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DESCRIPCION
Células y procedimiento de cultivo celular
Campo de la invencién

La invencién se refiere a un procedimiento de cultivo celular en el que las células se modifican para reducir el nivel de
sintesis de inhibidores del crecimiento y/o de la productividad por la célula. La invencién también se refiere a un
procedimiento de cultivo celular para mejorar el crecimiento celular y la productividad, en especial en el cultivo de
alimentacion discontinua de células de mamifero a alta densidad celular.

Antecedentes de la invencion

Las proteinas han adquirido una importancia creciente como agentes diagnésticos y terapéuticos. En la mayoria de
los casos, las proteinas para aplicaciones comerciales se producen en cultivos celulares, a partir de células que han
sido disefiadas y/o seleccionadas para producir niveles excepcionalmente elevados de una proteina concreta de
interés. La optimizacién de las condiciones de cultivo celular es importante para el éxito de la produccién comercial de
proteinas. Las células de mamifero tienen un metabolismo ineficiente que hace que consuman grandes cantidades de
nutrientes y conviertan una cantidad importante de ellos en subproductos. Los subproductos se liberan al cultivo y se
acumulan durante el desarrollo del mismo. El lactato y el amoniaco, conocidos por ser los inhibidores convencionales
de las células en cultivo, son los dos principales subproductos del metabolismo celular que se acumulan a niveles
elevados en cultivo y, mas allad de determinadas concentraciones, empiezan a inhibir el crecimiento y la productividad
de las células en cultivo. Se han desarrollado procedimientos de cultivo celular destinados a reducir la cantidad de
lactato y amoniaco en el medio de cultivo celular que pueden aumentar el crecimiento y la productividad de las células
de mamifero. Sin embargo, el crecimiento celular sigue ralentizandose incluso cuando las concentraciones de lactato
y amoniaco se mantienen bajas, lo que limita la densidad celular méxima y la productividad de las células. Martje et
al., "BCAT1 promotes cell proliferation through amino acid catabolism in gliomeas carriying wild-type IDH1", Nature
Medicine, vol. 19, n.° 7 2013, péaginas 901-908, divulgan el papel de BCAT1 en gliomas portadores de IDH1 de tipo
salvaje. Zhi-Qiang Want et al., "BCAT1 expression associates with overian cancer progression: possible implications
in altered disease metabolism", Oncotarget, 2015, pagina 31522, notifican que la atenuacion de la expresién de BCAT1
en células de cancer de ovario epitelial ("epithelial ovarian cancer', EOC) condujo a una fuerte disminucién de la
proliferacion celular, la migracién y la invasién e inhibi6 la progresién del ciclo celular. Wen Zhou et al., "Over-
expression of BCAT1, a c-Myc target gene, induces cell proliferation, migration and invasion in nasopharyngeal
carcinoma", Molecular Cancer, Biomed Central, vol. 12, n.® 1 2013, pagina 53 divulgan el efecto de la sobreexpresién
de BCAT1 en el carcinoma nasofaringeo.

Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar sistemas de cultivo celular mejorados para la produccién 6ptima de
proteinas. En concreto, se necesitan procedimientos de cultivo celular que proporcionen una mayor densidad y/o
valoracién de células viables y, en especial, células modificadas para reducir el nivel de sintesis de inhibidores del
crecimiento y/o de la productividad.

Sumario de la invencién
La invencién se define en las reivindicaciones.

En un aspecto se proporciona una célula que comprende un gen modificado que reduce el nivel de sintesis de
inhibidores del crecimiento y/o de la productividad por la célula, en la que el gen modificado es Bcat1, en la que la
modificaciéon reduce la expresién génica de Bcat1, y en la que la célula expresa una proteina recombinante o una
proteina recombinante heteréloga, en la que la célula es una célula CHO, en la que la célula comprende la inactivacion
o la atenuacién del gen Beat1 y en la que la atenuacién de Bcat1 es menor o igual a cualquiera del 10, 5, 2,5 por ciento
del nivel de expresién o actividad de Bcat1 en comparacion con células no modificadas.

La invencion también se refiere a un procedimiento de cultivo celular que comprende proporcionar células como se
reivindica en un medio de cultivo celular para iniciar un proceso de cultivo celular, en el que las células se modifican
para reducir el nivel de sintesis de inhibidores del crecimiento y/o de la productividad por la célula.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1A muestra las caracteristicas de crecimiento y los perfiles metabdlicos de las células CHO en el proceso
convencional de alimentacién discontinua. Los datos indicados incluyen densidades de células viables (cuadrados
negros), niveles de lactato en cultivo (tridngulos negros) y niveles de amoniaco (rombos negros). También se indica la
valoracién de la recoleccion (concentracién de proteinas en el dia 12).

La figura 1B muestra las caracteristicas de crecimiento y los perfiles metabdlicos de las células CHO en un proceso
HiPDOG. Los datos indicados incluyen densidades de células viables (cuadrados negros), niveles de lactato en cultivo
(triangulos negros) y niveles de amoniaco (rombos negros). También se indica la valoracién de la recoleccién
(concentracion de proteinas en el dia 12).
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La figura 2 muestra gréaficos que indican la densidad de células viables de las células GS-CHO (en adelante GS-CHO,
linea celular A) en el dia 0, el dia 3 y el dia 6 cuando se exponen a concentraciones crecientes de acido 2-hidroxibutirico
(figura 2A), homocisteina (figura 2B) o &cido indolcarboxilico (figura 2C). Las células GS-CHO se inocularon en medio
A a bajas densidades de células viables y se trataron con las concentraciones indicadas de los inhibidores,
individualmente. El efecto de los inhibidores sobre el crecimiento de las células se controlé durante 6 dias.

La figura 3 muestra el efecto de concentraciones crecientes de dos metabolitos, el 4-hidroxifenilpiruvato (figura 3A) y
el fenil-lactato (figura 3B) sobre la densidad de células viables de las células GS-CHO. Las células GS-CHO se
inocularon en medio A a bajas densidades de células viables y se trataron con las concentraciones indicadas de los
inhibidores, individualmente.

Las figuras 4 y 5 muestran el efecto de concentraciones crecientes de cuatro metabolitos, indol-lactato (figura 4A), 3-
(4-hidroxifenil)lactato (figura 4B), formiato de sodio (figura 5A) e isovalerato (figura 5B), sobre la densidad de células
viables de las células GS-CHO. Las células GS-CHO se inocularon en medio A a bajas densidades de células viables
y se trataron con las concentraciones indicadas de los inhibidores, individualmente.

La figura 6 muestra el efecto de cuatro metabolitos (4-hidroxifenilpiruvato, indol-lactato, fenil-lactato y 3-(4-
hidroxifenil)lactato) sobre la densidad de células viables de las células GS-CHO en comparacién con un control en el
que las células se cultivan en ausencia de los metabolitos. Las células GS-CHO se inocularon en medio A a bajas
densidades de células viables y se trataron con medio fresco solo 0 medio fresco que contenia los cuatro metabolitos
mencionados en combinacién a concentraciones que se detectaron en el dia 7 del cultivo HIPDOG (véase la tabla 4).
El efecto de los inhibidores sobre el crecimiento de las células se controlé durante 6 dias.

La figura 7A muestra las densidades de células viables de las células GS-CHO en el proceso "HiIPDOG" (cuadrados
negros) y "bajo en AA + HIPDOG" (rombos negros).

La figura 7B muestra la valoracién del cultivo (IgG) en diferentes dias en el proceso "HIPDOG" (cuadrados negros) y
"bajo en AA + HIPDOG" (rombos negros).

Las figuras 8 y 9 muestran las concentraciones de cuatro aminoacidos en el "proceso HiIPDOG con restriccién de
aminoécidos (bajo en AA + HIPDOG)" (cuadrados negros) y en el proceso "HiIPDOG" (rombos negros). Los cuatro
aminoécidos son tirosina (figura 7A), triptéfano (figura 8B), fenilalanina (figura 9A) y metionina (figura 9B).

La figura 10A muestra las densidades de células viables de las células GS-CHO durante un proceso de cultivo celular
utilizando diferentes condiciones divulgadas en el ejemplo 5 (HIPDOG1 (cuadrados negros), HIPDOG2 (circulos
negros), bajo en 4AA+HIPDOG (rombos negros), bajo en 8AA+HIPDOG (tridngulos negros)).

La figura 10B muestra la valoracién del cultivo (IgG) en diferentes dias en un proceso de cultivo celular utilizando
células GS-CHO y diferentes condiciones de cultivo celular divulgadas en el ejemplo 5 ((HIPDOG1 (cuadrados negros),
HiIPDOG?2 (circulos negros), bajo en 4AA+HIPDOG (rombos negros), bajo en 8AA+HIPDOG (triangulos negros)).

Las figuras 11, 12, 13 y 14 muestran las concentraciones de tirosina (figura 11A), metionina (figura 11B), fenilalanina
(figura 12A), triptéfano (figura 12B), leucina (figura 13A), treonina (figura 13B), glicina (figura 14A) y serina (figura 14B)
durante el cultivo celular de células GS-CHO utilizando las condiciones descritas en el ejemplo 5 ((HIPDOG1
(cuadrados negros), (HIPDOG?2 (circulos negros), bajo en 4AA+HIPDOG (rombos negros), bajo en 8AA+HIPDOG
(triangulos negros)).

Las figuras 15 y 16 muestran la concentracién de 3-(4-hidroxifenil)lactato (figura 15A), isovalerato (figura 15B) e indol-
3-lactato (figura 16) en el dia 5, dia 7 y dia 9 del cultivo celular de células GS-CHO utilizando las condiciones divulgadas
en el ejemplo 5 ((HIPDOG1 (cuadrados negros), HIPDOG2 (circulos negros), bajo en 4AA+HIPDOG (rombos negros),
bajo en 8AA+HIPDOG (triangulos negros)).

La figura 17 muestra las densidades de células viables de las células GS-CHO y la valoracién del cultivo (IgG) durante
un proceso de cultivo celular utilizando las condiciones divulgadas en el ejemplo 5 ((bajo en 4AA+HIPDOG (rombos
negros), bajo en 8AA+HIPDOG (triangulos negros)).

Las figuras 18A y 18B muestran las densidades de células viables de las células GS-CHO y la valoracién del cultivo
(IgG) durante un proceso de cultivo celular utilizando las condiciones divulgadas en el ejemplo 6 ((HIPDOG (cuadrados
negros), bajo en 8AA+HIPDOG (triangulos negros)).

Las figuras 19 y 20 muestran la concentracién de 3-(4-hidroxifenil)lactato (figura 19A), isovalerato (figura 19B) e indol-
3-lactato (figura 20) en el dia 5, dia 7 y dia 10 del cultivo celular de células GS-CHO utilizando las condiciones
divulgadas en el ejemplo 6 ((HIPDOG (cuadrados negros), bajo en 8AA+HIPDOG (triangulos negros)).

Las figuras 21A y 21B muestran las densidades de células viables de las células GS-CHO y la valoracién del cultivo
(1gG) durante un proceso de cultivo celular utilizando diferentes condiciones divulgadas en el ejemplo 6 ((HIPDOG
(cuadrados negros), bajo en 4AA+HIPDOG (rombos negros)).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 989 780 T3

Las figuras 22 y 23 muestran la concentracién de 3-(4-hidroxifenil)lactato (figura 22A), isovalerato (figura 22B) e indol-
3-lactato (figura 23) en el dia 5 y en el dia 7 del cultivo celular de células GS-CHO utilizando las condiciones divulgadas
en el ejemplo 6 ((HIPDOG (cuadrados negros), bajo en 4AA+HIPDOG (rombos negros)).

Las figuras 24 y 25 muestran respectivamente las vias de la fenilalaninaftirosina y de la leucina incluidas las enzimas
metabdlicas implicadas en la via y sus ramas, también se tabula la medicién de RT qPCR de la abundancia de
transcritos indicada para los genes de la via como nimero de ciclo o Ct ("Threshold Cycle", ciclo umbral). Los valores
de Crde los genes metabdlicos se tabulan y comparan con el valor de Cyde un gen de mantenimiento bien
caracterizado, beta-actina. La diferencia entre el Ct del gen diana y el Ct de beta-actina se tabula como el ACy. Un
valor de ACt elevado indica un nivel de expresién génica bajo.

Figura 26: Andlisis de la expresion génica de los genes de la via de la fenilalanina/tirosina mediante ensayo RT-qPCR.
(A) Niveles de expresiéon de los genes de la via de la fenilalaninaftirosina en la linea celular A de CHO y en la linea
celular original de CHO. Los datos se representan como el logaritmo de la relacién entre el nivel de transcripcién del
gen de interés y el nivel de transcripcién de B-actina. Un valor mas alto indica una mayor expresién del gen. (B)
Esquema de la via catabdlica de la fenilalanina/tirosina. El fenilpiruvato, el fenil-lactato, el 4-hidroxifenilpiruvato y el 3-
(4-hidroxifenil)lactato son intermedios inhibidores y subproductos de la via. Las enzimas en gris claro son las que se
expresan a niveles muy bajos.

Figura 27: Analisis de la expresion génica de genes de la via de biosintesis y regeneracién de la tetrahidrobiopterina
(BH4) mediante ensayo RT-gPCR. (A) Esquema de la via de biosintesis y regeneracién de la tetrahidrobiopterina (BHa).
El GTP es la fuente de carbono para la biosintesis de BH4 catalizada por tres enzimas, GCH1, PTS y SPR. La via de
regeneracién de la BHs consta de dos enzimas, PCBD1 y QDPR, que juntas regeneran la BH4 a partir de la BHs-4a-
carbinolamina, que es el producto de la reaccién catalizada por PAH. (B) Niveles de expresién de genes de la via de
biosintesis y regeneracion de la tetrahidrobiopterina (BH4) en agrupamientos de células de la linea celular A de CHO,
de la linea celular B de CHO o de la linea celular original de CHO que sobreexpresan PAH de ratén. Los datos se
representan como el logaritmo de la relacion entre el nivel de transcripcién del gen de interés y el nivel de transcripcion
de B-actina. Un valor més alto indica una mayor expresién del gen.

Figura 28: Plasmidos utilizados para generar lineas de células CHO transgénicas que expresan PAH, HPD, HGD y
PCBD1 de ratén. (A) Mapa del plasmido del vector de expresidén para HAP de ratén. (B) Mapa del plasmido del vector
de expresién para HPD de ratén. (C) Mapa del plasmido del vector de expresioén para el HGD de ratén. (D) Mapa del
plasmido del vector de expresion para PCBD1 de raton.

Figura 29: Cinética de crecimiento de agrupamientos de células con transfeccién cuédruple (4x-tfxn) o de control con
transfeccién cuadruple negativa (4x-control-tfxn) en dos pases posteriores de cultivo celular sin tirosina. La duracién
del primer pase fue de tres dias y la del segundo, de cinco. (A) Agrupamientos de células derivadas de la linea celular
B de CHO. (B) Agrupamientos de células derivadas de la linea celular original de CHO. A: 4x-tfxn, m: 4x-control-tfxn.

Figura 30: Comparacién del rendimiento de los agrupamientos de células con transfeccién cuadruple derivadas de la
linea celular B (4x-tfxn) en el proceso de alimentacién discontinua HIPDOG sin tirosina en comparacién con los
agrupamientos de células de control de transfeccién cuadruple negativa (4x-control-tfxn) en el proceso de alimentacién
discontinua HiIPDOG original (suplementado con tirosina). (A) Densidad de células viables, (B) Viabilidad, (C)
Valoracién, (D) Niveles de 3-(4-hidroxifenil)lactato A: 4x-tfxn, m: 4x-control-tfxn.

Figura 31: Efecto de diferentes concentraciones de 2-metilbutirato (A) o isobutirato (B) sobre el crecimiento de la linea
celular A de CHO

Figura 32: Supresion de la acumulacién de 2-metilbutirato (B) e isobutirato (D) mediante el control de la concentracion
de isoleucina (A) y valina (C) a niveles bajos en los cultivos de alimentacién discontinua de la linea celular C de CHO.
A bajoen AA #: bajo en AA, m: Control

Figura 33: Analisis de la expresién génica de los genes de la via de la leucina mediante ensayo RT-gPCR. (A) Niveles
de expresion de genes de la via de la leucina en la linea celular A de CHO y en la linea celular original de CHO. Los
datos se representan como el logaritmo de la relacidén entre el nivel de transcripcién del gen de interés y el nivel de
transcripcién de B-actina. Un valor mas alto indica una mayor expresién del gen. (B) Esquema de las vias catabdlicas
de la leucina, isoleucina y valina. El isovalerato, el 2-metilbutirato y el isobutirato son subproductos inhibidores del
crecimiento de las vias catabdlicas de la leucina, la isoleucina y la valina, respectivamente. BCAT1 (BCAT2) y
BCKHDA/BCKHDB son compartidos por las tres vias catabélicas. La atenuacién, la inactivacién o la inhibicién, por
ejemplo, la inhibicién con una molécula de inhibidor de molécula pequefia, de la actividad enzimatica de BCAT1 (y/o
BCAT2) o BCKDHA/BCKDHB reducira al mismo tiempo la biosintesis de los tres metabolitos inhibidores (isovalerato,
2-metilbutirato e isobutirato).

Figura 34: Transferencia Western para sondear los niveles de BCAT1 y B-actina en células CHO transfectadas
transitoriamente de forma independiente con cinco miARN contra BCAT1. (A) Niveles de proteina B-actina en la linea
celular original de CHO no transfectada o transfectada, (B) Niveles de proteina BCAT1 en la linea celular original de
CHO no transfectada o transfectada, (C) Niveles de proteina B-actina en la linea celular B de CHO no transfectada o
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transfectada, (D) Niveles de proteina BCAT1 en la linea celular B de CHO no transfectada o transfectada. Carril 1:
escalera de proteinas, carril 2: células no transfectadas, carril 3: células transfectadas con miARN de BCAT1 seq1.1a,
carril 4: células transfectadas con miARN de BCAT1 seqg2.1a, carril 5: células transfectadas con miARN de BCAT1
seq3.1a, carril 6: células transfectadas con miARN de BCAT1 seq4.1a, carril 7: células transfectadas con miARN de
BCAT1 seq5.1a, carril 8: células transfectadas con miARN de control negativo. Tamafio de la proteina: 42 kD para B-
actina y 43 kD para BCAT1

Figura 35: Transferencia Western para sondear los niveles de BCAT1 y B-actina en un agrupamiento estable de células
CHO generado a partir de transfecciones independientes con cinco miARN contra BCAT1. (A) Niveles de proteina B-
actina en agrupamientos estables generados a partir de transfecciones hacia la linea celular original de CHO, (B)
Niveles de proteina BCAT1 en agrupamientos estables generados a partir de transfecciones hacia la linea celular
original de CHO. Los detalles de la carga de gel para todos los geles son los siguientes. Carril 1: escalera de proteinas,
carril 2: células transfectadas con miARN de BCAT1 seq1.1a, carril 3: células transfectadas con miARN de BCAT1
seg2.1a, carril 4: células transfectadas con miARN de BCAT1 seq3.1a, carril 5: células transfectadas con miARN de
BCAT1 seq4.1a, carril 6: células transfectadas con miARN de BCAT1 seq5.1a, carril 7: células transfectadas con
miARN de control negativo. Tamafio de la proteina: 42 kD para B-actina y 43 kD para BCAT1

Descripcion detallada

La presente invencién proporciona procedimientos y medios para el cultivo celular. La presente invencién proporciona
procedimientos de cultivo celular en los que la concentracién de al menos un metabolito seleccionado de 3-(4-
hidroxifenil)lactato,  4-hidroxifenilpiruvato, fenil-lactato, fenilpiruvato, indol-lactato (indol-3-lactato), 4&cido
indolcarboxilico (indol-3-carboxilato), homocisteina, acido 2-hidroxibutirico, isovalerato, 2-metilbutirato, isobutirato y
formiato y/o al menos un aminoacido seleccionado entre fenilalanina, tirosina, triptéfano, metionina, leucina, serina,
treonina y glicina se mantiene en niveles bajos en el medio de cultivo celular.

Los inventores han descubierto inesperadamente que, en cultivo celular, y en concreto en cultivo celular de alta
densidad, tal como, por ejemplo, el cultivo celular de alimentacién discontinua con el objetivo de producir una cantidad
elevada de una proteina recombinante de interés, el crecimiento de las células se inhibia por la acumulacién de
metabolitos, tales como 3-(4-hidroxifenil)lactato, 4-hidroxifenilpiruvato, fenil-lactato, fenilpiruvato, indol-lactato, acido
indolcarboxilico, homocisteina, acido 2-hidroxibutirico, isovalerato, 2-metilbutirato, isobutirato y formiato en el medio
de cultivo celular. El efecto inhibidor de estos metabolitos puede limitarse manteniendo su concentraciéon en el medio
de cultivo celular por debajo de los niveles en los que inhiben el crecimiento celular. Los efectos inhibidores de estos
metabolitos pueden limitarse modificando uno 0 mas genes de la célula para reducir el nivel de sintesis de inhibidores
del crecimiento y/o de la productividad por la célula, en concreto cuando dicho uno o més genes modificados se
selecciona entre Beat1, Beat2, Auh, Mcce1, Mccece2, Ivd, Hpd, Hgd, Pah, PCBD1 y QDPR.

Procedimientos que comprenden el control de la concentracién de metabolitos en el medio de cultivo celular a niveles
bajos

En un aspecto, la invencién proporciona un procedimiento de cultivo celular que comprende (i) proporcionar células
en un medio de cultivo celular para iniciar un proceso de cultivo celular, en el que las células comprenden un gen
modificado que reduce el nivel de sintesis de inhibidores del crecimiento y/o de la productividad por la célula, en el
que el gen modificado es Bcat1, donde la modificacién reduce la expresiéon génica de Bcat1, y en el que la célula
expresa una proteina recombinante o una proteina recombinante heteréloga, en el que la célula es una célula CHO,
en el que la célula comprende la inactivaciéon o la atenuacién del gen Bceat1 y en el que la atenuacién de Becat1 es
hasta un nivel menor o igual a cualquiera del 10, 5, 2,5 por ciento de la expresidn o actividad de Bcat1 en comparacion
con células no modificadas.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende ademas;

(i) mantener al menos un metabolito seleccionado de 3-(4-hidroxifenil)lactato, 4-hidroxifenilpiruvato, fenil-lactato, indol-
lactato (indol-3-lactato), &cido indolcarboxilico (indol-3-carboxilato), homocisteina, acido 2-hidroxibutirico, isovalerato,
2-metilbutirato, isobutirato y formiato por debajo de una concentracién C1 en el medio de cultivo celular, en el que C1
es 3 mM.

En algunas realizaciones, C1 es 2,5 mM, 2 mM, 1,5 mM, 1 mM, 0,9 mM, 0,8 mM, 0,7 mM, 0,6 mM, 0,5 mM, 0,4 mM,
0,3 mM, 0,2 mM o 0,1 mM. En algunas realizaciones, C1 es 1 mM. En algunas realizaciones, C1 es 0,5 mM.

En algunas realizaciones, la etapa (ii) comprende la etapa de medir la concentracién de dicho al menos un metabolito.

En algunas realizaciones, cuando la concentracién medida esta por encima de un valor predefinido, la concentracion
del precursor de dicho al menos un metabolito en el medio de cultivo celular disminuye al reducir la cantidad del
precursor suministrada a las células. Dicho valor predefinido se selecciona de forma que la disminucién de la
concentracién de dicho precursor impida que la concentracién de metabolito aumente por encima de C1. El valor
predefinido puede ser igual a C1 o puede ser un porcentaje de C1. En algunas realizaciones, el porcentaje es del 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 0 95 % de C1. En algunas realizaciones, el porcentaje es del 80 % de C1.
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En algunas realizaciones, cuando la concentracién medida de 3-(4-hidroxifenil)lactato, 4-hidroxifenilpiruvato y/o fenil-
lactato esta por encima de dicho valor predefinido, la concentracidén de fenilalanina disminuye en el medio de cultivo
celular.

En algunas realizaciones, cuando la concentracién medida de 3-(4-hidroxifenil)lactato y/o 4-hidroxifenilpiruvato esta
por encima de dicho valor predefinido, la concentracidn de tirosina disminuye en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones, cuando la concentracién medida de 3-(4-hidroxifenil)lactato, 4-hidroxifenilpiruvato y/o fenil-
lactato estd4 por encima de dicho valor predefinido, las concentraciones de tirosina y fenilalanina disminuyen en el
medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones, cuando la concentracién medida de indol-lactato y/o &cido indolcarboxilico esta por encima
de dicho valor predefinido, la concentracién de triptéfano disminuye en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones, cuando la concentracién medida de homocisteina y/o acido 2-hidroxibutirico esta por encima
de dicho valor predefinido, la concentracién de metionina disminuye en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones, cuando la concentracién medida de isovalerato est4 por encima de dicho valor predefinido,
la concentracién de leucina disminuye en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones, cuando la concentracién medida de 2-metilbutirato esta por encima de dicho valor
predefinido, la concentracion de isoleucina disminuye en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones, cuando la concentracién medida de isobutirato esta por encima de dicho valor predefinido,
la concentracién de valina disminuye en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones, cuando la concentracién medida de formiato esta por encima de dicho valor predefinido, la
concentracién de serina, treonina y/o glicina disminuye en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones, cuando la concentracién medida de formiato esta por encima de dicho valor predefinido, la
concentracién de serina disminuye en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones, cuando la concentracién medida de formiato esta por encima de dicho valor predefinido, la
concentracién de treonina disminuye en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones, cuando la concentracién medida de formiato esta por encima de dicho valor predefinido, la
concentracién de glicina disminuye en el medio de cultivo celular.

La concentracion del precursor en el medio de cultivo celular puede disminuir reduciendo la cantidad de precursor
suministrada a las células, por ejemplo, reduciendo la concentracién de dicho precursor en el medio de alimentacién,
reduciendo la velocidad de alimentacién o reduciendo el nimero o volumen de las alimentaciones. Por ejemplo, el
medio de alimentacién puede sustituirse por otro que contenga una concentracién menor de precursor.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, la etapa (ii) comprende mantener 1, 2, 3, 4,
5,6,7, 8,9, 10 u 11 de 3-(4-hidroxifenil)lactato, 4-hidroxifenilpiruvato, fenil-lactato, indol-lactato (indol-3-lactato), acido
indolcarboxilico (indol-3-carboxilato), homocisteina, acido 2-hidroxibutirico, isovalerato, 2-metilbutirato, isobutirato y
formiato por debajo de C1 en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, la etapa (ii) comprende mantener 1, 2, 3, 4,
5 6 o 7 de 3-(4-hidroxifenil)lactato, 4-hidroxifenilpiruvato, fenil-lactato, indol-lactato, &cido indolcarboxilico,
homocisteina y acido 2-hidroxibutirico por debajo de C1 en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, la etapa (ii) comprende mantener el 3-(4-
hidroxifenil)lactato, el 4-hidroxifenilpiruvato y el fenil-lactato por debajo de C1 en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, la etapa (ii) comprende mantener el indol-
lactato (indol-3-lactato) y el acido indolcarboxilico (indol-3-carboxilato) por debajo de C1 en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, la etapa (ii) comprende mantener la
homocisteina y el acido 2-hidroxibutirico por debajo de C1 en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, la etapa (ii) comprende mantener el
isovalerato, el 2-metilbutirato y el isobutirato por debajo de C1 en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, la etapa (ii) comprende mantener el
isobutirato por debajo de C1 en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, la etapa (ii) comprende mantener el 2-
metilbutirato por debajo de C1 en el medio de cultivo celular.

6



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 989 780 T3

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, la etapa (ii) comprende mantener el
isovalerato por debajo de C1 en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, la etapa (ii) comprende mantener el formiato
por debajo de C1 en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, la etapa (ii) comprende mantener el
isovalerato y el 4-hidroxifenilpiruvato por debajo de C1 en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, la etapa (ii) comprende mantener el 3-(4-
hidroxifenil)lactato, el 4-hidroxifenilpiruvato, el fenil-lactato, el indol-lactato (indol-3-lactato), el 4cido indolcarboxilico
(indol-3-carboxilato), la homocisteina, el isovalerato de acido 2-hidroxibutirico, el 2-metilbutirato, el isobutirato y el
formiato por debajo de C1 en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de 3-(4-
hidroxifenil)lactato se mantiene por debajo de 0,5 mM, 0,4 mM, 0,3 mM, 0,2 mM o 0,1 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de 3-(4-
hidroxifenil)lactato se mantiene por debajo de 0,3 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de 3-(4-
hidroxifenil)lactato se mantiene por debajo de 0,1 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de 4-
hidroxifenilpiruvato se mantiene por debajo de 0,1 mM, 0,08 mM, 0,06 mM, 0,05 mM, 0,04 mM, 0,03 mM o 0,02 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de 4-
hidroxifenilpiruvato se mantiene por debajo de 0,05 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de 4-
hidroxifenilpiruvato se mantiene por debajo de 0,02 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de fenil-
lactato se mantiene por debajo de 0,5 mM, 0,4 mM, 0,3 mM, 0,2 mM o 0,1 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de fenil-
lactato se mantiene por debajo de 0,2 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de fenil-
lactato se mantiene por debajo de 0,1 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentraciéon de indol-
lactato (indol-3-lactato) se mantiene por debajo de 3 mM, 2 mM, 1 mM, 0,5 mM, 0,3 mM o 0,1 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentraciéon de indol-
lactato se mantiene por debajo de 1 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentraciéon de indol-
lactato se mantiene por debajo de 0,3 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentraciéon de indol-
lactato se mantiene por debajo de 0,1 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de acido
indolcarboxilico (indol-3-carboxilato) se mantiene por debajo de 1 mM, 0,8 mM, 0,6 mM, 0,4 mM o 0,2 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de acido
indolcarboxilico se mantiene por debajo de 0,5 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de acido
indolcarboxilico se mantiene por debajo de 0,2 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de
homocisteina se mantiene por debajo de 0,5 mM, 0,4 mM, 0,3 mM, 0,2 mM o 0,1 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de
homocisteina se mantiene por debajo de 0,3 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de
homocisteina se mantiene por debajo de 0,1 mM.
7
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En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de 4cido 2-
hidroxibutirico se mantiene por debajo de 1 mM, 0,8 mM, 0,6 mM, 0,4 mM o 0,2 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de 4cido 2-
hidroxibutirico se mantiene por debajo de 0,5 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de 4cido 2-
hidroxibutirico se mantiene por debajo de 0,2 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de
isovalerato y/o 2-metilbutirato y/o isobutirato se mantiene por debajo de 2 mM, 1 mM, 0,8 mM, 0,6 mM, 0,4 mM o
0,2 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de
isovalerato y/o 2-metilbutirato y/o isobutirato se mantiene por debajo de 1 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de
isovalerato y/o 2-metilbutirato y/o isobutirato se mantiene por debajo de 0,5 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de formiato
se mantiene por debajo de 4 mM, 3 mM, 2 mM, 1 mM, 0,5 mM o 0,2 mM.

En algunas realizaciones de os procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de formiato
se mantiene por debajo de 3 mM.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, en la etapa (ii), la concentracién de formiato
se mantiene por debajo de 1 mM.

Procedimientos que comprenden el control de la concentracion de aminoéacidos en el medio de cultivo celular a niveles
bajos

En algunas realizaciones, el procedimiento de cultivo celular comprende ademas

(i) mantener al menos un aminoacido seleccionado entre fenilalanina, tirosina, triptéfano, metionina, leucina,
isoleucina, valina, serina, treonina y glicina por debajo de una concentracién C2 en el medio de cultivo celular, en el
que C2 es 2 mM.

En algunas realizaciones, dicha concentracion se mantiene entre 0,1 mM y C2, entre 0,2 mM y C2, entre 0,3 mM y
C2, entre 0,4 mMy C2, o entre 0,5 mM y C2. En algunas realizaciones, dicha concentracién se mantiene entre 0,5 mM
y C2.

En algunas realizaciones, C2 es 2 mM, 1,5 mM, 1 mM, 0,9 mM, 0,8 mM, 0,7 mM, 0,6 mM, 0,5 mM, 0,4 mM, 0,3 mM,
0,2 mM, 0,1 mM, 0,05 mM. En algunas realizaciones, C2 es 1 mM.

Procedimientos que comprenden la medicién de la concentracién de aminoéacidos en el medio de cultivo celular

En algunas realizaciones, la etapa (iii) comprende la etapa de medir la concentraciéon de dicho al menos un aminoécido.
La concentracién de aminoécidos puede medirse por cualquier procedimiento conocido por el experto, incluidos los
procedimientos de medicién en linea y fuera de linea.

La concentracién de aminoacidos puede medirse una o varias veces durante el cultivo celular. En algunas
realizaciones, la concentracion de aminoacidos se mide de forma continua, intermitente, cada 30 minutos, cada hora,
cada dos horas, dos veces al dia, a diario o cada dos dias. En una realizacién preferida, la concentracién de
aminoacidos se mide a diario.

La concentracién de aminoacidos puede medirse por cualquier procedimiento conocido por el experto. Los
procedimientos preferidos para medir la concentracién de aminoéacidos en procedimientos en linea o fuera de linea
incluyen, por ejemplo, la cromatografia liquida, tal como HPLC, UPLC o LCMS, RMN o GCMS.

En algunas realizaciones, la concentracién de aminoacidos se mide fuera de linea tomando una muestra del medio de
cultivo celular y midiendo la concentracién de dicho al menos un aminoécido en dicha muestra. En algunas
realizaciones, la concentraciéon de aminoacidos se mide como se describe en el ejemplo 4. Un procedimiento preferido
para medir la concentracién de aminoacidos en un procedimiento fuera de linea es el UPLC.

En algunas realizaciones, la concentracién de aminoacidos se mide en linea. En algunas realizaciones, la
concentracién de aminoacidos se mide en linea mediante espectroscopia Raman. En algunas realizaciones, la
concentracion de aminoacidos se mide en linea utilizando espectroscopia Raman como se describe en el ejemplo 7.
En algunas realizaciones, la concentracién de aminoacidos se mide en linea utilizando una tecnologia basada en



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 989 780 T3

HPLC o UPLC con un automuestreador que extrae la muestra del reactor y la transfiere al equipo de forma
programada.

En algunas realizaciones, cuando la concentracién medida esta por encima de un valor predefinido, la concentracion
de dicho al menos un aminoéacido disminuye en el medio de cultivo celular. El valor predefinido puede serigual a C2 o
puede ser un porcentaje de C2. En algunas realizaciones, el porcentaje es del 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 0 95 %
de C2. En algunas realizaciones, el porcentaje es del 80 % de C2.

La concentracién de aminoacidos en el medio de cultivo celular puede disminuir reduciendo la cantidad de aminoacidos
suministrada a las células, por ejemplo, reduciendo la concentracién de dicho aminoacido en el medio de alimentacién,
reduciendo la velocidad de alimentacién o reduciendo el nimero o volumen de las alimentaciones. Por ejemplo, el
medio de alimentacién puede sustituirse por otro que contenga una concentracién menor de aminoacidos.

Concentracién de fenilalanina, tirosina, triptéfano metionina, leucina, isoleucina, valina, serina, treonina y glicina en el
medio de cultivo celular

En algunas realizaciones, en la etapa (iii), la concentracién de fenilalanina se mantiene por debajo de 2 mM en el
medio de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de fenilalanina se mantiene entre 0,1 y 2 mM
en el medio de cultivo celular. En una realizacion preferida, la concentracidén de fenilalanina se mantiene entre 0,1 y
1 mM en el medio de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de fenilalanina se mantiene entre
0,2 y 1 mM en el medio de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de fenilalanina se mantiene
entre 0,5y 1 mM en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones, en la etapa (iii), la concentracion de tirosina se mantiene por debajo de 2 mM en el medio
de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de tirosina se mantiene entre 0,1 y 2 mM en el medio
de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de tirosina se mantiene entre 0,1 y 1 mM en el medio
de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de tirosina se mantiene entre 0,2 y 1 mM en el medio
de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de tirosina se mantiene entre 0,5y 1 mM en el medio
de cultivo celular.

En algunas realizaciones, en la etapa (iii), la concentracién de triptéfano se mantiene por debajo de 2 mM en el medio
de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de triptéfano se mantiene entre 0,1 y 2 mM en el
medio de cultivo celular. En una realizacion preferida, la concentracion de triptéfano se mantiene entre 0,1 y 1 mM en
el medio de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de triptéfano se mantiene entre 0,2 y 1 mM
en el medio de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracion de triptéfano se mantiene entre 0,5 y
1 mM en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones, en la etapa (iii), la concentracién de metionina se mantiene por debajo de 2 mM en el medio
de cultivo celular. En una realizacidén preferida, la concentracién de metionina se mantiene entre 0,1 y 2 mM en el
medio de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de metionina se mantiene entre 0,1y 1 mM en
el medio de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de metionina se mantiene entre 0,2 y 1 mM
en el medio de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de metionina se mantiene entre 0,5 y
1 mM en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones, en la etapa (iii), la concentracién de leucina se mantiene por debajo de 2 mM en el medio
de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de leucina se mantiene entre 0,1 y 2 mM en el medio
de cultivo celular. En una realizacidn preferida, la concentracién de leucina se mantiene entre 0,1 y 1 mM en el medio
de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de leucina se mantiene entre 0,2 y 1 mM en el medio
de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de leucina se mantiene entre 0,5y 1 mM en el medio
de cultivo celular.

En algunas realizaciones, en la etapa (iii), la concentracién de isoleucina se mantiene por debajo de 2 mM en el medio
de cultivo celular. En una realizacidén preferida, la concentracién de isoleucina se mantiene entre 0,1 y 2 mM en el
medio de cultivo celular. En una realizacidn preferida, la concentracién de isoleucina se mantiene entre 0,1y 1 mM en
el medio de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de isoleucina se mantiene entre 0,2y 1 mM
en el medio de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentraciéon de isoleucina se mantiene entre 0,5 y
1 mM en el medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones, en la etapa (iii), la concentracién de valina se mantiene por debajo de 2 mM en el medio de
cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de valina se mantiene entre 0,1 y 2 mM en el medio de
cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de valina se mantiene entre 0,1 y 1 mM en el medio de
cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de valina se mantiene entre 0,2 y 1 mM en el medio de
cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de valina se mantiene entre 0,5y 1 mM en el medio de
cultivo celular.

En algunas realizaciones, en la etapa (iii), la concentracién de serina se mantiene por debajo de 2 mM en el medio de

cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de serina se mantiene entre 0,1 y 2 mM en el medio de

cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de serina se mantiene entre 0,1 y 1 mM en el medio de
9
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cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de serina se mantiene entre 0,2 y 1 mM en el medio de
cultivo celular. En una realizacion preferida, la concentracién de serina se mantiene entre 0,5y 1 mM en el medio de
cultivo celular.

En algunas realizaciones, en la etapa (iii), la concentracién de treonina se mantiene por debajo de 2 mM en el medio
de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de treonina se mantiene entre 0,1 y 2 mM en el medio
de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de treonina se mantiene entre 0,1 y 1 mM en el medio
de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de treonina se mantiene entre 0,2 y 1 mM en el medio
de cultivo celular. En una realizacién preferida, la concentracién de treonina se mantiene entre 0,5y 1 mM en el medio
de cultivo celular.

En algunas realizaciones, en la etapa (iii), la concentracién de glicina se mantiene por debajo de 2 mM en el medio de
cultivo celular. En una realizacidén preferida, la concentracidén de glicina se mantiene entre 0,1 y 2 mM en el medio de
cultivo celular. En una realizacidn preferida, la concentracidén de glicina se mantiene entre 0,1 y 1 mM en el medio de
cultivo celular. En una realizacion preferida, la concentracion de glicina se mantiene entre 0,2y 1 mM en el medio de
cultivo celular. En una realizacidn preferida, la concentracidén de glicina se mantiene entre 0,5y 1 mM en el medio de
cultivo celular.

En algunas realizaciones, en la etapa (iii), la concentracién de tirosina, fenilalanina y leucina se mantiene por debajo
de 2 mM, preferentemente entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,2y 1 mM o entre 0,5y 1 mM en el medio de
cultivo celular.

En algunas realizaciones el medio de cultivo celular comprende 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 0 10 de glicina, prolina, serina,
treonina, lisina, arginina, histidina, aspartato, glutamato y asparagina en una concentracién superior a 1 mM, 1.5 mM,
2mM, 3mM o 5 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende uno de glicina, prolina, serina, treonina, lisina,
arginina, histidina, aspartato, glutamato y asparagina en una concentracién superior a 2 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende uno de glicina, prolina, serina, treonina, lisina,
arginina, histidina, aspartato, glutamato y asparagina en una concentracién superior a 5 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 de prolina, lisina, arginina, histidina,
aspartato, glutamato y asparagina en una concentracién superiora 1 mM, 1,5 mM, 2 mM, 3 mM o 5 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende uno de prolina, lisina, arginina, histidina, aspartato,
glutamato y asparagina en una concentracién superior a 2 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende uno de prolina, lisina, arginina, histidina, aspartato,
glutamato y asparagina en una concentracién superior a 5 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular no contiene tirosina. En algunas realizaciones, el cultivo celular
es un cultivo HIPDOG, en el que el medio no contiene tirosina. En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular
es el medio HIPDOG, medio utilizado en el proceso HiPDOG, pero que no contiene tirosina. En algunas realizaciones,
el medio de cultivo celular no contiene tirosina cuando se utiliza un cultivo o proceso HiIPDOG que no contiene tirosina.

Concentracién de lactato y amoniaco

En algunas realizaciones, otros metabolitos que inhiben el crecimiento de las células, tales como el lactato y el
amoniaco, también se mantienen en niveles bajos en el medio de cultivo celular. Los procedimientos para mantener
el lactato y el amoniaco en niveles bajos son conocidos por la persona experta.

Por ejemplo, el lactato puede mantenerse en niveles bajos en cultivo celular utilizando procedimientos divulgados en
el documento W0O2004104186, Gagnon et al., Biotechnology and Bioengineering, vol. 108, n.° 6, junio de 2011
(Gagnon et al.) o el documento WO2004048556.

Se pueden emplear diversas otras estrategias para restringir la produccién de lactato y/o inducir el consumo de lactato.
Entre ellas se incluye el cultivo de células con un pH ligeramente reducido (6,7-7,0), el cultivo de células con bajas
concentraciones de glucosa mediante el uso de fuentes de carbono alternativas que incluyen, entre otras, la fructosa
(Wlaschin y Hu, 2007) y la galactosa (Altamirano et al., 2006), el uso de una linea celular que tenga niveles reducidos
de proteinas de enzimas glucoliticas que incluyen, entre otras, el transportador de hexosa o la lactato deshidrogenasa
(Kim y Lee, 2007a), el empleo de una linea celular con niveles de proteinas celulares reducidos tanto de la lactato
deshidrogenasa como de la piruvato deshidrogenasa cinasa (Zhou et a/., 2011) o una linea celular con sobreexpresién
de la enzima piruvato carboxilasa (Kimy Lee, 2007b), o con el uso de inhibidores (basados en moléculas pequefias o
proteinas) de vias de transduccién de sefiales (tales como AKT (Mulukutla et a/., 2012), mTOR (Duvel et al., 2010; Lee
y Lee, 2012), HIF1a) que regulan la actividad de las vias del metabolismo energético (glucélisis, ciclo de TCA y via
redox).
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En algunas realizaciones, el lactato se mantiene en niveles bajos utilizando la administracién de glucosa dirigida por
el aumento del pH ("high-end pH-controlled delivery of glucose", proceso HIPDOG/cultivo HIPDOG) descrita en
Gagnon et al.

En algunas realizaciones, el lactato se mantiene en niveles bajos en el medio de cultivo celular. En algunas
realizaciones, la concentracién de lactato en el medio de cultivo celular se mantiene por debajo de 90 mM. En una
realizacién preferida, la concentracién de lactato en el medio de cultivo celular se mantiene por debajo de 70 mM. En
algunas realizaciones, la concentracién de lactato en el medio de cultivo celular se mantiene por debajo de 50 mM. En
algunas realizaciones, la concentracién de lactato en el medio de cultivo celular se mantiene por debajo de 40 mM. En
algunas realizaciones, el lactato se mantiene en niveles bajos controlando la cantidad de glucosa suministrada al
cultivo celular. En algunas realizaciones, el lactato se mantiene en niveles bajos utilizando el proceso/cultivo HIPDOG.
En algunas realizaciones, se utiliza un detector de pH para controlar el pH del cultivo celular y, en respuesta a un
aumento por encima de un valor de pH predeterminado, se suministra glucosa al cultivo celular. En algunas
realizaciones, el valor de pH predeterminado es de aproximadamente 7.

El amoniaco puede mantenerse en niveles bajos en el cultivo celular mediante cualquier procedimiento conocido por
el experto, tal como, por ejemplo, los procedimientos divulgados en Butler et al., Cytotechnology, 15: 87-94,
1994; o Hong et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. (2010), 88:869-876. Como alternativa, el amoniaco puede mantenerse
en niveles bajos utilizando un sistema de expresién de glutamina sintetasa (GS). Estos sistemas estan disponibles en
el mercado (Lonza) y pueden utilizarse para generar lineas celulares recombinantes. Las lineas celulares que utilizan
el sistema de expresiéon de GS muestran la ganancia de funcidén para sintetizar glutamina in vivo, aliviando asi por
completo la dependencia celular de la glutamina suministrada externamente. Dado que la mayor parte del amoniaco
producido en el cultivo procede de la catabolisis de la glutamina suministrada externamente, esta ganancia de la
funcién metabdlica reduce los niveles de amoniaco producidos en el cultivo.

En algunas realizaciones, el amoniaco se mantiene en niveles bajos en el medio de cultivo celular. En una realizacion
preferida, la concentracién de amoniaco en el medio de cultivo celular se mantiene por debajo de 20 mM. En una
realizacién preferida, la concentracién de amoniaco en el medio de cultivo celular se mantiene por debajo de 10 mM.
En una realizacion preferida, la concentracién de amoniaco en el medio de cultivo celular se mantiene por debajo de
8 mM.

Procedimientos de cultivo celular

El término "cultivo" y la expresién "cultivo celular" utilizados en el presente documento se refieren a una poblacion
celular suspendida en un medio en condiciones adecuadas para la supervivencia y/o el crecimiento de la poblacién
celular. Como quedara claro para los expertos en la materia, en algunas realizaciones, este término y expresion
utilizados en el presente documento se refieren a la combinacién que comprende la poblacién celular y el medio en el
que se suspende la poblacién. En algunas realizaciones, las células del cultivo celular comprenden células de
mamifero.

La presente invencién puede utilizarse con cualquier procedimiento de cultivo celular que sea susceptible del proceso
deseado (por ejemplo, produccién de una proteina recombinante (por ejemplo, anticuerpo)). Como ejemplo no
limitante, las células pueden crecer en cultivos discontinuos o con alimentacién discontinua, en los que el cultivo se
termina tras una expresion suficiente de la proteina recombinante (por ejemplo, anticuerpo), tras lo cual se recoge la
proteina expresada (por ejemplo, anticuerpo). Como alternativa, como otro ejemplo no limitante, las células pueden
cultivarse con alimentacién discontinua repetida, en los que el cultivo no se termina y nuevos nutrientes y otros
componentes se afiaden periddica o continuamente al cultivo, durante lo cual la proteina recombinante expresada (por
ejemplo, anticuerpo) se recoge periédica o continuamente. Otros procedimientos adecuados (por ejemplo, cultivos en
tubos de centrifugacién) son conocidos en la técnica y pueden utilizarse para poner en practica la presente invencion.

En algunas realizaciones, un cultivo celular adecuado para la presente invenciéon es un cultivo de alimentacion
discontinua. La expresion "cultivo de alimentacién discontinua”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere
a un procedimiento de cultivo de células en el que se proporcionan componentes adicionales al cultivo en un momento
0 momentos posteriores al inicio del proceso de cultivo. Tales componentes proporcionados suelen comprender
componentes nutricionales para las células que se han agotado durante el proceso de cultivo. Normalmente, un cultivo
de alimentacién discontinua se interrumpe en algin momento y las células y/o los componentes del medio se recogen
y, opcionalmente, se purifican. En algunas realizaciones, el cultivo de alimentacién discontinua comprende un medio
base suplementado con medios de alimentacion.

Las células pueden cultivarse en cualquier volumen conveniente elegido por el profesional. Por ejemplo, las células
pueden cultivarse en recipientes de reaccién a pequefia escala, cuyo volumen oscile entre unos pocos mililitros y
varios litros. Como alternativa, las células pueden cultivarse en biorreactores comerciales a gran escala, cuyo volumen
oscile aproximadamente entre al menos 1 litro y 10, 50, 100, 250, 500, 1000, 2500, 5000, 8000, 10 000, 12 000, 15 000,
20 000 o 25 000 litros 0 més, o cualquier volumen intermedio.

La temperatura de un cultivo celular se seleccionara basédndose principalmente en el intervalo de temperaturas en el
que el cultivo celular permanece viable y el intervalo en el que se produce un alto nivel del producto deseado (por
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ejemplo, una proteina recombinante). En general, la mayoria de las células de mamifero crecen bien y pueden producir
los productos deseados (por ejemplo, proteinas recombinantes) dentro de un intervalo de aproximadamente 25 °C a
42 °C, aunque los procedimientos descritos en la presente divulgacién no se limitan a estas temperaturas.
Determinadas células de mamifero crecen bien y pueden producir los productos deseados (por ejemplo, proteinas
recombinantes o anticuerpos) dentro del intervalo de aproximadamente 35 °C a 40 °C. En determinadas realizaciones,
un cultivo celular se cultiva a una temperatura de 20 °C, 21 °C, 22 °C, 23 °C, 24 °C, 25 °C, 26 °C, 27 °C, 28 °C, 29 °C,
30°C,31°C,32°C,33°C,34°C,35°C, 36 °C,37°C,38°C,39°C,40°C, 41°C,42°C,43°C,44°Co45°Cenuno
0 mas momentos durante el proceso de cultivo celular. Los expertos en la materia podran seleccionar la temperatura
o temperaturas adecuadas para cultivar las células, en funcién de las necesidades concretas de las células y de los
requisitos de produccién concretos del usuario. Las células pueden cultivarse durante cualquier cantidad de tiempo,
en funcién de las necesidades del profesional y de los requisitos de las propias células. En algunas realizaciones, las
células se cultivan a 37 °C. En algunas realizaciones, las células se cultivan a 36,5 °C.

En algunas realizaciones, las células pueden cultivarse durante la fase inicial de crecimiento (o fase de crecimiento)
durante una mayor o menor cantidad de tiempo, en funcién de las necesidades del profesional y de los requisitos de
las propias células. En algunas realizaciones, las células se cultivan durante un periodo de tiempo suficiente para
alcanzar una densidad celular predefinida. En algunas realizaciones, las células se cultivan durante un periodo de
tiempo suficiente para alcanzar una densidad celular que es un porcentaje determinado de la densidad celular maxima
que las células alcanzarian en ultimo término si se les permitiera crecer sin perturbaciones. Por ejemplo, las células
pueden cultivarse durante un periodo de tiempo suficiente para alcanzar una densidad de células viables deseada de
1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 0 99 por ciento de la densidad celular maxima.
En algunas realizaciones, las células se cultivan hasta que la densidad celular no aumenta mas del 15 %, 14 %, 13 %,
12 %, 11 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5%, 4%, 3%, 2% o 1 % por dia de cultivo. En algunas realizaciones, las
células se cultivan hasta que la densidad celular no aumenta mas de un 5 % por dia de cultivo.

En algunas realizaciones, las células se dejan crecer durante un periodo de tiempo definido. Por ejemplo, en funcién
de la concentracidén de partida del cultivo celular, de la temperatura a la que se cultivan las células y de la tasa de
crecimiento intrinseca de las células, éstas pueden cultivarse durante 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20 o mas dias, preferentemente de 4 a 10 dias. En algunos casos, las células pueden cultivarse durante
un mes o més. El profesional que use la presente invencién podra elegir la duracidén de la fase inicial de crecimiento
en funcién de los requisitos de produccién de proteinas y de las necesidades de las propias células.

El cultivo celular puede agitarse o sacudirse durante la fase inicial de cultivo para aumentar la oxigenacién y la
dispersién de nutrientes entre las células. De acuerdo con la presente invencién, un experto en la materia entendera
que puede ser beneficioso controlar o regular determinadas condiciones internas del biorreactor durante la fase inicial
de crecimiento, incluidas, entre otras, el pH, la temperatura, la oxigenacién, etc.

Al final de la fase de crecimiento inicial, al menos una de las condiciones de cultivo puede cambiarse de modo que se
aplique un segundo conjunto de condiciones de cultivo y se produzca un cambio metabélico en el cultivo. El cambio
metabdlico puede lograrse, por ejemplo, modificando la temperatura, el pH, la osmolalidad o el nivel de inductor
quimico del cultivo celular. En una realizacién no limitante, las condiciones de cultivo se modifican cambiando la
temperatura del cultivo. Sin embargo, como se sabe en la técnica, el cambio de temperatura no es el Unico mecanismo
a través del cual se puede lograr un cambio metabdlico adecuado. Por ejemplo, este cambio metabdlico también
puede lograrse modificando otras condiciones de cultivo, tales como el pH, la osmolalidad y los niveles de butirato de
sodio. El momento de la modificacién del cultivo sera determinado por el profesional que use la presente invencién,
basandose en los requisitos de produccién de proteinas o en las necesidades de las propias células.

Al cambiar la temperatura del cultivo, el cambio de temperatura puede ser gradual. Por ejemplo, el cambio de
temperatura puede tardar varias horas o dias en completarse. Como alternativa, el cambio de temperatura puede ser
brusco. Por ejemplo, el cambio de temperatura puede completarse en menos de varias horas. Si se dispone del equipo
de produccién y control adecuado, como el que es habitual en la produccién comercial a gran escala de polipéptidos
o proteinas, el cambio de temperatura puede incluso completarse en menos de una hora.

En algunas realizaciones, una vez que las condiciones del cultivo celular han sido cambiadas como se analizd
anteriormente, el cultivo celular se mantiene para una fase de produccién posterior con un segundo conjunto de
condiciones de cultivo favorables para la supervivencia y viabilidad del cultivo celular y apropiadas para la expresion
del polipéptido o proteina deseada a niveles comercialmente adecuados.

Tal como se analiz6 anteriormente, el cultivo puede ser modificado cambiando una o mas de una serie de condiciones
de cultivo que incluyen, entre otras, la temperatura, el pH, la osmolalidad y los niveles de butirato de sodio. En algunas
realizaciones, se cambia la temperatura del cultivo. Segun esta realizacién, durante la fase de produccion posterior, el
cultivo se mantiene a una temperatura o intervalo de temperaturas inferior a la temperatura o intervalo de temperaturas
de la fase de crecimiento inicial. Como se ha comentado anteriormente, se pueden emplear multiples cambios
discretos de temperatura para aumentar la densidad o viabilidad celular o para aumentar la expresién de la proteina
recombinante.
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En algunas realizaciones, las células pueden mantenerse en la fase de produccién posterior hasta que se alcance una
densidad celular o una valoraciéon de produccién deseadas. En otra realizacién de la presente invencién, las células
se dejan crecer durante un periodo de tiempo definido durante la fase de produccién posterior. Por ejemplo, en funcién
de la concentracién del cultivo celular al inicio de la fase de crecimiento posterior, de la temperatura a la que se cultiven
las células y de la velocidad de crecimiento intrinseca de las células, éstas podran cultivarse durante 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9,10, 11,12, 13,14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 0 mas dias. En algunos casos, las células pueden cultivarse durante
un mes o mas. El profesional que use la presente invencién podré elegir la duracién de la fase de produccién posterior
en funcién de los requisitos de produccién de polipéptidos o proteinas y de las necesidades de las propias células.

El cultivo celular puede agitarse o sacudirse durante la fase de produccién posterior para aumentar la oxigenacién y
la dispersién de nutrientes entre las células. De acuerdo con la presente invencidn, un experto en la materia
comprenderé que puede ser beneficioso controlar o regular determinadas condiciones internas del biorreactor durante
la fase de crecimiento posterior, incluidas, entre otras, el pH, la temperatura, la oxigenacién, etc.

En algunas realizaciones, las células expresan una proteina recombinante y el procedimiento de cultivo celular de la
invencién comprende una fase de crecimiento y una fase de produccién.

En algunas realizaciones del procedimiento de cultivo celular, la etapa (ii) y/o (iii) se aplica durante la totalidad del
procedimiento de cultivo celular. En algunas realizaciones, la etapa (ii) y/o (iii) se aplica durante una parte del
procedimiento de cultivo celular. En algunas realizaciones, la etapa (ii) y/o (iii) se aplica hasta obtener una densidad
de células viables predeterminada.

En algunas realizaciones, el procedimiento de cultivo celular de la invencién comprende una fase de crecimiento y una
fase de produccidén y la etapa (ii) y/o (iii) se aplica durante la fase de crecimiento. En algunas realizaciones, el
procedimiento de cultivo celular de la invencién comprende una fase de crecimiento y una fase de produccién y la
etapa (ii) y/o (iii) se aplica durante una parte de la fase de crecimiento. En algunas realizaciones, el procedimiento de
cultivo celular de la invencién comprende una fase de crecimiento y una fase de produccion y la etapa (ii) y/o (iii) se
aplica durante la fase de crecimiento y la fase de produccién. En la etapa (ii) y/o (iii), el término "mantener" puede
referirse a mantener la concentracion de aminoacidos o metabolitos por debajo de C1 o C2 durante todo el proceso
de cultivo (hasta la recoleccién) o durante una parte del proceso de cultivo tal como, por ejemplo, la fase de
crecimiento, una parte de la fase de crecimiento o hasta que se obtenga una densidad celular predeterminada.

Los ejemplos divulgan procedimientos de produccién de células con crecimiento celular mejorado y/o productividad
en cultivo celular. Como se ilustra en los ejemplos, el procedimiento de produccién de células con crecimiento celular
mejorado y/o productividad en cultivo celular implica la identificacién de los inhibidores de metabolitos producidos por
la célula. El procedimiento comprende ademas la identificacion de las vias metabélicas que conducen a la sintesis, al
punto de sintesis del inhibidor o que se alejan de este punto, de manera que el metabolismo se canalice hacia y/o
desde el punto de sintesis del inhibidor (véase la figura 24). Asimismo, se identifican vias que se ramifican a partir de
estas vias metabdlicas (véase la figura 25). Dichas ramificaciones pueden surgir en nodos de la via situados por
encima, por debajo o en el punto de sintesis del inhibidor y servir igualmente para canalizar el metabolismo hacia el
inhibidor y/o para alejarse del punto de sintesis del inhibidor, o servir para canalizar el metabolismo hacia o alejdndose
del punto de sintesis de intermedios de la sintesis del inhibidor. Ademas, el procedimiento ilustrado en los ejemplos
implica la identificacion de genes que codifican enzimas en estas vias mencionadas, lo que incluye las ramas o vias
de ramificacién. Estos genes pueden codificar enzimas que sintetizan el inhibidor; pueden codificar enzimas que
sintetizan intermedios o intermedios previos para la sintesis del inhibidor; pueden codificar enzimas para las que el
inhibidor es un intermedio o un intermedio previo para la accién enzimética; o pueden codificar enzimas para las que
el inhibidor es un intermedio directo o un sustrato para la accién enzimatica (por ejemplo, esto se ilustra en la figura
24 con los genes Hpd y Hgd) o pueden codificar enzimas que generan cofactores en la via o vias metabélicas celulares,
por ejemplo, BH4 (tetrahidrobiopterina), o BH4-4a (carbinolamina), o g-BH2.

Como se ilustra en los ejemplos, el procedimiento implica ademas la modificacién de la expresién de uno 0 mas genes
mencionados anteriormente para reducir el nivel de sintesis de los inhibidores del crecimiento y/o productividad celular.
Este objetivo puede alcanzarse de varias maneras, como ilustran los ejemplos. Los genes que codifican enzimas que
sintetizan el inhibidor o que sintetizan intermedios en la via que conduce al inhibidor o vias que se ramifican a partir
de él, pueden modificarse para reducir la expresion génica, reduciendo asi la canalizacién metabdlica hacia la
produccién del inhibidor, especialmente en el caso de que el gen o genes estén altamente expresados. Los genes que
codifican las enzimas para las que el inhibidor es un sustrato o un intermedio o un intermedio previo en la via que
surge desde el inhibidor o las vias que se ramifican a partir de él, pueden modificarse para aumentar la expresién del
gen, incrementando asi la canalizacién metabdlica alejandola de la produccién del inhibidor, especialmente en el caso
de que el gen o genes estén infraexpresados y/o mutados y/o sufran pérdida de funcién o de actividad enzimética. Del
mismo modo, los genes que codifican enzimas para las que un intermedio o un intermedio previo de la sintesis del
inhibidor es también un intermedio, es decir, los genes de una via que se ramifica a partir de un nodo situado en un
punto de sintesis un intermedio previo al punto de sintesis del inhibidor, pueden modificarse para aumentar la expresion
del gen, aumentando asi la canalizacién metabdlica alejandola de la via que conduce a la produccién del inhibidor,
especialmente en el caso de que el gen o los genes estén infraexpresados y/o mutados y/o sufran una pérdida de
funcién o de actividad enzimética.
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En los casos en los que uno o mas genes identificados codifican una enzima que sintetiza directamente el inhibidor o
un intermedio de la sintesis del inhibidor o metabolitos del inhibidor o intermedio, puede no ser deseable modificar
dichos genes si estan implicados en otros procesos metabdlicos importantes, como se ilustra en el ejemplo 4 (figura
24) con referencia a los genes Got1, Got2, Nup62-il4i1 y Mif, que pueden expresarse a niveles normales o altos. En
esta situacién, pueden modificarse uno 0 més genes en una via de ramificacién, por ejemplo, en una via que se
ramifica desde un nodo situado en un punto de sintesis de un intermedio previo al punto de sintesis del inhibidor, para
aumentar la canalizacién metabdlica alejandola de la via que conduce a la produccidén del inhibidor. Esto puede
lograrse aumentando la expresién de los genes de la ramificacién y, en especial, en el caso de que uno o mas genes
de la ramificacién estén infraexpresados y/o mutados y/o sufran pérdida de funcién o de actividad enzimética. Esto se
ilustra en el ejemplo 4 (figura 24) para el gen Pah. Como alternativa, los genes que codifican las enzimas para las que
el inhibidor es un sustrato o un intermedio previo pueden modificarse para aumentar la expresién del gen,
incrementando asi la canalizacién metabdlica alejandola de la produccién del inhibidor, especialmente en el caso de
que el gen o genes estén infraexpresados y/o mutados y/o sufran una pérdida de funcién o de actividad enzimética.
Esto se ilustra en el ejemplo 4 (figura 24) para los genes Hpd y/o Hgd. Por lo tanto, las dianas metabdlicas para la via
de la fenilalanina/tirosina (figura 24) son uno o mas de los genes Pah, Hpd y/o Hgd y/o PCDB1 y/o QDPR (figuras 26
y 27). Se trata de objetivos para aumentar la expresién, lo que puede lograrse mediante la mutacién del gen para
corregir la pérdida de actividad o aumentar la actividad y/o proporcionando una copia o copias adicionales de tipo
salvaje de uno o mas genes en un vector expresable que pueda introducirse en la célula.

En los casos en que uno o mas genes identificados codifican una enzima que sintetiza directamente el inhibidor o un
intermedio de la sintesis del inhibidor o metabolitos del inhibidor o intermedio, puede ser deseable modificar dichos
genes para evitar la canalizacién metabélica hacia la produccién de la sintesis del inhibidor. Como se ilustra en el
ejemplo 24, esto puede lograrse modificando uno o mas genes directamente aguas arriba de la produccién del
inhibidor, como se muestra para los genes Bcat1 y/o Beat2. Dicha modificacion puede ser por atenuacién o inactivacién
génicas.

Tal como se reivindica, la atenuacién de Bcat1 se realiza para conseguir un porcentaje menor o igual a cualquiera de
un 10, 5, 2.5 por ciento de nivel de expresion o actividad de Bcat1 en comparacién con células no modificadas.

La atenuacién puede lograrse mediante uno o méas de los siguientes procedimientos: delecién de genes, alteracién,
sustitucion, mutacién puntual, mutacién puntual multiple, mutacién por insercién o mutacién por desplazamiento de
marco aplicada al gen identificado que se va a expresar a un nivel disminuido o mediante represidén de la expresion
génica mediante el uso de CRISPR/CAS9 o interferencia CRISPR o ARN interferente, ARNm interferente o aptamero
interferente, o ARNip o ARNip interferente o un factor de transcripcién de dedo de zinc o una nucleasa de dedo de zinc
0 una nucleasa efectora similar a un activador de la transcripcién ("transcription activator-like effector nuclease",
TALEN) o mediante el uso de un inhibidor, tal como una molécula inhibidora o un inhibidor de molécula pequefia, por
ejemplo, un inhibidor de la actividad de una proteina o enzima.

Como también se ilustra en los ejemplos, el aumento de la canalizacién metabdlica alejandola de la produccién de la
sintesis del inhibidor puede lograrse modificando uno o mas genes que codifican enzimas que, a su vez, comparten
un intermedio de la produccién del inhibidor como su propio intermedio. Tal como se ilustra en el ejemplo 5, esto puede
lograrse modificando dichos uno o0 més genes directamente aguas abajo, o aguas abajo de un nodo que se ramifica
hacia la produccién del inhibidor (figura 25) para aumentar la expresién. Este se realiza en caso concreto cuando uno
0 més genes estan infraexpresados o mutados y sufren una pérdida de funcién o de actividad enziméatica. Este es el
caso de los genes Ivd, Mccc1 y/o Mcce2, cuyas enzimas han sufrido una mutacidén que altera su actividad, y del gen
Auh, que estéd infraexpresado. De ahi que las dianas metabdlicas de la via de la leucina sean uno o varios de los genes
Ivd, Mccc1, Mccec2 y Auh. Se trata de dianas para aumentar la expresion, lo que puede lograrse mediante la mutacion
del gen para corregir la pérdida de actividad o aumentar la actividad y/o proporcionando una copia de tipo salvaje de
uno 0 mas genes en un vector expresable que pueda introducirse en la célula.

En algunas realizaciones, la modificacién de la expresiéon de Bcat1 comprende:

(a) una cualquiera o mas de deleciones de genes, alteraciones, sustituciones, mutaciones puntuales,
mutaciones puntuales multiples, mutaciones por insercidén o mutaciones por desplazamiento de cuadro
aplicadas al gen identificado que se expresa a un nivel aumentado o disminuido o al gen identificado que
contiene una mutacién, o

(b) la introduccién de uno o mas acidos nucleicos que comprenden el gen en la célula, opcionalmente en
forma de un acido nucleico expresable o una construccién de vector,

(c) la represiéon o la activacidon de la expresién génica mediante el uso de CRISPR/CAS9 o CRISPR
interferente o ARN interferente, ARNm interferente o aptamero interferente, o ARNip o ARNip interferente o
un factor de transcripcién de dedo de zinc 0 una nucleasa de dedo de zinc 0 una nucleasa efectora de tipo
activador de la transcripcion (TALEN).

Cuando la modificacién de la expresién de Becat1 comprende el uso de un ARN interferente (ARNI), el ARNi adecuado
incluye un ARNi que disminuye o aumenta el nivel de un producto génico, es decir, se dirige a uno o méas genes. Por
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ejemplo, un ARNi puede ser un ARNhc o un ARNip. Un "ARN interferente pequefio" o "ARN interferente corto”" o ARNip
es un duplex de ARN de nucleétidos dirigido a un gen de interés o0 a uno o mas genes. Un "duplex de ARN" se refiere
a la estructura formada por el apareamiento complementario entre dos regiones de una molécula de ARN. El ARNip
esta "dirigido" a un gen en el sentido de que la secuencia de nuclebtidos de la porciéon duplex del ARNip es
complementaria con una secuencia de nucleétidos del gen diana. En algunas realizaciones, la longitud del duplex de
ARNip tiene menos de 30 nucleétidos. En algunas realizaciones, el diplex puede tener 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22,
21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11 0 10 nucleédtidos de longitud. En algunas realizaciones, la longitud del duplex
es de 19 a 25 nucleétidos. La porciéon de ARN daplex del ARNip puede formar parte de una estructura de horquilla.
Ademas de la porcién dlplex, la estructura de horquilla puede contener una porcién de bucle situada entre las dos
secuencias que forman el duplex. La longitud del bucle puede variar. En algunas realizaciones, el bucle tiene 5, 6, 7,
8, 9, 10, 11, 12 o 13 nuclebtidos de longitud. La estructura de horquilla también puede contener porciones
protuberantes de 3' 0 5'. En algunas realizaciones, la protuberancia es una protuberancia 3'05'de 0,1,2, 3,405
nucleétidos de longitud. Un "ARN de horquilla corta", o0 ARNhc, es una construccién polinucleotidica que puede
fabricarse para expresar un ARN interferente, tal como ARNip.

En algunas realizaciones, el vector contiene una o0 mas de una secuencia promotora, un sitio de clonacién direccional,
un marcador de epitopo, una secuencia de poliadenilacién y un gen de resistencia a antibiéticos. En algunas
realizaciones, la secuencia promotora es el promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano, el sitio de
clonacién direccional es TOPO, el marcador de epitopo es V5 para la deteccidn mediante anticuerpos anti-V5, la
secuencia de poliadenilacién procede de la timidina cinasa del virus del herpes simple y el gen de resistencia a los
antibiéticos es blasticidina.

Segun la invencidn y tal como se reivindica, se proporciona una célula que comprende un gen modificado que reduce
el nivel de sintesis de inhibidores del crecimiento y/o de la productividad de la célula, en el que el gen modificado es
Beat1. La expresién génica de Beat1 se reduce, ya sea por atenuacion o inactivacién génicas, y la atenuacién de Bceat1
es hasta un nivel menor o igual a cualquiera del 10, 5, 2,5 por ciento de la expresiéon o actividad de Bcat1 en
comparacién con células no modificadas.

Células
Las células son células CHO. En algunas realizaciones preferidas, las células son células GS.

Procedimientos que comprenden la identificacién y/o medicién de la concentracién de metabolitos en el medio de
cultivo celular o en las células (muestra de sedimentos celulares)

Los metabolitos pueden ser identificados y/o la concentracién de metabolitos puede ser medida por cualquier
procedimiento conocido por el experto, incluidos procedimientos de mediciéon fuera de linea y en linea, y tales
mediciones también constituyen analisis metabolémicos o mediciones metabolémicas, aplicadas al medio de cultivo
celular o a muestras de las células, por ejemplo, sedimentos celulares.

La identificacién y/o concentracién de metabolitos puede medirse una o varias veces durante el cultivo celular. En
algunas realizaciones, la concentracién de metabolitos se mide de forma continua, intermitente, cada 30 minutos, cada
hora, cada dos horas, dos veces al dia, a diario o cada dos dias. En una realizacién preferida, la identificacién y/o
concentracion del metabolito se mide a diario.

Un procedimiento de mediciéon fuera de linea, tal como se utliza en el presente documento, se refiere a un
procedimiento en el que la medicién de un parametro, tal como una concentracién, no estd automatizada ni integrada
en el procedimiento de cultivo celular. Por ejemplo, un procedimiento de medicién en el que se toma manualmente
una muestra del medio de cultivo celular para poder medir una concentracién especifica en dicha muestra se considera
un procedimiento de medicién fuera de linea.

Los procedimientos de medicién en linea, tal como se utilizan en el presente documento, se refieren a procedimientos
en los que la medicién de un pardmetro, tal como una concentraciéon, estd automatizada e integrada en el
procedimiento de cultivo celular.

Por ejemplo, un procedimiento que utiliza la espectroscopia Raman como se describe en el ejemplo 7 es un
procedimiento de medicién en linea. Como alternativa, el uso de una tecnologia basada en cromatografia liquida de
alto rendimiento (HPLC) o cromatografia liquida de rendimiento ultraalto (UPLC) con un automuestreador que extrae
muestras del reactor y las transfiere al equipo de forma programada es un procedimiento de medicidén en linea.

La identificacién y/o concentracién de metabolitos puede medirse por cualquier procedimiento conocido por el experto.
Los procedimientos preferidos para identificar y/o medir la concentracion de metabolitos en procedimientos en linea o
fuera de linea incluyen, por ejemplo, la cromatografia liquida, tal como la cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC), la cromatografia liquida de rendimiento ultraalto (UPLC) o la cromatografia liquida-espectrometria de masas
(LCMS), la resonancia magnética nuclear (RMN) o la cromatografia de gases-espectrometria de masas (GCMS).

En algunas realizaciones, la identificacion y/o concentracién del metabolito se mide fuera de linea tomando una
muestra del medio de cultivo celular y midiendo la concentraciéon de dicho al menos un metabolito en dicha muestra.
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En algunas realizaciones, la identificacién y/o concentracion de metabolitos se mide como se describe en el ejemplo
2. Un procedimiento preferido para medir la identificacién y/o concentracién de metabolitos en un procedimiento fuera
de linea es la LCMS.

En algunas realizaciones, la identificacién y/o concentracién del metabolito se mide en linea. En algunas realizaciones,
la identificacién y/o concentracién del metabolito se mide en linea mediante espectroscopia Raman. En algunas
realizaciones, la identificacion y/o concentracién del metabolito se mide en linea utilizando espectroscopia Raman
como se describe en el ejemplo 7. En algunas realizaciones, la identificacién y/o concentracién del metabolito se mide
en linea utilizando una tecnologia basada en HPLC o UPLC con un automuestreador que extrae las muestras del
reactor y las transfiere al equipo de forma programada. La identificacién de un metabolito incluye la determinacién de
la presencia y/o identidad del metabolito.

Mejora del crecimiento y la productividad celular

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, el crecimiento y/o la productividad celular se
incrementan en comparacién con un cultivo de control, siendo dicho cultivo de control idéntico excepto que no
comprende la etapa (ii) y/o (iii) y/o no comprende las células modificadas ni las células producidas por el procedimiento
de produccién de células, es decir, las células no estdn modificadas.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, el procedimiento de la invencién es un
procedimiento para mejorar el crecimiento celular. En algunas realizaciones, el procedimiento de la invencién es un
procedimiento para mejorar el crecimiento celular en cultivo celular de alta densidad a alta densidad celular.

La alta densidad celular, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una densidad celular superior a 1
x 108 células/ml, 5 x 108 células/ml, 1 x 107 células/ml, 5 x 107 células/ml, 1 x 108 células/ml o 5 x 108 células/ml,
preferentemente superior a 1 x107 células/ml, méas preferentemente superior a 5 x107 células/ml.

En algunas realizaciones, los procedimientos descritos anteriormente sirven para mejorar el crecimiento celular en un
cultivo celular en el que la densidad celular es superior a 1 x 10°® células/ml, 5 x 10 células/ml, 1 x 107 células/ml, 5
x 107 células/ml, 1 x 108 células/ml o 5 x 10® células/ml. En algunas realizaciones, los procedimientos sirven para
mejorar el crecimiento celular en un cultivo celular en el que la densidad celular maxima es superior a 1 x 10°
células/ml, 5 x 108 células/ml, 1 x 107 células/ml, 5 x 107 células/ml, 1 x 108 células/ml o0 5 x 108 células/ml.

En algunas realizaciones, el crecimiento celular se determina por la densidad de células viables (DCV), la densidad
de células viables méxima o el recuento integrado de células viables ("integrated viable cell count”, IVCC). En algunas
realizaciones, el crecimiento celular se determina por la densidad maxima de células viables.

La expresién "densidad de células viables", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere al nimero de
células presentes en un volumen determinado de medio. La densidad de células viables puede medirse por cualquier
procedimiento conocido por el experto. Preferentemente, la densidad de células viables se mide utilizando un contador
celular automatizado, tal como Bioprofile Flex®. La expresion densidad celular méxima utilizado en el presente
documento se refiere a la densidad celular méxima alcanzada durante el cultivo celular. La expresion "viabilidad
celular’, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a la capacidad de las células en cultivo para sobrevivir
en un conjunto determinado de condiciones de cultivo o variaciones experimentales. Los expertos en la materia
apreciaran que la presente invencién abarca uno de los muchos procedimientos para determinar la viabilidad celular.
Por ejemplo, se puede utilizar un colorante (por ejemplo, azul tripano) que no atraviese la membrana de una célula
viva, pero que pueda atravesar la membrana alterada de una célula muerta o moribunda para determinar la viabilidad
celular.

La expresién "recuento integrado de células viables (IVCC)", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere
al area bajo la curva de la densidad de células viables (DCV). EI IVCC puede calcularse mediante la siguiente férmula:

IVCCi+1= IVCCi+(VCD+VCDt+1)*(At)/2

en la que At es la diferencia temporal entre los puntos temporales ty t+1. IVCCi=o puede considerarse despreciable.
DCVty DCVi1 son las densidades de células viables en los puntos temporales t y t+1.

El término "valoracion", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere, por ejemplo, a la cantidad total de
proteina expresada recombinantemente producida por un cultivo celular en una cantidad determinada de volumen de
medio. La valoracién suele expresarse en unidades de gramos de proteina por litro de medio.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, el crecimiento celular se incrementa en al
menos un 5%, un 10%, un 15%, un 20% o un 25 % en comparacién con el cultivo de control. En algunas
realizaciones, el crecimiento celular aumenta al menos un 10 % en comparacién con el cultivo de control. En algunas
realizaciones, el crecimiento celular aumenta al menos un 20 % en comparacién con el cultivo de control.
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En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, la productividad se determina por la
valoracién y/o productividad volumétrica.

El término "valoracion", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere, por ejemplo, a la cantidad total de
proteina expresada recombinantemente producida por un cultivo celular en una cantidad determinada de volumen de
medio. La valoracién suele expresarse en unidades de gramos de proteina por litro de medio.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, la productividad se determina por la
valoracién. En algunas realizaciones, la productividad aumenta al menos un 5%, un 10 %, un 15 %, un 20 % o un
25 % en comparacion con el cultivo de control. En algunas realizaciones, la productividad aumenta al menos un 10 %
en comparacién con un cultivo de control. En algunas realizaciones, la productividad aumenta al menos un 20 % en
comparacién con un cultivo de control.

En algunas realizaciones de los procedimientos descritos anteriormente, la densidad celular maxima del cultivo celular
es superior a 1 x 108 células/ml, 5 x 10® células/ml, 1 x 107 células/ml, 5 x 107 células/ml, 1 x 108 células/ml o
5 x 108 células/ml. En algunas realizaciones, la densidad celular maxima del cultivo celular es superior a 5 x 108
células/ml. En algunas realizaciones, la densidad celular maxima del cultivo celular es superior a 1 x 108 células/ml.

Medios de cultivo celular

Eltérmino y las expresiones "medio", "medio de cultivo celular" y "medio de cultivo" utilizados en el presente documento
se refieren a una solucién que contiene componentes o nutrientes que nutren a células de mamifero en crecimiento.
Generalmente, los nutrientes incluyen aminoacidos esenciales y no esenciales, vitaminas, fuentes de energia, lipidos
y oligoelementos requeridos por la célula para un minimo crecimiento y/o supervivencia. Dicha solucién también puede
contener otros nutrientes o componentes suplementarios que mejoren el crecimiento y/o la supervivencia por encima
de la tasa minima, incluidos, entre otros, hormonas y/u otros factores de crecimiento, iones concretos (tales como
sodio, cloruro, calcio, magnesio y fosfato), tampones, vitaminas, nucledsidos o nucleétidos, oligoelementos
(compuestos inorganicos normalmente presentes en concentraciones finales muy bajas), compuestos inorganicos
presentes en concentraciones finales altas (por ejemplo, hierro), aminoacidos, lipidos y/o glucosa u otra fuente de
energia. En algunas realizaciones, un medio se formula ventajosamente a un pH y concentracién de sal 6ptimos para
la supervivencia y proliferacién celular. En algunas realizaciones, un medio es un medio de alimentacién que se afiade
después del inicio del cultivo celular.

Puede utilizarse una amplia diversidad de medios de crecimiento de células de mamifero de acuerdo con la presente
invencién. En algunas realizaciones, las células pueden cultivarse en uno de una diversidad de medios quimicamente
definidos, en los que los componentes de los medios son conocidos y estan controlados. En algunas realizaciones,
las células pueden cultivarse en un medio complejo, en el que no todos los componentes del medio son conocidos y/o
estan controlados. En las Gltimas décadas se han desarrollado y publicado numerosos medios de crecimiento
quimicamente definidos para el cultivo de células de mamifero. Todos los componentes de los medios definidos estan
bien caracterizados, por lo que éstos no contienen aditivos complejos, tales como suero o hidrolizados. Las primeras
formulaciones de medios se desarrollaron para permitir el crecimiento celular y el mantenimiento de la viabilidad con
poca o ninguna preocupacion por la produccién de proteinas. Méas recientemente, se han desarrollado formulaciones
de medios con el propdsito expreso de sostener cultivos celulares productores de proteinas recombinantes altamente
productivos. Tales medios se prefieren para su uso en el procedimiento de la invenciéon. Por lo general, estos medios
contienen grandes cantidades de nutrientes y, en especial, de aminoécidos, para favorecer el crecimiento y/o el
mantenimiento de las células a alta densidad. Si es necesario, estos medios pueden ser modificados por el experto
para su uso en el procedimiento de la invencién. Por ejemplo, la persona experta puede disminuir la cantidad de
fenilalanina, tirosina, triptéfano y/o metionina en estos medios para su uso como medios base o medios de alimentacién
en un procedimiento como se divulga en el presente documento.

No todos los componentes de los medios complejos estan bien caracterizados, por lo que los medios complejos
pueden contener aditivos como fuentes de carbono simples y/o complejas, fuentes de nitrégeno simples y/o complejas
y suero, entre otros. En algunas realizaciones, los medios complejos adecuados para la presente invencién contienen
aditivos, tales como hidrolizados, ademas de otros componentes del medio definido como se describe en el presente
documento.

En algunas realizaciones, los medios definidos suelen incluir unas cincuenta entidades o componentes quimicos en
concentraciones conocidas en agua. La mayoria de ellos también contienen una o més proteinas bien caracterizadas,
tales como insulina, IGF-1, transferrina o BSA, pero otros no requieren componentes proteicos, por lo que se
denominan medios definidos sin proteinas. Los componentes quimicos tipicos de los medios se dividen en cinco
grandes categorias: aminoacidos, vitaminas, sales inorganicas, oligoelementos y una categoria miscelanea que
desafia una categorizacién clara.

El medio de cultivo celular puede suplementarse opcionalmente con componentes suplementarios. La expresion
"componentes suplementarios", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a componentes que mejoran
el crecimiento y/o la supervivencia por encima de la tasa minima, incluyendo, entre otros, hormonas y/u otros factores
de crecimiento, iones concretos (tales como sodio, cloruro, calcio, magnesio y fosfato), tampones, vitaminas,
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nucleésidos o nucleétidos, oligoelementos (compuestos inorganicos generalmente presentes en concentraciones
finales muy bajas), aminoacidos, lipidos y/o glucosa u otra fuente de energia. En algunas realizaciones, pueden
afladirse componentes suplementarios al cultivo celular inicial. En algunas realizaciones, los componentes
suplementarios pueden afiadirse después del inicio del cultivo celular.

Generalmente, los componentes que son oligoelementos se refieren a una diversidad de sales inorganicas incluidas
en niveles micromolares o inferiores. Por ejemplo, los oligoelementos habitualmente incluidos son el cinc, el selenio y
el cobre, entre otros. En algunas realizaciones, el hierro (sales ferrosas o férricas) puede incluirse como oligoelemento
en el medio de cultivo celular inicial a concentraciones micromolares. El manganeso también se incluye con frecuencia
entre los oligoelementos en forma de catién divalente (MnCl, 0 MnSOj4) en una gama de concentraciones nanomolares
a micromolares. Se suelen afiadir numerosos oligoelementos menos comunes en concentraciones nanomolares.

En algunas realizaciones, el medio utilizado en los procedimientos de la invencién es un medio adecuado para soportar
una alta densidad celular, como por ejemplo 1 x 108 células/ml, 5 x 10° células/ml, 1 x 107 células/ml, 5
x 107 células/ml, 1 x 108 células/ml o 5 x 10® células/ml, en un cultivo celular. En algunas realizaciones, el cultivo
celular es un cultivo de alimentacién discontinua de células de mamifero, preferentemente un cultivo de alimentacién
discontinua de células CHO.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende fenilalanina en una concentracién inferior a 2 mM,
inferiora 1 mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende tirosina en una concentracién inferior a 2 mM, inferior
a1 mM,entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5 mM o entre 0,5y 1 mM. En algunas realizaciones, el medio
de cultivo celular no contiene tirosina. En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular es el medio HIPDOG, medio
utilizado en el proceso HIPDOG, pero que no contiene tirosina. En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular
no contiene tirosina cuando se utiliza un cultivo o proceso HIPDOG que no contiene tirosina.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende triptéfano en una concentracién inferior a 2 mM,
inferiora 1 mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende metionina en una concentracién inferior a 2 mM,
inferiora 1 mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende leucina en una concentracién inferior a 2 mM, inferior
a1mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5 mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende isoleucina en una concentraciéon inferior a 2 mM,
inferiora 1 mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende valina en una concentracién inferior a 2 mM, inferior
a1mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5 mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende serina en una concentracién inferior a 2 mM, inferior
a1mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende treonina en una concentracién inferior a 2 mM, inferior
a1mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5 mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende glicina en una concentracién inferior a 2 mM, inferior
a1mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5 mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende dos de fenilalanina, tirosina, triptéfano, metionina,
leucina, isoleucina, valina, serina, treonina y glicina en una concentracién inferior a 2 mM, inferiora 1 mM, entre 0,1y
2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5 mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende fenilalanina y tirosina en una concentracién inferior a
2 mM, inferiora 1 mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5 mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende fenilalanina y triptéfano en una concentracién inferior
a 2 mM, inferiora 1 mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende fenilalanina y metionina en una concentracién inferior
a 2 mM, inferiora 1 mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende tirosina y triptéfano en una concentracién inferior a
2 mM, inferiora 1 mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5 mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende tirosina y metionina en una concentracién inferior a
2 mM, inferiora 1 mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5 mM o entre 0,5y 1 mM.
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En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende triptéfano y metionina en una concentracion inferior
a 2 mM, inferiora 1 mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende tres de fenilalanina, tirosina, triptéfano, metionina,
leucina, serina, treonina y glicina en una concentracién inferior a 2 mM, inferior a 1 mM, entre 0,1 y 2 mM, entre 0,1y
1 mM, entre 0,5y 1,5 mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende fenilalanina, tirosina y triptéfano en una concentracion
inferior a 2 mM, inferiora 1 mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende fenilalanina, tirosina y metionina en una concentracion
inferior a 2 mM, inferiora 1 mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende fenilalanina, triptéfano y metionina en una
concentracién inferior a 2 mM, inferiora 1 mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5mM o entre 0,5y
1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende tirosina, triptéfano y metionina en una concentracion
inferior a 2 mM, inferiora 1 mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende cuatro de fenilalanina, tirosina, triptéfano, metionina,
leucina, isoleucina, valina, serina, treonina y glicina en una concentracién inferior a 2 mM, inferiora 1 mM, entre 0,1y
2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5 mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende fenilalanina, tirosina, triptéfano y metionina en una
concentracién inferior a 2 mM, inferiora 1 mM, entre 0,1y 2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5mM o entre 0,5y
1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende cinco de fenilalanina, tirosina, triptéfano, metionina,
leucina, isoleucina, valina, serina, treonina y glicina en una concentracién inferior a 2 mM, inferiora 1 mM, entre 0,1y
2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5 mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende seis de fenilalanina, tirosina, triptéfano, metionina,
leucina, isoleucina, valina, serina, treonina y glicina en una concentracién inferior a 2 mM, inferiora 1 mM, entre 0,1y
2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5 mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende siete de fenilalanina, tirosina, triptéfano, metionina,
leucina, isoleucina, valina, serina, treonina y glicina en una concentracién inferior a 2 mM, inferiora 1 mM, entre 0,1y
2 mM, entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5 mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende fenilalanina, tirosina, triptéfano, metionina, leucina,
isoleucina, valina, serina, treonina y glicina en una concentracién inferior a 2 mM, inferior a 1 mM, entre 0,1y 2 mM,
entre 0,1y 1 mM, entre 0,5y 1,5 mM o entre 0,5y 1 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende ademés al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9 de glicina,
prolina, serina, treonina, lisina, arginina, histidina, aspartato, glutamato y asparagina en una concentracién superior a
2mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, preferentemente 2 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende ademés al menos 5 de glicina, prolina, serina,
treonina, lisina, arginina, histidina, aspartato, glutamato y asparagina en una concentracién superior a 2 mM, 3 mM,
4 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, preferentemente 2 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende ademas glicina, prolina, serina, treonina, lisina,
arginina, histidina, aspartato, glutamato y asparagina en una concentracién superior a 2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM,
10 mM, 15 mM, preferentemente 2 mM. En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende ademés al
menos 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 de prolina, lisina, arginina, histidina, aspartato, glutamato y asparagina en una concentracién
superior a2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, preferentemente 2 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende ademas al menos 5 de prolina, lisina, arginina,
histidina, aspartato, glutamato y asparagina en una concentracién superior a 2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM, 10 mM,
15 mM, preferentemente 2 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende ademas prolina, lisina, arginina, histidina, aspartato,
glutamato y asparagina en una concentracién superior a 2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, preferentemente
2 mM.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende serina a una concentracién superior a 3 mM, 5 mM,
7 mM, 10 mM, 15 mM o 20 mM, preferentemente 10 mM. En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular
comprende cisteina en una concentracién superiora 3 mM, 5 mM, 7 mM, 10 mM, 15 mM o 20 mM, preferentemente
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10 mM. En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular anterior es para uso en un procedimiento como se divulga
en el presente documento. En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular anterior se utiliza en un procedimiento
como se divulga en el presente documento como medio base. En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular
anterior se utiliza un procedimiento como se divulga en el presente documento como un medio de alimentacién.

Expresion de proteinas

Como se sefialé anteriormente, en muchos casos las células seran seleccionadas o disefiadas para producir altos
niveles de productos deseados (por ejemplo, proteina recombinante o anticuerpo). A menudo, las células seran
manipuladas por la mano humana para producir altos niveles de proteina recombinante, por ejemplo, mediante la
introduccién de un gen que codifique la proteina de interés y/o mediante la introduccién de elementos de control
genético que regulen la expresidén de dicho gen (ya sea enddgeno o introducido).

Determinadas proteinas pueden tener efectos perjudiciales sobre el crecimiento celular, la viabilidad celular o alguna
otra caracteristica de las células que, en ultima instancia, limite de alguna manera la produccién de la proteina de
interés. Incluso entre una poblacién de células de un tipo concreto disefiadas para expresar una proteina especifica,
existe variabilidad dentro de la poblacién celular, de modo que determinadas células individuales creceran mejor,
producirdn mas proteina de interés o producirdn una proteina con niveles de actividad mas elevados (por ejemplo,
actividad enzimética). En determinadas realizaciones de la invencién, una linea celular es seleccionada empiricamente
por el profesional para un crecimiento robusto en las condiciones concretas elegidas para el cultivo de las células. En
algunas realizaciones, las células individuales disefiadas para expresar una proteina concreta se eligen para la
produccién a gran escala basandose en el crecimiento celular, la densidad celular final, el porcentaje de viabilidad
celular, la valoracién de la proteina expresada o cualquier combinacién de estas condiciones o cualquier otra condicién
que el profesional considere importante.

Cualquier proteina que sea pueda expresarse en una célula hospedadora puede producirse de acuerdo con las
presentes indicaciones y puede producirse de acuerdo con los procedimientos de la invencién o por las células de la
invencién. La expresién "célula hospedadora", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una célula
que se manipula de acuerdo con la presente invencidn para producir una proteina de interés tal como se describe en
el presente documento. Una proteina puede expresarse a partir de un gen endégeno de la célula o de un gen
heterdlogo introducido en la célula. Una proteina puede estar presente en la naturaleza o tener una secuencia
disefiada o seleccionada por la mano humana.

Las proteinas que pueden expresarse deseablemente de acuerdo con la presente invencién se seleccionaran a
menudo basandose en una actividad biol6gica o quimica interesante o Util. Por ejemplo, la presente invencidn puede
emplearse para expresar cualquier enzima, receptor, anticuerpo, hormona, factor regulador, antigeno, agente de unién,
etc. importante desde el punto de vista farmacéutico o comercial. En algunas realizaciones, la proteina expresada por
las células en cultivo se selecciona de anticuerpos, o fragmentos de los mismos, nanocuerpos, anticuerpos de dominio
Unico, glucoproteinas, proteinas terapéuticas, factores de crecimiento, factores de coagulacién, citocinas, proteinas
de fusion, sustancias farmacoldgicas, vacunas, enzimas o Small Modular ImmunoPharmaceuticals™ (SMIP,
inmunofarmacos modulares pequefios). Un experto en la materia comprendera que cualquier proteina puede
expresarse de acuerdo con la presente invencién y podra seleccionar la proteina concreta que desee producir en
funcién de sus necesidades concretas.

Anticuerpos

Dado el gran nimero de anticuerpos actualmente en uso o en investigacién como agentes farmacéuticos u otros
agentes comerciales, la produccidén de anticuerpos es de especial interés de acuerdo con la presente invencién. Los
anticuerpos son proteinas que tienen la capacidad de unirse especificamente a un antigeno concreto. Cualquier
anticuerpo que pueda expresarse en una célula hospedadora puede producirse de acuerdo con la presente invencién
y puede producirse segun los procedimientos de la invencién o por las células de la invencién. En algunas
realizaciones, el anticuerpo que se va a expresar es un anticuerpo monoclonal.

En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo quimérico. Un anticuerpo quimérico contiene
fragmentos de aminoacidos derivados de mas de un organismo. Las moléculas de anticuerpos quiméricos pueden
incluir, por ejemplo, un dominio de unién al antigeno de un anticuerpo de ratén, rata u otra especie, con regiones
constantes humanas. Se han descrito diversos procedimientos para fabricar anticuerpos quiméricos. Véase, por
ejemplo, Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A,, 81, 6851 (1985); Takeda et al., Nature, 314, 452 (1985); Cabilly
et al., patente de EE. UU. n.° 4 816 567; Boss et al., patente de EE. UU. n.° 4 816 397, Tanaguchi et al., publicacién
de patente europea EP171496; publicacién de patente europea 0173494, patente del Reino Unido GB 2177096B.

En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo humano obtenido, por ejemplo, mediante el uso
de bancos de presentacién sobre ribosomas o de presentacién sobre fagos (véase, por ejemplo, Winter et al., patente
de EE. UU. n.°6 291 159 y Kawasaki, patente de EE. UU. n.° 5 658 754) o el uso de especies xenograficas en las que
los genes de anticuerpos nativos estan inactivados y se sustituyen funcionalmente por genes de anticuerpos humanos,
dejando intactos los deméas componentes del sistema inmunitario nativo (véase, por ejemplo, Kucherlapati et al.,
patente de EE. UU. n.° 6 657 103).

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 989 780 T3

En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo humanizado. Un anticuerpo humanizado es un
anticuerpo quimérico en el que la gran mayoria de los residuos de aminoéacidos proceden de anticuerpos humanos,
minimizando asi cualquier posible reaccién inmunitaria cuando se administra a un sujeto humano. En los anticuerpos
humanizados, los residuos de aminoacidos de las regiones determinantes de la complementariedad se sustituyen, al
menos en parte, por residuos de una especie no humana que confieren una especificidad o afinidad por el antigeno
deseada. Dichas moléculas de inmunoglobulina alteradas pueden fabricarse mediante cualquiera de las diversas
técnicas conocidas en la técnica (por ejemplo, Teng et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A, 80, 7308-7312
(1983); Kozbor et al., Immunology Today, 4, 7279 (1983); Olsson et al., Meth. Enzymol., 92, 3-16 (1982)), y se fabrican
preferentemente segun las indicaciones de la publicacion PCT WO092/06193 o el documento EP 0239400). Los
anticuerpos humanizados pueden ser producidos de modo comercial, por ejemplo, por Scotgen Limited, 2 Holly Road,
Twickenham, Middlesex, Gran Bretafia. Para mas referencias, véase Jones et al., Nature, 321:522-525
(1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992).

En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales, quiméricos o humanizados descritos anteriormente pueden
contener residuos de aminoacidos que no se encuentran de forma natural en ningln anticuerpo de ninguna especie
en la naturaleza. Estos residuos extrafios pueden utilizarse, por ejemplo, para conferir especificidad, afinidad o funcién
efectora nuevas o modificadas al anticuerpo monoclonal, quimérico o humanizado. En algunas realizaciones, los
anticuerpos descritos anteriormente pueden conjugarse con farmacos para una farmacoterapia sistémica, tales como
toxinas, fArmacos citotdxicos de bajo peso molecular, modificadores de la respuesta bioldgica y radiondclidos (véase,
por ejemplo, Kunz et al., Calicheamicin derivative-carrier conjugates, documento US20040082764 A1).

En general, los profesionales que usen la presente invencion seleccionaran una proteina de interés, y conoceran su
secuencia precisa de aminoacidos. Cualquier proteina determinada que vaya a expresarse de acuerdo con la presente
invencién puede tener sus propias caracteristicas concretas y puede influir en la densidad celular o en la viabilidad de
las células cultivadas, puede expresarse a niveles mas bajos que otra proteina cultivada en condiciones de cultivo
idénticas, y puede tener una actividad bioldgica diferente en funcién de las condiciones de cultivo exactas y de las
etapas realizadas. Un experto en la materia sera capaz de modificar adecuadamente las etapas y las composiciones
utilizados para producir una proteina concreta de acuerdo con las indicaciones de la presente invencién con el fin de
optimizar el crecimiento celular y la produccién y/o el nivel de actividad de cualquier proteina expresada.

Introduccién de genes para la expresion de proteinas en células hospedadoras

Generalmente, una molécula de acido nucleico introducida en la célula codifica la proteina que se desea expresar
segln la presente invencién y puede introducirse y expresarse segun los procedimientos de la invencién o en las
células de la invencién y por las células de la invencién. Como alternativa, una molécula de acido nucleico puede
codificar un producto génico que induzca la expresién de la proteina deseada por la célula. Por ejemplo, el material
genético introducido puede codificar un factor de transcripciéon que active la transcripcién de una proteina endégena o
heterdloga. Como alternativa, o ademés, una molécula de &cido nucleico introducida puede aumentar la traduccién o
estabilidad de una proteina expresada por la célula.

Los procedimientos adecuados para introducir 4cidos nucleicos suficientes para lograr la expresion de una proteina
de interés en células hospedadoras de mamifero son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Gething et al.,
Nature, 293:620-625, 1981; Mantei et al., Nature, 281:40-46, 1979; Levinson et al., documento EP117 060; y
documento EP 117 058. Para las células de mamifero, los procedimientos habituales de introduccién de material
genético en células de mamifero incluyen el procedimiento de precipitacién con fosfato calcico de Graham y van der
Erb (Virology, 52:456-457, 1978) o el procedimiento Lipofectamine™ (Gibco BRL) de Hawley-Nelson (Focus, 15:73,
1993). Los aspectos generales de las transformaciones del sistema de células hospedadoras de mamifero han sido
descritos por Axel en la patente de EE. UU. n.° 4 399 216, expedida el 16 de agosto de 1983. Para diversas técnicas
de introduccién de material genético en células de mamiferos, véase Keown et al., Methods in Enzymology,
1989; Keown et al., Methods in Enzymology, 185:527-537, 1990; y Mansour et al., Nature, 336:348-352, 1988. Otros
procedimientos adecuados para introducir acidos nucleicos incluyen la electroporacion, por ejemplo, como la empleada
con el electroporador GenePulser XCell™ de BioRad ™

En algunas realizaciones, el acido nucleico que se va a introducir estd en forma de una molécula de acido nucleico
desnuda. Por ejemplo, la molécula de acido nucleico introducida en una célula puede consistir Gnicamente en el acido
nucleico que codifica la proteina y los elementos de control genético necesarios. Como alternativa, el 4cido nucleico
que codifica la proteina (incluidos los elementos reguladores necesarios) puede estar contenido en un vector
plasmidico. Algunos ejemplos representativos no limitantes de vectores adecuados para la expresién de proteinas en
células de mamifero incluyen pCDNA1; pCD, véase Okayama, et al., Mol. Cell Biol., 5:1136-1142, 1985; pMClneo Poly-
A, véase Thomas, et al., Cell, 51:503-512, 1987; un vector de baculovirus, tal como pAC 373 o pAC 610; CDMS,
véase Seed, B., Nature, 329:840, 1987; y pMT2PC, véase Kaufman, et al. EMBO J., 6:187-195, 1987. En algunas
realizaciones, una molécula de acido nucleico que se va a introducir en una célula est4 contenida dentro de un vector
viral. Por ejemplo, puede insertarse en el genoma viral (0 en un genoma viral parcial) un acido nucleico que codifique
la proteina. Los elementos reguladores que dirigen la expresion de la proteina pueden incluirse con el acido nucleico
insertado en el genoma viral (es decir, ligados al gen insertado en el genoma viral) o pueden ser proporcionados por
el propio genoma viral.
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El ADN desnudo puede introducirse en las células formando un precipitado que contenga el ADN y fosfato de calcio.
Como alternativa, el ADN desnudo también puede introducirse en las células formando una mezcla del ADN y DEAE-
dextrano e incubando la mezcla con las células o incubando las células y el ADN juntos en un tampén apropiado y
sometiendo las células a un pulso eléctrico de alto voltaje (por ejemplo, por electroporacién). Otro procedimiento para
introducir en células un ADN desnudo consiste en mezclar el ADN con una suspensidn de liposomas que contenga
lipidos catiénicos. A continuacién, el complejo de ADN/liposoma se incuba con las células. EI ADN desnudo también
puede inyectarse directamente en las células mediante, por ejemplo, microinyeccion.

Como alternativa, el ADN desnudo también puede introducirse en las células complejando el ADN con un catién, tal
como la polilisina, que se acopla a un ligando para un receptor de la superficie celular (véase, por ejemplo, Wu, G. y
Wu, C.H., J. Biol. Chem., 263:14621, 1988; Wilson et a/. J. Biol. Chem., 267:963-967, 1992; y la patente de EE. UU.
n.° 5 166 320). La unién del complejo DE ADN-ligando al receptor facilita la captacion del ADN por endocitosis mediada
por el receptor.

El uso de vectores virales que contienen secuencias concretas de acido nucleico, por ejemplo, un ADNc que codifica
una proteina, es un enfoque habitual para introducir secuencias de &cido nucleico en una célula. La infeccién de
células con un vector viral tiene la ventaja de que una gran proporcién de células recibe el acido nucleico, lo que puede
obviar la necesidad de seleccionar las células que han recibido el acido nucleico. Ademas, las moléculas codificadas
dentro del vector viral, por ejemplo, por un ADNc contenido en el vector viral, se expresan generalmente de manera
eficiente en las células que han captado el acido nucleico del vector viral. Los retrovirus defectuosos estan bien
caracterizados para su uso en la transferencia de genes con fines de terapia génica (para un analisis, véase Miller,
A.D., Blood, 76:271, 1990). Puede construirse un retrovirus recombinante que tenga insertado en el genoma retroviral
un acido nucleico que codifique una proteina de interés. Ademas, se pueden eliminar partes del genoma retroviral para
que la replicacién del retrovirus sea defectuosa. Este retrovirus de replicacién defectuosa se encapsida entonces en
viriones que pueden utilizarse para infectar una célula diana mediante el uso de un virus auxiliar por técnicas
convencionales.

El genoma de un adenovirus puede manipularse de tal manera que codifique y exprese una proteina de interés, pero
que esté inactivado en cuanto a su capacidad de replicarse en un ciclo de vida viral litico normal. Véase, por
ejemplo, Berkner et al., BioTechniques, 6:616, 1988; Rosenfeld et al., Science, 252:431-434, 1991; y Rosenfeld et a/.,
Cell, 68:143-155, 1992. Los expertos en la materia conocen los vectores adenovirales adecuados derivados de la cepa
de adenovirus Ad tipo 5 dI324 u otras cepas de adenovirus (por ejemplo, Ad2, Ad3, Ad7, etc.). Los adenovirus
recombinantes tienen la ventaja de que no requieren células en divisién para ser vehiculos eficaces de transporte de
genes y pueden utilizarse para infectar una amplia diversidad de tipos celulares, incluido el epitelio de las vias
respiratorias (Rosenfeld et al., 1992, citado anteriormente), las células endoteliales (Lemarchand et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 89:6482-6486, 1992), hepatocitos (Herz y Gerard, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2812-2816, 1993) y
células musculares (Quantin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:2581-2584, 1992). Ademas, el ADN adenoviral
introducido (y el ADN extrafio contenido en él) no se integra en el genoma de una célula hospedadora, sino que
permanece episémico, evitando asi los problemas potenciales que pueden producirse como resultado de la
mutagénesis por insercién en situaciones en las que el ADN introducido se integra en el genoma del hospedador (por
ejemplo, ADN retroviral). Ademas, la capacidad del genoma adenoviral para transportar ADN extrafio es grande, (hasta
8 kilobases) en comparacién con otros vectores de transporte de genes (Berkner et al. citado anteriormente; Haj-
Ahmand y Graham, J. Virol. 57:267, 1986). La mayoria de los vectores adenovirales de replicacién defectuosa que se
utilizan en la actualidad tienen delecionados todos o parte de los genes virales E1 y E3, pero conservan hasta el 80 %
del material genético adenoviral. El virus adenoasociado (AAV) es un virus defectuoso de origen natural que requiere
otro virus, tal como un adenovirus o un herpesvirus, como virus auxiliar para una replicacién eficaz y un ciclo vital
productivo (para un anélisis, véase Muzyczka et al., Curr. Topics in Micro. and Immunol., 158:97-129, 1992). También
es uno de los pocos virus que puede integrar su ADN en células que no se dividen y presenta una alta frecuencia de
integracién estable (véase, por ejemplo, Flotte ef al., Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol., 7:349-356, 1992; Samulski et al.,
J. Virol., 63:3822-3828, 1989; y McLaughlin et al., J. Virol., 62:1963-1973, 1989). Los vectores que contienen tan sélo
300 pares de bases de AAV pueden encapsidarse e integrarse. El espacio para el ADN exégeno esta limitado a
aproximadamente 4,5 kb. Un vector de AAV como el descrito en Tratschin et al. (Mol. Cell. Biol., 5:3251-3260, 1985)
puede utilizarse para introducir ADN en las células. Se han introducido diversos acidos nucleicos en diferentes tipos
de células utilizando vectores de AAV (véase, por ejemplo, Hermonat et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6466-6470,
1984; Tratschin et al., Mol. Cell. Biol., 4:2072-2081, 1985; Wondisford et al., Mol. Endocrinol., 2:32-39, 1988; Tratschin
et al., J. Virol,, 51:611-619, 1984; y Flotte et al., J. Biol. Chem., 268:3781-3790, 1993).

Cuando el procedimiento utilizado para introducir moléculas de &cido nucleico en una poblacién de células dé como
resultado la modificacién de una gran proporcién de las células y la expresidn eficiente de la proteina por las células,
la poblacién de células modificadas puede ser utilizada sin aislamiento adicional o subclonacién de células individuales
dentro de la poblacién. Es decir, puede haber suficiente produccién de la proteina por parte de la poblacién de células,
de modo que no sea necesario aislar més las células y la poblacién pueda utilizarse inmediatamente para sembrar un
cultivo celular para la produccién de la proteina. Como alternativa, puede ser deseable aislar y expandir una poblacién
homogénea de células a partir de unas pocas células o de una Unica célula que produzcan eficientemente la proteina
o proteinas.
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Como alternativa a la introduccién en una célula de una molécula de &cido nucleico que codifica una proteina de
interés, el acido nucleico introducido puede codificar otro polipéptido o proteina que induzca o aumente el nivel de
expresion de la proteina producida endégenamente por una célula. Por ejemplo, una célula puede ser capaz de
expresar una proteina concreta, pero no hacerlo sin un tratamiento adicional de la célula. Del mismo modo, la célula
puede expresar cantidades insuficientes de la proteina para el fin deseado. Asi, puede utilizarse un agente que
estimula la expresion de la proteina de interés para inducir o aumentar la expresién de esa proteina por la célula. Por
ejemplo, la molécula de &cido nucleico introducida puede codificar un factor de transcripcién que active o regule al
alza la transcripcién de la proteina de interés. La expresién de dicho factor de transcripcién conduce a su vez a la
expresion, 0 a una expresiéon mas robusta, de la proteina de interés.

En determinadas realizaciones, un acido nucleico que dirige la expresién de la proteina se introduce de forma estable
en la célula hospedadora. En determinadas realizaciones, un &cido nucleico que dirige la expresion de la proteina se
introduce transitoriamente en la célula hospedadora. Un experto en la materia podra elegir entre introducir de forma
estable o transitoria un acido nucleico en la célula en funcién de sus necesidades experimentales.

Un gen que codifica una proteina de interés puede estar opcionalmente ligado a uno o méas elementos reguladores de
control genético. En determinadas realizaciones, un elemento de control genético dirige la expresioén constitutiva de la
proteina. En determinadas realizaciones, puede utilizarse un elemento de control genético que proporcione una
expresion inducible de un gen que codifica la proteina de interés. El uso de un elemento de control genético inducible
(por ejemplo, un promotor inducible) permite modular la produccién de la proteina en la célula. Algunos ejemplos no
limitantes de elementos de control genético inducibles potencialmente utiles para su uso en células eucariotas incluyen
elementos regulados por hormonas (por ejemplo, véase Mader, S. y White, J.H., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:5603-
5607, 1993), elementos regulados por ligandos sintéticos (véase, por ejemplo, Spencer, D.M. et al., Science, 262:1019-
1024, 1993) y elementos regulados por radiaciones ionizantes (véase, por ejemplo, Manome, Y. et al., Biochemistry,
32:10607-10613, 1993; Datta, R. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:10149-10153, 1992). De acuerdo con la
invencién, pueden utilizarse otros sistemas reguladores especificos de célula u otros sistemas reguladores conocidos
en la técnica.

Un experto en la materia podra elegir y, opcionalmente, modificar adecuadamente el procedimiento de introduccién de
genes que hace que la célula exprese la proteina de interés de acuerdo con las indicaciones de la presente invencién.

Aislamiento de la proteina expresada

En general, serad deseable aislar y/o purificar proteinas expresadas segln la presente invencién. En determinadas
realizaciones, la proteina expresada se secreta al medio y, por lo tanto, las células y otros sélidos pueden retirarse,
por ejemplo, mediante centrifugacion o filtracién, como primera etapa en el proceso de purificacién.

Como alternativa, la proteina expresada puede unirse a la superficie de la célula hospedadora. Por ejemplo, se puede
retirar el medio y lisar las células hospedadoras que expresan la proteina como primera etapa del proceso de
purificacién. La lisis de las células hospedadoras de mamifero puede lograrse por cualquier medio conocido por los
expertos en la materia, incluida la alteracién fisica mediante esferas de vidrio y la exposicién a condiciones de pH
elevado.

La proteina expresada puede aislarse y purificarse por procedimientos convencionales que incluyen, entre otros,
cromatografia (por ejemplo, cromatografia de intercambio idnico, de afinidad, de exclusién por tamafio y de
hidroxiapatita), filtracién en gel, centrifugacién o solubilidad diferencial, precipitaciéon con etanol y/o mediante cualquier
otra técnica disponible para la purificacién de proteinas (véase, por ejemplo, Scopes, Protein Purification Principles
and Practice, 22 edicién, Springer-Verlag, Nueva York, 1987; Higgins, S.J. y Hames, B.D. (eds.), Protein Expression: A
Practical Approach, Oxford Univ Press, 1999; y Deutscher, M.P., Simon, M.I., Abelson, J.N. (eds.), Guide to Protein
Purification : Methods in Enzymology (Methods in Enzymology Series, vol. 182), Academic Press, 1997). Para la
cromatografia de inmunoafinidad en concreto, la proteina puede aislarse uniéndola a una columna de afinidad que
comprenda anticuerpos que hayan sido generados contra esa proteina y que hayan sido fijjados a un soporte
estacionario. Como alternativa, pueden fijarse a la proteina, mediante técnicas recombinantes convencionales,
marcadores de afinidad, tales como una secuencia de la cubierta del virus de la gripe, poli-histidina o glutation-S-
transferasa, para facilitar la purificacién mediante el paso por la columna de afinidad adecuada. Los inhibidores de
proteasas, tales como el fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), la leupeptina, la pepstatina o la aprotinina, pueden
afladirse en cualquier etapa o en todas las etapas para reducir o eliminar la degradacién de la proteina durante el
proceso de purificacion. Los inhibidores de proteasas son especialmente ventajosos cuando hay que lisar las células
para aislar y purificar la proteina expresada.

Un experto en la materia apreciara que la técnica de purificacién exacta variara en funcién del caracter de la proteina
que se va a purificar, el caracter de las células a partir de las cuales se expresa la proteina y/o la composicién del
medio en el que se cultivaron las células.

Formulaciones farmacéuticas
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Los polipéptidos o proteinas producidos tendran actividad farmacolégica y seran Utiles en la preparacién de productos
farmacéuticos. Las composiciones de la invencién descritas anteriormente pueden administrarse a un sujeto o pueden
formularse primero para su administracién por cualquier via disponible, incluidas, entre otras, las vias parenteral (por
ejemplo, intravenosa), intradérmica, subcutanea, oral, nasal, bronquial, oftalmica, transdérmica (t6pica), transmucosa,
rectal y vaginal. Las composiciones farmacéuticas de la invencién suelen incluir un polipéptido o proteina purificados
expresados a partir de una linea celular de mamifero, un agente de administracién (es decir, un polimero catidnico, un
transportador molecular peptidico, un tensioactivo, etc., como se ha descrito anteriormente) junto con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "vehiculo farmacéuticamente
aceptable" incluye disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes
isoténicos y retardadores de la absorcién, y similares, compatibles con la administracion farmacéutica. También
pueden incorporarse a las composiciones compuestos activos suplementarios. Una composicién farmacéutica se
formula para que sea compatible con la via de administracion prevista. Las soluciones o suspensiones utilizadas para
la aplicacién parenteral, intradérmica o subcutédnea pueden incluir los siguientes componentes: un diluyente estéril, tal
como agua para inyeccién, solucidn salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes
sintéticos; agentes antibacterianos, tales como alcohol bencilico o metilparabenos; antioxidantes, tales como acido
ascérbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes, tales como acido etilendiaminotetraacético; tampones, tales como
acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de la tonicidad, tales como cloruro de sodio o dextrosa. El pH
puede ajustarse con acidos o bases, tales como el acido clorhidrico o el hidréxido de sodio. El preparado parenteral
puede presentarse en ampollas, jeringas desechables o viales de dosis multiples de vidrio o plastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para el uso inyectable suelen incluir soluciones acuosas estériles
(cuando son hidrosolubles) o dispersiones y polvos estériles para la preparacién extempordnea de soluciones o
dispersiones inyectables estériles. Para la administraciéon intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen solucién
salina fisiolégica, agua bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, NJ) o solucién salina tamponada con
fosfato ("phosphate buffered saline", PBS). En todos los casos, la composicién debe ser estéril y fluida hasta el punto
de que se pueda inyectar facilmente. Las formulaciones farmacéuticas preferidas son estables en las condiciones de
fabricaciéon y almacenamiento y deben protegerse frente a la accién contaminante de microorganismos, tales como
bacterias y hongos. En general, el vehiculo pertinente puede ser un disolvente o medio de dispersiéon que contenga,
por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas
adecuadas de los mismos. La fluidez adecuada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento,
tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de la dispersiéon y mediante
el uso de tensioactivos. La prevencion de la accidén de los microorganismos puede lograrse mediante diversos agentes
antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, 4cido ascérbico, timerosal y similares. En
muchos casos, sera preferible incluir en la composicién agentes isotdnicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes, tales
como manitol, sorbitol o cloruro de sodio. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede
conseguirse incluyendo en la composicion un agente que retrase la absorcidn, por ejemplo, monoestearato de aluminio
y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando el polipéptido o proteina purificado en la cantidad
requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinacién de los ingredientes enumerados anteriormente,
segln sea necesario, seguido de esterilizacién por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando
el polipéptido purificado o la proteina expresada a partir de una linea celular de mamifero en un vehiculo estéril que
contenga un medio de dispersion basico y los demés ingredientes necesarios de los enumerados anteriormente. En
el caso de polvos estériles para la preparacién de soluciones inyectables estériles, los procedimientos preferidos de
preparacién son el secado al vacio y la liofilizacién, que producen un polvo del ingrediente activo méas cualquier
ingrediente adicional deseado a partir de una solucién previamente esterilizada por filtracién. Las composiciones orales
generalmente incluyen un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Con la finalidad de la administracién terapéutica
oral, el polipéptido o proteina purificados pueden incorporarse con excipientes y utilizarse en forma de comprimidos,
trociscos o capsulas, por ejemplo, capsulas de gelatina. Las composiciones orales también pueden prepararse
utilizando un vehiculo fluido para su uso como enjuague bucal. Pueden incluirse como parte de la composicién agentes
aglutinantes farmacéuticamente compatibles y/o materiales adyuvantes. Los comprimidos, pildoras, capsulas,
trociscos y similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, o compuestos de naturaleza similar:
un aglutinante, tal como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; un excipiente, tal como almidén o
lactosa, un agente disgregante, tal como é&cido alginico, Primogel o almidén de maiz; un lubricante, tal como estearato
de magnesio o Sterotes; un deslizante, tal como diéxido de silicio coloidal; un agente edulcorante, tal como sacarosa
0 sacarina; o un agente aromatizante, tal como menta, salicilato de metilo 0 aroma de naranja. Las formulaciones para
la administracién oral pueden incorporar ventajosamente agentes para mejorar la estabilidad dentro del tracto
gastrointestinal y/o para mejorar la absorcién.

Para la administracién por inhalacién, las composiciones de la invencién que comprenden un polipéptido o proteina
purificados expresados a partir de una linea celular de mamifero y un agente de administracién se administran
preferentemente en forma de aerosol desde un recipiente o dispensador a presién que contiene un propulsor
adecuado, por ejemplo, un gas, tal como el diéxido de carbono, o un nebulizador. La presente invencién contempla en
concreto la administracién de las composiciones mediante aerosol nasal, inhalador u otra administracién directa en
las vias respiratorias superiores y/o inferiores. Se ha demostrado que la administracién intranasal de vacunas de ADN
dirigidas contra los virus de la gripe induce respuestas de linfocitos T CD8, lo que indica que al menos algunas células
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del tracto respiratorio pueden captar ADN cuando se administra por esta via, y que los agentes de administracién de
la invencién mejoraran la captacidn celular. Segln determinadas realizaciones de la invencién, las composiciones que
comprenden un polipéptido purificado expresado a partir de una linea celular de mamifero y un agente de
administracién se formulan en forma particulas porosas grandes para administracién en aerosol.

La administracién sistémica también puede ser por via transmucosa o transdérmica. Para la administracion
transmucosa o transdérmica, se utilizan en la formulacién penetrantes adecuados a la barrera que se desea
permeabilizar. Tales penetrantes son generalmente conocidos en el arte, e incluyen, por ejemplo, para la
administracién transmucosa, detergentes, sales biliares y derivados del 4cido fusidico. La administracion transmucosa
puede realizarse mediante el uso de aerosoles nasales o supositorios. Para la administracién transdérmica, el
polipéptido o la proteina purificados y los agentes de administracién se formulan en pomadas, ungientos, geles o
cremas como se conoce generalmente en la técnica.

Las composiciones también pueden prepararse en forma de supositorios (por ejemplo, con bases convencionales para
supositorios, tales como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencién para la administracion rectal.

Las composiciones se preparan con vehiculos que protegeran al polipéptido o proteina frente a la eliminacién rapida
del organismo, tales como una formulacién de liberacién controlada, incluidos implantes y sistemas de administracién
microencapsulados. Pueden utilizarse polimeros biodegradables y biocompatibles, tales como el etileno-acetato de
vinilo, los polianhidridos, el poli(acido glicélico), el colageno, los poliortoésteres y el poli(acido lactico). Los
procedimientos para la preparacién de tales formulaciones seran evidentes para los expertos en la materia. Los
materiales también pueden obtenerse en el mercado en Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. Las
suspensiones liposomales (incluidos los liposomas dirigidos a células infectadas con anticuerpos monoclonales contra
antigenos viricos) también pueden utilizarse como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Pueden prepararse
segln procedimientos conocidos por los expertos en la materia, por ejemplo, como se describe en la patente de
EE. UU. n.° 4 522 811.

Es ventajoso formular composiciones orales o parenterales en una forma farmacéutica unitaria para facilitar la
administracién y la uniformidad de la dosis. La forma farmacéutica unitaria, tal como se utiliza en el presente
documento, se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosis unitarias para el sujeto a tratar; cada
unidad contiene una cantidad predeterminada de polipéptido o proteina activa calculada para producir el efecto
terapéutico deseado en asociacidn con el vehiculo farmacéutico requerido.

El polipéptido o proteina expresado segun la presente invencién puede administrarse a diversos intervalos y durante
diferentes periodos de tiempo seglin sea necesario, por ejemplo, una vez por semana durante aproximadamente 1 a
10 semanas, de 2 a 8 semanas, entre aproximadamente 3 y 7 semanas, aproximadamente durante 4, 5 o0 6 semanas,
etc. El experto en la materia apreciard que determinados factores pueden influir en la dosis y el tiempo necesarios
para tratar eficazmente a un sujeto, incluidos, entre otros, la gravedad de la enfermedad o trastorno, los tratamientos
anteriores, la salud general y/o la edad del sujeto, y otras enfermedades presentes. Generalmente, el tratamiento de
un sujeto con un polipéptido o proteina como se describe en el presente documento puede incluir un Unico tratamiento
0, en muchos casos, puede incluir una serie de tratamientos. Se entiende ademas que las dosis apropiadas pueden
depender de la potencia del polipéptido o proteina y, opcionalmente, pueden adaptarse al receptor concreto, por
ejemplo, mediante la administracién de dosis crecientes hasta alcanzar una respuesta deseada preseleccionada. Se
entiende que el nivel de dosis especifico para cualquier sujeto animal concreto puede depender de diversos factores,
incluida la actividad del polipéptido o proteina especificos empleados, la edad, el peso corporal, el estado general de
salud, el sexo y la dieta del sujeto, el momento de la administracidn, la via de administracion, la tasa de excrecién,
cualquier combinacién de farmacos y el grado de expresién o actividad que se desea modular.

Las composiciones farmacéuticas pueden incluirse en un recipiente, envase o dispensador junto con las instrucciones
de administracién.

Los siguientes ejemplos se ofrecen Unicamente con fines ilustrativos y no pretenden limitar en modo alguno el alcance
de la presente invencién. De hecho, diversas modificaciones de la invenciéon, ademés de las que se muestran y
describen en el presente documento, resultaran evidentes para los expertos en la materia a partir de la descripcién
precedente y entran dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplos

Ejemplo 1: Identificacién de los subproductos metabdlicos, que se acumulan en cultivos de alimentacién discontinua,
que tienen efectos inhibidores sobre el crecimiento de células de mamifero en cultivo

Objetivo:

Este experimento se llevd a cabo para identificar los principales inhibidores del crecimiento (subproductos metabélicos)
que se acumulan en los cultivos de células de mamifero con restriccién de glucosa y con alimentacién discontinua
convencional, utilizando enfoques de perfilado global de metabolitos.

Materiales y procedimientos:
25
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Células y medio

En el experimento actual se utilizaron células CHO con un sistema de expresién de glutamina sintasa (disponible en
el mercado en Lonza) (en adelante GS-CHO, linea celular A) y que expresaban un anticuerpo recombinante. En este
experimento se utilizaron dos tipos de medio. El primer medio es el "medio A" que se utiliza para la inoculacién del
experimento en el dia 0 del cultivo. El segundo medio es el "medio B", que es el medio nutritivo enriquecido utilizado
como medio de alimentacién para los procesos de cultivo convencional y de alimentacién discontinua HIPDOG
(descrito en la siguiente seccién). El medio A es una versién enriquecida del medio 9 sin insulina (documento
US7294484, tabla 14), con ligeras diferencias en las concentraciones de bicarbonato sédico y cloruro de potasio, y
que contiene Pluronic F68 en lugar de poli(alcohol vinilico). Se enriquecié afiadiendo medio 5 sin glutamina al 10 %
(documento US7294484, tabla 7) y aumentando aln mas las concentraciones de ocho aminoacidos (Glu, Tyr, Gly,
Phe, Pro, Thr, Trp y Val). Las concentraciones de aminoacidos figuran en la tabla 1.

Tabla 1: Concentracién de aminoacidos en el medio A

;Aminoécidos EConcentracién en el medio A ( mM)
éalanina 0,4

éarginina 53
asparaginasH20 211
‘acido asparico L 23
C|ste|naHC|H20 ..................................... 04 .....................................
C|s inas2HCI

écido glutamico o o
églutamato monosédico 2,0

gutamina o
glicna T 36
hlst|d|naHC|H2027 .....................................
P 54 .....................................
levsina 94
élisina-HCI 8,9

émetionina 3.1

fenilalanina a5
pro“na ..................................... 91 .....................................
serma ....................................................................................................................
étreonina

triptfano 23
étirosina-2Na-2H2O 51
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...................................................................................................................................

10,3

El medio B tiene la misma composicién que el medio 5 (documento US7294484, tabla 7), pero con niveles mas altos
de aminoacidos (en un factor de 2,5). Las concentraciones de aminoacidos en el medio B se muestran en la tabla 2.

Tabla 2: Concentracién de aminoacidos en el medio B

....................................................................................................................................

Aminoacidos EConcentracién en el medio B ( mM)
alanina o 60
arginina 32,9

éécido glutamico 6,0
églutamato monosédico 0,0
glutamina 00
h|st|d|naHC|HQO ..................................... 105 .....................................
|so|euC| T 270 .....................................
leucina - 89
élisina-HCI 30,0
%metionina 12,0

fenilalanina

triptofano 4,8
tirosina-2Na=2H,0 | 12,0
valina 240
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Configuracién del biorreactor

Se emplearon dos condiciones, que incluian un proceso convencional de alimentacién discontinua y un proceso de
alimentacién discontinua con restriccién de glucosa. En el proceso de alimentaciéon discontinua con restriccién de
glucosa (en adelante, cultivo HIPDOG), la glucosa se limité mediante el uso de la tecnologia HIPDOG (Gagnon et al.,
2011). La banda sin cambios de pH utilizada mientras funcionaba el control de HIPDOG fue de 7,025 +/- 0,025.

El proceso convencional fue idéntico al proceso/cultivo HIPDOG en lo que respecta a la densidad celular del inéculo
deseada (1E6 células/ml), los medios utilizados, el volumen de cultivo (1 1), la cantidad de alimentacién afiadida a
diario al cultivo y los pardmetros del proceso, incluidos la temperatura (36,5 °C), el pH (6,9-7,2) y la velocidad de
agitacién (267 rpm). Los dos cultivos sélo diferian en sus niveles de glucosa. En el cultivo convencional, la glucosa se
mantuvo a mas de 2 g/l entre los dias 2 y 5, mientras que, en el cultivo HIPDOG, la glucosa fue consumida por las
células de forma natural hasta que el nivel de glucosa cayé hasta un punto en el que las células empezaron a consumir
también é&cido lactico (observado por un ligero aumento del pH del cultivo) y comenzé la estrategia de
alimentacién/tecnologia HIPDOG. Después del dia 5, los niveles de glucosa en ambas condiciones se mantuvieron en
concentraciones superiores a 2 g/l mediante la alimentacién de glucosa segun fuera necesario y se trataron de manera
similar hasta el dia 12. La densidad de células viables y la concentracién de lactato y amoniaco en el medio de cultivo
celular se midieron a diario en ambas condiciones. El medio de base utilizado es el medio A y el medio de alimentacién
utilizado fue el medio B.

Para el analisis metabolémico, se recogieron y analizaron muestras de medio agotado y de sedimentos celulares de
ensayos en reactores por duplicado, realizados para cada condicién. Los puntos temporales considerados para el
analisis incluyen los dias 0, 2, 3, 5, 7, 9 y 10. El enfoque metabolémico utilizado empleé técnicas de RMN (grupos 4 y
5 de la tabla 3), LC/MS y GC/MS (grupos 1 a 3 de la tabla 3) para evaluar los niveles relativos de metabolitos en
diferentes momentos del cultivo. A continuacion se describen los detalles de la preparacidén de las muestras y el tipo
de equipos/procedimientos utilizados para los anélisis por RMN, LC/MS y GC/MS. Se midieron y calcularon los niveles
relativos (cambios en n.° de veces) de todos los metabolitos. Los niveles relativos se determinaron tanto en el medio
agotado como en las muestras de sedimentos celulares, que se calcularon en funcién de los cambios en n.° de veces
en comparacién con el nivel del metabolito cuando se detecté por primera vez. Los cambios en n.° de veces se
utilizaron para identificar los metabolitos que se acumulaban a niveles muy altos en el séptimo dia del cultivo HIPDOG
y del cultivo convencional de alimentacién discontinua.

Procedimientos de andlisis metabolémico
Cromatografia liquida/de gases con espectrometria de masas

La preparacién de la muestra se llevd a cabo mediante una extraccién con metanol para eliminar la fraccién proteica
y permitir al mismo tiempo la méaxima recuperacién de moléculas pequefias. El extracto resultante se sec6 al vacio y
posteriormente se utilizé para la preparacién de muestras para el instrumento apropiado, ya fuera LC/MS o GC/MS.

La parte de LC/MS de la plataforma se basé en un UPLC ACQUITY de Waters y un espectrometro de masas Thermo-
Finnigan LTQ, que consistia en una fuente de ionizacién por electronebulizaciéon (ESI) y un analizador de masas de
trampa de iones lineal (LIT). La muestra se analizé independientemente en los modos de iones positivos y negativos.
La muestra se reconstituyé en condiciones 4cidas para el modo de iones positivos y se eluyd en gradiente utilizando
agua y metanol, que contenian ambos un 0,1 % de 4cido férmico, mientras que, para el modo de iones negativos, la
muestra se reconstituyé en extractos basicos, que también utilizaron agua/metanol, que contenian bicarbonato
amoénico 6,5 mM para la elucion en gradiente. El anélisis MS alterné entre MS y exploraciones de MS? dependientes
de los datos utilizando exclusién dinédmica.

Las muestras destinadas al analisis GC/MS se volvieron a secar al vacio durante un minimo de 24 horas antes de ser
derivatizadas en nitr6geno seco utilizando bistrimetil-silil-trifluoroacetamida (BSTFA). La columna de GC contenia
fenilo al 5 % y la rampa de temperatura comenzé en 40 °C hasta 300 °C en un periodo de 16 minutos. Las muestras
se analizaron en un espectrdmetro de masas de cuadrupolo Unico de barrido rapido Thermo-Finnigan Trace DSQ
mediante ionizacién por impacto de electrones. El instrumento se ajust6 y calibré con frecuencia para comprobar su
resolucidn y precisién de masa.

Se extrajeron los datos de los archivos de datos de espectrometria de masas en bruto y se identificaron los picos.
Posteriormente, los picos se anotaron y cuantificaron (valores de intensidad arbitrarios) con informacién sobre los
compuestos mediante comparacién con las entradas de un banco de patrones purificados o entidades desconocidas
recurrentes. La combinacién de las propiedades cromatograficas y los espectros de masas dio una indicacién de
coincidencia con el compuesto especifico 0 con una entidad isobarica.

Preparacién de muestras de RMN, adquisicion y procesamiento de datos

Se filtraron 1000 pl de cada muestra utilizando tubos de filtro de microcentrifuga Nanosep 3K Omega durante 60
minutos y se utilizaron 630 ul de la muestra filtrada para el anélisis de RMN. Estos filtros se conservan con glicerol,
por lo que pueden aparecer trazas de glicerol en el analisis. Se afiadi6 solucidén de patrén interno a cada solucién de

28



10

15

20

25

30

35

ES 2 989 780 T3

muestra, y la mezcla resultante se agité en voértice durante 30 s. Se transfirieron 700 pl de la solucién centrifugada a
un tubo de RMN para la adquisicién de datos.

Los espectros de RMN se adquirieron en un espectrémetro de RMN VNMRS 700 MHz de cuatro canales Varian
equipado con una sonda biomolecular de triple resonancia 1 H/13C refrigerada criogénicamente con autoajuste. La
secuencia de pulsos utilizada fue una 1D-tnnoesy con una presaturacién de 990 ms en agua y un tiempo de adquisicién
de 4 s. Los espectros se recogieron con 32 transitorios y 4 barridos de estado estacionario a 298 K.

Los espectros fueron procesados y los archivos .cnx fueron generados usando el médulo Processor en Chenomx NMR
Suite 8.0. Los compuestos se identificaron y cuantificaron utilizando el médulo Profiler de Chenomx NMR Suite 8.0
con la Chenomx Compound Library versién 9, que contiene 332 compuestos. A efectos de informacién, las
concentraciones perfiladas se han corregido para reflejar la composiciéon de la muestra original, en lugar del contenido
del tubo de RMN. Durante la preparaciéon de las muestras, cada una de ellas se diluye introduciendo un patrén interno
Yy, en caso necesario, para aumentar el volumen analizado de una muestra pequefia.

Resultados:

Inicialmente, las células crecieron exponencialmente tanto en cultivos convencionales como en cultivos HIPDOG y
alcanzaron densidades celulares maximas el dia 6 y el dia 7, respectivamente, y el cultivo HIPDOG alcanzé unas
densidades celulares maximas mucho mas altas (figura 1). Los niveles de lactato en el proceso/cultivo HIPDOG se
mantuvieron bajos debido a la aplicacién del control de HIPDOG (entre el dia 2-dia 5), mientras que los niveles de
lactato se acumularon a niveles muy altos en el caso del cultivo convencional de alimentacién discontinua. El amoniaco
también se mantuvo en niveles bajos durante el cultivo convencional e HIPDOG mediante el uso de células que
incluian un sistema de expresién de glutamina sintetasa. La valoracién (cantidad de proteina de interés por litro de
medio de cultivo celular) se midié al final del cultivo (dia 12). El cultivo HIPDOG alcanzé una valoracién mas elevada
en comparacion con el proceso convencional. Las diferencias en las densidades celulares y en los valores de las
valoraciones son probablemente el resultado de las diferencias en las acumulaciones de lactato observadas entre los
dos cultivos.

Los metabolitos que se acumulaban a altos niveles en el dia 7 del cultivo HIPDOG se identificaron basandose en los
cambios en n.° de veces medidos utilizando las técnicas de perfilado global de metabolitos. Para cada uno de los
metabolitos identificados anteriormente, se determind la concentracién en la que el metabolito afecta negativamente
al crecimiento de la célula mediante experimentos de enriquecimiento utilizando compuestos purificados (véase el
ejemplo 3). Los resultados de estos experimentos se utilizaron para reducir la lista de posibles nuevos inhibidores.
Mediante este proceso se identificaron un total de 9 inhibidores. La lista de los 9 metabolitos identificados como
inhibidores potenciales, asi como su posible fuente metabdlica en el medio de cultivo celular, se recogen en la tabla
3.

La tabla 3 muestra los nombres y las clases funcionales de los nueve metabolitos identificados como inhibidores
putativos del crecimiento que se acumulan en los cultivos de alimentacién discontinua de GS-CHO

...................................................................................................................................................................................................................

1 §4—hidroxifenilpiruvato

éFeniI—Iactato (PLA) éMetaboIismo de la fenilalanina
"""""""""" i'r{aSi‘Iéé‘t‘é‘t‘&‘(‘i'r'{ai'c}i"é"ié'{:'t';t};‘)""""""""""""""""""""""'M'é{éB&;i'.;}ﬁé"a'e"i'i}ik;'t"c;%;r'{E{""""‘""""""""""""
’ “‘A‘e.‘a"o“‘;‘r;a‘ai;;;;55;.1‘.‘5;z;;;.‘aa‘.“r;‘aal"5“5;;55;.1.‘;;55‘
................... Homoc|ste|naMetabol|smode|amet|on|na
i Acido 2-hidroxibutirico
"""" 4 IsovaleratoLeucma
5 éFormiato éSerina, treonina y glicina
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Ejemplo 2: Determinacion de la concentracién a la que se acumulan los inhibidores putativos en fases tardias de los
cultivos HIPDOG de alimentacién discontinua

Objetivo:

Este experimento se llevé a cabo para evaluar las concentraciones de los inhibidores de crecimiento putativos recién
identificados (subproductos metabdlicos) en diferentes puntos temporales en los cultivos de alimentacién discontinua
HIPDOG de células GS-CHO.

Materiales y procedimientos:

La configuracién experimental es la misma que la definida en el ejemplo 1. La cuantificacién se realizé mediante los
procedimientos de LC/MS y GC/MS para los metabolitos de los dos primeros grupos de la tabla 3 y se utilizé la
tecnologia NMR para la cuantificacion de los metabolitos de los grupos 4 y 5. Para los dos primeros grupos de
metabolitos enumerados en la columna de metabolitos de la tabla 3, se obtuvieron en el mercado compuestos
purificados y se prepararon soluciones de estos compuestos en concentraciones conocidas utilizando el medio Acomo
disolvente base. Utilizando un enfoque de perfilado global de metabolitos con LC/MS y GC/MS similar al utilizado para
la identificacién de inhibidores y la cuantificacion relativa (véase el ejemplo 1), se prepararon curvas de calibracion
independientes para cuatro metabolitos. Estas curvas de calibracién son correlaciones matematicas de las cantidades
reales del metabolito utilizado en las técnicas de LC/MS y GS/MS con los valores de intensidad generados por las
mismas. Las correlaciones se utilizan posteriormente junto con los valores de intensidad generados en el ejemplo 1
para calcular la concentracién de los metabolitos en diferentes puntos temporales del cultivo.

Resultados:

Las concentraciones de los metabolitos recién identificados de los dos primeros grupos de la tabla 3 se determinaron
usando las curvas de calibraciéon desarrolladas, y las concentraciones para los metabolitos enumerados en los grupos
4 y 5 se determinaron mediante tecnologia de RMN como se analiz6 en la seccién Materiales y procedimientos del
ejemplo 1. La concentracion de seis inhibidores putativos (fenil-lactato, 3-(4-hidroxifenil)lactato, 4-hidroxifenilpiruvato,
indol-lactato, isovalerato y formiato) en el dia 7 de los cultivos de alimentacién discontinua HIPDOG se indican en la
tabla 4.

Tabla 4: Concentraciones de seis metabolitos en el dia 7 del cultivo HIPDOG

' Metabolito Dia 7

EConcentracién { mM)

3-(4-hidroxifenil)lactato (HPLA) } 0,38
E'éi'-"ri'i'éi'r'éik'i'fé}iiib'i'rﬁi}'é{&"""'""'"""'"'é""""""""""d;'dé """""""""""
éFeniI—Iactato (PLA) 0,20
Indobactate 1T o2
lsovalerato 241
e A

Ejemplo 3: Experimento para establecer el efecto supresor del crecimiento de los inhibidores putativos identificados
en las concentraciones detectadas en el dia 7 del cultivo de alimentacién discontinua HIPDOG

Objetivo:

Este experimento se llevé a cabo para evaluar el efecto de los inhibidores putativos recién identificados, en las
concentraciones determinadas en el dia 7 del cultivo HIPDOG, sobre el crecimiento de las células GS-CHO en cultivo.
En primer lugar, se comprobd el efecto independiente de los nueve metabolitos (fenil-lactato, 3-hidroxifenil-lactato, 4-
hidroxifenilpiruvato, indol-lactato, acido indolcarboxilico, homocisteina, acido 2-hidroxibutirico, isovalerato y formiato)
sobre el crecimiento de las células. Posteriormente, se comprob6 el efecto sinérgico de cuatro metabolitos (fenil-
lactato, 3(4-hidroxifenil)lactato, 4-hidroxifenilpiruvato e indol-lactato) sobre el crecimiento celular.

Materiales y procedimientos:
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Se inocularon células GS-CHO productoras de un anticuerpo recombinante en bajas densidades de células viables
(0,1EB células/ml) en diversas condiciones en cultivos en placas de 6 pocillos de 5 ml de volumen. Estas condiciones
incluyen medio A fresco o Medio A fresco enriquecido con cuatro inhibidores putativos en concentraciones detectadas
en el dia 7 del cultivo HIPDOG del ejemplo 1 (fenil-lactato a 0,2 mM, 3-(4-hidroxifenil)lactato a 0,38 mM, 4-
hidroxifenilpiruvato 0,08 mM e indol-lactato 0,26 mM). En un experimento separado, las células GS-CHO productoras
de un anticuerpo recombinante se inocularon en bajas densidades de células viables en medio A fresco enriquecido
con diferentes concentraciones de 9 inhibidores (acido indolcarboxilico, homocisteina, acido 2-hidroxibutirico, fenil-
lactato, 3-(4-hidroxifenil)lactato, 4-hidroxifenilpiruvato, indol-lactato, isovalerato y formiato) con un inhibidor cada vez
por condicién. El pH del medio A, enriquecido con uno cualquiera de los hueve metabolitos o cualquier combinacién
de los nueve metabolitos, se ajustd a 7 antes de inocular las células (el dia 0). Las concentraciones ensayadas son:

e acido indolcarboxilico: 0, 0,5y 1 mM

e homocisteina: 0,0,5y 1 mM

e acido 2-hidroxibutirico: 0, 1 y 5 mM

o fenil-lactato: 0,1 y 5 mM

e  3-(4-hidroxifenil)lactato: 0, 0,1, 0,3, 0,5, 1 y 5 mM
e 4-hidroxifenilpiruvato: 0, 0,05, 0,1 y 0,25 mM

e indol-lactato: 0,1y 3 mM

e isovalerato: 0,1,2,5y 5 mM

o formiato: 0,2,4y6 mM

Para el indol-lactato, se prepard la solucion madre (500 mM) en DMSO. Por lo tanto, se incluyeron condiciones de
enriquecimiento de DMSO puro ("DMSO cont" o DMSO control) para cada concentracién de indol-lactato ensayada,
con el fin de controlar el efecto del DMSO sobre el crecimiento de las células. Todas las condiciones se ensayaron por
duplicado o triplicado. El crecimiento de las células en las condiciones descritas se controlé durante 5 o 6 dias.

Resultados:

Se investigd el efecto independiente de los nueve inhibidores sobre el crecimiento de las células GS-CHO (figura 2,
figura 3, figura 4 y figura 5). Se observé que el acido indolcarboxilico y el 4-hidroxifenilpiruvato tenian un potente efecto
negativo sobre el crecimiento de las células en concentraciones de 1 mM o inferiores. Se observd una modesta
inhibicién del crecimiento cuando las células GS-CHO se expusieron a homocisteina, acido 2-hidroxibutirico o lactato
de 3(4-hidroxifenilo) en concentraciones superiores a 0,5 mM o 1 mM. El L-fenil-lactato tuvo un efecto leve sobre el
crecimiento de las células en una concentracién de 1 mM. El indol-lactato mostré poco o ningun efecto sobre el
crecimiento de las células en concentraciones de 3 mM o inferiores. El formiato tuvo un efecto negativo sobre el
crecimiento en concentraciones de 2 mM y superiores. El isovalerato tuvo un efecto negativo significativo sobre el
crecimiento de las células en concentraciones superiores a 1 mM.

Experimentos anteriores demostraron que la concentracién en la que se inhibe el crecimiento celular era mucho mayor
cuando cada uno de los nueve inhibidores putativos se afiadia independientemente que la concentracién observada
en el dia 7 del cultivo de alimentacion discontinua HIPDOG. Por lo tanto, posteriormente se investigé el efecto de estos
inhibidores cuando se trataban combinados. Curiosamente, al tratar las células con la combinacién de cuatro [fenil-
lactato, 4-hidroxifenilpiruvato, 3(4-hidroxifenil)lactato, indol-lactato] de los nueve metabolitos, en concentraciones
detectadas en el dia 7 de cultivo HIPDOG, el crecimiento celular se inhibié significativamente en comparacién con el
crecimiento celular en el medio fresco (figura 6). Estos datos indican que los cuatro metabolitos mencionados actian
de forma sinérgica para inhibir el crecimiento de las células. Los nueve metabolitos mencionados son subproductos
del metabolismo de la fenilalanina, la tirosina, el triptéfano, la leucina, la serina, la treonina, la metionina y la glicina.
La identificacién de las enzimas de estas vias que contribuyen a la biosintesis de los inhibidores proporciona una
estrategia para modificar genéticamente las células con el fin de suprimir la produccién de los mismos mediante la
modificacién de genes.

Dado que estos cuatro metabolitos son subproductos del metabolismo de la fenilalanina, tirosina y triptéfano, la
reduccién de las concentraciones de estos aminoéacidos precursores en el cultivo puede limitar la formacién de los
correspondientes metabolitos inhibidores. Ademés, dado que los metabolitos de la metionina (homocisteina y 2-
hidroxibutirato) y los metabolitos de la leucina, serina, treonina y glicina (isovalerato y formiato) también tienen un
efecto negativo sobre el crecimiento celular, la reduccién de los niveles de metionina, leucina, serina, treonina y glicina
en el cultivo podria limitar potencialmente la formacién de estos metabolitos y favorecer el crecimiento celular.
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Ejemplo 4: Reduccién del efecto supresor del crecimiento de los inhibidores recién identificados mediante estrategias
de limitacién de nutrientes en cultivos de alimentacién discontinua

Objetivo:

Este experimento se realiz6 para reducir la formacién de inhibidores recién identificados limitando el suministro de las
fuentes de carbono responsables de su biosintesis. El objetivo de este experimento era evaluar si dicha reduccion en
la formacién de inhibidores alivia la supresién del crecimiento en las Ultimas fases del cultivo, lo que se traduce en un
aumento de las densidades de células viables maximas en los cultivos de alimentacidn discontinua.

Materiales y procedimientos:
Células y configuracién del biorreactor

En el experimento actual se utilizaron células GS-CHO que expresaban un anticuerpo recombinante (linea celular A).
Como parte de este experimento, se ensayaron dos condiciones: A) Cultivo de alimentacién discontinua HIPDOG con
niveles bajos de cuatro aminoacidos ((tirosina, metionina, fenilalanina y triptéfano) (condicién de contenido bajo en
AA)), B) Cultivo de alimentacién discontinua HIPDOG con concentraciones normales de aminoéacidos
(condicién/cultivo HIPDOG de control). Las células en crecimiento exponencial procedentes del cultivo de siembra se
inocularon a 1 x 10° células/ml en cada biorreactor de produccién. En ambas condiciones, la estrategia HIPDOG se
aplico entre el dia 2 y el dia 7 del cultivo. En la condicién de contenido bajo en aminoacidos, las concentraciones de
tirosina, triptéfano, fenilalanina y metionina se mantuvieron entre 0,5 mM y 1 mM durante los siete primeros dias del
cultivo, tras lo cual se ajustaron a los niveles de cada uno de esos aminoécidos en la condicion HIPDOG de control.
Después del séptimo dia, ambas condiciones se trataron de forma similar. Se midieron a diario la densidad de células
viables, las concentraciones de lactato, de amoniaco y de aminoacidos (los aminoacidos sélo se midieron durante los
siete primeros dias). Para ambas condiciones, la densidad de células viables del inéculo deseada (1 x 108 células/ml),
y el volumen de cultivo (11) y los parametros del proceso, incluidos la temperatura (36,5 °C), el pH (6,9-7,2) y la
velocidad de agitacion (267 rpm), fueron idénticos. El medio base utilizado en la condicién HIPDOG control fue el
medio A y el utilizado en la condiciéon de contenido bajo en AA fue la versién modificada del medio A con bajas
concentraciones de los cuatro aminoacidos (tirosina, triptéfano, fenilalanina y metionina a aproximadamente 0,6 mM).
El medio de alimentacién utilizado para el cultivo HIPDOG de control fue el medio B. Para la condicién de contenido
bajo en AA, se formulé y utilizé6 como medio de alimentacién el medio B original o una versién modificada del medio B
con mayor concentracién de cuatro aminoacidos (tirosina, triptéfano, metionina y fenilalanina) (un 60 % mas alto para
la metionina y niveles aproximadamente un 100 % mas altos para la tirosina, el triptéfano y la fenilalanina en
comparacién con el medio B de alimentacion original). Los niveles de los cuatro aminoacidos en la versién modificada
del medio B se configuraron basandose en las tasas de consumo especificas de las células para los cuatro
aminoécidos y en el programa de alimentacién previamente determinado para la linea celular A en un proceso de
cultivo HIPDOG. Las concentraciones de aminoacidos se midieron cada dia utilizando un procedimiento de
aminoécidos basado en UPLC que se describe en detalle mas adelante. En funcién del nivel de amino&cidos en un
punto de muestreo determinado y del programa de alimentacién, se eligi6 uno de los dos tipos de medio B
(concentracidn original o superior) como medio de alimentacidn hasta el siguiente punto de muestreo, de forma que la
concentracién de los cuatro aminoacidos se situara entre 0,5 mM-1 mM en el siguiente punto de muestreo.

Analisis de aminoacidos

Se mezclaron 10 pl de una solucién de mezcla de aminoacidos patrén o una muestra de medio agotado (muestra
diluida 10 veces) con 70 pl de tampdn borato AccQeTag Ultra (kit de aplicaciones Waters UPLC AAA H-Class
[176002983]), y se afiadieron 20 ul de reactivo AccQ-Tag previamente disuelto en 1,0 ml de diluyente de reactivo
AccQ-Tag Ultra. Se dejd que la reaccién se desarrollase durante 10 min a 55 °C. El analisis cromatografico liquido se
realizé en un sistema Waters Acquity UPLC, equipado con un gestor de disolventes binarios, un automuestreador, un
calentador de columna y un detector PDA. La columna de separacién fue una columna Waters AccQe-Tag Ultra (2,1
mm d.i. x 100 mm, particulas de 1,7 pm). El calentador de la columna se ajusté a 55 °C y el caudal de la fase mévil se
mantuvo a 0,7 mi/min. El eluyente A fue disolvente A concentrado de AccQsTag Ultra al 10 %, y el eluyente B fue
disolvente B de AccQ-Tag Ultra al 100 %. El gradiente de separacidn no lineal fue 0-0,54 min (A al 99,9 %), 5,74 min
(A al 90,0 %), 7,74 min (A al 78,8 %), 8,04-8,64 min (A al 40,4 %), 8,73-10 min (A al 99,9 %). Se inyectd un microlitro
de muestra para el analisis. El detector PDA se ajusté a 260 nm. Los tiempos de elucién previamente determinados
para los aminoacidos se utilizan para identificar los picos de aminoéacidos especificos en el cromatograma para cada
muestra. Las concentraciones de aminoéacidos se calcularon utilizando el area bajo el pico y se generé la curva de
calibracién utilizando la solucién patrén (Amino Acids Standard H, Thermo Scientific, PI-20088).

Resultados:

Las concentraciones de los aminoacidos se mantuvieron satisfactoriamente entre 0.5 mM-1 mM en las condiciones de
contenido bajo en AA (figura 8 y Figura 9). Las concentraciones de aminoacidos en el proceso HIPDOG de control se
mantuvieron elevadas a lo largo del cultivo. Como se muestra en la figura 7, las densidades celulares en la condicién
de bajo AA alcanzaron un méximo de aproximadamente 35 x 10° células/ml en el dia 7, mientras que las densidades
celulares en la condicién de control de HIPDOG alcanzaron un maximo de aproximadamente 32 x 10° células/ml. Los
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niveles de valoracién de la recoleccion en la condicién de bajo AA (5,3 g/l) fueron un 18 % superiores a los de la
condicién de control (4,5 g/l). Claramente, la limitacién del suministro de aminoacidos aumentd las densidades
celulares (y, por tanto, la valoracion) en las Ultimas fases de los cultivos.

El ejemplo 5 demuestra que tal aumento en el crecimiento y la productividad puede explicarse como resultado de una
produccién reducida de los inhibidores recién identificados.

Ejemplo 5: Demostracién de (i) la reduccién de la acumulacién de los inhibidores recién identificados mediante la
limitacion de aminoacidos y (ii) la reproducibilidad del efecto positivo de dicha limitacion de metabolitos inhibidores
sobre el crecimiento de células GS-CHO (linea celular A) en cultivos de alimentacién discontinua.

Objetivo:

El objetivo principal de este ejemplo era demostrar la reduccién de la acumulacién de los inhibidores recién
identificados en cultivos de alimentacion discontinua limitando el suministro de las fuentes de carbono (aminoécidos)
responsables de su biosintesis. En este ejemplo, se incluyen dos experimentos para demostrar que dicha reduccion
de los niveles de los inhibidores recién identificados mediante la limitacién de cuatro aminoécidos u ocho aminoacidos
alivia la supresién del crecimiento en las Ultimas fases del cultivo de alimentacion discontinua, lo que da como resultado
un aumento de las densidades de células viables maximas.

Materiales y procedimientos:
Células y configuracién del biorreactor

La linea celular A se utilizé en los dos experimentos realizados como parte de este ejemplo. En el primer experimento
se ensayaron tres condiciones:

A) Cultivo de alimentaciéon discontinua HIPDOG con niveles bajos de tirosina, metionina, fenilalanina y
triptéfano (condicién de contenido bajo en 4AA + HIPDOG para el cultivo),

B) Cultivo de alimentaciéon discontinua HIPDOG con niveles bajos de tirosina, metionina, fenilalanina,
triptéfano, leucina, serina, treonina y glicina (condicién de contenido bajo en 8AA+ HIPDOG), v,

C) dos cultivos de alimentacién discontinua HIPDOG con concentraciones normales de aminoacidos
(HIPDOG 1 e HIPDOG 2).

En un segundo experimento se ensayaron dos condiciones:

A) Cultivo de alimentacién discontinua HIPDOG con niveles bajos de tirosina, metionina, fenilalanina,
triptéfano, leucina, serina, treonina y glicina (condicién de contenido bajo en 8AA+ HIPDOG), v,

B) Cultivo de alimentaciéon discontinua HIPDOG con niveles bajos de tirosina, metionina, fenilalanina y
triptéfano (condicién de contenido bajo en 4AA + HIPDOG).

El primer experimento se realizé durante 12 dias, mientras que el segundo se realizé durante 16 dias.

En ambos experimentos, se inocularon células en crecimiento exponencial procedentes de cultivos de siembra a
1 x 10° células/ml en cada biorreactor de produccién. Para todas las condiciones, el control de HIPDOG se aplicé
entre el dia 2 y el dia 7 del cultivo. En las condiciones de contenido bajo en aminoacidos, las concentraciones de los
cuatro u ocho aminoacidos mencionados se mantuvieron entre 0,5 mM y 1 mM durante los siete primeros dias del
cultivo, tras lo cual se ajustaron a los niveles méas préximos a los respectivos aminoacidos en las condiciones de
HIPDOG de control. Después del séptimo dia, ambas condiciones se trataron de forma similar. Se midieron a diario
las concentraciones de células viables, amoniaco y aminoacidos. Para todas las condiciones, la densidad de células
viables del in6culo deseada (1 x 10° células/ml), el volumen de cultivo (1 1) y los parametros del proceso, incluidos la
temperatura (36,5 °C), el pH (6,9-7,2) y la velocidad de agitacién (259 rpm), fueron idénticos. El medio base utilizado
en la condicién HIPDOG fue el medio Ay el utilizado en condiciones de bajo contenido en aminoéacidos fue la versién
modificada del medio A con bajas concentraciones de cuatro aminoécidos (tirosina, triptéfano, fenilalanina y metionina
aproximadamente 0,6 mM) u ocho aminoécidos (tirosina, triptéfano, fenilalanina, metionina, leucina, serina, treonina y
glicina aproximadamente 0,6 mM). El medio de alimentacién utilizado para todas las condiciones fue el medio B. Las
concentraciones de aminoéacidos se midieron cada dia utilizando el procedimiento de aminoacidos basado en UPLC
descrito en el ejemplo 4. En las condiciones de bajo contenido en aminoécidos, en funcién del nivel de aminoacidos
en un punto de muestreo determinado y del programa de alimentacion que se iba a seguir, se afiadieron soluciones
concentradas de aminoacidos a las condiciones, de modo que la concentracidén de los cuatro aminoécidos o de los
ocho aminoacidos en las condiciones de bajo contenido en aminoacidos correspondientes se situara entre 0,5 mM-
1 mM en el siguiente punto de muestreo. Se analizaron muestras de medio agotado de diferentes condiciones de
ambos experimentos para determinar los niveles de los inhibidores recién identificados utilizando la tecnologia de
RMN descrita en la seccién de Materiales y procedimientos del ejemplo 1.
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Resultados:

En el primer experimento, las concentraciones de los aminoacidos se mantuvieron satisfactoriamente entre 0,5 mM-
1 mM en ambas condiciones de contenido bajo en 4AA y contenido bajo en 8AA hasta el dia 7 de los cultivos de
alimentacion discontinua (figuras 11-14). Esta limitacién de los niveles de aminoacidos en las dos condiciones dio lugar
a niveles méas bajos de acumulacién de los metabolitos recién identificados (figura 15 y figura 16). Se perfilaron
especificamente el isovalerato, el formiato, el 3-hidroxifenil-lactato y el indol-3-lactato. El isovalerato y el formiato son
subproductos de la leucina, la serina, la glicina y la treonina, que se controlan a niveles bajos sélo en la condicidén de
contenido bajo en 8AA. Estos aminoacidos no se controlan a niveles bajos en la condicién de contenido bajo en 4AA.
En consecuencia, sélo se observaron concentraciones significativamente més bajas de isovalerato en la condicién de
contenido bajo en 8AA. Los niveles de isovalerato fueron mas altos en las condiciones de control de HIPDOG y en la
condicién de contenido bajo en 4AA (figura 15B). Los niveles de formiato fueron similares en todas las condiciones en
el dia 7 del cultivo; sin embargo, por célula, la cantidad de formiato producida es menor en la condicién de contenido
bajo en 8AA en comparacién con las condiciones HIPDOG. Los otros dos inhibidores perfilados, el 3-(4-
hidroxifenil)lactato y el indol-3-lactato, son subproductos de los aminoacidos fenilalanina y triptéfano, que se controlan
a niveles mas bajos tanto en condiciones de contenido bajo en 8AA como en condiciones de contenido bajo en 4AA.
Se observaron concentraciones significativamente mas bajas de estos dos inhibidores en las condiciones de contenido
bajo en 8AAy contenido bajo en 4AA en comparacidn con las condiciones HIDPOG en el dia 7 (figuras 15Ay 16).

Las células en condiciones de contenido bajo en 8AAy contenido bajo en 4AA crecieron mejor que las condiciones de
control (HIPDOG1 e HIPDOG 2) alcanzando un maximo de densidad celular de 50 x10° células/ml vy
45 x 10° células/ml, respectivamente, en el dia 9, mientras que las densidades celulares en condiciones de control de
HIPDOG alcanzaron un méximo de aproximadamente 32 x 108 células/ml (figura 10A). Este aumento del crecimiento
celular observado en las Ultimas fases de las condiciones de bajo contenido en aminoacidos puede explicarse como
resultado de la menor acumulacién de inhibidores en el cultivo (figuras 15 y 16). Ademas, las condiciones de bajo
contenido en aminoéacidos tuvieron valoraciones mas altas en comparacién con las condiciones HIPDOG de control
hasta el dia 9, y luego disminuyeron hasta igualar los niveles de valoraciones de las condiciones HIPDOG al final del
cultivo (figura 10B). La reduccién de la produccién de proteinas después del dia 9 en condiciones de bajo contenido
en aminodacidos se atribuy6 al casi agotamiento de los niveles de tirosina en los cultivos después del dia 9 (figura 11A).

El segundo experimento fue realizado para verificar y reproducir el efecto positivo incrementado de limitar la leucina,
serina, glicina y treonina en la condicién de contenido bajo en 8AA cuando se compara con la condicién de contenido
bajo en 4AA (figura 17). Sb6lo se ensayaron dos condiciones en este experimento, que incluian la condicién de
contenido bajo en 8AA y de contenido bajo en 4AA, utilizando la linea celular A. Los ocho aminoacidos o los cuatro
aminoécidos se controlaron entre 0,5 mM y 1 mM hasta el dia 7 del cultivo. Los datos de aminoacidos no se muestran
para este experimento, pero son similares a los perfiles de aminoacidos observados para las dos condiciones en el
experimento anterior (figuras 11-14) excepto para la tirosina, que no se agotd en este experimento. Las células
crecieron mejor en la condicion de contenido bajo en 8AA alcanzando un méximo de 42 x 108 células/ml el dia 9,
mientras que las densidades celulares en la condicién de contenido bajo en 4AA alcanzaron un maximo de
33 x 108 células/ml (figura 17). Este aumento de la densidad celular también se tradujo en niveles mas altos de
valoracién de la recolecciéon en las condiciones de contenido bajo en 8AA en comparacién con la condicién de
contenido bajo en 4AA.

Ejemplo 6: Demostracién de (i) la reduccidén en la acumulacién de los inhibidores recién identificados a través de la
limitaciéon de aminoacidos y (ii) el efecto positivo de dicha limitacion de metabolitos inhibidores sobre el crecimiento
de una linea celular GS-CHO diferente (linea celular B) en cultivos de alimentacién discontinua.

Objetivo:

Este experimento se realizd para demostrar que los efectos beneficiosos de limitar los niveles de determinados
aminoécidos sobre el crecimiento de las células no eran especificos de una linea celular (linea celular A), sino que son
més generales y pueden aplicarse a otras lineas celulares. Como parte de este ejemplo se realizaron dos experimentos
de limitaciéon de nutrientes utilizando una linea celular CHO diferente (linea celular B) que produce un anticuerpo
recombinante diferente. El objetivo de estos experimentos era demostrar que, en los cultivos de alimentacion
discontinua, el control de los aminoacidos a niveles mas bajos da lugar a una reduccién de las acumulaciones de
inhibidores, y que estas bajas acumulaciones de inhibidores pueden explicar el aumento de las densidades de células
viables y de las valoraciones de proteinas que se observaron en los cultivos de alimentacién discontinua con bajos
niveles de aminoécidos.

Materiales y procedimientos:
Células y configuracién del biorreactor

En este ejemplo se utilizé una nueva linea celular GS-CHO (linea celular B) que expresaba un anticuerpo recombinante
diferente. Se realizaron dos experimentos para comprender el efecto de limitar simultdneamente cuatro u ocho
aminoacidos. En el primer experimento, se ensayaron dos condiciones: A) Cultivo de alimentacién discontinua
HIPDOG con niveles bajos de ocho aminoacidos, que incluye tirosina, metionina, fenilalanina, triptéfano, leucina,
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serina, glicina y treonina (condicién de contenido bajo en 8AA + HIPDOG) y B) Cultivo de alimentacién discontinua
HIPDOG con concentraciones normales de aminoacidos (condicién HIPDOG). En el segundo experimento, se
ensayaron dos condiciones: A) Cultivo de alimentacion discontinua HIPDOG con niveles bajos de cuatro aminoacidos,
incluyendo tirosina, metionina, fenilalanina y triptéfano (condicién de contenido bajo en 4AA + HIPDOG) y B) Cultivo
de alimentacion discontinua HIPDOG con concentraciones normales de aminoacidos (condicién HIPDOG). El primer
experimento se llevé a cabo durante 12 dias, mientras que el segundo sélo se realizé hasta el octavo dia de cultivo.

Se inocularon células en crecimiento exponencial de cultivos de siembra a 1 x 108 células/ml en cada biorreactor de
produccién. Para todas las condiciones, la estrategia HIPDOG se aplicd entre el dia 2 y el dia 7 del cultivo. En las
condiciones de contenido bajo en aminoécidos, las concentraciones de los cuatro u ocho aminoacidos mencionados
se mantuvieron entre 0,5 mM y 1 mM durante los siete primeros dias del cultivo, tras lo cual se ajustaron a los niveles
méas préximos a los respectivos aminoacidos en la condicién HIPDOG de control. Después del séptimo dia, ambas
condiciones se trataron de forma similar. Las concentraciones de células viables, amoniaco y aminoacidos se midieron
a diario durante todo el cultivo. Para todas las condiciones, la densidad de células viables del inéculo deseada
(1 x 108 células/ml), y el volumen de cultivo (1 1) y los parametros del proceso, incluidos la temperatura (36,5 °C), el
pH (6,9-7,2) y la velocidad de agitacion (259 rpm), fueron idénticos. El medio base utilizado en la condicién HIPDOG
fue el medio Ay el utilizado en las condiciones de contenido bajo en AA fue la versién modificada del medio A con
bajas concentraciones de cuatro aminoécidos (tirosina, triptéfano, fenilalanina y metionina a aproximadamente
0,6 mM) u ocho aminoécidos (tirosina, triptéfano, fenilalanina, metionina, leucina, serina, treonina y glicina a
aproximadamente 0,6 mM). El medio de alimentacién utilizado para todas las condiciones fue el medio B. Las
concentraciones de aminoacidos se midieron cada dia utilizando el procedimiento de aminoacidos basado en UPLC
descrito en el ejemplo 4. En las condiciones de bajo contenido en aminoécidos, en funcién del nivel de aminoacidos
en un punto de muestreo determinado y del programa de alimentacién que se va a seguir, se afiadieron soluciones
concentradas de aminoacidos a las condiciones, de forma que la concentracién de los cuatro aminoacidos o de los
ocho aminoéacidos en las condiciones correspondientes se situara entre 0,5 mM-1 mM en el siguiente punto de
muestreo. Se analizaron muestras de medio agotado de diferentes condiciones en los dos experimentos de este
ejemplo para cuantificar los niveles de los inhibidores recién identificados utilizando la tecnologia de RMN, tal como
se describe en la seccién de Materiales y procedimientos del ejemplo 1.

Resultados:

En el primer experimento, las concentraciones de los ocho aminoacidos se mantuvieron satisfactoriamente entre
0,5 mM-1 mM en la condicién de contenido bajo en 8AA hasta el dia 7 de los cultivos en lote alimentado. Los perfiles
de cultivo de aminoécidos no se muestran para este experimento, pero son similares a los observados para las
condiciones similares en el experimento 1 del ejemplo 5 (figuras 11-14) excepto para la tirosina, que no se agot6 en
este experimento. Tal limitacién de los niveles de aminoacidos en la condicién de contenido bajo en 8AA dio lugar a
niveles mas bajos de biosintesis y a una menor acumulacién de los metabolitos recién identificados. Se perfilaron
cuatro de los nueve inhibidores enumerados en la tabla 3 (figura 19 y figura 20). En la condicién de contenido bajo en
8AA, se observaron acumulaciones significativamente menores de isovalerato, 3-(4-hidroxifenil)lactato e indol-3-
lactato en comparacién con la condicién HIPDOG de control. Se observé que los niveles de formiato eran mas altos
en la condicién de contenido bajo en 8AA en el dia 10 del cultivo, aunque, en caso de células individuales, la cantidad
de formiato producido fue similar en la condicién de contenido bajo en 8AA en comparacién con la condicién HIPDOG.
Las células en condiciones de contenido bajo en 8AA crecieron mejor que la condicién de control (HIPDOG),
alcanzando un maximo de densidad celular de 40 x 10° células/ml el dia 9, mientras que las densidades celulares en
condiciones de control HiIPDOG alcanzaron un méximo de aproximadamente 32 x 10° células/ml (figura 18A).
Ademas, el mayor crecimiento observado en la condicién de contenido bajo en 8AA se tradujo en mayores niveles de
valoracién en comparacion con la condicién HIPDOG de control (figura 18B). Este aumento del crecimiento celulary
de la productividad observado en condiciones de bajo contenido en aminoacidos puede explicarse como resultado de
la reduccién de la biosintesis y la acumulacién de inhibidores (figuras 19 y 20).

El segundo experimento fue realizado para investigar el efecto de controlar los niveles de cuatro aminoécidos (tirosina,
fenilalanina, triptéfano y metionina) entre 0,5 mM-1 mM (bajo en 4AA + HIPDOG) en el crecimiento y productividad de
la linea celular B, cuando se comparé con la condicién control de HIPDOG (figuras 21-23). Los perfiles de cultivo de
aminoécidos no se muestran para este experimento, pero son similares a los observados para las condiciones
similares en el experimento 1 del ejemplo 5 (figuras 11-14) excepto para la tirosina, que no se agoté en este
experimento. Tal limitacién de los niveles de aminoacidos en la condicién de contenido bajo en 8AA dio lugar a niveles
mas bajos de biosintesis y a una menor acumulacién de los metabolitos recién identificados. Se perfilaron cuatro de
los nueve inhibidores enumerados en la tabla 3 (figura 22 y figura 23). Excepto el isovalerato, los niveles de los otros
tres inhibidores fueron mas bajos en la condicién de contenido bajo en 4AA en comparacidn con la condicién HIPDOG.
Puesto que la leucina no es uno de los aminoacidos que se controla a niveles bajos en la condicién de contenido bajo
en 4AA su intermedio metabdlico isovalerato se acumula en la condicién de contenido bajo en 4AA a niveles similares
a los observados en la condicién control de HIPDOG. Las células en condiciones de contenido bajo en 4AA crecieron
mejor, alcanzando un méximo de densidad celular de 37 x 108 células/ml en el dia 9 del cultivo, mientras que las
densidades celulares en condicién control de HIPDOG alcanzaron un maximo de aproximadamente 32x108 células/ml
(figura 21A). Ademas, el mayor crecimiento observado en la condicidén de contenido bajo en 8AA se tradujo en mayores
niveles de valoracién en comparacién con la condicién HIPDOG de control (figura 21B). Este aumento del crecimiento
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celular y de la productividad observado en condiciones de bajo contenido en aminoacidos puede explicarse como
resultado de la reduccion de la biosintesis y la acumulacién de inhibidores (figuras 22 y 23).

Ejemplo 7: Utilizacion de la espectroscopia RAMAN para la medicién en linea de los cuatro aminoacidos (fenilalanina,
tirosina, triptéfano y metionina) u ocho aminoacidos (fenilalanina, tirosina, triptéfano, metionina, leucina, serina, glicina
y treonina) y los inhibidores recién identificados

La espectroscopia Raman se basa en la dispersidn inelastica de luz monocromética (fotones) por una molécula. La
tecnologia utiliza el desplazamiento de la frecuencia de la luz, debido al cambio de energia del fotén cuando es
absorbido y reemitido por la molécula, para determinar las caracteristicas de la molécula. Esta tecnologia se ha
utilizado con éxito en biorreactores de cultivos celulares microbianos y de mamifero para medir los niveles de diversos
parametros del proceso. La espectroscopia Raman también se ha utilizado para determinar las concentraciones de
glucosa, lactato, amoniaco, glutamina y glutamato en cultivos de células CHO.

Los espectros Raman para todos los aminoacidos han sido previamente notificados en la literatura. Los espectros
Raman de los metabolitos inhibidores recién identificados se caracterizan utilizando una soluciéon de los metabolitos
purificados. Se construye un modelo empirico empleando un conjunto de entrenamiento de datos espectrales
generados utilizando concentraciones conocidas de cada uno de los cuatro u ocho aminoacidos o de los inhibidores
recién identificados, individualmente. La matriz de muestras (fondo) utilizada para la preparacidén de las muestras de
calibracién (utilizadas como conjunto de entrenamiento) es una mezcla de muestras de medios agotados tomadas de
diferentes momentos de diferentes procesos de cultivo celular. EI modelo desarrollado utilizando dicho conjunto de
entrenamiento es méas general y puede aplicarse a cualquier otro proceso de cultivo celular. Este modelo se utiliza
para medir la concentracién de los cuatro u ocho aminoacidos o de los metabolitos (inhibidores) en el cultivo (en linea)
y, en consecuencia, controlar los niveles de aminoécidos mediante estrategias de alimentacién con control de
realimentacion.

Ejemplo 8: Supresién de la formacién de inhibidores mediante el control de aminoacidos a niveles bajos en cultivos de
alimentacién discontinua utilizando la medicién en linea de la concentracién de inhibidores

Un proceso de alimentacion discontinua esté disefiado para reducir la formacidn de los inhibidores mediante el control
de cuatro aminoéacidos (fenilalanina, tirosina, triptéfano y metionina) u ocho aminoacidos (fenilalanina, tirosina,
triptéfano, metionina, leucina, serina, glicina y treonina) a niveles bajos, por ejemplo, entre 0,2-1 mM en el medio de
cultivo celular. Este control de la produccién de inhibidores se consigue mediante una estrategia de alimentacién que
funciona como un bucle de retroalimentaciéon basado en la medicién en linea de los propios inhibidores. Dichas
mediciones en linea se realizan en forma de espectroscopia RAMAN o mediante el uso de una tecnologia basada en
HPLC/UPLC con un automuestreador que extrae la muestra del reactor y la transfiere al equipo de forma programada.
A medida que la concentracidn de los inhibidores supera un nivel determinado (por ejemplo: 0,2 mM), la cantidad de
fenilalanina, tirosina, triptéfano, metionina, leucina, serina, glicina y treonina suministrada a las células se reduce hasta
que la concentracién de inhibidores cae por debajo de un nivel predefinido (por ejemplo, 0,1 mM).

Ejemplo 9: Supresién de la formacién de inhibidores mediante la medicién y el control en linea o fuera de linea de
aminoécidos a niveles bajos en cultivos de alimentacién discontinua

Se disefia un proceso de alimentacién discontinua para reducir la formacién de los inhibidores mediante el control de
los cuatro aminoacidos (fenilalanina, tirosina, triptéfano y metionina) u ocho aminodacidos (fenilalanina, tirosina,
triptéfano, metionina, leucina, serina, glicina y treonina) a niveles bajos (0,2-1 mM). Este control de la formacién de
inhibidores se consigue mediante una estrategia de alimentacién que funciona como un bucle de retroalimentacion
basado en la medicién en linea de los aminoécidos. Dichas mediciones en linea se realizan en forma de espectroscopia
RAMAN o mediante el uso de una tecnologia basada en HPLC/UPLC con un automuestreador que extrae la muestra
del reactor y la transfiere al equipo de forma programada. A medida que la concentracién de aminoécidos desciende
por debajo de un nivel determinado (por ejemplo: 0,5 mM), se afiaden al cultivo cantidades calculadas de medio de
alimentacién (similar al medio B) para mantener las concentraciones de los cuatro u ocho aminoacidos.

Como alternativa, las muestras se toman una vez al dia y las concentraciones de aminoacidos se miden fuera de linea
utilizando un procedimiento de UPLC/HPLC. Las concentraciones de aminoacidos obtenidas se utilizan para calcular
las tasas de captacién especifica de las células de los cuatro aminoacidos (fenilalanina, tirosina, triptéfano y metionina)
u ocho aminoéacidos (fenilalanina, tirosina, triptéfano, metionina, leucina, serina, glicina y treonina) entre los dos puntos
temporales de muestreo anteriores. Suponiendo que las células mantienen la misma tasa especifica de consumo de
aminoécidos hasta el siguiente punto temporal de muestreo, se determina la cantidad de medio de alimentacién
(ejemplo: el medio B) que se afiadira hasta el siguiente punto de muestreo y se suministra a las células, de forma que
las concentraciones de los aminoacidos estén siempre dentro del intervalo deseado (0,2 mM-1 mM).

Ejemplo 10: Supresion de la formaciéon de inhibidores mediante la alimentacién programada para mantener los
aminoécidos en niveles bajos en los cultivos de alimentacién discontinua

La formacién de los inhibidores recién identificados en cultivo se mantiene baja manteniendo la concentracion de los
cuatro aminoécidos (fenilalanina, tirosina, triptéfano y metionina) u ocho aminoécidos (fenilalanina, tirosina, triptéfano,
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metionina, leucina, serina, glicina y treonina) en niveles bajos en el cultivo (0,2-1 mM). Esto se consigue disefiando
una estrategia de alimentacién programada (utilizando el medio B modificado) de forma que las concentraciones de
aminodacidos, en cualquier momento dado del cultivo, estén siempre dentro del intervalo deseado (0,2 mM-1 mM).
Dicha estrategia de alimentacién se elabora evaluando las tasas especificas de consumo de aminoécidos en diferentes
puntos temporales a lo largo del cultivo y modificando la concentracién en el medio de alimentacién (medio B) de forma
que, con la estrategia/programa de alimentacion definido anteriormente, se suministren al cultivo cantidades
suficientes de aminoacidos para mantener las concentraciones de aminoéacidos dentro del intervalo deseado (0,2-
1 mM).

Ejemplo 11: Experimento para determinar las dianas génicas de la modificacién metabélica para suprimir la biosintesis
de los inhibidores relacionados con la via de la fenilalaninaftirosina

Objetivo:

El experimento fue realizado para determinar la causa de la produccién de moléculas inhibidoras, incluidas fenil-
lactato, 4-hidroxifenilpiruvato y 3-(4-hidroxifenil)lactato. La expresién génica de todas las enzimas de la via de la
fenilalanina/tirosina se sonde6 mediante el ensayo de reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real
("Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction", RT-qPCR). Basandose en la expresidén génica y la bioquimica
de la via catabdlica de la fenilalaninaftirosina, se identificaron dianas génicas para la modificacién metabdlica de la
linea celular A de CHO que suprimen la biosintesis de los inhibidores mencionados.

Materiales y procedimientos:
Anélisis de la expresién génica

Se utilizé el ensayo de RT-qPCR para evaluar los niveles relativos de expresién génica de las enzimas en las vias
metabdlicas de la leucina y la fenilalanina/tirosina. La RT gPCR mide la abundancia de transcritos y, por tanto, la
expresidn génica mediante la amplificacién de una secuencia diana de ADNc utilizando la PCR en combinacién con
un reactivo de deteccién (concretamente, SYBR Green). El SYBR Green es una molécula que emite fluorescencia
cuando se une al ADN bicatenario y la fluorescencia puede medirse en tiempo real durante el ensayo de RT-gPCR.
La cantidad de fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de producto de la PCR bicatenario (también
llamado amplicdn) en la reaccién. Los niveles relativos de expresién génica se determinan midiendo el nimero de
ciclos de PCR necesarios para que la fluorescencia de SYBR Green supere la fluorescencia de fondo y aumente
logaritmicamente. Este niUmero de ciclo se denomina habitualmente Ct ("Threshold Cycle", ciclo umbral). Un transcrito
de gran abundancia tendria un valor de Ct mas bajo, ya que necesitaria menos ciclos de PCR para que la fluorescencia
superase la fluorescencia de fondo, mientras que, por el contrario, un transcrito de menor abundancia tendria un valor
de Ct mas alto, ya que necesitaria mas ciclos de PCR para que la fluorescencia superase el nivel de fondo.

El ensayo de RT-gPCR se realiz6 utilizando un sistema PCR en tiempo real Applied Biosystems 7500 (Applied
Biosystems) y el reactivo PowerUP SYBR Green Master Mix (Life Technologies). Los cebadores de la PCR se
disefiaron utilizando el algoritmo Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/) a partir de las secuencias de ADN
gendmico contenidas en el navegador del genoma del ovario de hamster chino (CHO) (chogenome.org). El ARN se
preparé a partir de la linea celular A de CHO utilizando el kit Qiagen RNeasy (Qiagen), que, a su vez, se utilizé como
molde para la sintesis de ADNc cebada con oligo dT utilizando el sistema SuperScript Il First-Strand Synthesis System
para RT-PCR (Life Technologies). Los valores de Crde los genes metabdlicos seleccionados se tabularon y
compararon con el valor de Ct de un gen de mantenimiento bien caracterizado, la beta-actina. La diferencia entre el
Ct del gen diana y el Ct de la beta-actina se notific6 como ACy. Un valor de AC+ elevado indica un nivel de expresién
génica bajo.

Resultados:

Los valores de Ct y ACy para los genes en la via de la fenilalanina/tirosina se muestran en la figura 24. Los datos de
expresién génica de la via de la fenilalaninaftirosina indican que la linea celular A de CHO tiene una baja expresion de
los genes PAH, HPD y HGD. Dado que los niveles expresados de proteinas (o0 enzimas) se correlacionan con los
niveles de transcripcién, unos niveles bajos de la enzima PAH pueden dar lugar a que la fenilalanina se convierta en
fenilpiruvato y, posteriormente, en fenil-lactato por la accién catalitica de las enzimas GOT1/GOT2 y MIF, ambas
expresadas a niveles elevados en la linea celular A de CHO. Del mismo modo, debido a los bajos niveles de las
enzimas HPD y HGD en la linea celular CHO, la tirosina se canaliza hacia la produccion de 4-hidroxifenilpiruvato y 3-
(4-hidroxifenil)lactato por la accién catalitica de las enzimas GOT1/GOT2 y MIF. La reduccién de la canalizacién del
flujo de fenilalanina y tirosina hacia la produccién de inhibidores requiere la regulacion a la baja de la expresioén de los
genes GOT1/GOT2 y MIF. Sin embargo, GOT1/GOT2 y MIF son cruciales para otras funciones metabdlicas
fisiologicamente importantes. Por lo tanto, la regulacién a la baja de las dos enzimas no produciria potencialmente una
linea celular viable. Una forma alternativa de reducir la biosintesis de inhibidores es mediante la sobreexpresién de
los genes PAH, HPD y HGD, que canalizarian el flujo alejandolo de la produccién de inhibidores hacia la produccion
de metabolitos del ciclo de Krebs (que se utilizan para la sintesis de energia en las mitocondrias). De ahi que las
dianas metabdlicas de la via de la fenilalanina/tirosina sean los genes PAH, HPD y HGD.
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Ejemplo 12: Experimento para determinar las dianas génicas de la modificacién metabélica para suprimir la biosintesis
de los inhibidores relacionados con la via de la leucina

Objetivo:

El experimento se realizé para determinar la causa de la biosintesis y acumulacién de é4cido isovalérico, que es un
subproducto del metabolismo de la leucina y que se acumula a niveles muy altos en cultivos de alimentacién
discontinua de células CHO. La expresion génica de todas las enzimas de la via de la leucina se sonde6 mediante el
ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR). Ademas, se ha notificado que
la produccién de acido isovalérico en enfermedades humanas, tales como la academia isovalérica, se debe a
mutaciones por "pérdida de funcién" en enzimas posteriores a la isovaril-CoA, un intermedio en la via del catabolismo
de la leucina. Estas enzimas incluyen Ivd, Mccc1 y Mccc2, que pueden portar mutaciones de pérdida de actividad
aunque se expresen a altos niveles. Por lo tanto, se investigd el estado de mutacién de estas enzimas en la linea
celular A de CHO. Basandose en el analisis de la expresién génica y el analisis de mutaciones de las enzimas
mencionadas en la via del catabolismo de la leucina, se identificaron dianas génicas para la modificacion metabdlica
de la linea celular A de CHO que suprimiran la biosintesis del acido isovalérico.

Materiales y procedimientos:
Anélisis de mutaciones

Se identificé la secuencia de ADN gendmico que flanquea las regiones traducidas de Ivd, Mccc1 y Mcee2 (en los
extremos 5'y 3') y se utilizd como plantilla para el disefio de cebadores de PCR utilizando el algoritmo Primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/). EI ARN se prepard a partir de la linea celular A de CHO utilizando el kit
Qiagen RNeasy (Qiagen), que, a su vez, se utilizé6 como molde para la sintesis de ADNc cebado con oligo dT utilizando
el sistema SuperScript Ill First-Strand Synthesis System para RT-PCR (Life Technologies). Se realizé una reaccién de
PCR optimizada en cuanto a temperatura de extensidén y concentracién de magnesio utilizando Pfu Turbo HotStart 2X
Master Mix (Agilent). Las muestras se purificaron utilizando el kit de purificacién de PCR QlAquick (Qiagen) y se
enviaron para el anélisis de secuencias a Wyzerbio (Cambridge, MA).

Resultados:

Los valores de Cty ACt para los genes de la via de la leucina se muestran en la figura 25. Los datos de expresion
génica de la via de la fenilalaninaftirosina indican que la linea celular A de CHO tiene niveles mas bajos de la enzima
AUH en relacidén con las otras enzimas de la via. Sin embargo, estos datos no explican de forma rotunda los altos
niveles de produccién de acido isovalérico registrados en los experimentos anteriores, ya que la enzima se encuentra
después del nodo que se ramifica hacia la produccién de éacido isovalérico (figura 25). Por lo tanto, la pérdida de
funcién (actividad enzimética) de IVD, MCCC1 y/o MCCC2 podria justificar mejor la produccién de acido isovalérico.
Los resultados de la secuenciaciéon del ADN revelan el estado de mutacién y el nivel probable de funcién de la enzima
codificada. En caso de que se encuentre una mutacién que altere la actividad enzimatica en los genes IVD, MCCC1 y
MCCC2, se emprendera un enfoque de modificacion metabdlica que implique la sobreexpresién del correspondiente
gen de tipo salvaje (no mutado); en este caso, el gen original procederia de una linea celular CHO, aunque se pueden
obtener y utilizar otras fuentes originales para genes de tipo salvaje, tales como seres humanos, de rata o de ratén.
Ademas, el gen AUH también se sobreexpresara en la misma linea celular A de CHO.

Una correlacién de los acrénimos de los genes con la nomenclatura completa para los genes analizados en el presente
documento se proporciona a continuacién en la tabla 5.

Tabla 5: Genes de las vias de la fenilalanina/tirosina y la leucina, como también se ilustra en las figuras 24 y 25

Simbolo Nombre

Pah fenilalanina hidroxilasa
éMif factor inhibidor de la migracién de macréfagos

éGot1 ‘glutémico—oxaloacético transaminasa 1, soluble

Got2 | glutamico-oxaloacético transaminasa 2, mitocondrial |
deac|do4—h|drox|fen|lp|ruv|cod|ox|genasa ................................................................
Hgd ................. homogent|sato12-d|0X|genasa .................................................................................
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éBcat1 aminotransferasa de cadena ramificada 1, citosélica

éBckdha ‘cetoécido deshidrogenasa de cadena ramificada E1, polipéptido alfa
éBckdhb cetoacido deshidrogenasa de cadena ramificada E1, polipéptido beta
Dbt dihidrolipoamida transacilasa de cadena ramificada E2 |
Fora— d|h|dro||poam|dadesh|drogenasa ..............................................................................
Ivd|sovaler|IcoenZ|maAdesh|drogenasa ....................................................................
Acadm """""" acil-coenzima A deshidrogenasa, cadena de longitud intermedia
éMccc1 metilcrotonoil-coenzima A carboxilasa 1 (alfa)

éMcch | metilcrotonoil-coenzima A carboxilasa 2 (beta)

Ejemplo 13: Experimento para expresar ectdpicamente en la linea celular A de CHO los genes de ratén de HPD, HGD,
PAH, AUH vy la forma de tipo salvaje de cualquier otra diana génica determinada en el ejemplo 12 mediante analisis
de mutaciones

Objetivo:

Basandose en los bajos niveles de expresion génica con respecto a la beta-actina determinados por el ensayo RT
gPCR, se seleccionaron cuatro dianas para su sobreexpresién en células CHO: Auh (via metabdlica de la leucina) y
HPD, HGD y PAH (via metabdlica de la fenilalanina/tirosina). Ademas, basandose en el estado de mutacién de pérdida
de actividad de IVD, MCCC1 y MCCC2, se seleccionara el gen de tipo salvaje de las enzimas mutadas para su
sobreexpresidn en células CHO. Por lo general, cuando se detectan genes mutados o inactivos, la estrategia consiste
en sobreexpresar los genes salvajes. El objetivo es clonar secuencias de ARNm de ratén de estos genes en un vector
de expresiéon de mamiferos disponible en el mercado y transfectar la linea celular A de CHO con estos vectores de
expresion. Las lineas celulares resultantes tienen un alto nivel de expresidn de los genes AUH, HPD, HGD o PAH de
ratén y, por extensién, un mayor nivel de actividad enzimatica AUH, HPD, HGD o PAH. El aumento de la actividad de
estas enzimas cruciales probablemente mejorard el flujo metabédlico y reducird la concentracién celular de
determinadas sustancias inhibidoras conocidas.

Materiales y procedimientos:

Se construyeron casetes de sobreexpresién utilizando secuencias de ADNc de ratén de la coleccibn MGC
(http://genecollections.nci.nih.gov/IMGC/) de los genes AUH, HPD, HGD y/o PAH. Las secuencias se suministraron
como soluciones madre en glicerol de E. coli que contenian vectores lanzadera con ADNc de los genes diana (GE
Dharmacon). Los cebadores de PCR se disefiaron utilizando el algoritmo Primer3 (http://bicinfo.ut.ee/primer3-
0.4.0/primer3/) para amplificar las regiones codificantes de los ADNc en reacciones con una polimerasa de correccién
de errores denominada Pfu Turbo HotStart 2X Master Mix (Agilent). Los productos de la PCR se clonaron
direccionalmente en el vector de expresion pcDNA Gateway Direction TOPO (Invitrogen). El vector contiene una
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secuencia promotora viral (promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano), un sitio de clonacién TOPO
direccional, un marcador de epitopo (V5) para la deteccién mediante anticuerpos anti-V5, una secuencia de
poliadenilacién (timidina cinasa del virus del herpes simple) y un gen de resistencia a antibiéticos (blasticidina). La
secuencia de los vectores es confirmada por WyzerBio y se transfectan en la linea celular A de CHO para la
sobreexpresion utilizando el eletroporador GenePulser XCell (BioRad) y se recuperan en presencia de blasticidina
para ejercer presién selectiva. Se evalla la expresién del transgén en las células CHO modificadas mediante RT-
gPCR, hibridacién Western y ensayo enzimatico. Tras la seleccién con un medio que contiene blasticidina, las células
se crioconservan para su posterior experimentacién en biorreactores.

Por lo tanto, las lineas celulares transfectadas se disefian para expresar los genes AUH, HPD, HGD y/o PAH de ratén
a niveles elevados y, por extensién, tienen una mayor actividad enzimética AUH, HPD, HGD o PAH. Se realizan andlisis
mediante RT qPCR, hibridaciéon Western y ensayo enzimatico para revelar el aumento de la expresién génica total de
Auh, Hpd, Hgd o Pah y de la actividad enzimética (tanto endégena como transgénica) en las lineas celulares
transgénicas recién creadas.

Ejemplo 14: Experimento para sondear la supresion de la formacién de inhibidores en lineas celulares modificadas
genéticamente que expresan los genes diana determinados en los ejemplos 11y 12

Objetivo:

Como parte de este experimento, se investigd el fenotipo de los clones (y agrupamientos) que sobreexpresaban los
genes diana. La determinacién del fenotipo implica principalmente las densidades celulares méaximas y la productividad
de estos clones en el cultivo de alimentacidn discontinua HIPDOG y/o el nivel de acumulacién de moléculas inhibidoras
en el cultivo.

Materiales y procedimientos:
Células y configuracién del biorreactor

Las células CHO utilizadas en el experimento son la forma modificada de la linea celular A de CHO obtenida de la
sobreexpresion de los genes diana PAH, HPD, HGD, AUH y la forma de tipo salvaje de cualquier otro gen diana
determinado en los ejemplos 11 y 12 mediante anélisis de mutaciones. Como parte de este experimento, se ensayan
dos condiciones: A) Cultivo de alimentacién discontinua HIPDOG con células CHO que expresan todos los genes
diana y B) Cultivo de alimentacién discontinua HIPDOG con células CHO que expresan la proteina GFP. Los detalles
sobre el uso de la tecnologia HIPDOG se describen en la seccién de Materiales y procedimientos del ejemplo 1. Las
células en crecimiento exponencial procedentes del cultivo de siembra se inoculan a 1 x 10° células/ml en
biorreactores de produccién que emplean el proceso HIPDOG. En ambas condiciones, el control de HIPDOG se aplica
entre el dia 2 y el dia 7 del cultivo. La densidad de células viables, las concentraciones de lactato, de amoniaco y de
aminodacidos se miden a diario hasta el dia 12 (los amino&cidos se miden sélo durante los siete primeros dias). Para
ambas condiciones, la densidad de células viables del inéculo deseada (1 x 10° células/ml), y el volumen de cultivo
(1 1) y los parametros del proceso, incluidos la temperatura (36,5 °C), el pH (6,9-7,2) y la velocidad de agitacién (267
rpm), fueron idénticos. Para ambas condiciones, el medio de base utilizado sera el medio A y el medio de alimentacién
seré el medio B. Las muestras de sobrenadantes de diferentes condiciones en ambos experimentos se analizan para
determinar los niveles de los inhibidores recién identificados utilizando la tecnologia de RMN descrita en la seccién
Materiales y procedimientos del ejemplo 1. Las concentraciones de aminoacidos se miden para las muestras utilizando
el procedimiento de aminoacidos basado en UPLC que se describe detalladamente a continuacién.

Analisis de aminoacidos

Se mezclan 10 pl de una solucién de mezcla de aminoéacidos estdndar o una muestra de medio agotado (muestra
diluida 10 veces) con 70 pl de tampdn borato AccQeTag Ultra (kit de aplicaciones Waters UPLC AAA H-Class
[176002983]) y se afiaden 20 pl de reactivo AccQ-Tag previamente disuelto en 1,0 ml de diluyente de reactivo
AccQ+Tag Ultra. Se deja que la reaccién se desarrolle durante 10 min a 55 °C. El analisis cromatogréafico liquido se
realizé en un sistema Waters Acquity UPLC, equipado con un gestor de disolventes binarios, un automuestreador, un
calentador de columna y un detector PDA. La columna de separacién es una columna Waters AccQeTag Ultra (2,1 mm
d.i. x 100 mm, particulas de 1,7 um). El calentador de la columna se ajusta a 55 °C, y el caudal de la fase mévil se
mantiene a 0,7 ml/min. El eluyente A es el disolvente A concentrado de AccQ+Tag Ultra al 10 %, y el eluyente B es el
disolvente B de AccQ-Tag Ultra al 100 %. El gradiente de separacién no lineal es de 0-0,54 min (A al 99,9 %), 5,74 min
(A al 90,0 %), 7,74 min (A al 78,8 %), 8,04-8,64 min (A al 40,4 %), 8,73-10 min (A al 99,9 %). Se inyecta un microlitro
de muestra para el analisis. El detector PDA se ajusta a 260 nm. Los tiempos de elucién previamente determinados
para los aminoacidos se utilizan para identificar los picos de aminoacidos especificos en el cromatograma para cada
muestra. Las concentraciones de aminoéacidos se calculan utilizando el area bajo el pico y se genera la curva de
calibracién utilizando la solucién patrén (Amino Acids Standard H, Thermo Scientific, PI-20088).

Resultados:

Las células que expresan el gen diana canalizan menos carbono (fenilalanina, tirosina y leucina) hacia la biosintesis
del inhibidor, lo que da como resultado menores acumulaciones de los compuestos en el medio de cultivo. Sin
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embargo, las células que expresan la molécula GFP (control negativo) canalizan mas carbono hacia la produccién de
inhibidores, lo que conduce a mayores acumulaciones de los mismos en los medios de cultivo. Tales diferencias en
los niveles de produccién y acumulacién de inhibidores dan lugar a diferencias de crecimiento que conducen a mayores
densidades celulares maximas en las células que expresan el conjunto de genes diana en comparacién con las células
que expresan GFP. Este aumento del nimero total de células también conduce a un mayor rendimiento de la proteina
recombinante producida por las células.

Ejemplo 15: Experimento para determinar las dianas génicas de la modificacién metabélica para suprimir la biosintesis
de los inhibidores relacionados con la via de la fenilalaninaftirosina

Objetivo:

Este experimento fue realizado para determinar la causa de la produccién de moléculas inhibidoras, que incluyen fenil-
lactato, 4-hidroxifenilpiruvato y 3-(4-hidroxifenil)lactato. La expresién génica de todas las enzimas de la via de la
fenilalaninaftirosina se sondeé mediante el ensayo de reacciéon en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real
("Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction", RT-gPCR). Basandose en la expresién génica y en la
bioquimica de la via catabdlica de la fenilalanina/tirosina, se identificaron dianas génicas para la modificacion
metabdlica de las células CHO (linea celular A de CHO, linea celular CHO B y linea celular original) que suprimen la
biosintesis de los inhibidores mencionados.

Materiales y procedimientos:
Anélisis de la expresién génica

Se utilizé el ensayo de RT-qPCR para evaluar los niveles relativos de expresién génica de las enzimas en las vias
metabdlicas de la fenilalaninaftirosina. La RT-qPCR mide la abundancia de transcritos y, por tanto, la expresién génica
mediante la amplificacién de una secuencia diana de ADNc utilizando la PCR en combinacién con un reactivo de
deteccién (concretamente, SYBR Green). El SYBR Green es una molécula que emite fluorescencia cuando se une al
ADN bicatenario y la fluorescencia puede medirse en tiempo real durante el ensayo de RT-gPCR. La cantidad de
fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de producto de PCR bicatenario (también llamado amplicén)
en la reaccidén. Los niveles relativos de expresiéon génica se determinan midiendo el numero de ciclos de PCR
necesarios para que la fluorescencia de SYBR Green supere la fluorescencia de fondo y aumente logaritmicamente.
Este nimero de ciclo se denomina habitualmente Ct ("Threshold Cycle", ciclo umbral). Un transcrito de gran
abundancia tendria un valor de Ct mas bajo, ya que necesitaria menos ciclos de PCR para que la fluorescencia
superase la fluorescencia de fondo, mientras que, por el contrario, un transcrito de menor abundancia tendria un valor
de Ct mas alto, ya que necesitaria mas ciclos de PCR para que la fluorescencia superase el nivel de fondo.

El ensayo de RT-gPCR se realiz6 utilizando un sistema PCR en tiempo real Applied Biosystems 7500 (Applied
Biosystems) y el reactivo PowerUP SYBR Green Master Mix (Life Technologies). Los cebadores de la PCR se
disefiaron utilizando el algoritmo Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/) a partir de las secuencias de ADN
gendmico contenidas en el navegador del genoma del ovario de hamster chino (CHO) (chogenome.org). El ARN se
preparé a partir de la linea celular A de CHO utilizando el kit Qiagen RNeasy (Qiagen), que, a su vez, se utilizé como
molde para la sintesis de ADNc cebada con oligo dT utilizando el sistema SuperScript Il First-Strand Synthesis System
para RT-PCR (Life Technologies). Los valores de Crde los genes metabdlicos seleccionados se tabularon y
compararon con el valor de Ct de un gen de mantenimiento bien caracterizado, la beta-actina (B-actina). La diferencia
entre el Cy del gen diana y el Cy de la B-actina se notificé como ACt. Un valor de ACt elevado indica un nivel de
expresion génica bajo.

Resultados:

Los valores de Cr y ACt para los genes en la via de la fenilalanina/tirosina para la linea celular A de CHO y la linea
celular original se muestran en la figura 26. La linea celular B de CHO tiene un nivel similar de expresién génica que
la linea celular A de CHO (datos no mostrados). Los datos de expresién génica de la via de la fenilalaninaftirosina
indican que la linea celular A de CHO vy la linea celular original tienen una baja expresién de los genes PAH, HPD y
HGD. Los niveles de proteina (0 enzima) se correlacionan con los niveles de transcritos, y unos bajos niveles de la
enzima PAH pueden dar lugar a que la fenilalanina se convierta en fenilpiruvato y posteriormente en fenil-lactato por
la accién catalitica de las enzimas GOT1/GOT2 y MIF (o reacciones enzimaticas no especificas), ambas expresadas
en altos niveles en la linea celular A de CHO y en la linea celular original. Del mismo modo, debido a los bajos niveles
de las enzimas HPD y HGD en la linea celular A de CHO y en la linea celular original, la tirosina se canaliza hacia la
produccién de 4-hidroxifenilpiruvato y 3-hidroxifenil-lactato por la accidén catalitica de las enzimas GOT1/GOT2 y MIF
(o reacciones enziméticas no especificas). Una forma de reducir la canalizacién del flujo de fenilalanina y tirosina hacia
la produccién de inhibidores seria regular a la baja la expresién de los genes GOT1/GOT2 y MIF. Sin embargo,
GOT1/GOT2 y MIF son cruciales para otras funciones metabdlicas fisiolégicamente importantes. Por lo tanto, la
regulacién a la baja o la eliminacién de estas dos enzimas no produciria potencialmente una linea celular viable. Una
forma alternativa de reducir la biosintesis de inhibidores es mediante la sobreexpresién de los genes PAH, HPD y
HGD, que canalizarian el flujo alejdndolo de la produccién de inhibidores hacia la produccién de metabolitos del ciclo
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de Krebs (que se utilizan para la sintesis de energia en las mitocondrias). Por lo tanto, las dianas metabdlicas elegidas
para la via de la fenilalanina/tirosina son los genes PAH, HPD y HGD.

Ademas de las tres dianas en la via fenilalanina/tirosina identificadas por RT-qPCR (PAH, HGD y HPD), se examind
una cuarta diana. La enzima PAH requiere un cofactor denominado tetrahidrobiopterina (BH4) para su actividad
catalitica. Las células de mamifero sintetizan BH4 utilizando GTP como sustrato (figura 27A). Las enzimas implicadas
en la biosintesis de BH4 incluyen GCH1, PTS y SPR. Ademas, la BH4 se convierte en BHs-4a-carbinolamina durante
la reaccién catalizada por la actividad PAH, que se recicla de nuevo a BH4 por la actividad de las enzimas PCBD1 y
QDPR. Se ensay6 de modo similar la expresidn de los genes que codifican para la biosintesis y las enzimas de reciclaje
mediante RT-gPCR en células CHO (las células utilizadas para el analisis de la expresion génica fueron las que
pasaron por la primera ronda de transfeccion con el gen PAH de ratén; véase el ejemplo 16) (figura 27B). Basandose
en el alto valor de Cr, el alto valor de ACt y, por lo tanto, el bajo nivel de expresidn del gen, el gen PCBD1 también fue
seleccionado para la sobreexpresion. Todos los demas genes de la via de BH4 se expresaron a niveles razonables
(véase la figura 27B).

Ejemplo 16: Experimento de sobreexpresién de PAH, HPD, HGD y PCBD1 en lineas celulares CHO
Objetivo:

Basandose en los bajos niveles de expresién génica con relacién a la B-actina, determinados por el ensayo de RT-
gPCR, se seleccionaron cuatro dianas para su sobreexpresion en células CHO: HPD, HGD, PAH y PCBD1. El objetivo
principal de este experimento era clonar secuencias de ARNm de estos genes en vectores de expresién de mamiferos
disponibles en el mercado y transfectar la linea celular original de CHO, la linea celular A de CHO y la linea celular B
de CHO con los vectores de expresidén. Se esperaba que las células resultantes tuvieran un alto nivel de expresion de
los genes HPD, HGD, PAH y PCBD1 vy, por extensién, un mayor nivel de actividad enzimatica HPD, HGD, PAH y
PCBD1. El aumento de la actividad de estas enzimas clave ha mejorado el flujo metabélico y ha reducido la
concentracién celular de las sustancias inhibidoras identificadas.

Materiales y procedimientos:

Se construyeron vectores de expresion para los genes HPD, HGD, PAH y PCBD1 utilizando secuencias de ADNc de
raton de la coleccion MGC (http://genecollections.nci.nih.qov/MGC/) (figura 28). GE Dharmacon proporciond las
secuencias en forma de soluciones madre en glicerol de E. coli que contenian vectores lanzadera con ADNc de los
genes diana. Los cebadores de PCR se disefiaron utilizando el algoritmo Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-
0.4.0/primer3/) para amplificar las regiones codificantes de los ADNc en reacciones con una polimerasa de correccién
de errores denominada Pfu Turbo HotStart 2X Master Mix (Agilent). Los productos de la PCR se clonaron en vectores
de expresién constitutiva disponibles en el mercado con diferentes genes de resistencia a antibiéticos para permitir la
seleccion individual de los plasmidos de expresion que se muestran en la tabla 6. Ademas, el proveedor también
proporcioné vectores de control para que sirvieran de control negativo (control de transfeccién). WyzerBiosciences
(Cambridge, MA) confirmé la secuencia de los vectores. Los plasmidos de expresién y de control se transfectaron en
células CHO originales, en la linea celular A de CHO y en la linea celular B de CHO utilizando el eletroporador
GenePulser XCell (BioRad) y se recuperaron en presencia de antibidticos para ejercer presién selectiva. Se adopté
un enfoque por etapas, segln el cual las células se transfectaron primero con el vector de expresiéon PAH y se
recuperaron. A continuacién, los agrupamientos de células que expresaban PAH se transfectaron con HPD y HGD
juntos, y el agrupamiento de células resultante se transfecté con PCBD1 hasta obtener el producto final, una linea
celular transfectada 4 veces. Tras la seleccién con medio que contenia antibiéticos, los agrupamientos celulares se
crioconservaron para su posterior experimentacion en biorreactores. La figura 28 muestra los genes de ratén
expresados, los vectores de expresién creados en los laboratorios de Pfizer y el gen de seleccién de antibidticos. La
linea celular A de CHO sélo se transfecté con PAH y no se sometid a un conjunto posterior de transfecciones. La tabla
6 muestra un resumen de los plasmidos utilizados para cada gen expresado, incluidos el vector de expresién comercial
utilizado, el antibidtico utilizado como presién de selecciéon y el vendedor del vector de expresién. También se
enumeran los vectores nulos utilizados para generar lineas celulares de control de transfeccién negativa.

Tabla 6
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Wector para ta transfeccian Seleccisii con antibidtico Vendedor del vector de expresion

HPD pPMONG-higra-mes Hig =3 Invivogen

PCBDL PSELECT-pura-mes Furomicing Invivogen

e Braher
Control pars HPD pM ONG-hygro-mes Invivagen

Controlpara PCBD1 PSELECT-purc-mes

Resultados:

Se generaron agrupamientos de células después de la transfeccién con vectores de expresién de PAH, HPD, HGD y
PCBD1 (llamados agrupamientos de células 4x-tfxn) junto con los vectores de control negativo acompafiantes (vector
vacio o vector que contiene cloranfenicol acetiltransferasa (CAT)) (denominados agrupamientos de células 4x-control-
tfxn). Los agrupamientos de células 4x-tfxn obtenidos de la transfeccidén se disefiaron para expresar los genes PAH,
HPD, HGD y PCBD1 de ratén a altos niveles y tener una mayor actividad enzimatica PAH, HPD, HGD y PCBD1. Se
utilizaron anélisis de RT-gPCR (véase el ejemplo 17) e hibridacién Western (datos no mostrados) para determinar los
cambios en la expresion de los genes PAH, HPD, HGD y PCBD1 (tanto enddgenos como transgénicos) en los
agrupamientos de células transgénicas recién creados.

Ejemplo 17: Experimento para sondear la expresién de transgenes de ratén (PAH, HPD, HGD y PCBD1) en los
agrupamientos de células generados a partir de las transfecciones cuadruples

Objetivo:

Se realizé un ensayo de RT-qPCR para evaluar los niveles relativos de expresién génica de los transgenes de ratén
PAH, HPD, HGD y PCBD1 en agrupamientos de células 4x-tfxn derivados de la linea celular original o de la linea
celular B de CHO.

Materiales y procedimientos:

El ensayo de RT-gPCR se realiz6 utilizando un sistema PCR en tiempo real Applied Biosystems 7500 (Applied
Biosystems) y el reactivo PowerUP SYBR Green Master Mix (Life Technologies). Los cebadores de PCR se disefiaron
utilizando el algoritmo Primer3 (http://bicinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/) a partir de las secuencias de ADNc de ratdn
de la coleccion MGC (http://genecollections.nci.nih.gov/IMGC/) proporcionadas por GE Dharmacon. EIARN se preparé
a partir de los agrupamientos de células 4x-tfxn y 4x-control-tfxn de la linea celular B de CHO o de la linea celular
original utilizando el kit Qiagen RNeasy (Qiagen), que, a su vez, se utilizé como molde para la sintesis de ADNc cebado
con oligo dT utilizando el sistema SuperScript Ill First-Strand Synthesis System para RT-PCR (Life Technologies). Se
tabularon los valores de Ct de los genes PAH, HPD, HGD y PCBD1 de ratén y se compararon con el valor de Ct de
un gen de mantenimiento bien caracterizado, la B-actina. El delta entre el Ct del gen diana y el Ct de la B-actina se
denominé ACt. La expresidn satisfactoria de los genes transgénicos de ratén PAH, HPD, HGD y PCBD1 en los
agrupamientos de células 4x-tfxn se identificé por la reduccién del valor de AC+ (y, por tanto, el aumento del nivel de
expresién génica) en comparacién con el valor de ACt de los transgenes en los agrupamientos de células de control
negativo (4x-control-tfxn), que carecen de expresién de PAH, HPD, HGD y PCBD1 de ratén.

Resultados:

Los valores de Cy para los genes PAH, HPD, HGD y PCBD1 de ratén en los agrupamientos de células 4x-tfxn y los
correspondientes agrupamientos de control negativo (4x-control-tfxn) se muestran en la tabla 7. Se observaron unos
valores de ACt mas bajos para los transgenes de ratén en los agrupamientos de células 4x-tfxn de la linea celular B
de CHO y la linea celular original en comparacién con los correspondientes agrupamientos de células de control
negativo (4x-control-tfxn). Esto indica que la expresiéon génica de las dianas fue mayor en los agrupamientos 4x-tfxn
y, por tanto, estimula la canalizacién del flujo de aminoécidos alejandola de la via de biosintesis de los inhibidores
fenil-lactato, 3-(4-hidroxifenil)lactato y 4-hidroxifenil-lactato (véase el ejemplo 19). La aparente presencia de expresién
de PAH, HPD, HGD y PCBD1 de ratdén en los agrupamientos de células 4x-control-tfxn se debe en parte a los altos
niveles de homologia de secuencia entre los genes PAH, HPD, HGD y PCBD1 transgénicos (ratén) y endégenos
(hémster). Esto sugiere que los datos reflejan con exactitud el nivel total de expresién de los genes PAH, HPD, HGD
y PCBD1, incluidos tanto los genes transgénicos como los endbgenos.
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La tabla 7 muestra los niveles de expresidon, ensayados por RT-gPCR, de los genes PAH, HPD, HGD y PCBD1 de
raton en agrupamientos de células con transfecciéon cuadruple transfectados (4x-tfxn) o control con transfeccion
cuadruple negativa (4x-control-tfxn) de la linea celular original de CHO y de la linea celular B de CHO.

Tabla 7

. Gen Promedio de AC: en comparacién con B-actina (valor bajo de AC: = expresion alta)

\ Linea celular original de i Linea celular original de Linea celular B de Linea celular B de
: CHO : CHO CHO CHO

4x-control-ifxn 4x-control-ifxn 4x-tfxn

Ejemplo 18: Comprobacidn de la capacidad de los agrupamientos de células que expresan los cuatro genes de ratéon
transfectados, incluidos PAH, HPD, HGD y PCBD1 (4x-tfxn), para crecer en medio sin tirosina

Objetivo:

La expresion de la actividad enzimatica PAH y PCBD1 confirié a las células la capacidad de catalizar la sintesis de
tirosina a partir de fenilalanina y, por lo tanto, de favorecer la canalizacién del flujo de aminoéacidos alejandola de la via
de biosintesis de los inhibidores fenil-lactato, 3-(4-hidroxifenil)lactato y 4-hidroxifenil-lactato (véase el ejemplo 19). El
objetivo de este experimento fue comprobar si los agrupamientos de células 4x-tfxn que expresan los cuatro genes de
raton, incluidos PAH, HPD, HGD y PCBD1, derivados de la linea celular B de CHO o de la linea celular hospedadora
original, tienen la capacidad de proliferar en condiciones de medio sin tirosina.

Materiales y procedimientos:
Células, medio y configuracion del experimento

Se centrifugaron los agrupamientos de células 4x-tfxn o 4x-control-tfxn de la linea celular B de CHO o de la linea
celular original y se inocularon los sedimentos celulares en el medio D (medio C sin tirosina, pero con suplemento de
una cantidad adicional (2 mM) de fenilalanina). El medio C tiene aproximadamente un tercio de las concentraciones
de diferentes aminoacidos con respecto a los niveles en el medio A. El medio A es una version enriquecida del medio
9 sin insulina como se divulga en el documento US7294484, tabla 14, con ligeras diferencias en las concentraciones
de bicarbonato de sodio y cloruro de potasio, y que contiene Pluronic F68 en lugar de poli(alcohol vinilico). Se
enriquecié afiadiendo medio 5 sin glutamina al 10 % (documento US7294484, tabla 7) y aumentando aln més las
concentraciones de ocho aminoacidos (Glu, Tyr, Gly, Phe, Pro, Thr, Trp y Val). Las concentraciones de aminoacidos
figuran en la tabla 8.

Tabla 8: Concentracién de aminoacidos en el medio A

Aminoacidos éConcentracién en el medio A ( mM)
alanina . 04
éarginina 53
éasparagina-HZO 211
acido aspartico 23
C|ste|naHC|H20 ................................................. ; 4 .....................................
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Aminoacidos éConcentracién en el medio A ( mM)
C|st|na2HC| ............................................................. 15 .....................................
acido glutémico o
glutamato monosedico: 20
églutamina 0

églicina 3,6
histidinasHCFH2O |+ 27
P 54 .....................................
Ieucma ....................................................................... 5 4 .....................................
lisinasHCI . 89
émetionina 3.1

éfenilalanina 45

prolina T o1
Serma ........................................................................ 118 ....................................
P 108 ...................................
triptofano L 23
trosina2Na-2H20 51
évalina 10,3

Las células se inocularon a 0,3E6 células/ml en 25 ml de volumen de trabajo en matraces de agitacién de 125 ml. Los
matraces se incubaron en una plataforma de agitacién (125 rpm) a 36,5 °C y en un ambiente con un 5 % de diéxido
de carbono. El crecimiento celular se controld durante 3 dias. El dia 3, las células se centrifugaron y los sedimentos
celulares se reinocularon en medio D fresco a 0,3E6 células/ml y se controlé el crecimiento celular durante los 5 dias
siguientes.

Resultados:

En el primer pase, en el transcurso de los tres dias, tanto la linea celular B como los agrupamientos de células 4x-tfxn
derivadas de la linea celular original crecieron bien en condiciones de medios sin tirosina, mientras que los
agrupamientos de células 4x-control-tfxn no mostraron ninguna proliferacién (figura 29). En el segundo pase, de forma
similar a la primera ronda, los agrupamientos de células 4x-tfxn crecieron bien, mientras que los agrupamientos de
células 4x-control-tfxn no mostraron ninguna proliferacién. Estos datos sugerian que los agrupamientos de células 4x-
tfxn eran capaces de sintetizar tirosina a partir de fenilalanina y, por tanto, favorecer la canalizacién del flujo de
aminoécidos alejandola de la via de biosintesis de los inhibidores fenil-lactato, 3-(4-hidroxifenil)lactato y 4-hidroxifenil-
lactato (véase el ejemplo 19).

Ademas, también se observé que los agrupamientos de células 3x-tfxn derivados tanto de la linea celular B como de
la linea celular original (con sobreexpresion de PAH, HPD y HGD) eran incapaces de proliferar en medio sin tirosina
(datos no mostrados). Esto sugeria que la expresién de PCBD1 era crucial para la capacidad celular de biosintetizar
tirosina. Se ha notificado previamente que la actividad de la enzima PAH aumenta a pH alto (Parniak et al., 1988). El
cultivo de los agrupamientos de células 4x-tfxn en condiciones sin tirosina a un pH mas alto (>7,0) aumentd adn mas
la tasa de crecimiento celular y la viabilidad (datos no mostrados).
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Ejemplo 19: Demostracién de (i) un crecimiento/productividad similar o mejor de los agrupamientos de células 4x-tfhx
en cultivos de alimentacién discontinua sin tirosina en comparacién con los agrupamientos de células 4x-control-tfxn
en cultivos suplementados con tirosina y (ii) una menor acumulacién de 3-(4-hidroxifenil)lactato, un subproducto de la
via de la tirosina, en cultivos 4x-tfxn

Objetivo:

El objetivo de este experimento era demostrar que los agrupamientos de células 4x-tfxn pueden crecer en cultivos
HiPDOG sin tirosina en tasas de crecimiento similares o superiores y alcanzar densidades celulares méaximas similares
0 superiores y producir valoraciones similares o superiores, en comparacién con los agrupamientos de células 4x-
control-tfxn en cultivos HIPDOG tipicos (suplementados con tirosina). Otro objetivo era establecer que la combinacién
de la expresiéon de PAH, HPD, HGD y PCBD1 junto con el cultivo en medios sin tirosina suprime la produccién del
metabolito subproducto de la via de la tirosina, 3-(4-hidroxifenil)lactato.

Materiales y procedimientos:
Células y configuracién del biorreactor

En este ejemplo se utilizaron agrupamientos de células 4x-tfxn y 4x-control-tfxn derivadas de la linea celular B de
CHO, que expresan un anticuerpo recombinante. Los agrupamientos de células 4x-tfxn expresaron las cuatro enzimas
del ratén (PAH, HPD, HGD y PCBD1), mientras que los agrupamientos de células 4x-control-tfxn son las células de
control que expresaron Unicamente el marcador de resistencia a la presién de seleccion.

Se inocularon agrupamientos de células 4x-tfnx derivadas de la linea celular B o los agrupamientos de células 4x-
control-tfnx a 1.2E6 células/ml en cultivos de alimentacién discontinua HIPDOG usando medio A sin tirosina o la
formulacién original del medio A (que contiene tirosina), respectivamente (para mas informacién sobre el medio A,
véase el ejemplo 18). Para complementar los nutrientes durante el cultivo, se utilizé el medio de alimentacién B sin
tirosina para el cultivo de alimentacion discontinua del agrupamiento de células 4x-tfxn, mientras que, para los cultivos
de alimentacién discontinua de células 4x-control-tfxn, se utilizé6 la composicién original del medio de alimentacién B
(que contiene tirosina) (para mas informacién sobre el medio B, véase a continuacién). Para ambas condiciones, el
volumen de cultivo (1 1) y los parametros del proceso, incluida la temperatura (36,5 °C), el pH (hasta el dia 2: 7,15-
7,20, a partir del segundo dia: 7,10-7,15) y la velocidad de agitacion (259 rpm) fueron idénticas. Se empleé la estrategia
HiPDOG durante todo el experimento. Se midieron a diario la densidad de células viables y las concentraciones de
glucosa, lactato, amoniaco y aminoacidos hasta el dia 12. Las muestras de los sobrenadantes de ambas condiciones
se analizaron para determinar los niveles de 3-(4-hidroxifenil)lactato utilizando la tecnologia de RMN que se describe
a continuacién. Los niveles de aminoacidos de los cultivos se midieron mediante el procedimiento de analisis de
aminodcidos descrito a continuacién.

El medio B tiene la misma composicién que el medio 5 (documento US7294484, tabla 7), pero con niveles mas altos
de aminoacidos (en un factor de 2,5). Las concentraciones de aminoacidos en el medio B se muestran en la tabla 9.

Tabla 9: Concentracién de aminoacidos en el medio B

éAminoécidos EConcentracién en el medio B ( mM)
alanina | &0
arginina 20
asparag|naH2054O
acido aspéartico 50
cisteinasHCHH0 00
écistina-ZHCI 47

acido glutamico 60

....................................................................................................................................
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‘Aminoécidos iConcentracién en el medio B (mM)

....................................................................................................................................

{glicina

‘histidinasHCI+H,0

....................................................................................................................................

Eisoleucina 27,0
éleucina 538,9
élisina-HCI 300
metionina . 20
fen||a|an|na150 ........................................................................
prolma .................................... 180 .......................................................................
serina 42
étreonina 524,0
étriptc’)fano 48

....................................................................................................................................

Preparacién de muestras de RMN, adquisicién y tratamiento de datos

Se filtraron 1000 pl de cada muestra utilizando tubos de filtro de microcentrifuga Nanosep 3K Omega durante 60
minutos y se utilizaron 630 ul de la muestra filtrada para el anélisis de RMN. Estos filtros se conservan con glicerol,
por lo que pueden aparecer trazas de glicerol en el analisis. Se afiadi6 solucién de patrén interno a cada solucién de
muestra, y la mezcla resultante se agité en voértice durante 30 s. Se transfirieron 700 pl de la solucién centrifugada a
un tubo de RMN para la adquisicién de datos.

Los espectros de RMN se adquirieron en un espectrémetro de RMN VNMRS 700 MHz de cuatro canales de Varian
equipado con una sonda biomolecular de triple resonancia 1H/13C refrigerada criogénicamente con sintonizacién
automatica. La secuencia de pulsos utilizada fue una 1D-tnnoesy con una presaturacién de 990 ms en agua y un
tiempo de adquisicién de 4 s. Los espectros se recogieron con 32 transitorios y 4 barridos de estado estacionario a
298 K.

Los espectros fueron procesados y los archivos .cnx fueron generados usando el médulo Processor en Chenomx NMR
Suite 8.0. Los compuestos se identificaron y cuantificaron utilizando el médulo Profiler de Chenomx NMR Suite 8.0
con la Chenomx Compound Library versién 9, que contiene 332 compuestos. A efectos de informacién, las
concentraciones perfiladas se han corregido para reflejar la composiciéon de la muestra original, en lugar del contenido
del tubo de RMN. Durante la preparaciéon de las muestras, cada una de ellas se diluye introduciendo un patrén interno
Yy, en caso necesario, para aumentar el volumen analizado de una muestra pequefia.

Analisis de aminoacidos

Se mezclaron 10 pl de una solucién patréon de mezcla de aminoacidos o de una muestra de medio agotado (muestra
diluida 10 veces) con 70 pl de tampdn borato AccQeTag Ultra (kit de aplicaciones Waters UPLC AAA H-Class
[176002983]) y se afiadieron 20 yl de reactivo AccQ-Tag previamente disuelto en 1,0 ml de diluyente de reactivo
AccQ-Tag Ultra. Se dejd que la reaccién se desarrollase durante 10 min a 55 °C. El analisis cromatografico liquido se
realizé en un sistema Waters Acquity UPLC, equipado con un gestor de disolventes binarios, un automuestreador, un
calentador de columna y un detector PDA. La columna de separacién fue una columna Waters AccQe-Tag Ultra (2,1
mm d.i. x 100 mm, particulas de 1,7 pm). El calentador de la columna se ajusté a 55 °C y el caudal de la fase mévil se
mantuvo a 0,7 mi/min. El eluyente A fue disolvente A concentrado de AccQsTag Ultra al 10 %, y el eluyente B fue
disolvente B de AccQ-Tag Ultra al 100 %. El gradiente de separacidn no lineal fue 0-0,54 min (A al 99,9 %), 5,74 min
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(A al 90,0 %), 7,74 min (A al 78,8 %), 8,04-8,64 min (A al 40,4 %), 8,73-10 min (A al 99,9 %). Se inyectd un microlitro
de muestra para el analisis. El detector PDA se ajusté a 260 nm. Los tiempos de elucién previamente determinados
para los aminoacidos se utilizan para identificar los picos de aminoacidos especificos en el cromatograma para cada
muestra. Las concentraciones de aminoéacidos se calcularon utilizando el area bajo el pico y se generé la curva de
calibracién utilizando la solucién patrén (Amino Acids Standard H, Thermo Scientific, PI-20088).

Resultados:

Los agrupamientos celulares en ambos cultivos crecieron de manera exponencial con un crecimiento ligeramente
mejor observado en el cultivo de alimentacién discontinua de células 4x-tfxn sin tirosina en comparacién con el cultivo
4x-control-tfxn (figura 30A). Ambos cultivos alcanzaron densidades celulares méximas de 35E6 células/ml entre los
dias 7 y 9 de los cultivos. En ambos cultivos, la viabilidad celular fue superior al 97 % hasta el dia 12 de cultivo (figura
30B). El perfil de valoracién de ambos cultivos fue muy similar, con una valoracién en el dia 11 de 2,5 g/l (figura 30C).
Ademas, se observo que las células 4x-tfxn consumian fenilalanina a un ritmo mas rapido que las células 4x-control-
tfxn (datos no mostrados). Se observé acumulacién de tirosina en los cultivos 4x-tfxn (datos no mostrados). Esto
sugeria que las células 4x-tfxn convertian la fenilalanina en tirosina para suplir sus necesidades fisiolégicas (biomasa
y sintesis de proteinas). El exceso de tirosina se segregé hacia el cultivo. El cultivo 4x-control-tfxn se suplementé con
tirosina exégena en los medios de inoculacién y alimentacion. Los niveles de tirosina disminuyeron en el transcurso
del cultivo 4x-control-tfxn, lo que indica el consumo de tirosina por estas células (datos no mostrados). Ademas, los
niveles de un subproducto del metabolismo de la tirosina, el 3-(4-hidroxifenil)lactato, fueron significativamente
inferiores en el cultivo 4x-tfxn en comparacién con el cultivo 4x-control-tfxn, lo que indica una menor canalizacién de
fenilalanina y/o tirosina hacia la sintesis de subproductos (figura 30D).

Ejemplo 20: Comprobacidn del efecto del 2-metilbutirato y el isobutirato sobre el crecimiento de células CHO
Objetivo:

El 2-metilbutirato y el isobutirato son subproductos de las vias de la isoleucina y la valina, que se observé que se
acumulaban en los cultivos de alimentacién discontinua HIPDOG de la linea celular A de CHO. El nivel de acumulacién
en el dia 7 era de aproximadamente 9 mM para el 2-metilbutirato y 2 mM para el isobutirato (datos no mostrados; la
acumulacién para la linea celular C de CHO esta en el mismo orden (véase el ejemplo 21)). Este experimento se
establecié para sondear el efecto de estos dos compuestos individualmente sobre el crecimiento de la linea celular A
de CHO en el intervalo de concentracién observado en los cultivos de alimentacion discontinua HIPDOG.

Materiales y procedimientos:

La linea celular A de CHO que produce un anticuerpo recombinante se inoculé a bajas densidades celulares (0,1E6
células/ml) en diferentes condiciones por triplicado en cultivos en placas de 6 pocillos. El volumen de trabajo para cada
pocillo el dia 0 fue de 4 ml. Las condiciones ensayadas incluyen medio A fresco o medio A fresco suplementado
individualmente con 2-metilbutirato o isobutirato a diferentes concentraciones. Las concentraciones ensayadas para
el 2-metilbutirato son [0, 5, 10 y 20 mM] y para el isobutirato son [0, 1, 2 y 4 mM]. Las placas de 6 pocillos se incubaron
en una plataforma de agitacién a 36,5 °C y 5 % de diéxido de carbono. El crecimiento celular en todas las condiciones
se controld durante 5 dias.

Resultados:

La figura 31 muestra el efecto independiente del 2-metilbutirato o isobutirato sobre el crecimiento de la linea celular A
de CHO. Las células cultivadas en medio fresco crecieron muy bien. El crecimiento celular se suprimié cuando las
células se cultivaron en medios frescos suplementados con 2-metilbutirato (figura 31A) o isobutirato (figura 31B) a
concentraciones superiores a 5 mM o 1 mM, respectivamente. Esto demuestra que el 2-metilbutirato y el isobutirato
inhiben el crecimiento celular. EI 2-metilbutirato es un subproducto metabélico del metabolismo de la isoleucina y el
isobutirato es un subproducto metabdlico del metabolismo de la valina.

Ejemplo 21: Demostracidn de la reduccién de la acumulacién de 2-metilbutirato o isobutirato mediante la limitacién de
isoleucina o valina, respectivamente, en cultivos de alimentacién discontinua de células CHO (linea celular C de CHO).

Objetivo:

El objetivo principal de este ejemplo fue demostrar la reduccién de la acumulacién de 2-metilbutirato o isobutirato en
cultivos de alimentacién discontinua de células CHO limitando el suministro de isoleucina o valina, respectivamente.

Materiales y procedimientos:
Células y configuracién del biorreactor
En este ejemplo se utilizé la linea celular GS-CHO (linea celular C) que expresa un anticuerpo recombinante. Como

parte de este ejemplo se ensayaron dos condiciones: A) cultivo de alimentacidén discontinua con niveles bajos de
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isoleucina y valina (bajo en AA), B) cultivos de alimentacién discontinua con concentraciones normales de aminoacidos
(control). El experimento se llevé a cabo durante 12 dias.

Se inocularon células en crecimiento exponencial de cultivos de siembra a aproximadamente 4E6 células/ml en
biorreactores de produccién que empleaban un proceso tipico de alimentaciéon discontinua (con niveles tipicos de
aminoécidos) o el proceso de alimentacidén discontinua con bajo contenido en aminoacidos. En las condiciones de
contenido bajo en aminoacidos, las concentraciones de isoleucina y valina se mantuvieron entre 0,5 mM y 1 mM
durante los siete primeros dias del cultivo, tras lo cual se permitié que aumentaran por encima de 1 mM. Se midieron
a diario la densidad de células viables y las concentraciones de glucosa, lactato, amoniaco y aminoéacidos hasta el dia
12. Para ambas condiciones, el volumen de cultivo (1 1) y los parametros del proceso, incluidos la temperatura (36,5
°C), el pH (6,9-7,2) y la velocidad de agitacion (259 rpm), fueron idénticos. El medio base utilizado en la condicidén de
control fue el medio A y el utilizado en condiciones de bajo contenido en aminoécidos fue la versién modificada del
medio A con bajas concentraciones de aminoacidos, que incluyen tirosina, fenilalanina, metionina, triptéfano, serina,
glicina, treonina, leucina, isoleucina y valina. El medio de alimentacién utilizado para ambas condiciones fue el medio
B. Los niveles de aminoacidos en el medio B se ajustaron de tal forma que la cantidad de aminoéacidos suministrada
a través de la alimentacién con medio B, de forma semicontinua, fuera aproximadamente igual a la cantidad de
aminoécidos captada por el cultivo. La velocidad de alimentacién utilizada fue proporcional a las células viables
integrales del cultivo. Se analizaron muestras de sobrenadantes de ambas condiciones para determinar los niveles de
2-metilbutirato e isobutirato utilizando la tecnologia de RMN descrita en el ejemplo 19. Los niveles de aminoécidos del
cultivo se midieron utilizando el procedimiento de anélisis de aminoacidos descrito en el ejemplo 19.

Resultados:

Las concentraciones de los aminoacidos isoleucina y valina se mantuvieron satisfactoriamente entre 0,5 mM-1 mM en
la condicién de contenido bajo en AA (figura 32Ay 32C). Tal limitacidén de los niveles de aminoacidos en la condicidn
de contenido bajo AA en dio como resultado una menor acumulacion de 2-metilbutirato (figura 32B) e isobutirato (figura
32D).

Ejemplo 22: Experimento para determinar las dianas génicas de modificacién metabélica para suprimir la biosintesis
de los inhibidores (isovalerato, 2-metilbutirato e isobutirato) producidos a partir de la via de los aminoacidos de cadena
ramificada

Objetivo:

Este experimento se realizd para determinar la causa de la biosintesis de isovalerato, 2-metilbutirato e isobutirato, que
son subproductos del metabolismo de aminoéacidos de cadena ramificada que se acumularon en niveles muy altos en
cultivos de alimentacién discontinua de células CHO. Se sonde6 la expresién génica de todas las enzimas de la via
de los aminoécidos de cadena ramificada ("branched chain amino acid", BCAA). A partir del anélisis de la expresién
génica en la via del catabolismo de los BCAA, se identificaron dianas génicas para la modificacién metabdlica de las
células CHO (linea celular B de CHO y linea celular original) que suprimen la biosintesis de isovalerato, isobutirato y
2-metilbutirato.

Resultados:

Se realizé un anélisis de RT-gPCR de los genes de la via catabdlica de la leucina. Los valores de expresién logaritmica
de los genes de la via de la leucina se muestran en la figura 33A. Los datos de expresién génica de la via de la leucina
indican que todas las enzimas de la via se expresaron a niveles similares. También se observé que la expresidén génica
de las enzimas de las vias de la isoleucina y la valina era relativamente alta en la linea celular original (datos no
mostrados). Los datos no apuntaban hacia una diana clara en la via de los BCAA que pudiera explicar las elevadas
tasas de biosintesis y secrecién de isovalerato, isobutirato y 2-metilbutirato. Sin embargo, las enzimas posteriores a
los nodos de isovalerato, isobutirato o 2-metilbutirato podrian portar mutaciones de pérdida de funcién, lo que puede
explicar la canalizacién del flujo hacia el isovalerato, el isobutirato o el 2-metilbutirato. Dado que las enzimas BCAT1
(o BCAT2) y BCKDHA/BCKDHB catalizan las dos primeras etapas en las tres vias de aminoacidos de cadena
ramificada, se procedié a atenuar o inactivar la actividad de cualquiera de dichas enzimas con el objetivo de reducir la
biosintesis de isovalerato, isobutirato y 2-metilbutirato (figura 33B).

Ejemplo 23: Generacién de agrupamientos de células CHO con atenuacién de BCAT1 transitorios para suprimir la
produccién de la biosintesis de inhibidores de la via de los BCAA (isovalerato, 2-metilbutirato e isobutirato)

Objetivo:

Este experimento se realizd para reducir la expresion del gen BCAT1 en la linea celular B de CHO y en la linea celular
original de CHO con el fin de limitar la produccién de isovalerato, isobutirato y 2-metilbutirato en los respectivos cultivos
celulares.

Materiales y procedimientos:
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La atenuacion del miARN actla expresando pequefias secuencias de ARN (aproximadamente 20-25 bases) que son
complementarias a una secuencia del gen diana (por ejemplo, BCAT1). El miARN se une al ARN mensajero (ARNm)
del gen diana formando una regién de ARN bicatenario. Este ARN bicatenario es objeto de escisién y degradacién por
parte de la célula, lo que se traduce en una disminucidén neta del ARNm que se traduce y, por tanto, de la proteina que
se produce. La atenuacién del microARN de BCAT1 se realiz6 utilizando el kit de vectores de expresion BLOCK-IT
Inducible Pol Il miR RNAi Expression Vector Kit with EmGFP (Invitrogen). Se disefiaron cinco pares de oligonucleétidos
de miARN (hebra superior e inferior complementarias de BCAT1) utilizando una herramienta en linea denominada
Block-iT RNAI Designer (https://rnaidesigner.thermofisher.com/rnaiexpress/) y los oligonucledtidos de ADN fueron
preparados por Integrated DNA Technologies (www.idtdna.com). Los pares de oligonucledtidos se reasociaron y
ligaron en el vector pcDNA™ 6.2-GW/EmGFP-mIR. La secuencia de los vectores (cinco de ellos) fue confirmada por
WyzerBiosciences (Cambridge, MA). Los cinco vectores de miARN o un vector de control negativo denominado
pcDNA™ 6.2-GW/EmGFP-miR-neg (proporcionado por Invitrogen con el kit) se transfectaron a la linea celular original
de CHO o a la linea celular B de CHO utilizando el eletroporador GenePulser XCell (BioRad) y se dejaron recuperar
durante dos dias. Transcurridos dos dias, las células se sometieron a presién de seleccién con un antibiético
(blasticidina, 10 ug/ml) para la generacién de agrupamientos de células estables (véase el ejemplo 24), o bien se
prepararon lisados celulares de las células transfectadas (o de las células no transfectadas) en reactivo de extraccion
de proteinas M-PER (Thermo Fisher) suplementado con cOmplete, Mini, c6ctel de inhibidores de proteasas sin EDTA
(Roche). Las muestras se analizaron mediante transferencia Western utilizando el sistema Novex NuPage (Thermo
Fisher). El sistema proporciona geles de poliacrilamida, tampé6n de carga de la muestra, reductor de la muestra, tampén
de ejecucién del gel, patrén de masa de proteinas, membrana de nitrocelulosa y reactivo de deteccién por
quimioluminiscencia. Las transferencias fueron sondeadas con un anticuerpo policlonal de conejo anti-BCAT1
(AbCam, n.° de catalogo ab110761) o un anticuerpo contra B-actina (AbCam, n.° de catalogo ab8227). Las
transferencias Western se visualizaron con un sistema BioRad ChemiDoc y se analizaron para determinar los niveles
de B-actina y BCAT1.

Secuencias de miARN de BCAT1 utilizadas:
MIARN seq1.1a: TGGGAGAAGCCTCACATTAAA
MIARN seq2.1a: TCTGCTGTGAGGACCACTTTG
mMIARN seq3.1a: AGTGGGCACGATGAATCTGTT
mMiARN seq4.1a: CACGATGAATCTGTTCCTCTA
MIARN seg5.1a: CTTGGGCAAACTGACTGATAT
Resultados:

La figura 34 muestra la transferencia Western para los niveles de proteinas de BCAT1 y B-actina en células
transfectadas transitoriamente. La B-actina se incluyé como gen (o proteina) de mantenimiento y se utilizé como
comparador interno de la expresion de proteinas. Los niveles de B-actina fueron similares en las cinco transfecciones
(transitorias) de miARN, en la transfeccion de control de miARN negativo y en las células no transfectadas (tanto para
la linea celular B de CHO como para la linea celular original). Esto indica una carga uniforme de proteinas en todas
las condiciones (figura 34Ay 34C). En las transfecciones transitorias de la linea celular original de CHO, se observd
un menor nivel de proteina BCAT1 en caso de la atenuacién que utiliza miARN Seq 2.1a, miARN Seq 3.1a, miARN
Seq 4.1a y miARN Seq 5.1a. En las transfecciones transitorias de la linea celular original, se observé un menor nivel
de proteina BCAT1 en las cinco condiciones de atenuacién ensayadas. El control no transfectado y el control negativo
mostraron un patrén de bandas mas intenso que indicaba niveles més altos de las proteinas BCAT1.

Ejemplo 24: Generacién de agrupamientos de células CHO con atenuacién de BCAT1 estables para suprimir la
produccién de inhibidores de la biosintesis de la via de los BCAA (isovalerato, 2-metilbutirato e isobutirato)

Objetivo:

El objetivo principal de este experimento fue desarrollar agrupamientos estables de células CHO con niveles reducidos
de BCAT1. El objetivo era demostrar ademés que estos agrupamientos estables tenian una capacidad reducida para
producir los metabolitos inhibidores de la via de los BCAA (isovalerato, 2-metilbutirato e isobutirato), cuya reducciéon
se traducia en un mejor crecimiento y productividad.

Resultados:

Las células de la linea celular original y de la linea celular B de CHO transfectadas con los cinco vectores de atenuacion
de miARN de BCAT1 se seleccionaron para llevar a cabo agrupamientos de células estables. A continuacién, se
analizaron los niveles de proteina BCAT1 en los agrupamientos estables. Todos los agrupamientos estables de la linea
celular original, generados a partir de transfecciones con los cinco miARN, presentaron niveles reducidos de proteina
BCAT1, en mayor o menor medida, en comparacién con los agrupamientos estables generados a partir de la
transfeccidén con el control de secuencia de miARN negativo (figura 35Ay 35B). Esto indicaba que se habian generado
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con éxito agrupamientos estables de células con atenuacién de BCAT1. Se seleccionaron los agrupamientos con
niveles de proteinas BCAT1 més bajos y se comprobéd la producciéon de inhibidores, que incluyen isovalerato, 2-
metilbutirato e isobutirato, en cultivos de alimentacién discontinua (con y sin emplear la estrategia HIPDOG). Los
cultivos que producen niveles mas bajos de estos metabolitos inhibidores crecieron hasta alcanzar densidades
celulares més altas y produjeron valoraciones mas elevadas. También se llevé a cabo una atenuacién equivalente de
la isoenzima BCAT2 para demostrar la reduccidn de los niveles de produccién de BCAT2 para probar la reduccién de
la producciéon de inhibidores, que incluyen isovalerato, 2-metilbutirato e isobutirato. BCAT2 es una forma de isoenzima
de BCAT1, que es catalitica y funcionalmente equivalente a BCAT1 y realiza la misma funcidn en las vias de la leucina,
isoleucina y valina representadas en la figura 33B.

Tabla 10: Abreviaturas

%Abreviatu ra Descripcién

Bactina  Actinabeta
MIF iFactor inhibidor de la migracién de macréfags
GOT1Glutam|co-oxa|oacet|cotransammasa1soluble ....................................................................................................
cot2 Glutamico-oxaloacético transaminasa 2, mtocondrial
TAT  [Tiosinaaminotransferasa
%FAH éFumariIacetoacetato hidrolasa

GsTz1 Glutation transferasa zeta 1 (maleilacetoacetato isomerasa)
HAP  Fenialanina hidroxiasa
s Ac|do4—h|drox|fen||p|ruv|cod|ox|genasa .....................................................................................................................
HGDHomogent|sato12-d|0X|genasa ......................................................................................................................................
o Dihidrolipoamida deshidrogenasa
%IVD élsovaleril coenzima A deshidrogenasa

%MCCC1 éMetiIcrotonoiI—coenzima A carboxilasa 1 (alfa)

MCCC2  Metilcrotonoikcoenzima A carboxilasa 2 (peta)
P Cetoac|dodesh|drogenasadecadenaram|f|cadaE1po||pept|doa|fa ........................................................
P esre— Cetoa0|dodesh|drogenasadecadenaram|f|cadaE1po||pept|dobeta ......................................................
DBT  Dihidrolipoamida transacilasa de cadena ramificada€2
BCATI Aminotransferasa de cadena ramificada 1, citosolica
éBCATZ éAminotransferasa de cadena ramificada 2, mitocondrial

AUH  Proteinade unién al ARN AUfenoil-coenzima A hidratasa
HMGCL 3-Hidroxi-3-metilglutari-coenzima Aliasa
ACADMAc||—coenz|maAdesh|drogenasacadenadelong|tud|ntermed|a ..................................................................
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‘GCH1 'GTP ciclohidrolasa 1

PTS PiruvoiHetrahidropterina sintasa
SR Sepiapterina reductasa
éPCBD1 éPterlna 4 alfa carbinolamina deshidratasa/cofactor de dimerizacion del factor nuclear de‘
; ghepatomtos 1 alfa (TCF1)1

QPR Quinoide de dihidropteridina reductasa
BH4 ...................... etrah|drob|opter|na ..........................................................................................................................................................
BT Tetrahidrobiopterina-4 alfa-carbinolamina
3carblnolamina

%q—BHz éQuinoide de dihidrobiopterina

§4x—tfxn éAgrupamlentos de células transfectadas con cuatro vectores que contienen un gen de interés y un i
! :marcador de resistencia (PAH y geneticina o HGD vy blasticidina o HPD e higromicina o PCBD1 y
ipuromicina) :
ax-controlthn | Agrupamientos de céluias transfectadas con cuatro vectores nulos que contiensn 6o u
; imarcador de resistencia (geneticina o blasticidina o higromicina o puromicina)

{CoA :Coenzima A
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REIVINDICACIONES

1. Una célula que comprende un gen modificado que reduce el nivel de sintesis de inhibidores del crecimiento y/o de
la productividad por la célula, en la que el gen modificado es Beat1, en la que la modificacién reduce la expresion
génica de Bceat1, y en la que la célula expresa una proteina recombinante o una proteina recombinante heteréloga, en
la que la célula es una célula CHO, en la que la célula comprende una atenuacidén o una inactivacién del gen Beat1 y
en la que la atenuacién de Bcat1 es menor o igual a cualquiera del 10, 5, 2,5 por ciento del nivel de expresién o
actividad de Bcat1 en comparacién con células no modificadas.

2. La célula de la reivindicacién 1, en la que la atenuacién se consigue mediante una o mas de las siguientes acciones:
delecién de genes, alteracién, sustitucion, mutaciéon puntual, mutacién puntual mdltiple, mutacién por insercién o
mutacién por desplazamiento de marco aplicadas a Bcat1.

3. Un procedimiento de cultivo celular que comprende proporcionar células de cualquiera de las reivindicaciones 1 o
2 en un medio de cultivo celular para iniciar un proceso de cultivo celular.

4. El procedimiento segln la reivindicacién 3, que comprende ademas obtener y purificar la proteina recombinante
producida por las células.

5. El procedimiento de la reivindicacién 3 o 4, en el que el crecimiento y/o la productividad celular aumentan en
comparacién con un cultivo de control, siendo dicho cultivo de control idéntico, excepto que comprende células no
modificadas.

6. El procedimiento de la reivindicacién 5, en el que el crecimiento celular se determina por la densidad de células
viables maxima y aumenta al menos un 5 % en comparacién con el cultivo de control.

7. El procedimiento de la reivindicacién 5, en el que la productividad se determina por la valoracién de proteinas
recombinantes expresadas y aumenta en al menos un 5 % en comparacién con el cultivo de control.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, en el que la densidad de células viables maxima
del cultivo celular es superior a 1 x 10% células/ml, 5 x 108 células/ml, 1 x 107 células/ml, 5 x 107 células/ml,
1 x 108 células/ml 0 5 x 108 células/ml.
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Figura 1A, 1B
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Proceso convencional
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Figura 2A, 2B, 2C
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Figura 3A, 3B
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Figura 4A, 4B
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Figura 6
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Figura 7A, 7B
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Figura 8A, 8B
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Figura 10A, 10B
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Figura 11A, 11B
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Figura 12A, 12B
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Figura 13A, 13B
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Figura 14A, 14B
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Figura 15A, 15B
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Figura 17A, 17B
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Figura 18A, 18B
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Figura 19A, 19B
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Figura 20
0,2

0,15

o
s

0,05

Indol-3-lactato (mM)

ES 2 989 780 T3

--HIPDOG
—& - bajoen 8AA + HIPDOG

74

'y
0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (dia)

14



Figura 21A, 21B
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Figura 22A, 22B
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Figura 23

0,3

o
N
n

o
N

Indol-3-lactato (mM)
o
e
b= ()]

0,05

ES 2 989 780 T3

-¥= bajo en 4AA + HIPDOG

L —l=HIPDOG

0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (dia)

77

14



Figura 24
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Figura 26
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Figura 27A, 27B
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Figura 28A y 28B
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Figura 28C y 28D
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Figura 30A y 30B
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Figura 30C y 30D
3

(<

Valoracién (g/l)

12
Tiempo (dia)
0.4 o

s 0

% 0,35 } 4x-control-tfxn

‘; Linea celular B

«= 0,3 | en HIiPDOG tipico

=3

O

& 0,25 |

€ 0.2 }
:‘g 1

>C§ 0,15 p 4x-tfxn Linea celular
..E B en HiPDOG sin

T 0,1 p tirosina

[]
T o05 |

o

0 ] ] | [ ] I
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (dia)

86




ES 2 989 780 T3

Figura 31A, 31B
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Figura 32A, 32B, 32C, 32D
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Figura 33A, 33B
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Figura 34A

B-actina en la linea celular original de CHO
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Figura 34B

BCAT1 en la linea celular original de CHO
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Figura 34C

B-actina en la linea celular B de CHO
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Figura 34D
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Figura 35A
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Figura 35B
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