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DESCRIPCION

Uso de compuestos intermedios de acido tricarboxilico (ATC) para controlar la generacion de amoniaco en cultivo
celular

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere al campo de medios y procedimientos de cultivo celular para cultivar células de
mamifero disefiadas para expresar proteinas terapéuticas.

Antecedentes de la invencion

El ciclo del acido tricarboxilico (ATC) se considera que es la trayectoria esencial para generar energia para las
células. Esta trayectoria es la ruta final comun para obtener energia a partir de moléculas de combustible. Azucares,
aminoacidos y acidos grasos se oxidan para obtener energia a partir de un ATP.

Al mismo tiempo, ElI ATC suministra a las células los elementos esenciales para producir otras moléculas en la
célula. Los compuestos intermedios para los acidos grasos, aminoacidos, purinas, pirimidinas entre otros pueden
extraerse de varios puntos del ciclo de ATC durante el crecimiento y division celular y durante la sintesis de
proteinas.

En casos en los que no hay suficientes compuestos intermedios para recargar el ciclo de ATC, las células pueden
usar aminoacidos para recargar esos compuestos intermedios. La conversion de esos aminoacidos en compuestos
intermedios requiere la deamidacion como primera etapa, con los iones de amonio (NH4*) siendo los subproductos
de la conversion de aminoacidos en compuestos intermedios de ATC. Dependiendo de la demanda de compuestos
intermedios por las células, los iones de amonio pueden acumularse en el medio de cultivo y causar efectos
perjudiciales. Esos iones de amonio pueden afectar los patrones de glicosilacion de los anticuerpos, la productividad
celular y el crecimiento celular cuando se encuentran en concentraciones inhibitorias.

Para evitar niveles perjudiciales de concentraciones de iones de amonio, en la actualidad, el medio de cultivo celular
acuoso con niveles inhibitorios de amoniaco simplemente se descarta y se reemplaza con medio nuevo. Esto resulta
ineficiente ya que requiere equipo adicional para la esterilizacion y almacenamiento de medio nuevo asi como el
reemplazo consiguiente de suero costoso en el medio nuevo. Por lo tanto, lo que se necesita es un procedimiento
para retirar amoniaco e iones de amonio de cultivos de células de mamifero que prescinda del medio de reemplazo y
que pueda utilizarse con la amplia variedad conocida de lineas celulares existentes.

Sumario de la invencién

En un aspecto, la presente invencion se dirige a un procedimiento de reduccion de la concentracion de iones de
amonio en un cultivo de células de mamifero, que comprende las etapas de:

cultivar las células en un medio de cultivo celular y

poner en contacto o administrar una cantidad eficaz de una composicién de compuesto intermedio de acido
tricarboxilico ("ATC") al medio de cultivo celular, en el que la composicion de compuesto intermedio de ATC
comprende aproximadamente de 3 mM a aproximadamente 45 mM de acido malico y de aproximadamente 3mM
a aproximadamente 45 mM de acido pirdvico.

En otro aspecto, la presente invencion se dirige a un procedimiento de mantenimiento o aumento de la productividad
celular de células disefiadas para expresar proteinas terapéuticas en un cultivo de células de mamifero, en la que la
generacion de iones de amonio se reduce, que comprende las etapas de:

cultivar las células en un medio de cultivo celular y

poner en contacto o administrar una cantidad eficaz de una composicién al medio celular, en el que la
composicion de compuesto intermedio de ATC comprende aproximadamente de 3 mM a aproximadamente 45
mM de acido malico y de aproximadamente 3mM a aproximadamente 45 mM de acido piravico.

En otro aspecto, la presente invencién se dirige a un procedimiento de mantenimiento o aumento del cultivo celular
en un cultivo de células de mamifero, en la que la generacion de iones de amonio se reduce, que comprende las
etapas de:

cultivar las células en un medio de cultivo celular y

poner en contacto o administrar una cantidad eficaz de una composicién al medio de cultivo celular, en el que la
composicion de compuesto intermedio de ATC comprende aproximadamente de 3 mM a aproximadamente 45
mM de acido malico y de aproximadamente 3mM a aproximadamente 45 mM de acido piravico.

En otro aspecto, la presente invencion se dirige a un procedimiento de reduccion de la influencia de la concentracion
de iones de amonio en patrones de glicosilacion de los anticuerpos en un cultivo celular, en la que la generacion de
iones de amonio se reduce, que comprende las etapas de:
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cultivar las células en un medio de cultivo celular y

poner en contacto o administrar una cantidad eficaz de una composicién al medio de cultivo celular, en el que la
composicion de compuesto intermedio de ATC comprende aproximadamente de 3 mM a aproximadamente 45
mM de acido malico y de aproximadamente 3mM a aproximadamente 45 mM de acido piravico.

En otro aspecto, la presente invencion se dirige a un medio de cultivo celular que comprende aproximadamente de 3
mM a aproximadamente 45 mM de acido malico y de aproximadamente 3mM a aproximadamente 45 mM de acido
piravico.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra el disefio experimentos para el estudio de respuesta a la dosis de los compuestos
intermedios del ciclo de ATC.

La Figura 2 muestra el disefio experimento para el bloque n.° 1 del estudio de interaccion de compuestos
intermedios del ciclo de ATC.

La Figura 3 muestra el disefio experimental para el bloque n.° 2 del estudio de interaccién de compuestos
intermedios del ciclo de ATC

La Figura 4 muestra la concentracion viable celular para condiciones, las lineas muestran el promedio de
matraces de agitacion de duplicados

La Figura 5 muestra la acumulacion de lactato en estudios de matraz de agitacion. Las lineas muestran el
promedio de condiciones de duplicados

La Figura 6 muestra la acumulacion de amonio para todas las condiciones sometidas a ensayo. Las lineas
muestran el promedio de matraces de agitacion de duplicados para cada condicion sometida a ensayo

La Figura 7 muestra la acumulacion de amonio para la adicion de a-cetoglutarato y acido oxaloacético a cultivo.
Las lineas muestran el promedio de matraces de agitacion de duplicados para cada condicién sometida a ensayo
La Figura 8 muestra la productividad especifica de las células de cultivos tratados con distintos niveles de
compuestos intermedios de ATC. Las barras de error muestran los intervalos de valor

La Figura 9 muestra la concentracion viable celular para todas las condiciones sometidas a ensayo en el Bloque
1y en el Bloque 2 del DDE

La Figura 10 muestra los perfiles de acumulacién de amoniaco para todas las condiciones sometidas a ensayo
en el Blogue 1y en el Bloque 2 del DDE.

La Figura 11 muestra la acumulacion maxima de amoniaco para todas las condiciones sometidas a ensayo en el
Bloque 1y en el Bloque 2 del DDE

La Figura 12 muestra la productividad especifica para todas las condiciones sometidas a ensayo en el Bloque 1y
el Bloque 2 del DDE

Las Figuras 13a, 13b y 13c muestran la respuesta a la dosis de piruvato en comparacién con el cultivo de control.
La concentracion de NH4* depende de la dosis, pero el efecto dura solo unos pocos dias. La produccion de NH4*
se reanuda una vez se ha consumido el piruvato (Figura 12b). El orden de las figuras muestra (a) la
concentracion viable celular, (b) acumulacién de NH4* como una funcién del tiempo de cultivo y (c) produccion de
NH4* especifico celular. En la figura (c) la pendiente de la curva indica la produccién especifica celular o tasas de
consumo.

Las Figuras 14a, 14b y 14c muestran la respuesta a la dosis de malato en comparacién con el cultivo de control.
Figura 15 muestran la respuesta a la dosis de citrato en comparacion con el cultivo de control.

Las Figuras 16a, 16b y 16c muestran las respuestas a la dosis de malato, piruvato, a-cetoglutarato, fumarato y
oxaloacetato en comparacién con el cultivo de control.

Las Figuras 17a, 17b y 17c muestran el efecto de la adicion de dos compuestos intermedios de ATC al cultivo.
Las Figuras 18a, 18b y 18c muestran el efecto de la adicion de tres compuestos intermedios de ATC al cultivo.
Las Figuras 19 a 22 muestran el promedio de productividad especifica de las células para la adicion de un
compuesto intermedio de ATC (Figuras 19 y 20), combinaciones de dos compuestos intermedios de ATC (Figura
21) y tres compuestos intermedios de ATC (Figura 22).

Descripcion detallada de la invenciéon

A menos que defina lo contrario, Todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen
el mismo significado que el que entiende cominmente una persona normalmente experta en la técnica a la cual
pertenece la invencion. Cualquier procedimiento y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente
documento se pueden usar en la practica para el ensayo de la presente invencion. En una realizacién de la presente
invencion, se usara la siguiente terminologia.

Debe entenderse que la presente invencion no se limita a los procedimientos concretos, reactivos, compuestos,
composiciones o sistemas biologicos, que pueden, por supuesto, variar. También debe entenderse que la
terminologia usada en el presente documento tiene como objeto describir solamente realizaciones particulares y no
se pretende que sea limitante. Tal como se usa en la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones
adjuntas, las formas singulares "un", "uno/a" y "el/la", incluyen las referencias plurales salvo que el contexto indique
claramente otra cosa. Por tanto, por ejemplo, la referencia a "un azucar" incluye la combinaciéon de dos o mas

azucares y similares.
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"Aproximadamente" como se usa en el presente documento cuando se refiere a un valor medible tal como una
cantidad, una duracién temporal, y similares, se entiende que abarca variaciones de +20 % o +10 %, incluyendo + 5
%, 1 % y +0,1 % a partir del valor especificado, ya que tales variaciones son apropiadas para realizar los
procedimientos desvelados.

En un aspecto, la presente invencion se dirige a un procedimiento de reduccion de la concentracion de iones de
amonio en un cultivo de células de mamifero, que comprende las etapas de:

cultivar las células en un medio de cultivo celular y

poner en contacto o administrar una cantidad eficaz de una composicién de compuesto intermedio de acido
tricarboxilico ("ATC") al medio de cultivo celular, en el que la composicion de compuesto intermedio de ATC
comprende aproximadamente de 3 mM a aproximadamente 45 mM de acido malico y de aproximadamente 3mM
a aproximadamente 45 mM de acido pirlvico.

En otro aspecto, la presente invencion se dirige a un procedimiento de mantenimiento o aumento de la productividad
celular de células disefiadas para expresar proteinas terapéuticas en un cultivo de células de mamifero, en la que la
generacion de iones de amonio se reduce, que comprende las etapas de:

cultivar las células en un medio de cultivo celular y

poner en contacto o administrar una cantidad eficaz de una composicién al medio celular, en el que la
composicion de compuesto intermedio de ATC comprende aproximadamente de 3 mM a aproximadamente 45
mM de acido malico y de aproximadamente 3mM a aproximadamente 45 mM de acido piravico.

En otro aspecto, la presente invencién se dirige a un procedimiento de mantenimiento o aumento del cultivo celular
en un cultivo de células de mamifero, en la que la generacion de iones de amonio se reduce, que comprende las
etapas de:

cultivar las células en un medio de cultivo celular y

poner en contacto o administrar una cantidad eficaz de una composicién al medio de cultivo celular, en el que la
composicion de compuesto intermedio de ATC comprende aproximadamente de 3 mM a aproximadamente 45
mM de acido malico y de aproximadamente 3mM a aproximadamente 45 mM de acido piravico.

En otro aspecto, la presente invencion se dirige a un procedimiento de reduccion de la influencia de la concentracion
de iones de amonio en patrones de glicosilacion de los anticuerpos en un cultivo celular, en la que la generacion de
iones de amonio se reduce, que comprende las etapas de:

cultivar las células en un medio de cultivo celular y

poner en contacto o administrar una cantidad eficaz de una composicién al medio de cultivo celular, en el que la
composicion de compuesto intermedio de ATC comprende aproximadamente de 3 mM a aproximadamente 45
mM de acido malico y de aproximadamente 3mM a aproximadamente 45 mM de acido piravico.

En otro aspecto, la presente invencion se dirige a un medio de cultivo celular que comprende aproximadamente de 3
mM a aproximadamente 45 mM de acido malico y de aproximadamente 3mM a aproximadamente 45 mM de acido
piravico.

En determinadas realizaciones los compuestos intermedios de ATC son sales de potasio o sodio de acido pirdvico y
acido malico.

En una realizacion, el acido malico (o sal del mismo) se afadié al cultivo a una concentracion final de
aproximadamente 5 mM, aproximadamente 10 mM o aproximadamente 15 mM.

En determinadas realizaciones, el acido pirtvico (o una sal del mismo) se afiadio al cultivo a una concentracion final
de aproximadamente 15 mM, aproximadamente 30 mM o aproximadamente 45 mM.

La composicién de compuesto intermedio de ATC comprende de aproximadamente 3 mM a aproximadamente 45
mM de acido malico (o una sal del mismo) y de aproximadamente 3 mM a aproximadamente 45 mM de acido
piravico (o una sal del mismo).

Los términos "medio de cultivo celular" y "medio de cultivo" y "medio de fermentacion” se refieren a una solucion de
nutrientes que se usa para cultivar células de mamifero que proporcionan tipicamente al menos un componente a
partir de una o mas de las siguientes categorias:

1) una fuente de energia, normalmente en la forma de carbohidrato tal como glucosa;

2) todos los aminoacidos esenciales y normalmente el conjunto basico de veinte aminoacidos mas cisteina;

3) vitaminas y/u otros compuestos organicos que se requieren a bajas concentraciones;

4) acidos grasos libres; y

5) oligoelementos, en los que los oligoelementos se definen como compuestos inorganicos o elementos que
aparecen de forma natural que se requieren tipicamente a concentraciones muy bajas, normalmente en el
intervalo micromolar.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 665 596 T3

La solucién de nutrientes puede suplementarse opcionalmente con uno o mas componente a partir de cualquiera de
las siguientes categorias:

1) hormonas y otros factores de crecimiento como, por ejemplo, insulina, transferrina y factor de crecimiento
epidérmico;

2) sales y tampones como, por ejemplo, calcio, magnesio y fosfato;

3) nucledsidos y bases tales como, por ejemplo, adenosina, timidina e hipoxatina; y

4) hidrolisatos de proteinas y tejidos.

El medio de cultivo celular es generalmente "libre de suero”, cuando el medio esta esencialmente libre de suero de
cualquier fuente de mamifero (por ejemplo, suero fetal bovino [SFB]). Por "esencialmente libre" se refiere a que el
medio de cultivo celular comprende entre aproximadamente el 0-5 % de suero, preferentemente entre
aproximadamente el 0-1 % de suero y lo mas preferentemente entre aproximadamente el 0-0,1% de suero.

El término "células huésped de mamifero”, "célula huésped”, "célula de mamifero" y similares, se refiere a lineas
celulares de mamiferos que son capaces de crecer y sobrevivir cuando se colocar en bien un cultivo monocapa o
bien un cultivo en suspensiéon en un medio que contiene los nutrientes y factores de crecimiento apropiados. Los
factores de crecimiento necesarios para una linea celular en particular se determinan facilmente de forma empirica
sin experimentacion indebida, tal como se describe, por ejemplo, en Mammalian Cell Culture, Mather, J. P. ed.,
Plenum Press, N.Y. (1984), y Barnes y Sato, (1980) Cell, 22:649. Normalmente, las células son capaces de expresar
y secretar grandes cantidades de una glicoproteina en particular de interés dentro del medio de cultivo. Ejemplos de
célula huésped de mamifero adecuadas dentro del contacto de la presente invencién pueden incluir células de
ovarios de hamster chino, CHO/-DHFR (CHO, Urlaub y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980));
dp12.CHO cells (documento EP 307.247 publicado el 15 de marzo de 1989); células sertoli de ratén (TM4, Mather,
Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)); células (HELA, ATCC CCL 2) de carcinoma cervical humano; células (W138,
ATCC CCL 75) de pulmén humano; células (Hep G2, HB 8065) de higado humano; tumor mamario de raton (MMT
060562, ATCC CCL51); células TRI (Mather y col., Annals N.Y. Acad. Sci., 383:44-68 [1982]); células MRC 5;
células FS4.

En determinadas realizaciones, la productividad especifica de las células de la célula también se mantiene. En
determinadas realizaciones la célula se selecciona del grupo que consiste en células CHO, células NSO, células
Sp2/0, células COS, células K562, células BHK, células PER.C6 y células HEK. En determinadas realizaciones la
célula es una célula CHO o un subclon de células CHO que incluye, aunque sin estar limitado a, células CHO K1,
CHO pro3 -, CHO DUXB11y CHO DG44.

"Fase de crecimiento” del cultivo celular se refiere al periodo de crecimiento celular exponencial (la fase logaritmica)
en la que las células se dividen rapidamente. Durante esta fase, las células se cultivan durante un periodo de
tiempo, normalmente entre 1-5 dias y en condiciones tales que el crecimiento celular se maximiza. La determinacion
del ciclo de crecimiento para la célula huésped puede determinarse para la célula huésped particular prevista sin
experimentacion indebida. "Periodo de tiempo y en condiciones tales que el crecimiento celular se maximiza" y
similares, se refiere a aquellas condiciones de cultivo que, para una linea celular en particular, se determinan que
son optimas para el crecimiento celular y divisiones. Durante la fase de crecimiento, las células se cultivan en un
medio de nutrientes que contiene las aditivos necesarios generalmente a aproximadamente 30°-40 °C.,
preferentemente a aproximadamente 37 °C., en una atmosfera humidificada y controlada, de tal modo que se logra
un crecimiento celular 6ptimo para una linea celular en particular. Las células se mantienen en la fase de crecimiento
durante un periodo de aproximadamente entre uno y cinco dias, normalmente entre dos a tres dias.

"Fase de transicion" del cultivo celular se refiere al periodo de tiempo durante el cual se cumplen las condiciones de
cultivo para la fase de produccién. Durante la fase de transicién, factores medioambientales tales como la
concentracion de iones de cobre y la temperatura se cambian de condiciones de crecimiento a condiciones de
produccion.

"Fase de produccién” del cultivo celular se refiere al periodo de tiempo durante el cual el cultivo celular se estabiliza
o0 mantiene a un nivel casi constante. Durante la fase de produccion, el crecimiento celular logaritmico ha finalizado y
la produccién de proteinas es principal. Durante este periodo de tiempo el medio se suplementa generalmente para
soportar la produccion de proteinas continuada y para conseguir el producto de glicoproteinas deseado.

El término "expresion" o "que expresa" se usan en el presente documento para referirse a la transcripcion y
translacion dentro de una célula huésped. El nivel de expresion de un gen de producto en una célula huésped puede
determinarse sobre la base de o bien la cantidad de ARNm correspondiente que esta presente en la célula o bien la
cantidad de proteina codificada por el gen de producto que es producido por la célula. Por ejemplo, ARNm transcrito
a partir de un gen de producto se cuantifica de forma deseable mediante hibridacion Nothern. Sambrook y col.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, pags. 7,3 -7,57. (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). La proteina
codificada por un gen de producto puede cuantificarse o bien mediante analisis de la actividad biolégica de la
proteina o empleando ensayos que sean independiente de tal actividad, tal como transferencia de Western o
radioinmunoensayo usando anticuerpos que son capaces de reaccionar con la proteina. Sambrook y col., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, pags. 18,1 -18,88. (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989).
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El cultivo de células de mamiferos de la presente invencion se prepara en un medio adecuado para la celula
particular; que se esa cultivando. Medios disponibles en el mercado tales como Ham’s F10 (Sigma), Medio Esencial
Minimo (MEM, Sigma), RPMI-1640 (Sigma) y Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Sigma) son soluciones
de nutrientes de ejemplo. Ademas, cualquiera de los medios descritos en Ham y Wallace, (1979) Meth. Enz., 58:44;
Barnes y Sato, (1980) Anal. Biochem., 102:255; las patentes de Estados Unidos n.° 4.767.704; 4.657.866;
4.927.762; 5.122.469 o 4.560.655; Publicaciones internacionales WO 90/03430; y WO 87/00195, puede usarse
como medio de cultivo. Cualquiera de estos medios puede suplementarse como necesario con hormonas y/o otras
factores de crecimiento (tales como insulina, transferrina o factor de crecimiento epidérmico), sales (tales como
cloruro de sodio, calcio, magnesio y fosfato), tampones (tales como HEPES), nucledsidos (tales como adenosina y
timidina), antibidticos (tales como el farmaco de Gentamicina™), oligoelementos (definidos como compuestos
inorganicos normalmente presentes en concentraciones finales en el intervalo micromolar) lipidos (tales como acido
linoleico u otros acidos grasos) y sus transportadores adecuados, y glucosa o una fuente de energia equivalente.
Cualquier otro suplemento necesario también puede incluirse en concentraciones apropiadas que serian conocidas
por los expertos en la técnica.

En una realizacion particular, la célula huésped de mamifero es una célula CHO, preferentemente una CHO DUX
(DHFR-) o subclon de la misma tal como célula CHO K1, CHO pro3 -, CHO DG44, CHO DP12 y un medio adecuado
contiene un componente de medio basal tal como una formulaciéon basada en DMEM/HAM F-12 (para la
composicion de medio de DMEM y HAM F12 y especialmente medio libre de suero, véase formulaciones de medio
de cultivo en American Type Culture Collection Catalogue of Cell Lines and Hybridomas, sexta edicion, 1988,
paginas 346-349) (las formulaciones de medio tal como se describen en el documento de patente de los EE.UU. n.°
5.122.469 son particularmente apropiadas) con concentraciones modificadas de algunos componentes tales como
aminoacidos, sales, azucar y vitaminas y que contiene opcionalmente glicina, hipoxantina y timidina; insulina
humana recombinante, peptona hidrolizada, tal como Peptona Proteasa 2

y 3, Primatona HS o Primatona RL (Difco, EE.UU.; Sheffield, England), o el equivalente; un agente protector celular,
tal como Pluronic G68 o el poliol de Pluronic equivalente; Gentamicina; y oligoelementos. Preferentemente el medio
de cultivo celular esta libre de suero.

Los polipéptidos pueden producirse mediante el cultivo de células que expresan la proteina deseada bajo una
variedad de condiciones de cultivo celular. Por ejemplo, los procedimientos de cultivo celular para la produccién a
gran o pequefia escala de proteinas son potencialmente utiles en el contexto de la presente invencion. Entre los
procedimientos que se pueden usar se incluye, pero sin limitarse a, un sistema de biorreactor de lecho fluidizado,
biorreactor de fibras huecas, cultivo en frascos rotativos o de biorreactor de tanque agitado, en los dos ultimos
sistemas, con o sin microportadores o haciéndose funcionar de forma alternativa en un lote, de modo de cultivo
discontinuo o de modo continuo.

En una realizacion, el cultivo celular de la presente invencion se lleva a cabo en un sistema de biorreactor de tanque
agitado y se emplea un procedimiento de cultivo discontinuo alimentado. En una realizacion, el cultivo discontinuo
alimentado de las células huésped de mamifero y medio de cultivo se suministran a un recipiente de cultivo
inicialmente y se suministran nutrientes de cultivo adicionales, de modo continuo o en aumentos diferenciados, al
cultivo durante el cultivo, con o sin recoleccion celular y/o de producto periodica antes de la finalizacion del cultivo. El
cultivo discontinuo alimentado puede incluir, por ejemplo, un cultivo semicontinuo alimentado, en el que el cultivo
completo (incluyendo células y medio) se retira periddicamente y se reemplaza por medio nuevo. El cultivo
discontinuo alimentado se distingue del cultivo discontinuo simple en que todos los componentes para el cultivo
celular (incluyendo las células y todos los nutrientes del cultivo) se suministran al recipiente de cultivo al inicio del
procedimiento de cultivo. El cultivo discontinuo alimentado puede distinguirse adicionalmente del cultivo de perfusion
en la medida en que el sobrenadante no se retira del recipiente de cultivo durante el procedimiento (en cultivo de
perfusion, las células se retienen en el cultivo mediante, por ejemplo, filtracion, encapsulaciéon, anclaje a
microportadores, sedimentacion, etc. y el medio de cultivo se introduce de forma continua o intermitente y se retira
del recipiente de cultivo).

Ademas, las células del cultivo pueden propagarse segun cualquier esquema o rutina que pueda ser adecuada para
la célula huésped y el plan de produccion particular contemplado. Por lo tanto, la presente invencién contempla un
procedimiento de cultivo de una Unica etapa o multietapa. En un cultivo de etapa uUnica las células huésped se
inoculan en un ambiente de cultivo y los procedimientos de la presente invencion se emplean durante una fase de
produccién Unica del cultivo celular. Como alternativa, se prevé un cultivo multietapa. En el cultivo multietapa las
células pueden cultivarse en una cantidad de etapas o fases. Por ejemplo, las células pueden cultivarse en un cultivo
de primera etapa o de fase de crecimiento en el que las células, posiblemente retiradas del almacenamiento, se
inoculan dentro de un medio adecuado para favorecer el crecimiento y la alta viabilidad. Las células pueden
mantenerse en la fase de crecimiento durante un periodo adecuado de tiempo mediante la adicién de medio nuevo
al cultivo de células huésped.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, el cultivo celular discontinuo o continuo esta previsto para mejorar el
crecimiento de las células de mamifero en la fase de crecimiento del cultivo celular. En la fase de crecimiento las
células se cultivan en condiciones y durante un periodo de tiempo que se maximiza para su crecimiento. Las
condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH, oxigeno disuelto (dO;) y similares, son las que se usan en el
huésped particular y seran evidentes para el experto en la materia. Generalmente, el pH se ajusta a un nivel de entre
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aproximadamente 6,5 y 7,5 usando buen un acido (por ejemplo, CO;) o una base (por ejemplo, Na,CO3; o NaOH).
Un intervalo de temperatura adecuado para cultivar células de mamifero tales como células CHO es de entre 30 a 38
°C y preferentemente aproximadamente 37 °C y un dO adecuado es entre 5-90 % de saturacion de aire.

En una etapa en particular las células pueden usarse para inocular una fase o etapa de producciéon del cultivo
celular. Como alternativa, tal como se ha descrito anteriormente, la fase o etapa de produccion puede ser continua
con la fase o etapa de inoculacién o crecimiento. En una realizacién el cultivo celular es un cultivo celular discontinuo
alimentado.

"o«

"Polipéptido", “péptido” y “proteina” se usan de forma intercambiable en el presente documento para hacer referencia
a un polimero de restos de aminoacidos. Un polipéptido puede ser de origen natural (derivado de tejido),
recombinante o de expresion natural a partir de preparaciones celulares procariotas o eucariéticas o producido
quimicamente mediante procedimientos sintéticos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que
uno o mas restos de aminoacidos es un mimético quimico artificial de un aminoacido natural correspondiente, asi
como a polimeros de aminoacidos de origen natural y polimeros de aminoacidos de origen no natural. “Miméticos de
aminoacidos” hace referencia a compuestos quimicos que tienen una estructura que es diferente de la estructura
quimica general de un aminoacido, pero que funciona de un modo similar a un aminoacido natural. Residuos no
naturales se describen bien en las referencias de patente y cientificas; unas pocas composiciones no naturales
ilustrativas utiles como miméticos de restos de aminoacidos naturales y directrices se describen a continuacion.
Miméticos de aminoacidos aromaticos pueden generarse mediante el reemplazo por, por ejemplo, D- o L-
nafilalanina; D- o L-feniglicina; D- o L-2 tieneilalanina; D- o L-1, -2,3-, 0 4- pireneilalanina; D- o L-3 tieneilalanina; D- o
L-(2-piridinil)- alanina; D- o L-(3-piridinil)- alanina; D- o L-(2-pirazinil)-alanina; D- o L-(4-isopropil)-fenilglicina: D-
(trifluorometil)-fenilglicina; D-(trifluorometil)-fenilalanina: D-p-fluoro-fenilalanina; D- o L-p-bifenilfenilalanina; D- o L-p-
metoxi-bifenilfenilalanina: D- o L-2-indol (alquil)alaninas; y, D- o L-alquilalaninas, en el que el alquilo puede ser
metilo, etilo, propilo, hexilo, butilo, pentilo, isopropilo, iso-butilo, sec-isotilo, iso-pentilo o aminoacidos no acidos
sustituido o no sustituido. Anillos aromaticos de aminoacido no natural incluyen, por ejemplo, anillos aromaticos de
tiazolilo, tiofenilo, pirazolilo, benzoimidazolilo, naftilo, furanilo, pirrolilo y piridilo.

"Péptido" tal como se usan en el presente documento incluye péptidos en los que son variaciones conservadoras de
aquellos péptidos ilustrados especificamente en el presente documento. "Variacion conservadora" tal como se usan
en el presente documento denota el reemplazo de un resto de aminoacido por otro, residuo biolégicamente similar.
Ejemplos de variaciones conservadoras incluyen, aunque no de forma limitativa, la sustitucién de un resto hidréfobo
tal como isoleucina, valina, leucina, alanina, cisteina, glicina, fenilalanina, prolina, triptéfano, tirosina, norleucina o
metionina por otro, o la sustitucion de un resto polar por otro, tal como la sustitucién de arginina por lisina, acidos
glutamicos o asparticos o glutamina por asparagina y similares. Aminoacidos hidrofilos neutrales que pueden
sustituirse entre si incluyen asparagina, glutamina, serina y treonina. "Variacion conservadora" también incluye el
uso de un aminoacido sustituido en lugar de un aminoacido parental no sustituido siempre y cuando los anticuerpos
provocados al polipéptido sustituido también inmunoreaccionen con el polipétido no sustituido. Tales sustituciones
conservadoras se encuentran dentro de la definicion de las clases de polipéptidos de la invencién. "Catidnico" tal
como se usan en el presente documento se refiere a cualquier polipéptido que posea una carga positiva neta a un
peH de 7,4. La actividad bioldgica de los péptidos puede determinarse mediante procedimientos estandar conocidos
para los expertos en la materia y que se describen en el presente documento.

"Recombinante" cuando se usa con referencia a una proteina indica que la proteina ha sido modificada mediante la
introduccion de un acido nucleico heterdlogo o proteina o la alteraciéon de una proteina o acido nucleico nativo.

Tal como se usa en el presente documento "proteina terapéutica" se refiere a cualquier proteina y/o polipéptido que
puede administrarse a un mamifero para provocar una respuesta biolégica o médica de un tejido, sistema, animal o
ser humano que es buscada, por ejemplo, por un investigador o clinico. Una proteina terapéutica puede provocar
mas de una respuesta biolégica o médica. Ademas, la expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" significa
cualquier cantidad que, en comparacion con un sujeto correspondiente que no ha recibido tal cantidad, resulta en,
aunque no se limita a, cicatrizar, prevencion o mejoria de una enfermedad, trastorno o efecto secundario, o una
disminucion de la velocidad de avance de una enfermedad o trastorno. El término también incluye dentro de su
ambito cantidades eficaces para mejorar la funcion fisiolégica normal asi como cantidades eficaces para causar una
funcion fisioldgica en un paciente que mejore o ayude en el efecto terapéutico de un segundo agente farmacéutico.

Todos los restos de "aminoacidos" identificados en el presente documentos se encuentran en la configuracion L
natural. Para seguir la nomenclatura estandar de polipéptidos, las abreviaturas para los restos de aminoacidos son
las siguientes:

1 Letra 3 Letras Aminoacido

Y Tyr L-tirosina
G Gly L-glicina
F Phe L-fenilalanina
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(continuacion)
1 Letra 3 Letras Aminoacido

M Met L-metionina
A Ala L-alanina

S Ser L-serina

| lle L-isoleucina
L Leu leucina

T Thr L-treonina
\% Val L-valina

P Pro L-prolina

K Lys L- lisina

H His L-histidina
Q Gln L-glutamina
E G gamic
w Trp L-triptofano
R Arg L-arginina
D Asp  L-acido aspartico
N Asn L-asparagina
C Cys L-cisteina

Cabe destacar que todas las secuencias de restos de aminoacidos se representan en el presente documento
mediante sus formulas cuya orientacion de izquierda a derecha se encuentra en la direccién convencional del amino-
terminal a carboxi-terminal.

En otra realizacion el polipéptido es un antigeno que se une a polipéptido. En una realizacion el antigeno que se une
a polipéptido se selecciona a partir del grupo que consiste en un receptor soluble, anticuerpo, fragmento de
anticuerpo, dominio variable unico de inmunoglobulina, Fab, F(ab’)2, Fv, Fv unida por disulfuro, scFv, anticuerpo
multiespecifico de conformacion cerrada, scFv unido por disulfuro o diacuerpo.

El término "antigeno que se une a polipéptido"”, como se usa en el presente documento se refiere a anticuerpos,
fragmentos de anticuerpo y otras construcciones de proteina que son capaces de unirse a un antigeno.

Los términos Fv, Fc, Fd, Fab, o F(ab)2 se usan con sus significados estandar (véase, por ejemplo, Harlow y col.,
ntibodies A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, (1988)).

Un "anticuerpos quimérico" se refiere a un tipo de anticuerpo disefiado por ingenieria que contiene una region
variable que se produce de forma natural (cadena ligera y cadenas pesadas) derivadas a partir de un anticuerpo
donante en asociacion con regiones constantes de cadena ligera y pesada derivadas a partir de un anticuerpo
aceptador.

Un "anticuerpo humanizado" se refiere a un tipo de anticuerpo disefiado por ingenieria que tiene sus RDC derivadas
a partir de una inmunoglobulina de donante no humano, las partes derivadas de inmunoglobulina restantes de la
molécula derivandose de una (0 mas) inmunoglobulina(s) humana(s). Ademas, los restos del soporte marco pueden
alterarse para conservar la afinidad de unién (véase, por ejemplo, Queen y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
86:10029-10032 (1989), Hodgson y col., Bio/Technology, 9:421 (1991)). Un anticuerpo aceptador humano adecuado
puede ser uno seleccionado a partir de una base de datos convencional, por ejemplo, la base de datos KABAT.RTM,
la base de datos Los Alamos y la base de datos Swiss Protein, mediante homologia a las secuencias de nucleétido y
aminoacidos del anticuerpo donador. Un anticuerpo humano caracterizado mediante una homologia a las regiones
marco del anticuerpo donador (sobre una base de aminoacidos) puede ser adecuado para proporcionar una region
constante de cadena pesada y/o una region marco variable de cadena pesada para la insercién de las RDC del
donante. Un anticuerpo aceptador adecuado capaz de donar regiones marco variables o constantes de cadena
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ligera puede seleccionarse de un modo similar. Cabe destacar que las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo
aceptador no son necesarias que se originan a partir del mismo anticuerpo aceptador. La técnica anterior describe
varios modos de producir tales anticuerpos humanizados -- véase por ejemplo el documento EP-A-0239400 y el
documento EP-A-054951.

El término "anticuerpo donandor" se refiere a un anticuerpo (monoclonal y/o recombinante) que contribuye que las
secuencias de aminoacidos de sus regiones variables, RDC u otros fragmentos funcionales o analogos de los
mismos a una primera pareja de inmunoglobulina, para proporcionar la region de codificacion de inmunoglobulina
alterada y anticuerpo alterado expresado resultante con el especificidad antigénica y actividad neutralizante
caracteristica del anticuerpo donador.

El término "anticuerpo aceptado” se refiere a un anticuerpo (monoclonal y/o recombinante) heterdlogo al anticuerpo
donador, que contribuye todo (o cualquier porcion, en algunas realizaciones todas) las secuencias de aminoacidos
que codifican sus regiones marco de cadena pesada y/o ligera y/o sus regiones constantes de cadena pesada y/o
ligera a la primera pareja de inmunoglobulina. En determinadas realizaciones un anticuerpo humano es el anticuerpo
aceptador.

"RDC" se definen como las secuencias de aminoacidos de regién determinante de la complementariedad de un
anticuerpo que son las regiones hipervariables de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina. Véase, por
ejemplo, Kabat y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 42 Ed., US Department of Health and Human
Services, National Institutes of Health (1987). Existen tres RDC (o regiones de RDC) de cadena pesada y tres de
cadena ligera en la parte variable de una inmunoglobulina. Por tanto, las "RDC" tal como se usan en el presente
documento se refieren todas las tres RDC de cadena pesada o a todas las tres RDC de cadena ligera (o todas
ambas de las RDC de cadena pesa vy ligera, si es el caso). La estructura y el plegamiento de proteinas del
anticuerpo puede significar que otros restos se consideran parte de la region de unién del antigeno y deberia
entenderse asi por un experto en la materia. Véase por ejemplo Chothia y col., (1989) Conformations of
immunoglobulin hypervariable regions; Nature 342, pag. 877-883.

Tal como se usan en el presente documento el término "dominio" se refiere a una estructura de proteina plegada que
tiene una estructura terciaria independiente del resto de la proteina. Generalmente, los dominios son los
responsables de propiedades funcionales separadas de proteinas y en muchos casos pueden afadirse, retirarse o
transferirse a otras proteinas sin la pérdida de la funcién del resto y/o del dominio. Un "dominio variable Unico de
anicuerpo” es un dominio de polipéptido plegado que comprende secuencias caracteristicas de dominios variables
de anticuerpo. Por lo tanto, incluye dominios variables de anticuerpo completo y dominios de variable modificados,
por ejemplo, en el cual uno o mas bucles se han reemplazado por secuencias que no son caracteristicas de
dominios variables de anticuerpos o dominios variables de anticuerpo que se han truncado o comprenden
extensiones N- o C-terminal, asi como fragmentos plegados de dominios variables que retienen al menos la
actividad de unién y especificidad del dominio de longitud completa.

La frase "dominio variable Gnico de inmunoglobulina" se refiere a un dominio de variable de anticuerpo Vu, Vin, VL)
que se une de forma especifica a un antigeno o epitopo independientemente de una region V o dominio distinto. Un
dominio variable Unico de inmunoglobulina puede estar presente en un formato (por ejemplo, homo- o hetero-
multimero) con otras, regiones variables distintas o dominios variables en los que otras regiones o dominios no son
necesarios para la uniéon de antigeno mediante el dominio variable Unico de inmunoglobulina (es decir, en los que el
dominio variable Unico de inmunoglobulina se une a antigeno independientemente de los dominios variables
adicionales). Un "anticuerpo de dominio" o "dAb" es lo mismo que un "dominio variable Unico de inmunoglobulina”
que es capaz de unirse a un antigeno tal como el término se usa en el presente documento. Un dominio variable
Unico de inmunoglobulina puede ser un dominio variable de anticuerpo humano, pero también incluye dominios
variables de anticuerpo Unico a partir de otras especies tales como roedores (por ejemplo tal como se desvela en el
documento WO 00/29004), tiburén nodriza y dAbs Vuu de camélidos (nanocuerpos). Vun de camélidos son
polipéptidos de dominio variable Unico de inmunoglobulina que se derivan de especies entre las que se incluye
camello, llama, alpaca, dromedario y guanaco, que producen anticuerpos de cadena pesada naturalmente libres de
cadenas ligeras. Tales dominios de Vuy pueden humanizarse segun las técnicas estandar disponibles en la técnica y
tales dominios aun se consideran "anticuerpos de dominio" segun la invencion. Tal como se usa en el presente
documento, "V4 incluye dominios Vi de camélidos. VRAN son otro tipo de dominio variable Unico de inmunoglobula
que se identificaron en pez cartilaginoso incluyendo tiburén nodriza. Estos dominios también son conocidos como
region variable de receptor de antigeno nuevo (comunmente abreviados como V(RAN) o VRAN). Para mas detalles,
véase, Mol. Immunol. 44, 656-665 (2006) y el documento US20050043519A.

El término "dominio que se une a epitopo" se refiere a un dominio que se une de forma especifica a un antigeno o
epitopo independientemente de una regién V o dominio distinto, este puede ser un anticuerpo de dominio (dAb), por
ejemplo un ser un dominio de variable unico de inmunoglobulina humano, camélido o de tiburén.

Como se usa en el presente documento, el término "sitio de union a antigeno" se refiere a un sitio sobre una proteina
en el cual es capaz de unirse especificamente a un antigeno, este puede ser un dominio Unico, por ejemplo un
dominio que se une a epitopo, o pueden ser dominios Vu/V. emparejados como se pueden encontrar en un
anticuerpo estandar. En algunos aspectos de la invencién dominios de cadena uUnica Fv (ScFv) pueden proporcionar
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sitios de unién a antigeno.

Los términos " "mAbdAb" y dAbmAb" se usan en el presente documento para referirse a proteinas que se unen a
antigeno de la presente invencion. Los dos términos pueden usarse indistintamente y estan previstos para que
tengan el mismo significado tal como se usa en el presente documento.

Ejemplo 1--Materiales y procedimientos/Disefio experimental

Se seleccionaron varios compuestos intermedios de ciclo de ATC para un experimento de respuesta a la dosis
basandose en la disponibilidad en el mercado, bien el acido o su sal sédica se adquirieron de Sigma Aldrich para
preparar soluciones de alimentacion para usarse en el estudio. Los compuestos seleccionados fueron acido pirtvico,
acido citrico, acido de a-cetoglutarico, acido fumarico, acido malico (o sales de sodio) y acido oxaloacético (no hay
sal sédica disponible).

El acido oxaloacético y el acido malico se afiadieron al cultivo a una concentracion final de 5 mM, 10 mM y de 15mM.
El resto de los intermediaros de ATC se sometieron a ensayo y se afiadieron al cultivo a una concentracion final de
15 mM, 30 mM y 45 mM. La Figura 1 resume los componentes del ciclo de ATC sometidos a ensayo y su ubicacion
en la trayectoria. La Tabla 1 resume la condicion de operacion de los matraces de agitacion en el estudio asi como
los programas de alimentacion para el estudio de respuesta a la dosis.

Los matraces de agitacion se control se les establecié cada vez un brazo en el estudio iniciado. Los matraces de
agitacion de control eran cultivos discontinuos alimentados sin la adicion de ningin compuesto intermedio de ATC.
Todas las condiciones sometidas a ensayo se realizaron en duplicado en matraces de agitacion.

Tabla 1 Condiciones de operacién para matraces de agitacion para el estudio de respuesta a la dosis

Linea celular DG44 CHO
'Volumen del recipiente/volumen de trabajo (ml) 250/150
Valocidad de agitacion (RPM) 150
Temperatura (°C) 35
Concentraciéon de CO; en la incubadora (%) 5
Concentracion de células viables Inicial diana (CCVi) (x 0,8-1,0

108células/ml)

Tipo medio 9-01-3-0174

Alimentacion de hidrolisatos En el dia 4 después de la
inoculacion

Alimentacion de compuestos intermedios de ATC En el dia 5 después de la
inoculacion

Ejemplo 2-- Disefio de experimento (DDE) para probar interacciones sobre compuestos intermedios de ATC
seleccionados/Procedimientos analiticos

El experimento para probar interacciones de todos los componentes seleccionados se llevé a cabo en dos bloques.
Cada uno de los bloques se disefid para contener puntos centrales y matraces de agitacion de control (cultivos
discontinuos, sin adicion de ningin componente). El primer bloque prob6 las interacciones del acido piruvico, acido
de a-cetoglutarico, fumarico y acido oxaloacético. El segundo bloque probé las interacciones del acido pirdvico,
acido de a-cetoglutarico, acido fumarico, oxaloacético y acido malico. La Figura 2 muestra la configuracion
experimental para el bloque n.° 1 y la Figura 3 muestra la configuracion experimental par ale bloque n.° 2. Todas las
condiciones se llevaron a cabo en duplicados. Las condiciones de operacion para los matraces de agitacion se
muestran en la Tabla 2

Tabla 2 Condiciones de operacién para matraces de agitacion para el estudio de DDE

Linea celular DG44 CHO
'Volumen del recipiente/volumen de trabajo (ml) 250/150
Valocidad de agitacion (RPM) 150
Temperatura (°C) 35
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(continuacion)
Concentraciéon de CO; en la incubadora (%) 5

Concentracion de células viables Inicial diana (CCVi) (x 1,0
108células/ml)

Tipo medio 9-01-3-0174

Alimentacion de hidrolisatos y alimentacion de vitaminas En el dia 4 después de la
inoculacion

Alimentacion de compuestos intermedios de ATC En el dia 5 después de la
inoculacion

Los cultivos de matraz de agitacion se tomaron muestras cada otro dia para determinar la concentracion celular total
(CCT), concentracion de células viables (CCV), viabilidad celular, concentracion de metabolito (glucosa, lactato,
glutamina, glutamato y amoniaco y osmolaridad. La muestra principa se dividié en ensayos a base de células (CCT,
ensayos de viabilidad) y ensayos libres de células (concentracion de metabolitos, osmolaridad). Las muestras de
seguridad (sobrenadantes libres de células) para referencias futuras se produjeron medinte la centrifugacion de la
muestra principal y alicuotando 1,8 ml en crioviales Nunc que se almacenaron posteriormente a -70°C. El titulo se
determind sobre las muestras filtrado a travésd eun filtro de 0,22 um.

La CCT, CCV y la viabilidad se determinaron usando un recuento celular automatico basandose en el procedimiento
de exclusion de azul tripan (ViCell XR, Beckman Coulter). Las muestras se pretrataron con proteasa antes del
recuento celular (TripLE, Life Technologies, EE.UU.) usando volimenes iguales de solucién materia de proteasa y
cultivo. La incubacion para permitir la disociacion se llevé a cabo durante 20-25 minutos a 37 °C con agitacion suave.
Los metabolitos se midieron usando Nova Bioprofile (Nova Bioprofile 400); que se hace funciona sobre reacciones
electroquimicas a base de enzimas. La medicién de la osmolaridad se basé en el procedimiento de depresién de
punto de congelacion (Advanced Instruments, Model N/A). Las muestras libres de células filtradas se enviaron el
grupo de desarrollo bioanalitico para la acumulacion de anticuerpos y la determinacion de la actividad de union
(Biacore).

Calculo de parametros
Integral de la concentracion de células viables (CVI)

La integral de las células viables se calculé usando datos de CCV y aplicando la regla del trapezoide siguiendo la
formula,

o=y BBl oy ]
n=1

()
en la que:

CVI, Integral de densidad de células viables [=] (106 células/ml).dia

t, tiempo de cultivo [=] dias

CCV, densidad de células viables [=] 106 células/ml

ni, nimero de muestras tomado a lo largo del cultivo, para fines de célculo i=4

La productividad especifica se calculd usando los ultimos datos de titulo divididos por el ultimo valor de CVI
calculado.

Ejemplo 3--Resultados de respuesta a la dosis

El experimento se dividid en tres bloques. El primer bloque probd el acido piravico, acido citrico, acido a-
cetoglutarico y acido fumarico. El segundo bloque prob¢ el acido oxaloacético y el tercer bloque el acido malico.

La Figura 4 muestra los resultados de CCV promedio consolidados para todas los matraces de agitacion. Todos los
cultivos tratados con acido citrico perdieron considerablemente viabilidad a los dos dias después de la adiciéon de
4cido citrico al cultivo tal como se indica mediante la reduccién en la concentracion de células viables. Acido malico
afiadido en alta concentracion (15 mM y 30 mM) al cultivo también indujo la pérdida de viabilidad celular tal como se
observa en la Figura 4. En este caso, la adicion de acido malico mostré un efecto de respuesta a la dosis con el
descenso mas rapido en la viabilidad inducido por la concentracion de 30 mM de acido malico, seguido por 15 mM y
ningun descenso en la viabilidad (en comparacién con los matraces de agitacion de control) cuando la concentracion
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de acido malico en el cultivo era de 5 mM.

La acumulacién de lactato dependia del tipo y cantidad de compuesto intermedio afiadido al cultivo. Los matraces de
agitacion de control mostraron una baja acumulacion de lactato (< 1,0 g/l) alcanzando su maximo alrededor del dia 7
seguido por una etapa de consumo de lactato.

Cuando se afiadié 45 mM de acido piravico al cultivo, la acumulacién de lactato alcanzé alrededor de 3 g/l. Todos los
otros compuestos intermedios de ETC influenciaron la acumulacion de lactato a niveles de entre 1 g/l a 2 g/l. El perfil
de acumulacion de lactato en matraces de agitacion con acido malico a una concentracion final de 5 mM fue similar
al observado en los matraces de agitacion de control.

Los perfiles de amonio mostraron distintos niveles de acumulacion. La concentracion de amoniaco en matraces de
agitacion que analizaba las condiciones de control alcanzé cerca de los 9 mM. La Figura 6 resume los datos para
todas las condiciones analizadas en el estudio de respuesta a la dosis. La adicién de acido pirtvico al cultivo a una
concentracion final de 45 mM el dia 5 indujo un consumo de amoniaco hasta el dia 10. Después de este punto de
tiempo en el cultivo, la acumulacién de amoniaco rse reinicié y alcanzé una concentracion final de 7 mM. Cuando se
afiadio el acido pirtvico a 30 mM el efecto de consumo de amoniaco durd solo hasta el dia 8 y a continuacion el
amoniaco se acumulé a 8 mM. La adicién de acido pirdvico a una concentracion final de 15 mM solo tuvo un efecto
minimo en la reduccién de amoniaco y cultivos que acumularon amoniaco a un nivel ligeramente superior que el
encontrado en los matraces de agitacion de control.

Los compuestos intermedios de ATC que proporcionaron el mejor control en la acumulacion de amoniaco fueron el
acido de a-cetoglutarico y el acido oxaloacético. Aquellos compuestos intermedios a concentraciones analizadas
mantuvieron una concentracion de amoniaco de entre 3 mM y 6 mM. La Figura 7 resume el efecto del acido de a-
cetoglutarico y el acido oxaloacético sobre la acumulaciéon de amoniaco.

La adicién de compuestos intermedios de ATC al cultivo también afecté la productividad especifica de las células
final. En el caso de los cultivos de control, el valor de productividad especifica de las células que se calcul6 tenia un
promedio de 31 pg/célula/dia (intervalo 24-35 pcd); los cultivos tratados con 45 mM de acido pirivico mostraron una
disminucion en la productividad especifica de las células a ~24 pg/célula/dia. Solo los cultivos tratados con acido
oxoaloacético mostraron una reduccién en los niveles de acumulacion de amoniaco y mantuvieron los valores de
productividad especificos celulares tal como se muestra en la Figura 8. La adicién de todos los otros compuestos
intermedios de ATC mostré una disminucién en la productividad especifica de las células.

Por lo tanto, el mejor compuesto intermedio de ATC para controlar el amoniaco y mantener niveles de productividad
especificos celulares es el acido oxaloacético en concentraciones de 5-15 mM en el cultivo.

Ejemplo 4--Interacciones entre compuestos intermedios de ATC (dos a cinco). Resultados del DDE

A partir de los experimentos de respuesta a la dosis, el acido pirtvico, acido malico, acido oxaloacético, acido
fumarico y acido de a-cetoglutarico fueron superiores a las interacciones de prueba. La concentracion de cada uno
de los compuestos intermedios se escogid segun la concentracién que mostraba una respuesta durante el
experimento de respuesta a la dosis. En algunos casos, la concentracion escogida fue entre dos valores realmente
analizados durante el experimento de respuesta a la dosis.

El experimento se configuré en dos bloques debido al nimero de matraces de agitacion en el estudio completo. La
Figura 2 y la Figura 3 muestra las condiciones analizadas por bloque. Cada bloque contenia condiciones de control
(sin la adicion de compuestos intermedios de ATC).

La concentracion de células viables mostré valores maximos similares para todas las condiciones analizadas tal
como se muestra en la Figura 9. El descenso en la CCV el dia 6 se explica por la adicion de los compuestos
intermedios de ATC ya que alguna dilucion del cultivé ocurrio para obtener las concentraciones finales deseadas en
el cultivo.

En el caso de la acumulacién de amoniaco, la respuesta a los compuestos intermedios mostré una gran variacion.
Los cultivos en condiciones de control mostraron una acumulaciéon de amoniaco tan alta como 9 MM mientras que la
mezcla de 20 mM de acido pirdvico, 20 mM de a-cetoglutarato, 20 mM de acido fumarico mostrd la acumulacion de
amoniaco mas baja a 2 mM al final del cultivo. Tal como se ha observado en los estudios de respuesta a la dosis, el
acido malico y el acido piravico pudo suprimir la generacion de amoniaco durante unos pocos dias y a continuacion
los niveles de amoniaco aumentar a una concentracion final similar a la de los cultivos de control. La Figura 10
resume los datos para todas las condiciones.

La Figura 11 muestra la acumulacion de amoniaco maxima para todas las condiciones sometidas a ensayo. Los
cuadros con texto muestran las condiciones con la acumulacién de amoniaco mas baja. Varias de las combinaciones
mostraron un control sobre la concentracion de amoniaco. Todas las condiciones marcadas mostraron una
concentracion de amoniaco maxima cerca de 4 mM (concentracion de amoniaco en el control es de ~ 9 mM).

Cuando las condiciones que conducen a una acumulacion de amoniaco se registran en los datos de productividad
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especificos celulares (Figura 12), los resultados muestran que algunas de las combinaciones de compuestos
intermedios de ATC tienen un efecto negativo sobre la productividad especifica de las células en comparacién con
los de control.

De todas las condiciones analizadas, las combinaciones de 5 mM de acido malico / 20 mM 20 de acido pirtvico, 5
mM de acido malico / 20 mM de acido fumarico, 5 mM de acido malico / 20 mM de acido de a-cetoglutarico y 20 mM
de acido de a-cetoglutarico mantienen la productividad especifica de las células y controlan la generacion de
amoniaco. En todos los casos, la productividad especifica de las células se mantuvo a un nivel cerca de los 30
pg/célula/dia.

Ejemplo 5--Analisis adicional de experimentos de compuestos intermedios de ATC.

Las Figuras 13a, 13b y 13c muestran la respuesta a la dosis de piruvato en comparacion con el cultivo de control. La
concentracion de NH4* depende de la dosis, pero el efecto dura solo unos pocos dias. La produccion de NH4* se
reanuda una vez se ha consumido el piruvato (Figura 13b). El orden de las figuras muestra (a) la concentracion
viable celular, (b) acumulaciéon de NHs* como una funciéon del tiempo de cultivo 30 y (c) produccion de NH4*
especifico celular. En la figura (c) la pendiente de la curva indica la produccion especifica celular o tasas de
consumo.

En el caso del malato, el experimento de respuesta a la dosis indica que las concentraciones superiores a 5 mM son
toxicas para las células. A una concentracion de 5 mM, no hay un efecto claro del acido malico sobre la acumulacion
o produccién de NH,* tal como muestran las Figuras 14b y 14c.

La adicion de acido de citrato tiene efectos perjudiciales en el cultivo. Debe evitarse su uso para reducir la
acumulacion de NH,*.

Se configuré un segundo experimento para verificar los resultados del primer experimento usando compuestos
intermedios seleccionados afadidos a una determinada concentracion. En este experimento, solo se observaron
efectos minimos en la concentracién celular mientras que se confirmaron los resultados. La adicion de malato,
oxaloacetato y piruvato redujeron parcialmente la acumulacion y reduccion de NH4* (Figura 16b y 16¢); la adicién de
fumarato ralentiza la produccion y acumulacién de NH4*. En el caso del a-KG, la Figura 16c indica que el NH4* se
consume, lo que también se muestra en la Figura 18b.

Las Figuras 17a a 17c muestran el efecto de la adicion de dos compuestos intermedios de ATC al cultivo. En
general, la CCV no se vio gravemente afectada (Figura 17a) puesto que los recuentos de células no mostraron
grandes diferencias en comparacion con el cultivo de control o se recuperaron segun continué el cultivo.

En el caso de la produccion y acumulacion de NH4*, resulté evidente que la adicion de dos compuestos intermedios
de ATC resulta en un mejor control de NH4*. A partir de la Figura 17c, es posible notar que las combinaciones que
contienen a-KG resultaron en tasas de produccion especificas celulares inferiores y una concentracion de NH4*
estable en el cultivo (curvas alrededor de la linea de puntos negra).

Las Figuras 18a a 18c muestran el efecto de la adicion de 3 compuestos intermedios de ATC al cultivo. Para las
combinaciones de a-KG/Fumarato/OAA y Piruvato/a-KG/OAA, el recuento de células,

se vio significativamente afectados después de la adicidon de esta combinacion sugiriendo que su uso debe evitarse.
En el caso de la combinacion de piruvato/a-KG/fumarato, el efecto sobre los recuentos de células fue menos
pronunciado. Esta misma combinacién mostré una reduccion en la tasa de produccion de NH,* y estabilizacion de la
concentracion de NH,* (Figuras 18c y 18b, respectivamente).

Las Figuras 19 a 22 muestran el promedio de productividad especifica de las células para la adicion de un
compuesto intermedio de ATC (Figuras 19 y 20), combinaciones de dos compuestos intermedios de ATC (Digura 21)
y tres compuestos intermedios de ATC (Figura 22).

a-KG se identificd como el compuesto intermedio de ATC mas eficaz para reducir la acumulacion de NH4* cuando se
usa solo. Sin embargo, También tiende a mostrar una reduccion en la productividad especifica de las células tal
como se muestra en las Figuras 19y 20 (por aproximadamente un 10-20 % en comparacién con el control).

En caso de combinaciones de compuestos intermedios de ATC, la combinaciéon de Piruvato/Malato (5mM/20mM)
preservo la productividad especifica de las células mientras que alcanzé una reduccion aceptable de NH4* (Figuras
17b y 17¢). Existe una cantidad de combinaciones posibles que podrian usarse para reducir la acumulacién de NH4*
y deben evaluarse basandose en el objetivo. Se espera que las combinaciones que incluyen a-KG funcionen mejor
que otras combinaciones a costa de la productividad especifica de las células reducida.

Finalmente, algunas combinaciones que incluyen 3 compuestos intermedios de ATC también reducen la
acumulacién de NH,4*.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de reduccién de la concentracion de iones amonio en un cultivo de células de mamifero, que
comprende las etapas de:

cultivar las células en un medio de cultivo celular y

poner en contacto o administrar una cantidad eficaz de una composicion de compuestos intermedios de acido
tricarboxilico ("ATC") al medio de cultivo celular, en el que la composicion de compuestos intermedios de ATC
comprende aproximadamente de 3 mM a aproximadamente 45 mM de acido malico y de aproximadamente 3 nM
a aproximadamente 45 mM de acido pirlvico.

2. Un procedimiento de mantenimiento o aumento de la productividad celular de células disefiadas para expresar
proteinas terapéuticas en un cultivo de células de mamifero, en la que la generacion de iones de amonio se reduce,
que comprende las etapas de:

cultivar las células en un medio de cultivo celular y

poner en contacto o administrar una cantidad eficaz de una composicién de compuestos intermedios de ATC al
medio celular, en el que la composicién de compuestos intermedios de ATC comprende aproximadamente de 3
mM a aproximadamente 45 mM de acido malico y de aproximadamente 3 mM a aproximadamente 45 mM de
acido piravico.

3. Un procedimiento de mantenimiento o aumento de cultivo celular en un cultivo de células de mamifero, en el que
la generacion de iones de amonio se reduce, que comprende las etapas de:

cultivar las células en un medio de cultivo celular y

poner en contacto o administrar una cantidad eficaz de una composicién de compuestos intermedios de ATC al
medio de cultivo celular, en el que la composicion de compuestos intermedios de ATC comprende
aproximadamente de 3 mM a aproximadamente 45 mM de acido malico y de aproximadamente 3 mM a
aproximadamente 45 mM de acido pirdvico.

4. Un procedimiento de reduccion de la influencia de la acumulacion de iones de amonio en patrones de glicosilacion
de anticuerpos en un cultivo celular, en el que la generaciéon de iones de amonio se reduce, que comprende las
etapas de:

cultivar las células en un medio de cultivo celular y

poner en contacto o administrar una cantidad eficaz de una composicién de compuestos intermedios de ATC al
medio de cultivo celular, en el que la composicion de compuestos intermedios de ATC comprende
aproximadamente de 3 mM a aproximadamente 45 mM de acido malico y de aproximadamente 3 mM a
aproximadamente 45 mM de acido pirdvico.

5. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el cual la productividad especifica de las
células también se mantiene.

6. Un medio de cultivo celular que comprende aproximadamente de 3 mM a aproximadamente 45 mM de acido
malico y de aproximadamente 3 mM a aproximadamente 45 mM de acido pirtvico.

7. Un medio de cultivo celular segun la reivindicacion 6, en el cual la productividad especifica de las células también
se mantiene.
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Experimento de compuestos intermedios del ciclo TCA
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Figura 1 Disefio experimental para el estudio de respuesta a la dosis de los

compuestos intermedios del ciclo de ATC
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Experimento de interaccion de compuestos intermedios
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Figura 7 Acumulacién de amonio para la adicion de a-KG y acido oxaloacético a
cultivo. Las lineas muestran el promedio de matraces de agitacién de
duplicados para cada condicién sometida a ensayo
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