce sin embargo a una mayor tasa especifica de
produccion de las células con respecto a la alimentacién no limitante.

El documento WO 98/41611 da a conocer un procedimiento de tres etapas para el cultivo de células de mamifero
con limitacion de glucosa, que comprende una fase en modo discontinuo para la reduccion de la concentracion de
glucosa, seguido de una fase en modo de alimentacion por partidas, en la que mediante la limitacién de glucosa se
produce una modificacién del metabolismo celular (“metabolic shift”) y finalmente una fase de conduccion del
procedimiento continua. El grado de limitacion de glucosa se define en el documento mediante la proporcion de
lactato formado con respecto a la glucosa consumida (<1).

El objetivo de la invencion es crear un procedimiento para el cultivo de células, con el que aumente la productividad
de una célula individual en el producto, y en el que se permitan altas densidades celulares. Debe ser posible un alto
rendimiento de espacio/tiempo en el producto.

El procedimiento debe ser particularmente sencillo en su ejecucion, debe estar unido a un minimo gasto de medicion
y de regulacion y debe ser particularmente econémico.

Partiendo del preambulo de la reivindicacion 1, se resuelve sorprendentemente el objetivo debido a que se realiza el
cultivo de una linea celular que produce una inmunoglobulina o un fragmento de una inmunoglobulina con
alimentacion de un medio nutritivo de manera que se ajuste en la solucién del cultivo una limitacion de glucosa. El
grado de limitacién de la glucosa puede definirse como la relaciéon de la tasa de consumo especifica de glucosa
observada con respecto a la maxima tasa de consumo de glucosa especifica conocida para estas células. El grado
de limitacion de glucosa DGL = qGlc/qGlcmax (qGlc = tasa de consumo de glucosa especifica observada en el
momento; qGlcmax = maxima tasa de consumo de glucosa especifica conocida para estas células). El DGL esta entre
los limites DGLmantenimiento Y 1, €n donde el DGLmantenimiento Significa la limitacion completa del crecimiento y 1 significa
ninguna limitacién o respectivamente, el exceso completo de glucosa.

De manera conjunta con la limitacion de glucosa tiene lugar un continuo retroceso de la concentracion de glucosa
residual hasta obtener una concentracion estacionaria en la solucién de cultivo, la cual es mayor de 0 mmol/litro pero
menor de 1 mmol/litro, preferentemente menor de 0,5 mmol/litro. Hay que hacer notar que con la disminucion del
DGL puede realizarse otro aumento de la densidad de células vivas en el recipiente de cultivo. Con una limitacion
creciente de glucosa converge entonces la densidad celular hacia un valor maximo. De ello resulta que el grado de
limitacion de la glucosa converge hacia un valor minimo, a este respecto el DGL segun la invencién es mayor o igual
qgue el DGL que conduce al mantenimiento de las células (metabolismo de mantenimiento) DGLmantenimiento =
gGlCmantenimiento/dGlCmax (QGICmantenimiento = tasa de consumo de glucosa especifica observada durante el metabolismo
de mantenimiento puro; qGIc max = maxima tasa de consumo de glucosa especifica conocida para estas células), e
inferior a 0,5, preferentemente inferior a 0,4, con particular preferencia inferior a 0,3.

Es caracteristico sin embargo, que con la disminucion de la concentracién de glucosa no se logra ninguna
disminucion de la concentracion de células en la soluciéon. Con una creciente limitacion de glucosa, o sea con valor
de DGL decreciente, aumenta la productividad especifica de una célula. Puesto que la densidad de células vivas en
el recipiente de cultivo no disminuye, esto conduce a un aumento del rendimiento espacio-tiempo. Con la
incorporacion de la limitaciéon de glucosa, tiene lugar fenomenolégicamente una disminucién de la tasa de formacion
de lactato especifica. La tasa de formaciéon de lactato converge hacia un valor minimo. Esto conduce a que la
concentracion de lactato residual en el recipiente de cultivo disminuya, como maximo tiende a 0. Con la limitacion de
glucosa se produce por tanto una modificacion del metabolismo celular.
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Es importante a este respecto que antes del empleo de la limitacion de glucosa no se produzca ninguna otra
limitacion de otro sustrato. Por lo tanto, el medio de crecimiento debe estar creado de modo que la glucosa esté
limitada en primer lugar.

Con el procedimiento segun la invencion aumenta el rendimiento espacio/tiempo para una densidad celular dada.
Mediante el procedimiento segun la invencion, la cantidad de glucosa disponible por célula disminuye de forma que
la glucosa se incorpora principalmente al metabolismo de mantenimiento y unido a la misma el producto, y se
incorpora menos en el crecimiento celular. Debido a que es necesaria una menor entrada del medio, se ahorra en el
coste de la glucosa, puesto que es necesaria menos glucosa. Ademas, se logra una muy alta concentracion del
producto. Esto puede conducir a una disminucion de los costes de procesamiento. El procedimiento segun la
invencion hace posible en particular el aumento de la produccion de inmunoglobulinas o fragmentos de
inmunoglobulinas, sin que ademas deba modificarse genéticamente una linea celular para la transformacion del
procedimiento segun la invencién. El aumento del titulo del producto hace posible la produccién de una cantidad
deseada de inmunoglobulinas o fragmentos de inmunoglobulinas en un volumen de cultivo mas pequefio, lo cual
conduce a menores costes de inversion.

El procedimiento segun la invencidon se inicia o bien como procedimiento discontinuo y se continla como
procedimiento continuo, o esta constituido por un modo de procedimiento discontinuo y un modo de procedimiento
de alimentacion por partidas, iniciandose el procedimiento como procedimiento discontinuo y continuandose como
procedimiento de alimentacién por partidas.

Las células deben cultivarse preferentemente en modo de procedimiento continuo con separacion de las células, por
ejemplo, con un filtro centrifugo (cultivo por perfusion). Para ello son apropiadas todas las clases corrientes de
recipientes de cultivo, como por ejemplo una caldera con agitacion, y mecanismos de separacién de las células,
como por ejemplo filtros centrifugos, ultrasonidos o decantadores. Preferentemente, el sistema de cultivo debe hacer
posible altas densidades celulares. Preferentemente se efectla una separacion de las células, con el fin de que no
pueda disminuir la densidad celular cuando actle la limitacion de glucosa. Esto conduce a que cuando la densidad
de las células vivas aumenta y se mantiene la alimentacion de la glucosa, el DGL se reduce mas. Una alta densidad
celular hace posible una disminucion del DGL por debajo de un valor de 0,4 con una velocidad de flujo ajustada en
un orden de magnitud de la maxima tasa de crecimiento. Asi pueden emplearse por ejemplo velocidades de flujo de
0,03-0,05h? para las células CHO MUC2-GFP-C-term empleadas, asi como también para las células CHO/MUC1-
IgG2a PH3744/25 empleadas.

Para conseguir una disminucion del DGL, se puede realizar la estrategia de alimentacion con glucosa segun esto tal
como sigue: la cantidad de glucosa suministrada no aumenta con un aumento de la densidad de células vivas para
evitar una limitacion de glucosa. A este respecto, la cantidad de glucosa suministrada debia seleccionarse de tal
manera que el DGL no sobrepase los valores requeridos, concretamente DGL inferior a < 0,5, preferentemente < 0,4,
con particular preferencia < 0,3. De ello resulta que la cantidad de glucosa suministrada no es preferentemente
superior al 50 %, de manera especialmente preferente no superior al 35 %, lo cual es lo que el sistema puede
consumir como maximo para un niumero de células vivas que cabe esperar en una conduccién del procedimiento
convencional no limitador de glucosa. Después de la modificacion del metabolismo celular (metabolismo de lactato y
productividad), puede elevarse lentamente la cantidad de glucosa suministrada, sin embargo no debia ser posible un
DGL superior a 0,5, preferentemente no superior a 0,4. Esto conduce a un posterior aumento de la densidad de las
células vivas manteniendo una alta productividad y con ello un rendimiento espacio/tiempo elevado. La cantidad de
glucosa suministrada puede verse influida en un procedimiento continuo mediante la velocidad de entrada del medio
y la concentracion de glucosa en el medio de alimentacion. Es decisivo que el flujo de masa de glucosa suministrada
durante el procedimiento no aumente o aumente solamente de tal medida que el DGL alcance un valor inferior a 0,5,
preferentemente inferior a 0,4, o quede por debajo de estos valores y ya no los sobrepase.

En las reivindicaciones dependientes se indican perfeccionamientos ventajosos de la invencion.
A continuacion, la invencion se describird en sus detalles individuales.

Las figuras muestran resultados de pruebas como ejemplo.

Muestra:

La figura 1: aumento del nimero de células vivas [ml'l] y representacion de la velocidad de flujo del medio [h'l]
con respecto al tiempo de proceso [h] para la produccién de MUC1-IgG2a a partir de células CHO
MUC1/IgG2a PH3744/25 en un reactor de perfusion.

La figura 2: productividad especifica de MUC1-lgG2a [ug/células h*E9] y DGL con respecto al tiempo de

proceso en un reactor de perfusion.
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La figura 3: aumento del nimero de células vivas [ml'l] y mM de glucosa residual, representado con respecto
al tiempo de proceso [h], para la produccion de MUC1-lgG2a a partir de células CHO MUC1/IgG2a
PH3744/25 en un reactor de perfusion.

La figura 4: concentracion de glucosa y lactato asi como concentracion de glucosa en la entrada del medio
[mmol/litro], representada con respecto al tiempo de proceso [h], para la produccion de MUC1-
IgG2a a partir de células CHO MUC1/IgG2a PH3744/25 en un reactor de perfusion.

La figura 5: aumento de la concentracion de MUC1-IgG2a [ug/ml] y gMUC1-IlgG2a [ug/células h*E9] con
respecto al tiempo [h], para la produccion de MUC1-IgG2a a partir de células CHO MUC1/IgG2a
PH3744/25 en un reactor de perfusion.

La figura 6: aumento del nimero de células vivas [ml’l] y representacion de la velocidad de flujo del medio [h'l]
con respecto al tiempo de proceso [h], para la produccién de MUC2-GFP-C-term a partir de células
CHO MUC2-GFP-C-term en un reactor de perfusion.

La figura 7: productividad especifica de MUC2-GFP-C-term [nmol/células h*E9] y DGL con respecto al tiempo
de proceso, en un reactor de perfusion.

La figura 8: aumento del nimero de células vivas [ml'l] y glucosa residual [mM], representado con respecto al
tiempo de proceso [h], para la producciéon de MUC2-GFP-C-term a partir de células CHO MUC2-
GFP-C-term en un reactor de perfusion.

La figura 9: concentracion de glucosa y de lactato asi como concentracion de glucosa en la entrada del medio
[mmol/litro], representada con respecto al tiempo de proceso [h], para la produccion de MUC2-
GFP-C-term a partir de células CHO MUC2-GFP-C-term en un reactor de perfusion.

La figura 10: aumento de la concentraciéon de MUC2-GFP-C-term [nM] y gMUC2-GFP-C-term [nmol/células
h*E9] con respecto al tiempo [h], para la produccién de MUC2-GFP-C-term a partir de células CHO
MUC2-GFP-C-term en un reactor de perfusion.

Ademas, en la tabla 1 se muestran los datos del ensayo a partir del empleo del procedimiento segun la invencion
con la célula CHO MUC1/IgG2a PH 3744/25.

En la tabla 2 se representan los datos del ensayo a partir del empleo del procedimiento segin la invencién con la
célula CHO MUC2-GFP-C-term.

El modo de procedimiento segun la invencion puede efectuarse con diferentes lineas celulares de produccion. Las
lineas celulares pueden emplearse como tipo salvaje o0 como células recombinantes genéticamente modificadas. La
modificacién genética puede tener lugar por ejemplo por inserciéon de genes adicionales del mismo organismo o de
otro organismo en el ADN, o un vector, o en el reforzamiento de la actividad o respectivamente expresion de un gen
mediante la incorporacién de un promotor mas activo, por ejemplo a partir del CMV. Los genes pueden codificar para
diferentes proteinas, por ejemplo para proteinas tales como proteinas de fusién o para anticuerpos.

Pueden citarse como ejemplo las siguientes lineas celulares: células de mamiferos, como lineas de células CHO,
como por ejemplo CHO-K1, BHK, como BHK-21, hibridomas, NS/O, otras células de mieloma, y células de insectos
u otras células superiores. Se prefiere especialmente el uso de células que no producen preferentemente de manera
acoplada al crecimiento.

Una linea celular CHO recombinante cuya productividad puede aumentar con el modo de procedimiento segin la
invencion, es la linea celular CHO MUC1/IgG2a, PH 3744/25, con la que puede segregarse la glicoproteina MUC1-
IgG2a. Otra linea celular CHO, a saber la CHO MUC2-GFP-C-term, es capaz de segregar de forma creciente una
proteina de fusion MUC2-GFP-C-term, cuando se somete ésta al modo de procedimiento segin la invencion.

Como medio de cultivo puede emplearse en principio cualquier medio que contenga glucosa, que no sea limitante
con respecto a otros componentes. A modo de ejemplo puede citarse ProCHO4-CDM. Pueden emplearse también
medios a base de recetas conocidas como por ejemplo IMDM, DMEM o F12 de Ham, los cuales se han optimizado
con respecto al modo de procedimiento segun la invencion de forma que solamente hay limitacion de glucosa. Esto
puede lograrse por ejemplo concentrando mas los otros componentes en relacion con la glucosa. En general, es
también posible dosificar la glucosa separadamente del medio.

El intervalo de pH esta preferentemente entre 6,7 - 7,7, con particular preferencia entre 7 - 7,3. Sin embargo, son
también posibles otros intervalos de pH.
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El intervalo de temperatura esta preferentemente entre 35 °C - 38,5 °C, con particular preferencia a 37 °C para CHO
MUC1-lgG2a. Sin embargo son también posibles otros intervalos de temperatura, como por ejemplo < 35 °C, en los
gue no se produzca la destruccion irreversible del producto.

Con el procedimiento de cultivo segun la invencién se pueden producir sustancias, tales como glicoproteinas,
proteinas de fusién, anticuerpos, proteinas en general, de las cuales pueden citarse como ejemplo MUC1-IgG2a,
MUC2-GFP-C-term, EPO, interferonas, citocinas, factores de crecimiento, hormonas, PA, inmunoglobulinas o
fragmentos de inmunoglobulinas.

La figura 1 muestra el transcurso de la densidad de células vivas (cv) en células CHO/MUC1-lIgG2a vy la velocidad de
flujo del medio (D) con respecto al tiempo de proceso (h), en un reactor de perfusion. En la misma, son:

= la velocidad de flujo del medio (1/h) y
e |la densidad de las células vivas (1/ml).

La figura 2 muestra la productividad especifica de MUC1-lgG2a (qMUC1-lgG2a) y DGL con respecto al tiempo de
proceso, en un reactor de perfusion. En la misma son:

la productividad especifica (ug/células hE9),
- DGL (grado de limitacion de glucosa)

La figura 3 muestra una gréfica en la cual, en el lado izquierdo esta representado el nimero de células vivas [ml’l] y
en el lado derecho esta representada la concentracion de la glucosa residual [mM] respecto al tiempo de proceso [h]
para la produccion de MUC1-IgG2 en CHO MUC/IgG2a PH3744/25. En la misma son:

o nimero de células vivas y
0 glucosa

En la figura 4 esta representada la concentracion de glucosa y de lactato, asi como la concentracion de glucosa en
la entrada del medio [mmol/l] con respecto al tiempo de proceso [h]. En la misma son las curvas con:

o curvas de la concentracion de lactato y
0 curvas de la concentracion de glucosa.

x 23,9 mmol/l de concentracién de glucosa en la entrada del medio (velocidad de flujo D = 0,035 h'l).

En la figura 5 esta representada la concentracion de MUC1-1gG2a [ug/ml] sobre el lado izquierdo, asi como gMUC1-
IgG2a [ug/(células h E9) sobre el lado derecho de la grafica con respecto al tiempo [h]. En la misma son:

e productividad especifica g de MUC1-IgG2a (ug/células hE9) y
0 concentracién de MUC1-1gG2a (mg/l).

La figura 6 muestra el transcurso de la densidad de células vivas (cv) de células CHO/MUC2-GFP y la velocidad de
flujo del medio (D) con respecto al tiempo de proceso (h), en un reactor de perfusion. En la misma son:

* la velocidad de flujo del medio (1/h) y
« la densidad de las células vivas (1/ml).

La figura 7 muestra la productividad especifica de MUC2-GFP-C-term (gqMUC2-GFP-C-term) y DGL con respecto al
tiempo de proceso en un reactor de perfusién. En la misma son:

la productividad especifica (nmol/células hE9),
- DGL (degree of glucose limitation, grado de limitacién de glucosa).

La figura 8 muestra una grafica en la cual, en el lado izquierdo esta representado el nimero de células vivas [ml'l] y
en el lado derecho esta representada la concentraciéon de la glucosa residual [mM] con respecto al tiempo de
proceso [h] para la produccion de MUC2-GFP-C-term en CHO MUC/IgG2a PH3744/25. En la misma son:

o namero de células vivas y
0 glucosa.

En la figura 9 esta representada la concentracion de glucosa y de lactato, asi como la concentracién de glucosa en
la entrada del medio [mmol/l] con respecto al tiempo de proceso [h]. En la misma son las curvas con:

o curvas de la concentracion de lactato y
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0 curvas de la concentracion de glucosa.
x 23,9 mmol/l de concentracion de glucosa en la entrada del medio (velocidad de flujo D = 0,035 h'l).

En la figura 10 esta representada la concentracion de MUC2-GFP-C-term [nM] sobre el lado izquierdo asi como
gMUC2-GFP-C-term [nmol/(células h E9)] sobre el lado derecho de la gréafica con respecto al tiempo [h]. En la misma
son:

e productividad especifica g de MUC2-GFP-C-term (nmol/células hE9) y
¢ concentracion de MUC2-GFP-C-term (nM).

La figura 1 muestra un modo de procedimiento a modo de ejemplo correspondiente a la alimentacion de glucosa. En
un cultivo de perfusion continuo se alimenta una cantidad constante de glucosa. En el ejemplo mostrado esto se
logra mediante una velocidad de flujo constante del medio, siendo constante la concentracién de glucosa en la
entrada del medio. La velocidad de flujo del medio no aumenta al aumentar la densidad de células vivas. El
procedimiento empez6 como procedimiento discontinuo antes de empezar el modo de procedimiento continuo.

La figura 2 muestra que en este modo de procedimiento, el DGL disminuye en el transcurso del procedimiento, y
finalmente alcanza un valor por debajo de 0,4. Mientras esto sucede, aumenta la productividad especifica y alcanza
finalmente un valor que es alrededor de 4 veces mayor que aquél antes de quedar por debajo del valor de DGL de
0,4.

A partir de la figura 3 se desprende que en el procedimiento segun la invencion la densidad de células vivas corre
hacia un valor maximo el cual puede mantenerse a continuacion, mientras que la concentracion de glucosa residual
en el transcurso del ensayo tiende a cero. Esto ocurre aunque la glucosa se alimente. Durante la disminucion de la
concentracion de glucosa residual empieza a disminuir la tasa de absorcion especifica de glucosa de los
organismos. Mientras tanto, el nimero de células vivas puede todavia aumentar. Paralelamente al retroceso de la
tasa de absorcion especifica de glucosa, disminuye también la tasa de formacion especifica de lactato, lo cual
conduce en primer lugar a un aumento ralentizado, y a continuacion a una caida de la concentracion de lactato en el
recipiente de cultivo. Finalmente la concentracién de lactato en el recipiente de cultivo va hacia cero, como se
desprende de la figura 4. Existe por lo tanto una clara modificacién del metabolismo celular. Como se desprende de
la figura 5, unido a la modificacion del metabolismo celular tiene lugar un aumento de la productividad especifica de
aproximadamente 4 veces con respecto al momento anterior a la modificacion del metabolismo celular. El aumento
de la productividad especifica con por lo menos las densidades de las células constantes o incluso todavia
crecientes, durante la fase descrita, conduce finalmente a un marcado aumento del titulo del producto en el
sobrenadante del cultivo, como se desprende de la figura 5, y con ello a un aumento del rendimiento espacio/tiempo.

La tabla 1 muestra datos de la fermentacion de MUC1-IgG2a.

Anédlogamente a las figuras 1 a 5, las figuras de 6 a 10 describen los resultados del empleo del procedimiento segun
la invencioén con las células CHO MUC2-GFP-C-term.

La tabla 2 muestra datos de la fermentacion de MUC2-GFP-C-term. De manera técnica de produccién puede
hacerse funcionar el procedimiento segun la invencion aparte de segin el procedimiento de perfusién que se acaba
de describir, también como alimentacion por partidas (procedimiento de alimentacion).

En un funcionamiento de alimentacién por partidas, el cultivo de produccion es abastecido una vez o repetidas veces
respectivamente por partidas o de manera continua con medio que contiene glucosa o una solucién de glucosa
separada, de forma y manera que el DGL queda preferentemente por debajo del valor de 0,5, con particular
preferencia por debajo de 0,4 y todavia con mayor preferencia por debajo de 0,3. Es posible también aqui una
alimentacién por partidas repetitiva.

Tanto en el modo de procedimiento por perfusion como también en la alimentacion por partidas se inicia el
procedimiento como procedimiento discontinuo.

Tabla 1:
T'pig](?eosge cv D Allmglztggéc;n de | Glucosa |Lactato I\I/Ig%%%a gll\élg(;;- DGL
h 1/mol 1/h mmol/l mmol/l | mmol/l pg/ml pg/(h*E9)
0 2,23E+05 0 0 22,07 2,5 2,62
16,63 2,83E+05 0 0 20,89 51 3,59 0,21 0,92
40,52 6,48E+05 0 0 16,75 10,84 5,77 0,14 0,99
68 1,78E+06 0 0 8,74 20,1 14,21 0,17 0,61
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Tg}rg]f;sge cv D Allmglrlzt?géc';n de | Glucosa |Lactato I\I/IgUGC;il glhggg;- DGL
94 2,14E+06 0,035 23,89 8,08 19,48 15,49 0,30 1,00
120 3,70E+06 |0,035 23,89 5,84 22,35 18,02 0,22 0,72

136,5 4,68E+06 |0,035 23,89 4,30 22,02 19,95 0,17 0,62
163,5 7,02E+06 0,035 23,89 3,17 22,66 22,67 0,14 0,40
187,5 6,96E+06 |0,035 23,89 1,79 20,77 22,44 0,11 0,44
2155 8,85E+06 0,035 23,89 1,04 17,46 28,24 0,13 0,35
264,75 1,30E+07 |0,035 23,89 - 8,45 67,03 0,22 0,24
287 1,54E+07 |0,035 23,89 - 5,25 89,42 0,22 0,20
310 1,64E+07 |0,035 23,89 - 2,77 113,28 0,25 0,19
331 2,27E+07 0,035 23,89 - 1,24 133,80 0,24 0,14
352,4 1,45E+07 |0,035 23,89 - 0,82 152,87 0,29 0,21
376,3 1,42E+07 |0,035 23,89 - 0,53 182,52 0,45 0,22
404,4 1,58E+07 |0,035 23,89 - 0,44 218,51 0,51 0,20
428 1,78E+07 |0,035 23,89 - 0,58 241,75 0,50 0,17
448,4 2,08E+07 0,035 23,89 - 0,55 305,39 0,55 0,15
473,63 1,35E+07 |0,035 23,89 - 0,55 290,52 0,60 0,23
496,8 9,30E+06 |0,035 23,89 - 0,51 274,94 0,85 0,33
521,82 1,53E+07 |0,035 23,89 - 0,56 301,12 0,87 0,20
Datos para la fermentacién de MUC1-lgG2a
Tabla 2:
Tiempo de NuUmero de D |Alimentacion de| Glucosa | Lactato |MUC2-GFP-|Producto| DGL
proceso células vivas glucosa Cterm q
h 1/ml 1/h mmol/l mmol/l | mmol/l nM nmol
h*E9
0,5 7,50E+04 0 0 21,37 3,12 0,00
106 1,80E+06 0 0 4,25 211 1,66 0,01 0,44
106,01 0,035 23,89 8,92
130 2,20E+06 0,035 23,89 9,36 7,71 0,14 0,66
154 2,90E+06 0,035 23,89 8,32 18,23 10,72 0,05 1,00
182,38 6,83E+06 0,035 23,89 5,58 19,28 14,08 0,17 0,53
2129 1,19E+07 0,035 23,89 1,65 18,78 26,15 0,12 0,33
237,2 1,44E+07 0,035 23,89 0,54 13,84 38,37 0,11 0,26
254 1,48E+07 0,035 23,89 0,52 9,81 50,08 0,13 0,24
278 120E+07 0,035 23,89 - 5,19 65,63 0,20 0,35
302 1,40E+07 0,035 23,89 - 2,05 81,53 027 0,29
326 1,20E+07 0,035 23,89 - 0,7 88,03 0,30 0,34
349,9 2,16E+07 0,035 23,89 - 0,33 104,60 0,28 0,19
374 1,20E+07 0,035 23,89 - 0,26 104,03 0,28 0,34
0,035 23,89 - 84,47
0,035 23,89 - 75,16
446 1,10E+07 0,035 23,89 - 0,19 64,81 0,37
470 1,10E+07 0,035 23,89 - 0,53 52,36 0,37
494 1,40E+07 0,035 23,89 - 0,32 69,63 0,24 0,29
518 1,30E+07 0,035 23,89 - 79,34 0,26 0,32
0,035 23,89 - 93,94
0,035 23,89 - 0,35 104,57
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Tiempo de Numero de D |Alimentacion de| Glucosa | Lactato [MUC2-GFP-|Producto| DGL
proceso células vivas glucosa Cterm q
595,8 1,01 E+07 0,035 23,89 - 0,25 113,89

Datos para la fermentacion de MUC2-GFP-Cterm
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para el cultivo de células CHO para la produccion de inmunoglobulinas o fragmentos de
inmunoglobulinas, caracterizado por que se cultiva una célula CHO que produce sustancias con limitacién de
glucosa DGL,

siendo el grado de limitacién de glucosa DGL = qGlc/qGlcmax con gGlc = tasa de consumo de glucosa especifica
observada en el momento y qGlcmax = maxima tasa de consumo de glucosa especifica conocida para estas células
CHO, mayor que el DGL que conduce al mantenimiento exclusivo, DGLmantenimiento, d€ la célula CHO y es < 0,5,
siendo el DGLmantenimiento = 9GlCmantenimiento/GlCmax, €ON gGlCmantenimiento = tasa de consumo de glucosa especifica
observada durante el metabolismo de mantenimiento puro y qGlcmax = méaxima tasa de consumo de glucosa
especifica conocida para estas células CHO, siendo la cantidad de glucosa suministrada no superior al 50 % de la
gue puede consumir como maximo el numero de células esperado maximo sin limitaciéon de glucosa,

en el que se usa un medio que contiene glucosa que con respecto a otros componentes de sustancias nutritivas no
esta limitado antes del inicio de la limitacion de glucosa, en el que el procedimiento se inicia como procedimiento
discontinuo y se continla como procedimiento continuo, en el que antes del inicio del procedimiento continuo se
hace funcionar el cultivo como procedimiento discontinuo.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el DGL es <0,4 0<0,3.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado por que la cantidad de glucosa suministrada no es
superior al 35 % de la que puede consumir como maximo el nimero de células esperado maximo sin limitacion de
glucosa.

4. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que la glucosa se suministra
separadamente de otros sustratos.

5. Procedimiento seguln una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que se efectda en un intervalo de pH de
6,7-7,7.

6. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que se efectia en un intervalo de
temperatura entre 35 °C y 38,5 °C.

7. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que se hace funcionar en modo de
procedimiento continuo con por lo menos una separacion parcial de las células.

8. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que se efectla con células que no
producen de manera acoplada con el crecimiento.

9. Procedimiento para el cultivo de células CHO para la produccién de inmunoglobulinas o fragmentos de
inmunoglobulinas, caracterizado por que se cultiva una célula CHO que produce sustancias con limitacion de
glucosa DGL,

siendo el grado de limitacién de glucosa DGL = qGlc/qGlcmax con qGlc = tasa de consumo de glucosa especifica
observada en el momento y qGlcmax = maxima tasa de consumo de glucosa especifica conocida para estas células
CHO, mayor que el DGL que conduce al mantenimiento exclusivo, DGLmantenimiento, de la célula CHO y es < 0,5,
siendo el DGLmantenimiento = 9GlCmantenimiento/GlCmax, €ON qGlCmantenimiento = tasa de consumo de glucosa especifica
observada durante el metabolismo de mantenimiento puro y gGlcmax = maxima tasa de consumo de glucosa
especifica conocida para estas células CHO, siendo la cantidad de glucosa suministrada no superior al 50 % de la
gue puede consumir como maximo el numero de células esperado maximo sin limitaciéon de glucosa,

en el que se usa un medio que contiene glucosa que con respecto a otros componentes de sustancias nutritivas no
esta limitado antes del inicio de la limitacion de glucosa, en el que el procedimiento esta constituido por un modo de
procedimiento discontinuo y un modo de procedimiento de alimentacién por partidas, en el que el procedimiento se
inicia como procedimiento discontinuo y se continia como procedimiento de alimentacién por partidas.

10. Procedimiento segun la reivindicacién 9, caracterizado por que el DGL es <0,4 0 <0,3.

11. Procedimiento segun la reivindicacién 9 o 10, caracterizado por que la cantidad de glucosa suministrada no es
superior al 35 % de la que puede consumir como maximo el niumero de células esperado maximo sin limitacion de
glucosa.

12. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 9 a 11, caracterizado por que la glucosa se suministra
separadamente de otros sustratos.

13. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 9 a 12, caracterizado por que se efectla en un intervalo de pH
de 6,7-7,7.
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14. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 9 a 13, caracterizado por que se efectla en un intervalo de
temperatura entre 35 °C y 38,5 °C.

15. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 9 a 14, caracterizado por que se efectla con células que no
producen de manera acoplada con el crecimiento.
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