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DESCRIPCIÓN

Proceso para el monitoreo de la eliminación de contaminantes durante el proceso de purificación de un producto
farmacéutico producido por una célula hospedera.

La invención se refiere a un proceso para el monitoreo de la eliminación de contaminantes durante el proceso de
purificación de un producto farmacéutico producido por una célula hospedera.

Monitorear la eliminación de contaminantes durante el proceso de purificación de un producto farmacéutico pro-
ducido por una célula hospedera es necesario para obtener la aprobación comercial del producto farmacéutico. Para
obtener la aprobación comercial del producto farmacéutico, se debe demostrar que el proceso de purificación es repro-
ducible y que el producto farmacéutico es producido con una calidad constante (es decir pureza). Por lo tanto, existe la
necesidad de métodos confiables para monitorear la eliminación de contaminantes durante el proceso de purificación
de un producto farmacéutico.

Los métodos de detección usados para el monitoreo de la eliminación de contaminantes durante el proceso de
purificación de un producto farmacéutico producido por una célula hospedera son conocidos en el arte. Los métodos
conocidos hacen uso de los métodos inmunológicos, por ejemplo ELISA o el Western Blot en la mayoría de los casos
combinados con otros métodos no basados en la inmunología, por ejemplo HPLC (fase inversa) o la electroforesis en
gel 1- y 2D- (vea por ejemplo, Bioresponse, vol.8, 1988, p. 137).

Una desventaja de los métodos inmunológicos conocidos es que los anticuerpos usados se generan solamente con-
tra ciertas proteínas. Típicamente, los anticuerpos solamente se generan contra las proteínas de las células hospederas
inmunogénicas. Por lo tanto, los contaminantes que no sean esas proteínas de las células hospederas inmunogénicas
no pueden ser detectados por métodos inmunológicos.

En los métodos inmunológicos, anticuerpos policlonales generados contra las proteínas (células hospederas) en un
animal hospedero (por ejemplo conejo, cabra, ratón) son usualmente usados. Por lo tanto, los métodos inmunológicos
solamente pueden detectar las proteínas (células hospederas) que sean capaces de inducir una respuesta inmunológica
en el animal hospedero. Típicamente, esto representa la detección de sólo el 20-30% del total de las proteínas (células
hospederas). Debido a que los anticuerpos policlonales no son usualmente generados en humanos, las restantes proteí-
nas de las células hospederas no detectadas pueden muy bien causar una reacción inmunológica en los humanos. En
adición, otros contaminantes además de las proteínas (célula hospedera), tampoco son detectados.

La desventaja del método inmunológico y los otros métodos de detección conocidos no basados en la detección
inmunológica es que no poseen una alta sensibilidad combinada con la capacidad de detectar proteínas individuales; los
métodos conocidos detectan las proteínas individuales con una sensibilidad relativamente baja (Western Blot, HPLC,
electroforesis en gel 1- y 2-D) o detectan una señal de proteína total con una sensibilidad más alta (por ejemplo,
ELISA).

Es un objeto de la invención proporcionar un proceso para el monitoreo de la eliminación de contaminantes durante
la purificación de un producto farmacéutico producido por una célula hospedera, cuyo método posee la capacidad de
detectar las proteínas individuales con una sensibilidad relativamente alta.

Este objeto es logrado por la invención incubando al menos dos muestras diferentes tomadas durante el proceso
de purificación del producto farmacéutico con al menos una serie de biochip de proteína y mediante la detección
subsiguiente de los contaminantes unidos a la serie de biochip de proteína.

Las series de biochip de proteína son conocidas en el arte (US2001/0053535) y se encuentran comercialmente
disponibles de, por ejemplo, Biacore (Upsala, Suecia) y Ciphergen Biosystems (Fremont, California, Estados Unidos).
Hasta ahora, las series de biochip de proteína han sido usadas para el aislamiento de un producto y para el análisis de
los componentes de la célula (por ejemplo en estudios de la expresión génica diferenciales) (US 6,225,047).

Ha sido encontrado sorprendentemente que las series de biochip de proteína son extremadamente capaces de
monitorear la eliminación de contaminantes durante el proceso de purificación de un producto farmacéutico producido
por una célula hospedera y que la detección de proteínas individuales ocurre con una sensibilidad relativamente alta.
Además las series de biochip de proteína son capaces de unir a las proteínas y otros contaminantes, mientras que los
métodos inmunológicos conocidos pueden detectar solamente proteínas y mientras los otros métodos conocidos no
basado en la inmunología pueden detectar solamente proteínas o solamente contaminantes.

El término “producto farmacéutico” significa, proteínas (por ejemplo anticuerpos, receptores, enzimas, proteínas
de fusión etc), que pueden ser usadas como un ingrediente activo en preparaciones farmacéuticas, ADN (plásmido)
con una aplicación médica, por ejemplo, para usarlo en terapia génica, o vacunas.

El término “contaminante” significa todos los compuestos presentes en el producto farmacéutico con la excepción
del propio producto farmacéutico deseado. Los contaminantes son, por ejemplo, las proteínas (células hospederas),
los contaminantes del medio de cultivo de la célula en el que el producto farmacéutico es producido por la célu-
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la hospedera, los aditivos añadidos durante el proceso de purificación, por ejemplo lixiviados de columna, agentes
estabilizadores, agentes para inactivar virus, moléculas orgánicas pequeñas etc.

Los procesos de purificación para un producto farmacéutico producido por una célula hospedera generalmente
comprenden diferentes pasos de purificación con variación en las combinaciones y el orden. Ejemplos de pasos de
purificación son los pasos de separación (por ejemplo, mediante cromatografía de afinidad y/o cromatografía de inter-
cambio iónico), donde otros pasos son por ejemplo necesarios para concentrar el producto farmacéutico (por ejemplo
mediante ultrafiltración o diafiltración), pasos para intercambiar buffer o pasos para eliminar o inactivar los virus (por
ejemplo mediante la filtración de virus, el desplazamiento del pH o el tratamiento con detergente solvente).

El monitoreo de la purificación de un producto farmacéutico de acuerdo a la invención es realizado incubando al
menos dos muestras diferentes tomadas durante el proceso de purificación del producto farmacéutico con al menos una
serie de biochip de proteína y la detección subsiguiente de los contaminantes unidos a la serie de biochip de proteína.
La comparación de los resultados obtenidos de la detección muestra el efecto de la purificación. El momento en que
las muestras son tomadas no es realmente crítico ya que el efecto de la purificación puede ser observado a partir de la
comparación de los resultados de la detección de las diferentes muestras. En la práctica, preferiblemente, las muestras
son tomadas entre dos pasos de purificación. Más preferiblemente, las muestras son tomadas al menos antes del primer
paso de purificación y después del último paso de purificación. Lo más preferido, las muestras son tomadas antes del
primer paso de purificación y después de cada paso de purificación subsiguiente.

Las series de biochip de proteína poseen una superficie interactiva a la cual se pueden unir las proteínas. La su-
perficie interactiva puede ser por ejemplo de una naturaleza química, por ejemplo un ligando de un cierto receptor
o una superficie cromatográfica o una superficie biológica. Las superficies cromatográficas incluyen, pero no están
limitadas a superficies hidrofóbicas alifáticas; superficies hidrofóbicas aromáticas; superficies intercambio catiónico,
cargadas negativamente; superficies de intercambio aniónico cargadas positivamente; superficies cromatográficas in-
movilizadas de afinidad con el metal y superficies de modo mixto, que comprenden por ejemplo una superficie de
intercambio catiónico, cargada negativamente y una superficie de intercambio aniónico, cargada positivamente. Las
superficies cromatográficas también son descritas por ejemplo en US 6,225,047. Las superficies biológicas incluyen,
pero no están limitadas a los anticuerpos enlazados de manera covalente, ADN, enzimas, receptores, ligandos y anti-
cuerpos variables de cadena simple o anticuerpo como ligandos (los últimos dos pueden ser obtenidos a partir de una
biblioteca de exposición de fagos).

La naturaleza de la superficie interactiva determina qué contaminantes son unidos. Si, por ejemplo, la serie de
biochip de proteína posee una superficie interactiva que comprende anticuerpo o anticuerpos variables de cadena
simple como ligandos obtenidos de una biblioteca de despligue de fagos contra las proteínas de las células hospederas,
la mayoría de las proteínas de las células hospederas serán detectadas (y no sólo las proteínas de las células hospederas
capaces de inducir una respuesta inmunológica en un animal hospedero).

En una realización preferida de la invención, una muestra obtenida después de un paso de purificación dado es
incubada con al menos dos, más preferiblemente al menos tres, lo más preferido al menos cuatro series de biochip de
proteína diferentes con superficies interactivas diferentes en el proceso de acuerdo a la invención. El uso de más series
de biochip de proteína diferentes una al lado de la otra posee la ventaja que más contaminantes diferentes puedan ser
detectados.

Los contaminantes unidos a la superficie de la serie de biochip de proteína pueden ser detectados directamen-
te. Ejemplos de técnicas apropiadas para la detección directa incluyen los enfoques fotométricos que monitorean el
cambio del índice de refracción, por ejemplo los enfoques que usan resonancia de plasmones de superficie (SPR), el
cambio de fluorescencia o polarización; y los enfoques de espectrometría en masa, por ejemplo SELDI (desorción
ionización mediante láser sobre superficie mejorada).

Alternativamente, los contaminantes pueden también ser detectados de manera indirecta; en ese caso los conta-
minantes unidos a la serie de biochip de proteína son extraídos de la serie y llevados a un detector en una corriente
de eluato. Ejemplos de técnicas apropiadas para la detección indirecta incluyen la ionización electrospray (ESI) o
la desorción/ionización mediante láser asistida por matriz (MALDI). Preferiblemente en el proceso de acuerdo a la
invención, los contaminantes son detectados directamente, preferiblemente usando un enfoque de espectrometría en
masa.

Preferiblemente, en el proceso de acuerdo a la invención, un método de detección directa, más preferiblemente de
espectrometría en masa es usado para la detección de los contaminantes unidos a la serie de biochip de proteína en el
proceso de acuerdo a la invención.

El proceso de acuerdo a la invención es preferiblemente usado para el monitoreo de la eliminación de proteína,
más preferiblemente la eliminación de la proteína de la célula hospedera del producto farmacéutico.

Las células hospederas, que pueden ser usadas para producir productos farmacéuticos son en principio todas las
células conocidas por la persona versada en el arte, que tienen la capacidad de producir una proteína farmacéutica,
(plásmido) ADN o vacuna. Ejemplos de células hospederas son las células eucariotas, por ejemplo hongos filamen-
tosos, por ejemplo Aspergillu Niger, Aspergillus oryzae, Trichoderma reesei, Penicillium chrysogenum, levaduras,

3



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 271 565 T3

por ejemplo Saccharomyces cerevisiae, Phaffia rhodozyma, Pichia pastoris, células mamíferas, por ejemplo células
de CHO (Ovario de Hámster Chino), hibridomas, células de BHK (Riñón de Hámster Bebé), células de mielomas,
células humanas, por ejemplo las células HEK-293, células linfoblastoideas humanas y células procarióticas, por
ejemplo Escherichia coli, Bacillus sp, por ejemplo B. licheniformis, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. alkalophilus,
Streptomyces sp., Corynebacterium glutamicum, Pseudomonas sp. Ejemplos de células eucarióticas son por ejemplo
también descritos en Chu, L., Robinson, D.K., (2001) Curr. Opinion Biotechn., vol. 12, p. 180-187.

Ejemplos de proteínas que pueden ser usadas como un ingrediente activo en las preparaciones farmacéuticas (con
el nombre de la marca comercial del fármaco correspondiente entre paréntesis) son por ejemplo Tenecteplase (TN
Kase™), factor antihemofílico (recombinante) (ReFacto™), interferón limfoblastoideo α-n1 (Wellferon™), Factor
de coagulación (recombinante) (NovoSeven™), Etanercept, (Enbrel™), Trastuzumab (Herceptin™), Infliximab (Re-
micade™), Palivizumab (Synagis™), Basiliximab (Simulect™), Daclizumab (Zenapaz™), Rituximab (Rituxan™),
Factor de coagulación IX (recombinante) (Benefix™) e Interferón β-1a (Avonex™).

Ejemplos de ADNcon una posible aplicación médica son los ADN plásmidos terapéuticos génicos. Algunos ADN
plásmidos terapéuticos génicos son usados en la actualidad en pruebas clínicas para su aplicación médica.

Ejemplos de vacunas son la vacuna contra la hepatitis A inactivada (VAQTA™), la vacuna contra la rabia (RanA-
vert™) y la vacuna contra el Rotavirus tetravalente (RotaShield™) vivas, orales.

La invención también se refiere al uso de una o más series de biochip de proteína para el monitoreo de la elimi-
nación de contaminantes durante el proceso de purificación de un producto farmacéutico producido por una célula
hospedera. Preferiblemente con el uso de al menos dos, más preferiblemente al menos tres, lo más preferido al menos
cuatro series de biochip de proteínas diferentes con superficies interactivas diferentes. Preferiblemente, los contami-
nantes son proteínas, más preferiblemente proteínas de la célula hospedera.

La invención será ahora elucidada por medio del siguiente ejemplo sin estar, sin embargo, limitada a éste.

Ejemplos

1.0 Introducción

En este estudio se sigue la eliminación de contaminantes durante la purificación parcial de un IgG1 humano recom-
binante (2) por SELDI-TOF-MS (Ciphergen). El IgG1 es expresado en la línea celular PER.C6 la cual fue generada
a partir de células humanas primarias derivadas de la retina. La línea celular PER.C6 es capaz de generar anticuerpos
monoclonales completamente humanos (incluyendo los glicanos) (1,2).

Los contaminantes presentes en las muestras recogidas durante el proceso de purificación fueron analizados me-
diante el uso de ProteinChips. Los ProteinChips (Ciphergen) poseen una superficie interactiva a la cual las proteínas
pueden estar unidas. Se usa el ProteinChip de fase normal (NP20), el ProteinChip de intercambio aniónico fuerte
(SAX2), el ProteinChip de intercambio catiónico débil (WCX2) y el ProteinChip de interacción hidrofóbico (H4) bajo
diferentes condiciones de unión.

2.0 Materiales y Métodos

2.1 Fermentación y Purificación

Las células PER.C6 que expresan el IgG1 (2) humano fueron cultivadas en un medio EX-CELL VPRO (JRH
Biosciences, Inc., Estados Unidos de América) de 2 L en un cultivo por lotes durante 13 días a 37ºC con una velocidad
de agitación de 75 rpm usando dos rotores de paletas. Las células y el sobrenadante fueron separados por centrifugación
durante 5 minutos a 300 g a temperatura ambiente (R.T.), el sobrenadante fue subsiguientemente filtrado a través de un
filtro de 22 µm (Millipak 20, Millipore). De este material clarificado una muestra fue tomada para el análisis mediante
SELDI-TOF-MS (Muestra 1, Tabla 1). Un volumen de una cosecha de 100 ml clarificada y filtrada fue aplicado en
una columna de proteína A recombinante (13.8 cm de altura del lecho y un volumen de 13.1 mL, Pharmacia Biotech)
la cual fue conectada a un sistema de cromatografía Akta Explorer (Pharmacia Biotech). Antes de la aplicación de la
cosecha clarificada la columna fue equilibrada con 3 volúmenes de columna de 20 mM de Tris (pH 7.5), 150 mM de
NaCl a 1.67 mL/min. Mientras la cosecha clarificada era aplicada a 1.67 mL/min una muestra fue tomada del flujo
directo (Muestra 2, Tabla 1). Después de lavar la columna con 10 volúmenes de columna 20 mM de Tris (pH 7.5), 150
mM de NaCl a 1.67 mL/min la columna fue llevada a 0.1 M de citrato pH 5.0 en 10 volúmenes de columna a 1.67
mL/min). El IgG1 fue eluido de la columna por 5 volúmenes de columna 0.1 M de citrato pH 3.3 y fue neutralizada
subsiguientemente con 1 M de Tris-HCl (pH 9) (Muestra 3, Tabla 1). La elusión de las proteínas fue seguida por la
medición de la absorción a 280 nm.
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TABLA 1

Intermedios recogidos para el análisis a través de SELDI-TOF-MS durante la purificación de IgG1

Muestra Indicación [Producto] (g/l)* Buffer

1 Medio 0 n.a.

2 Cosecha clarificada 0.5 n.a.

3 Flujo Directo 0 20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl (pH 7.5)

4 Eluato 1 0.08 M Na-citrato, 0.2 M Tris-HCl (pH 8)

* Determinado a partir de la absorción a 280 nm (ε=1.171M−1.cm−1)
n.a., no aplicable.

2.2 Intermedios en un ProteinChip NP20

En este experimento dos matrices diferentes de absorción de energía (EAM) fueron usadas, ácido sinapínico satura-
do (SPA) y un 20% de solución saturada de ácido alfa-ciano-4-hidroxi cinámico (CHCA) ambos en 50% de acetonitrilo
(ACN), 0.5% de ácido trifluroacético (TFA). Las muestras fueron analizadas como es descrito en el proceso experi-
mental a continuación (2.2.1). Para obtener una concentración del producto de 0.15 g/L, la muestra 2 y la muestra 4
fueron diluidas 3.3 y 6.6 veces, respectivamente, con solución de buffer fosfato salino (PBS), pH 7.4. Luego, de cada
muestra (muestra 2 y 4 diluidas y 1 y 3 sin diluir) 3 µl fueron añadidos a una mancha. Las muestras 1, 2, 3 y 4 fueron
aplicadas sobre la mancha A, B, C y D y de nuevo sobre E, F, G y H. Las manchas A a D fueron analizadas con CHCA
y E a H con SPA.

2.2.1 Procedimiento experimental

- Calibre el SELDI-TOF-MS para el análisis de bajo peso molecular usando el estándar de peso molecular
C100-0003 (Ciphergen) de acuerdo al protocolo proporcionado por el fabricante.

- Calibre el SELDI-TOF-MS para el análisis de alto peso molecular usando el estándar de peso molecular
C100-0004 (Ciphergen) de acuerdo al protocolo proporcionado por el fabricante.

- Tome una tasa con EAM (tanto SPA como CHCA, 5 mg, Ciphergen), añada 125 µL de ACN y 125 µL de
TFA 1% (recién preparado añadiendo de 5 µL de TFA a 495 µL de agua grado HPLC). Agítelo durante 5
minutos y déjelo reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

- Microfuge durante 5 min a máxima velocidad.

- Use el sobrenadante del SPA como la solución SPA saturada.

- Prepare la solución de CHCA al 20% tomando 100 µL de la solución CHCA saturada y agréguelos a 200
µL de ACN, 200 µL de TFA 1%.

- Almacene las soluciones EAM en la oscuridad a 4ºC hasta que vayan a usarse.

- Humedezca previamente cada mancha con 3 µL de agua de grado HPLC.

- Elimine el agua de grado HPLC y aplique inmediatamente 3 µL de una muestra en cada mancha.

- Deje que las manchas se sequen al aire.

- Lave cada mancha con 5 µL de agua de grado HPLC.

- Déjela secar y repita el lavado una vez más.

- Aplique 0.8 µL de SPA/CHCA.

- Deje que el chip se seque al aire (5 min en la capucha).

- Aplique otros 0.8 µL de SPA/CHCA y séquelo.

- Analice el chip con el ajuste de los instrumentos dados a continuación.
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2.2.2 Ajuste de los instrumentos

Para bajo peso molecular de 0-10 kDa (SPA como EAM)

- Fije la masa superior en 10000 Daltons, optimizada a de 1000 Daltons a 7500 Daltons.

- Fije la intensidad inicial del láser (LI) en 180.

- Fije la sensibilidad inicial del detector en 6.

- Centre el tiempo de retardo en 600 ns.

- Fije el método de adquisición de datos en Seldi Quantitation.

- Fije los parámetros de adquisición Seldi 21. delta en 2. transitorios por en 5 posición final en 81.

- Fije las posiciones de calentamiento con dos disparos a una intensidad de 185 y No incluya los disparos de
calentamiento.

- Procese la muestra.

Para alto peso molecular de 10-200 kDa (SPA como EAM)

- Fije la masa superior en 200000 Daltons, optimizada de 10000 Daltons a 150000 Daltons.

- Fije la LI inicial en 230.

- Fije la sensibilidad inicial del detector en 9.

- Centre mediante el centro de optimización

- Fije el método de adquisición de datos en Seldi Quantitation.

- Fije los parámetros de adquisición Seldi 20. delta en 4. transitorios por en 10 posición final en 80.

- Fije las posiciones de calentamiento con dos disparos a una intensidad de 240 y No incluya los disparos de
calentamiento.

- Procese la muestra.

Para bajos pesos moleculares (CHCA como EAM)

- Fije la masa superior en 15000 Daltons, optimizadaza de 1000 Daltons a 10000 Daltons.

- Fije la LI inicial en 180.

- Fije la sensibilidad inicial del detector en 9.

- Centre mediante el centro de optimización.

- Fije el método de adquisición de datos en Seldi Quantitation.

- Fije los parámetros de adquisición Seldi 21. delta en 5. transitorios por en 10 posición final en 79.

- Fije las posiciones de calentamiento con dos disparos a una intensidad de 185 y No incluya los disparos de
calentamiento.

- Procese la muestra.

Los espectros fueron analizados utilizando el software de detección de pico proporcionado por el fabricante (Cip-
hergen, Fremont, CA, Estados Unidos de América) en el paquete de software Ciphergen ProteinChip Software 3.0.1.
Los picos con una proporción de señal/ruido (S/N) de 2 o más fueron incluidos en los estudios de comparación. El
área para los picos de resalto es dada como cero.
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2.3 La detección en los ProteinChips SAX2, WCX2, NP20 y H4 bajo condiciones variables usando SPA como la
EAM

Las muestras 1-4 fueron aplicadas en un ProteinChip SAX2, WCX2, NP20 y H4. Las muestras 1 y 4 fueron usadas
en la misma dilución indicada para el primer NP20. Las muestras fueron analizadas de acuerdo al procedimiento
experimental descrito en 2.3.1 con el ajuste de los instrumentos de 2.3.2.

TABLA 2

El primer equilibrado y dos buffers diferentes

2.3.1 Procedimiento experimental

- Acople el bioprocesador con los diferentes chips.

- Equilibre el chip H4 y NP20 añadiendo 50 µL de buffer de equilibrado (Tabla 2) en cada mancha y agítelo
durante 5 minutos a 300 rpm.

- Luego equilibre las manchas de todos los ProteinChips añadiendo 50 µL de buffer de unión apropiado
según se indica en el Tabla 2.

- Vierta 90 µL de buffer de unión en las cavidades.

- Añada 10 µL de la muestra alícuota en la solución.

- Tenga extremo cuidado de no formar burbujas en el fondo de las cavidades.

- Mézclelos pipeteando hacia arriba y hacia abajo cuatro veces.

- Añada todas las muestras de la misma forma.

- Cubra el bioprocesador con una lámina sellante.

- Agite el conjunto de series durante 60 min en un agitador de vórtice (R.T., 350 revoluciones/s).

- Sacuda las soluciones en el lavabo y corte el bioprocesador en láminas sobre un paño de limpieza.

- Lave las series tres veces con 150 µl de buffer de unión agitándolas durante 5 minutos a R.T.

- Lave rápidamente cada serie con 150 µl de agua des-ionizada (DI) durante un minuto.

- Retire el (los) chip(s) del Bioprocesador.

- Seque el líquido sobrante que se encuentra fuera de la mancha con un papel de seda.

- Déjelo secar al aire.

- Aplique 0.8 µl de solución SPA saturada (vea 2.2.1 para la preparación).
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- Déjelo secar.

- Aplique los segundos 0.8 µl de la solución SPA saturada.

- Déjelo secar.

- Lea el chip.

- Almacene los chips en la oscuridad a R.T. hasta el análisis.

2.3.2 Ajuste de los instrumentos

- Fije la masa superior en 200000 Daltons, optimizada de 10000 Daltons a 150000 Daltons.

- Fije la LI inicial en 230 ó 270, respectivamente.

- Fije la sensibilidad inicial del detector en 9.

- Centre mediante el centro de optimización.

- Fije el método de adquisición de datos en Seldi Quantitation.

- Fije los parámetros de adquisición Seldi 20 ó 21, respectivamente.

- Delta en 5. transitorios por en 10 posición final en 80 ó 81, respectivamente.

- Fije las posiciones de calentamiento con dos disparos a una intensidad de 235 ó 275, respectivamente.

- No incluya los disparos de calentamiento.

- Procese la muestra.

3.0 Resultados

Ningún pico adicional fue encontrado en el rango molecular bajo usando CHCA o SPA como la EAM en el
ProteinChip NP20. Por lo tanto, los otros ProteinChips fueron analizados con SPA como la EAM, permitiendo la
detección de impurezas tanto en el rango molecular alto como en el bajo.

A partir de la diferencia de los espectros del medio y la cosecha clarificada, las proteínas/impurezas producidas
por la célula hospedera (incluyendo el producto) fueron identificadas. En el espectro del flujo directo, muchos de estos
picos de impureza fueron encontrados indicando que las impurezas fueron separadas del producto (vea las figuras y/o
tablas añadidas). El producto está presente alrededor de 148 kDa en su forma de carga simple (IgG1 + H), también
está presente en 74 kDa en su forma de carga doble (IgG1 + 2H) e incluso a veces en su forma de carga triple alrededor
de 49 kDa (IgG1 + 3H), estos picos son indicados en negritas.

Para el primer ProteinChip NP20 (NP20(1)) los datos obtenidos con SPA (mancha E-H) analizados con LI 230
son dados. Para las otras superficies cromatográficas los datos obtenidos con LI 230 o LI 270 son dados. El por-
centaje de impurezas sólo puede ser calculado cuando un pico del producto está presente, de esta manera sola-
mente para la cosecha clarificada (muestra 2) y el eluato (muestra 3). La siguiente fórmula (1) fue usada para el
cálculo.

100% * (Picos de IgG Área total-1/Área total) (1)
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TABLA 3

% de impurezas calculadas para la cosecha clarificada (muestra 2) y el eluato (muestra 3) encontradas para los
diferentes ProteinChips

Al comparar los espectros del medio antes y después los contaminantes de la fermentación producidos por la
célula hospedera pueden ser identificados y ser seguidos subsiguientemente durante la purificación. Comparando las
masas de cada espectro, los picos únicos intermedios por ProteinChip pueden ser identificados, lo que puede dar un
discernimiento adicional sobre la cantidad o eliminación de impurezas. Las impurezas con masas dentro de los 0.5%
de diferencia son consideradas idénticas.

4.0 Conclusiones

Como se puede concluir de los espectros y tablas mostrados en el epígrafe 6.0, es posible detectar contaminantes
individuales con alta sensibilidad con la técnica SELDI-TOF-MS (Figura 5). Adicionalmente, comparando al menos
dos intermedios del proceso de purificación la eliminación de los contaminantes puede seguirse. Para mejorar aún más
la cobertura de las impurezas, condiciones de buffer diferentes pueden ser necesarias. Adicionalmente, más impurezas
de una masa inferior pueden ser obtenidas usando una intensidad de láser más baja.

Los resultados indicados en el Tabla 3 muestran claramente la eliminación de los contaminantes durante la purifi-
cación del IgG1 recombinante sobre una columna de proteína A. Más idealmente, la eliminación puede ser mostrada
cuando han sido ejecutados más pasos de la purificación.

5.0 Literatura

1 Jones, D.H., van Berkel, P.H.C., Logtenberg, T. y Bout, A., 2002, “PER.C6 cell line for human antibody
production.”, Gen. 22, ed. 15 de Mayo.

2 Jones, D. y otros, 2003, “High-level expression of recombinant IgG in the human cell line PER.C6.”,
Biotechnol. Prog. 19, 163-168.
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6.0 Tablas

TABLA 4

Propiedades de los picos obtenidos en el ProteinChip NP20 (1)
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TABLA 5

ProteinChip NP20 (2)
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TABLA 6

ProteinChip SAX2
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TABLA 7

ProteinChip WCX2
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TABLA 8

ProteinChip H4
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REIVINDICACIONES

1. Proceso para el monitoreo de la eliminación de contaminantes durante el proceso de purificación de un producto
farmacéutico producido por una célula hospedera, caracterizado porque al menos dos muestras diferentes tomadas
durante el proceso de purificación de un producto farmacéutico son incubadas con al menos una serie de biochip de
proteínas y porque los contaminantes unidos a la serie de biochip de proteína son subsiguientemente detectados.

2. Proceso de acuerdo a la reivindicación 1, caracterizado porque las muestras son tomadas antes del primer paso
de purificación y después de cada paso de purificación subsiguiente.

3. Proceso de acuerdo a las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque una muestra obtenida después de un paso
de purificación dado es incubada con al menos dos, más preferiblemente al menos tres, lo más preferido al menos
cuatro series de biochip de proteína diferentes con superficies interactivas diferentes.

4. Proceso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1-3, caracterizado porque los contaminantes unidos a
la serie de biochip de proteína son detectados directamente.

5. Proceso de acuerdo a la reivindicación 4, caracterizado porque un enfoque de espectometría en masa es usado
para la detección directa de los contaminantes.

6. Proceso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1-5, caracterizado porque los contaminantes detectados
son proteínas.

7. Proceso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1-6, caracterizado porque los contaminantes detectados
son proteínas de células hospederas.

8. Uso de una o más series de biochip de proteína para el monitoreo de la eliminación de contaminantes durante el
proceso de purificación de un producto farmacéutico producido por una célula hospedera.

9. Uso de acuerdo con la reivindicación 8, caracterizada porque se usan al menos dos series de biochip de proteína
diferentes con superficies interactivas diferentes.

10. Uso de acuerdo a la reivindicación 8 ó 9, caracterizada porque la eliminación de la proteína de la célula
hospedera es monitoreada.
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