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DESCRIPCION
Métodos de cultivo celular
Campo de la invencién

La presente invencién pertenece al campo de la fabricacién de proteinas recombinantes, en particular anticuerpos.
Més especificamente, se refiere a métodos de cultivo celular para expresar proteinas, con heterogeneidad reducida
durante la fabricacién a escala comercial, en células CHO, en los que el cultivo se complementa con determinadas
cantidades de cisteina o cistina y triptéfano.

Antecedentes de la invencién

El desarrollo de proteinas recombinantes como proteinas terapéuticas, tales como anticuerpos terapéuticos, requiere
la produccidn de proteinas recombinantes a escala industrial. Para lograr esto, se pueden emplear diferentes sistemas
de expresién, tanto procariéticos como eucariotas. Sin embargo, durante las ultimas dos décadas, la mayoria de las
proteinas terapéuticas aprobadas como terapéuticas se han fabricado a través de cultivos de células de mamiferos y
dicho sistema sigue siendo el sistema de expresién preferido para producir una gran cantidad de polipéptidos
recombinantes para su uso en humanos.

Sin embargo, los cultivos de células de mamiferos presentan desafios importantes. El titulo de proteina recombinante
producida es en general muy bajo en comparacién con otros sistemas de produccién eucariotas, tales como los
basados en células de levadura e insectos.

Durante los ultimos 30 afios, se han dedicado muchos esfuerzos a establecer los parametros basicos del cultivo celular
y la expresién de polipéptidos recombinantes, centrandose gran parte de la investigacién en alcanzar un crecimiento
celular 6ptimo mediante cambios en la composicién de los medios de cultivo celular (vease, p. ej., Hecklau C., et al.
J. Biotech 218 (2016) 53-63; Zang Li. et al. Anal. Chem. 83 (2011) 5422-5430) y en las condiciones de funcionamiento
y desarrollo de grandes biorreactores.

Si bien el rendimiento sigue siendo un aspecto muy importante del cultivo de células de mamiferos, en los Ultimos afios
la atencién se ha desplazado hacia el control de la calidad del producto y la consistencia del proceso en todas las etapas
de desarrollo y escala de produccioén. Las proteinas terapéuticas producidas por cultivos de células de mamiferos
presentan niveles variables de heterogeneidad. Dicha heterogeneidad incluye, entre otros, diferentes patrones de
glicosilacién, diferencias resultantes de la desamidacién u oxidacién, diferentes variantes de carga o tamafio. La
heterogeneidad de las proteinas recombinantes también puede dar lugar a diferencias en el color del producto, p. ej.,
entre diferentes lotes de la misma proteina fabricada con el mismo proceso de fabricacion. Dicha heterogeneidad y, en
particular, diferencias de color de la proteina recombinante de interés, se vuelven més evidentes cuando las proteinas
terapéuticas se formulan en concentraciones elevadas. En los Ultimos afios, ha habido una tendencia constante hacia la
administracién subcutdnea de proteinas terapéuticas, lo que requiere formular proteinas terapéuticas en altas
concentraciones. Las altas concentraciones se han asociado con mayores niveles de agregados (Purdie J., et al.
Biotechnology Progress, 2016, 32, 998-1008). Las variantes de carga aumentadas, tales como el aumento de nivel de
especies acidas, pueden afectar la estabilidad de la proteina (Banks D. D., et al. Journal of Pharmaceutical Sciences,
2009, 98, 4501-10), mientras que el color de la proteina terapéutica concentrada puede ser mas intenso.

Las condiciones del cultivo celular, tales como la composicién del medio (Kshirsagar R., et al. Biotechnology and
Bioengineering, 109:10, 2523-2532 (2012); US 2013/0281355; WO 2013/158275) y las condiciones de crecimiento,
incluidos el pH y la temperatura (US 8,765,413), han demostrado que influyen en los atributos de calidad de las
proteinas terapéuticas. Sin embargo, sigue existiendo la necesidad de proporcionar métodos de cultivo celular
mejorados para la produccién de proteinas terapéuticas y, en particular, anticuerpos terapéuticos con una
heterogeneidad minima.

Compendio de la invencién

La presente invencidén aborda la necesidad identificada anteriormente al reducir la cantidad total de cisteina o cistina
y triptéfano en el medio de cultivo celular durante la fase de produccién de las proteinas recombinantes.

La invencion se materializa especificamente en las reivindicaciones.
Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Descripciéon del anélisis computacional para medir la cantidad total de aminoacidos cisteina o cistina y
triptéfano afiadidos a lo largo de la fase de produccion realizada en un biorreactor por porcentaje en peso de la proteina
recombinante producida.

Figura 2: Efecto de la cantidad total afiadida de triptéfano y cisteina o cistina en % en peso (g/g) del total de mAb1
producido en el valor de b* normalizado a 40 mg/mL (a) y la variante (b) en el grupo de picos acidos (APG),
respectivamente. La concentracién maxima de triptéfano y cisteina o cistina no afecta al valor de b* (¢) ni al APG%

(d).
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Figura 3: Efecto de la cantidad total afiadida de triptéfano y cisteina o cistina en % en peso del peso total de mAb1
producido (g/g) en el valor de b* normalizado a 40 mg/mL (a) y la variante (b) en el grupo de picos acidos (APG),
respectivamente y falta de correlacién para la concentracién méxima de cisteina o cistina (c) y triptéfano (d) en el APG.

Figura 4: Modelo de regresion lineal multiple de la variante en el grupo de picos é&cidos (APG) del anticuerpo
monoclonal recombinante mAb1 en funcién de la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos en % en
peso sobre el total de mAb1 producido (g/g).

Figura 5: Modelo de regresion lineal multiple de la variante en el grupo de picos principales del anticuerpo monoclonal
recombinante mAb1 en funcidén de la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos en % en peso sobre el
total de mAb1 producido (g/g).

Figura 6: Modelo de regresién lineal multiple de la variante en especies de alto peso molecular (HMWS) del anticuerpo
monoclonal recombinante mAb1 en funcién de la cisteina o de la cantidad total de cistina afiadida en % en peso del
total de mAb1 recombinante producido (g/g).

Figura 7: Modelo de regresion lineal multiple del valor de b* normalizado a una variante de 40 mg/mL del anticuerpo
monoclonal recombinante mAb1 en funcién de la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos en % en
peso sobre el total de mAb1 producido (g/g).

Figura 8: Gréficos de contorno del efecto de la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos en % en peso
sobre el total de mAb1 recombinante producido (g/g) en variantes de (a) especies de alto peso molecular (HMWS) y
(b) valor de b* normalizado a 40 mg/mL (c) del grupo de picos acidos (APG) y (d) del grupo de picos principales. El
cuadrado de la linea negra discontinua corresponde a la cantidad ideal de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos en %
en peso sobre el total de mAb1 recombinante producido (g/g) para reducir el APG, HMWS, valor de b* normalizado a
40 mg/mL y aumentar las variantes del grupo de picos principales que corresponden a una cantidad afiadida del 12,06
y 28,03 % en peso sobre el total de mAb1 (g/g) producido para la cisteina o cistina y entre el 8,84 y 32,06 % en peso
sobre el total de mAb1 (g/g) producido para el triptéfano.

Figura 9: Efecto de la cantidad total en porcentaje en peso de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos sobre el volumen
de cultivo celular (CSV) en el recuento integral de células viables (IVCC) normalizado al CSV. En (a) se muestra un
modelo de regresién lineal multiple del IVCC acumulado normalizado al CSV en funcién de la cantidad total en
porcentaje en peso de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos sobre el peso de CSV. En (b) se muestra el gréafico de
contorno del efecto de la cantidad total en porcentaje en peso de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos sobre el peso
del CSV sobre el IVCC acumulado normalizado al CSV.

Figura 10: Efecto de la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano afiadida en % en peso al medio de cultivo celular
durante la fase de produccidn sobre el peso de CSV en el titulo final de mAb1 medido con el método de HPLC (mAb
por HPLC). En (a) se muestra un modelo de regresion lineal multiple del titulo final de mAb1 por HPLC en funcién de
la cantidad total en porcentaje en peso de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos sobre el peso de CSV. En (b) se
muestra un grafico de contorno del efecto de la cantidad total en porcentaje en peso de cisteina o cistina y triptéfano
afiadidos sobre del peso de CSV sobre el titulo final de mAb por HPLC.

Figura 11: En (a) se muestra un gréafico de contorno del efecto de la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano
afadidos al medio de cultivo celular durante la fase de produccion por IVCC*10-'2 al final de la fase de produccion
sobre el IVCC durante 14 dias de produccién. En (b) se muestra un grafico de contorno que muestra el efecto de la
cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos al medio de cultivo celular durante la fase de produccién por
[VCC*10-'? al final de la fase de produccion sobre el titulo final de mAb por HPLC. En (c) se muestra la descripcién del
anélisis computacional para medir la cantidad de aminoacidos cisteina o cistina y tripté6fano afiadidos durante la fase
de produccion llevada a cabo en un biorreactor por IVCC*10-'2 al final de la fase de produccion.

Figura 12: Grafico de contorno del efecto de la concentracidén maxima de cisteina o cistina y triptéfano alcanzada en
el medio de cultivo celular durante la fase de produccién sobre el IVCC normalizado al CSV.

Figura 13: Cantidad total de cisteina o cisteina afiadida y cantidad total de cisteina o cisteina afiadida por IVCC para
las condiciones descritas en la Tabla 6.

Figura 14: Efecto de la cisteina o el agotamiento de la cistina en el crecimiento celular y el titulo de mAb. El perfil de
concentracién de células viables (VCC) (a), los titulos de mAb (b) y las concentraciones de Cys antes de la adicién del
sustrato (¢) se muestran en funcién de tres condiciones experimentales: sin agotamiento de cisteina o cistina durante
toda la fase de produccién [sin agotamiento - (34,35 g/L de Cys en el sustrato)] y dos condiciones con agotamiento de
cisteina o de cistina todos los dias a partir del dia 6 hasta el final de la produccién del cultivo discontinuo y con una
concentracién de Cys en el sustrato de 17,17 g/L y 6,87 g/L.

Figura 15: Efecto de la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano afladidos en % en peso sobre el total del
anticuerpo recombinante producido en peso en (a) la variante de APG y valor de b* normalizado a 40 mg/mL para
mAb2; (b) la variante de APG para mAb3 y (c) las variantes de APG, de BPG (grupo de picos basicos) y del grupo de
picos principales para mAb4.
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Figura 16: El efecto de la cantidad total de cisteina o cistina y tripté6fano afiadidos en % en peso sobre el peso total de
mAb1, mAb2, mAb3 y mAb4 recombinante producido en el APG. En (a), la variante APG del mAb1, mAb2, mAb3 y
mAb4 se representd frente a la cantidad total de cisteina o cistina afiadida en % en peso sobre el total de mAb1, mAb2,
mAb3 y mAb4 recombinante producido en peso. En (b), se representd un modelo de regresién lineal multiple de la
variante APG del anticuerpo monoclonal recombinante mAb1, mAb2 y mAb3 y el anticuerpo multiespecifico
recombinante, mAb4, en funcidn de la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano afladidos en % en peso sobre el
total del mAb recombinante producido en peso.

Figura 17: La ecuacion se desarrolld para predecir el nivel en el grupo de picos acidos (APG) a partir de los datos de
una linea celular CHO DG44 que expresa anticuerpos mAb1 (Tablas 3).

Figura 18: Comparacion del nivel experimental en el grupo de picos acidos (APG) (APG exp.) con el nivel de APG
previsto (APG prev.) de una linea celular DG44 CHO que expresa anticuerpos mAb1. Los datos se generaron en el
proceso de produccion de perfusién utilizando tecnologia de flujo tangencial alterno (ATF) en biorreactores de 2 L. La
prediccién de APG se basé en la ecuacién de la figura 17.

Descripcion detallada de la invencién

La invencién se basa en el descubrimiento de que al limitar la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano utilizados
en el medio de cultivo celular durante la fase de produccién en un proceso de fabricacidén de una proteina
recombinante, se reduce la heterogeneidad de las proteinas recombinantes producidas. Asi pues, la presente
invencién ensefia el uso de una cantidad limitada de cisteina o cistina y tripté6fano en el medio de cultivo celular para
reducir la heterogeneidad de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo expresado en el medio.

La heterogeneidad reducida es preferiblemente con respecto a:
a. la heterogeneidad de carga, preferiblemente del grupo de picos acidos (APG); y/o

b. oxidacion, isomerizacién, fragmentacién de aminoéacidos, glicacién, desamidacién, cisteinilaciéon de otros aductos
covalentes; y/o

c. color o intensidad del color (valor de b* normalizado a 40 mg/mL); y/o
d. formacién de especies de alto peso molecular (HMWS); y/o

e. inestabilidad de la proteina recombinante y/o

f.  combinaciones de los mismos.

El término "heterogeneidad”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a diferencias entre moléculas
individuales, p. ej., proteinas recombinantes, en una poblacién de moléculas producidas mediante el mismo proceso
de fabricacion, o dentro del mismo lote de fabricacién. La heterogeneidad puede resultar de modificaciones
incompletas o no homogéneas de las proteinas recombinantes, p. ej., debido a modificaciones postraduccionales de
la proteina expresada. Dichas modificaciones pueden ser el resultado de reacciones de desaminacién y/o reacciones
de oxidacién y/o adiciéon covalente de moléculas pequefias tales como reacciones de glicacién y/o reacciones de
isomerizacién y/o reacciones de fragmentacidn y/u otras reacciones y también incluyen variacién en los patrones de
glicaciéon. La manifestacién quimiofisica de dicha heterogeneidad da lugar a diversas caracteristicas en las
preparaciones de proteinas recombinantes resultantes que incluyen, entre otras, perfil de variante de carga, color o
intensidad de color y perfil de peso molecular.

Eltérmino "fase de produccién” segln la presente invencién comprende esa etapa de cultivo celular durante el proceso
para fabricar una proteina recombinante cuando las células expresan (es decir, producen) la(s) proteina(s)
recombinante(s). La fase de produccién comienza cuando aumenta el titulo del producto deseado y termina con la
cosecha de las células o del fluido o sobrenadante del cultivo celular. Tipicamente, al comienzo de la fase de
produccién, el cultivo celular se transfiere a un biorreactor. La cosecha es la etapa durante la cual se retira el fluido de
cultivo celular del, p. ej., recipiente de produccién, para que la proteina recombinante, p. ej., el anticuerpo
recombinante, se recupere y purifique en etapas posteriores. El término "peso del cultivo celular inicial", cuando se
utiliza en la presente memoria, se refiere al peso del cultivo al inicio de la fase de produccién, tipicamente el peso tras
la inoculacién del biorreactor.

En un primer aspecto, la invencién proporciona un proceso para producir una proteina recombinante que comprende:

a. cultivar células huésped capaces de producir una proteina recombinante en un medio sin productos de origen
animal, en el que las células huésped son células CHO,;

b. hacer progresar el cultivo a través de una fase de produccién en la que la proteina recombinante es producida por
las células, en el que, durante dicha fase de produccién, el cultivo se complementa con
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a. cisteina o cistina hasta una cantidad total del 10 % en peso al 30 % en peso de la cantidad total prevista
de proteina recombinante producida; y

b. triptéfano hasta una cantidad total del 8 % en peso al 35 % en peso de la cantidad total prevista de proteina
recombinante producida,

y, opcionalmente, recuperar la proteina recombinante del medio de cultivo celular, en el que se realizan uno 0 més
experimentos iniciales para determinar la cantidad total prevista de proteina recombinante producida.

Como resultara evidente a partir de la descripciéon de la invencién a continuacion, el cultivo se complementa con
cisteina o cistina y triptéfano; dicho complemento podré realizarse con:

1. cisteina y triptéfano; o
2. cistina y triptéfano; o
3. cisteina, cistina y triptéfano.

Cuando se utilizan en la presente memoria, las expresiones "cantidad total de cisteina o cistina" o "cisteina o cistina
hasta una cantidad total..." se refiere a a) la cantidad total de cisteina sola si no se emplea cistina en el proceso, b) la
cantidad total de cistina sola si no se emplea cisteina en el proceso o ¢) la cantidad total de cisteina + cistina siambos
compuestos se emplean en el proceso. La cisteina y la cistina en el medio de cultivo celular estan en equilibrio
constante en el que dos moléculas de cisteina se oxidan en una molécula de cistina y se reducen nuevamente a dos
moléculas de cisteina.

La cantidad total de cisteina o cistina y tripté6fano se puede expresar en la presente memoria como un porcentaje de
la cantidad total de proteina recombinante producida. El término "porcentaje en peso", tal como se utiliza en la presente
memoria, se refiere a un porcentaje de peso. "Total" se refiere a la cantidad total determinada al final de la fase de
produccién, es decir, la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos en el transcurso de la fase de
produccién y la cantidad total de proteina recombinante producida en el transcurso de la fase de produccién, en la que
la cantidad total de proteina recombinante producida se mide al final de la fase de produccion.

La figura 1 muestra co6mo se calcula la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano por porcentaje en peso de
proteina recombinante producida. La cantidad total de cisteina o cistina o triptéfano afiadido se calcula en funcién de
la tasa de sustrato (o volumen de sustrato) y la concentracién de cisteina o cistina o triptéfano en ese sustrato y la
concentracién de cisteina o cistina o triptéfano en el medio donde el sustrato se afiade por volumen de sustrato afiadido
(Figura 1, A). La cantidad de proteina recombinante producida se calcula en funcién del volumen final del medio de
cultivo celular y el titulo final de proteina recombinante (Figura 1, B). La relacién de estos dos parametros calculados
es la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos por cantidad de proteina recombinante producida (Figura
1, C).

Las células huésped se pueden cultivar inicialmente (en la etapa a.) en un medio de cultivo celular que puede incluir
o no cisteina o cistina y triptéfano. Si el medio de cultivo celular ya incluye una cantidad inicial de cisteina o cistina y
triptéfano, entonces la cantidad total incluira esta cantidad inicial.

En una realizacién del proceso de la invencidn, el cultivo se complementa con cisteina o cistina hasta una cantidad
total del 12,06 % en peso al 28,03 % en peso de la cantidad total prevista de proteina recombinante producida, tal
como una cantidad total del 12 % en peso al 28 % en peso, p. €j., del 12 % en peso al 25 % en peso, tal como del
12 % en peso al 20 % en peso de la cantidad total prevista de proteina recombinante producida.

En otra realizacién del proceso de la invencién, en el que el cultivo se complementa con triptéfano hasta una cantidad
total del 8,84 % en peso al 32,06 % en peso de la cantidad total prevista de proteina recombinante producida, tal como
una cantidad total del 8 % en peso al 30 % en peso, p. €j., del 8 % en peso al 25 % en peso, tal como del 8 % en peso
al 20 % en peso de la cantidad total prevista de proteina recombinante producida.

De forma alternativa, la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano se puede expresar como la cantidad total
afiadida durante el proceso con respecto al recuento integral de células viables al final de la fase de produccién. En
una realizacion, la cantidad total de cisteina y cistina aportada durante el proceso es de 2,9 a 12 g/(10'2 células), tal
como de 2,9 a 7 g/(10'2 células), p. ej., de 5,6 a 7 g/(10"2 células), en el que por células se refiere al recuento integral
de células viables previsto al final de la fase de produccién. En otra realizacién, la cantidad total de triptéfano aportada
durante el proceso es de 2,5 a 7 g/(10" células), tal como de 2,5 a 3,5 g/(10"2 células), en el que por células se refiere
al recuento integral de células viables previsto al final de la fase de produccién.

Debe entenderse que el experto en la materia sabria cémo medir la cantidad de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos
y presentes en un cultivo celular en una fase especifica, tal como la fase de produccién. Por ejemplo, esto se puede
hacer como se describe en los ejemplos de la presente memoria. De forma parecida, el experto en la materia sabria
cémo medir la cantidad total de proteina recombinante producida por un cultivo celular y, en consecuencia, aplicaria
las ensefianzas de la presente invencion para lograr el efecto técnico deseado. Por ejemplo, esto se puede hacer
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como se describe en los ejemplos de la presente memoria, tal como usando un modelo de analizador de ForteBio
Octet (ForteBio, Inc., Menlo Park, CA) o cromatografia de liquidos a alta presién (HPLC) de proteina A con muestras
de sobrenadante del cultivo celular que se almacenaron a -80 °C antes del anélisis.

Para disefiar un proceso segln la invencién, en el que las cantidades de cisteina o cistina y triptéfano por cantidad
total prevista de proteina recombinante producida se mantienen dentro de determinados intervalos, puede ser
necesario realizar uno o mas experimentos iniciales para determinar los niveles aproximados de proteina
recombinante producida por células huésped concretas en condiciones de cultivo concretas. Una vez que se conoce
el nivel total aproximado de proteina recombinante producida, se puede disefiar un proceso segun la invencién en el
que la cantidad de cisteina o cistina y triptéfano por cantidad total prevista de proteina recombinante producida se
mantiene dentro de los intervalos especificados.

Se pueden emplear diversas estrategias para alcanzar la cantidad total de cisteina o cistina y tripté6fano en el medio
de cultivo celular durante la fase de produccién. En una realizacién, la cantidad total se puede alcanzar al afiadir
cisteina o cistina y triptéfano justo al comienzo de la fase de produccién, por ejemplo, solo una vez, o ya incluidos en
el medio de cultivo celular de produccién. En otra realizacién, la cantidad total puede alcanzarse mediante la suma de
adiciones, por ejemplo, adicién diaria o adicién continua, durante la fase de produccién. En otra realizacién més, la
cantidad total se puede alcanzar mediante una combinacién de la concentracién inicial de cisteina/cisteina y triptéfano
en el fluido de cultivo celular al inicio de la fase de produccidn, y por medio de adiciones.

Por consiguiente, en una realizacién del proceso de la invencién, la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano en
el medio de cultivo celular se alcanza al afiadir cisteina o cistina y triptéfano al medio de cultivo celular:

a. al comienzo de la fase de produccion,

b. una o multiples veces en cualquier momento durante la fase de produccién,
¢. mediante adicién continua durante la fase de produccién, o

d. en cualquier combinacién de a., b. y c.

En una realizacidén preferida, la cisteina o cistina y triptéfano se afiaden al comienzo de la fase de produccién y se
afiaden mediante bolos todos los dias durante la fase de produccién.

Preferiblemente, la fase de produccién dura por lo menos 7 dias, mas preferiblemente mas de 7 dias, tal como 10
dias, mas preferiblemente 14 0 mas dias.

En una realizacion preferida, la concentraciéon de cisteina o cistina en el medio de cultivo celular no sobrepasa los
0,9 g/L en ninglin momento durante la fase de produccién, preferiblemente la concentracién de cisteina o cistina en el
medio de cultivo celular no sobrepasa los 0,3 g/L en ningin momento durante la fase de produccién.

Ademas, en una realizacién preferida, la concentracidn de triptéfano en el medio de cultivo celular no sobrepasa los
0,6 g/L en ninguin momento durante la fase de produccién, preferiblemente la concentracién de triptéfano en el medio
de cultivo celular no sobrepasa los 0,3 g/L en ninglin momento durante la fase de produccién.

En una realizacién, se afiade cisteina o cistina diariamente al medio de cultivo celular, y el dia 6 la cisteina o cistina
en el medio de cultivo celular aumenta hasta una concentracién maxima de 0,3 g/L, y del dia 7 al 14 la cisteina o
cistina en el medio de cultivo celular aumenta hasta una concentracién méaxima de 0,9 g/L.

En algunas realizaciones, las cantidades de cisteina o cistina y tripté6fano no solo estan dentro de los intervalos
especificados cuando se calculan durante toda la fase de produccién al final de la fase de produccién, sino también
en cualquier momento durante partes de la fase de produccién o incluso en cualquier momento durante toda la fase
de produccién. Por lo tanto, en una realizacién, en cualquier momento durante la segunda mitad de la fase de
produccién (p. ej., del dia 7 al 14 de una fase de produccién de 14 dias):

e la cantidad de cisteina o cistina en el cultivo es del 10 % en peso al 30 % de la cantidad prevista de proteina
recombinante producida; y

e la cantidad de triptéfano en el cultivo es del 8 % en peso al 35 % de la cantidad prevista de proteina
recombinante producida.

En otra realizacion, en cualquier momento durante la fase de produccion:

e la cantidad de cisteina o cistina en el cultivo es del 10 % en peso al 30 % de la cantidad prevista de proteina
recombinante producida; y

e la cantidad de triptéfano en el cultivo es del 8 % en peso al 35 % de la cantidad prevista de proteina
recombinante producida.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2978 394 T3

Cuando se aporta cisteina o cistina a las células mediante la adicién diaria, la cisteina o cistina puede agotarse en el
cultivo antes de que se aporte la adicién diaria siguiente. En una realizacion, la cisteina o cistina se agota en el cultivo
antes de afiadir cisteina o cistina al dia siguiente, p. €j., al reducir la adicién de cisteina o cistina a un nivel entre 5,6 y
7 9/[10"2 células]. En una segunda realizacién, el triptéfano se agota en el cultivo durante el cultivo celular durante la
ultima etapa de produccién, es decir, cuando las células ya alcanzaron la densidad celular viable maxima, p. €j., al
comenzar el agotamiento el dia 8 o mas tarde en una fase de produccién de 14 dias.

Sin quedar vinculado a ninguna teoria, se cree que, a pesar de que la cisteina o la cistina se agotan, las células en la
fase de producciéon no permanecen privadas de cisteina o cistina, sino que se supone que poseen un mecanismo
interno destinado a almacenar la cisteina o la cistina que se pone a disposicién en el medio de cultivo celular, mediante
la adicién, como un metabolito inactivo, que puede convertirse en cisteina o cistina una vez que se produce el
agotamiento.

En la presente memoria también se describe un proceso para producir una proteina recombinante que comprende:
a. cultivar células huésped capaces de producir una proteina recombinante en un medio;

b. hacer progresar el cultivo a través de una fase de produccién en la que las células producen la proteina
recombinante y el medio de cultivo celular se complementa con cisteina o cistina y triptéfano, en el que

e la cantidad total de cisteina o cistina aportada durante el proceso es de 2,9 a 7 g/(10'2 células), p. ej., de 5,6
a7 g/(10"2 células), en el que por células se refiere al recuento integral de células viables previsto al final de
la fase de produccién, y

e la cantidad total de triptéfano aportada durante el proceso es de 2,5 a 3,5 g/(10'? células), en el que por
células se refiere al recuento integral de células viables previsto al final de la fase de produccién,

c. y, opcionalmente, recuperar la proteina recombinante del medio de cultivo celular.

En una realizacién de esta divulgacién, el medio de cultivo celular se complementa con cisteina o cistina hasta una
cantidad total del 12 % en peso al 28 % en peso de la cantidad total prevista de proteina recombinante producida, tal
como una cantidad total del 12 % en peso al 25 % en peso, p. €j., del 12 % en peso al 20 % en peso de la cantidad
total prevista de proteina recombinante producida.

En otra realizacion de esta divulgacién, el medio de cultivo celular se complementa con triptéfano hasta una cantidad
total del 8 % en peso al 30 % en peso de la cantidad total prevista de proteina recombinante producida, tal como una
cantidad total del 8 % en peso al 25 % en peso, p. €], del 8 % en peso al 20 % en peso de la cantidad total prevista
de proteina recombinante producida.

En otra realizacién de esta divulgacion, la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano en el medio de cultivo celular
se alcanza al afiadir cisteina o cistina y triptéfano al medio de cultivo celular:

a. al comienzo de la fase de produccion,

b. una o multiples veces en cualquier momento durante la fase de produccién,
¢. mediante adicién continua durante la fase de produccién, o

d. en cualquier combinacién de a., b. y c.

En otra realizacién de esta divulgacidn, el proceso es un proceso discontinuo, tal como un proceso de cultivo
discontinuo. En otra realizacién de este proceso, la cisteina o cistina y triptéfano se aportan mediante la adicién diaria
durante la fase de produccién.

En otra realizacion de esta divulgacion, la cisteina o cistina se agota en el medio de cultivo celular antes de que se
afiada cisteina o cistina al dia siguiente, p. ej., al reducir la adicidn de cisteina o cistina a un nivel entre 5,6 y 7 g/[10'?
células].

En otra realizacién de esta divulgacidn, durante la etapa tardia de produccidn, es decir, cuando las células ya han
alcanzado la densidad celular viable maxima, el triptéfano se agota en el medio de cultivo celular antes de que se
afiada triptéfano al dia siguiente.

En otra realizacién de esta divulgacion, la concentracién de cisteina o cistina en el cultivo celular no sobrepasa los
0,9 g/L en ningun momento durante la fase de produccién, preferiblemente en el que la concentracion de cisteina o
cistina en el cultivo celular no sobrepasa los 0,3 g/L en ningiin momento durante la fase de produccién.

En otra realizacién de esta divulgacién, la concentracién de triptéfano en el cultivo celular no sobrepasa los 0,6 g/L en
ningln momento durante la fase de produccién, preferiblemente en el que la concentracién de triptéfano en el cultivo
celular no sobrepasa los 0,3 g/L en ningin momento durante la fase de produccion.
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En otra realizacién de este proceso, la fase de produccion se realiza durante por lo menos 7 dias, preferiblemente por
lo menos 14 dias.

En una realizacién de esta divulgacion, en cualquier momento durante la segunda mitad de la fase de produccion:

a. la cantidad de cisteina o cistina en el medio de cultivo celular es del 10 % en peso al 30 % de la cantidad prevista
de proteina recombinante producida; y

b. la cantidad de tripté6fano en el medio de cultivo celular es del 8 % en peso al 35 % de la cantidad prevista de
proteina recombinante producida.

En otra realizacion de este proceso, en cualquier momento durante la fase de produccién:

a. la cantidad de cisteina o cistina es del 10 % en peso al 30 % de la cantidad prevista de proteina recombinante
producida; y

b. la cantidad de triptéfano es del 8 % en peso al 35 % de la cantidad prevista de proteina recombinante producida.

En otra realizacién del procedimiento segun la invencién, la proteina recombinante es un anticuerpo o un fragmento
de unién al antigeno del mismo.

En otra realizacién del proceso segun la invencidn, la fase de produccién se lleva a cabo en un biorreactor,
preferiblemente con un volumen igual o superior a 50 L, igual o superior a 100 L, igual o superior a 500 L, igual o
superior de 1.000 L, igual o superior a 2.000 L, igual o superior a 5.000 L, igual o superiora 10.000 L o igual o superior
a20.000 L.

En una realizacién de este proceso, el proceso comprende la etapa de recuperar la proteina recombinante del medio
de cultivo celular y una etapa adicional de purificar la proteina recombinante. En una realizacién adicional de este
proceso, la purificacién comprende cromatografia de proteina A. En una realizacién adicional de este proceso, el
proceso comprende una etapa adicional de formulacién de la proteina recombinante purificada.

En una divulgacién adicional relacionada con este proceso, la proteina recombinante se formula en una formulacion
liquida que comprende uno 0 mas aminoécidos y un tensioactivo.

En una divulgacién adicional relacionada con este proceso, la formulacién comprende histidina y prolina.

En todavia otra divulgacion relacionada con este proceso, la formulacién comprende histidina en una concentracién
de 5 mM a 100 mM, p. ej., una concentracién de 10 mM a 50 mM, y/o prolina en una concentracién de 100 mM a
500 mM, a un pH entre 5y 7,4, tal como entre 5y 6,5, p. ¢j., entre 5y 6, tal como entre 5,5y 6.

En todavia otra divulgacion relacionada con este proceso, la formulacién comprende histidina en una concentracién
de 30 mM y prolina en una concentracién de 250 mM, a un pH entre 5,2 y 6,0, tal como aproximadamente 5,6.

En una descripcién adicional relacionada con este proceso, el tensioactivo es polisorbato 80, preferiblemente en una
concentracién del 0,001 % al 0,1 % (p/v), p. €j., del 0,005 % al 0,1 %, tal como del 0,01 % al 0,1 %, p. €j., del 0,01 %
al 0,05 %, tal como el 0,03%.

En todavia otra divulgacién relacionada con este proceso, la proteina recombinante es un anticuerpo y el anticuerpo
se formula a una concentracién de 10 mg/mL a 250 mg/mL, p. €j., de 20 mg/mL a 250 mg/mL, tal como de 50 mg/mL
a 250 mg/mL, p. ej., de 120 mg/mL a 160 mg/mL, tal como aproximadamente 140 mg/mL.

En otra divulgacién relacionada con este proceso, el proceso reduce la heterogeneidad de las proteinas recombinantes
producidas, en el que dicha reduccién de heterogeneidad comprende reducir:

a. la heterogeneidad de carga, preferiblemente del grupo de picos acidos (APG); y/o

b. oxidacién, isomerizacién, fragmentacién de aminoacidos, glicaciéon, desamidacién, cisteinilacién de otros aductos
covalentes; y/o

c. color o intensidad del color, p. €j., entre diferentes lotes de la proteina recombinante; y/o
d. especies de alto peso molecular (HMWS); y/o
e. inestabilidad de la proteina recombinante.

En un aspecto independiente adicional, la invencién se refiere a un método para reducir la heterogeneidad de la
poblaciéon de proteinas recombinantes en un lote producido en fase de produccién mediante células huésped
recombinantes, en el que las células huésped son células CHO, que comprende:
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a. cultivar células huésped capaces de producir una proteina recombinante en un medio sin productos de origen
animal,

b. hacer progresar el cultivo a través de una fase de produccion en la que la proteina recombinante es producida por
las células, en el que, durante dicha fase de produccién, el cultivo se complementa con

e cisteina o cistina hasta una cantidad total del 10 % en peso al 30 % en peso de la cantidad total prevista de
proteina recombinante producida; y

o triptéfano hasta una cantidad total del 8 % en peso al 35 % en peso de la cantidad total prevista de proteina
recombinante producida

y, opcionalmente, recuperar la proteina recombinante del medio de cultivo celular, en el que se realizan uno 0 més
experimentos iniciales para determinar la cantidad total prevista de proteina recombinante producida.

En una realizacién del método, el cultivo se complementa con cisteina o cistina hasta una cantidad total del 12 % en
peso al 28 % en peso de la cantidad total prevista de proteina recombinante producida, tal como una cantidad total
del 12 % en peso al 25 % en peso, p. €., del 12 % en peso al 20 % en peso de la cantidad total prevista de proteina
recombinante producida.

En ofra realizacién del método, el cultivo se complementa con triptéfano hasta una cantidad total del 8 % en peso al
30 % en peso de la cantidad total prevista de proteina recombinante producida, tal como una cantidad total del 8 %
en peso al 25 % en peso, p. €j., del 8 % en peso al 20 % en peso de la cantidad total prevista de proteina recombinante
producida.

En otra realizacion del método, la cantidad total de cisteina o cistina aportada durante el proceso es de 2,9 a 12 g/(10?
células), tal como de 2,9 a 7 g/(10'2 células), p. ej., de 5,6 a 7 g/(10"2 células), en el que por células se refiere al
recuento integral de células viables previsto al final de la fase de produccion.

En otra realizacion del método, la cantidad total de triptéfano aportada durante el proceso es de 2,5 a 7 g/(10'2 células),
tal como de 2,5 a 3,5 g/(10"2 células/L), en el que por células se refiere al recuento integral de células viables previsto
al final de la fase de produccién.

En otra realizacién del método, la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano en el medio de cultivo celular se
alcanza al afiadir cisteina o cistina y triptéfano al medio de cultivo celular:

a. al comienzo de la fase de produccion,
b. una o multiples veces en cualquier momento durante la fase de produccién,
¢. mediante adicién continua durante la fase de produccién, o
d. en cualquier combinacién de a., b. y c.
En otra realizacién del método, el proceso es un proceso discontinuo, tal como un proceso de cultivo discontinuo.

En otra realizaciéon del método, se aportan cisteina o cistina y triptéfano mediante la adicidén diaria durante la fase de
produccién.

En otra realizacién del método, la cisteina o cistina se agota en el medio de cultivo celular antes de que se afiada
cisteina o cistina al dia siguiente, p. ej., al reducir la adicién de cisteina o cistina a un nivel entre 5,6 y 7 g/[102 células].

En otra realizaciéon del método, durante la etapa tardia de produccion, es decir, cuando las células ya han alcanzado
la densidad celular viable méxima, el triptéfano se agota en el medio de cultivo celular antes de que se afiada triptéfano
al dia siguiente.

En ofra realizaciéon del método, la concentracion de cisteina o cistina en el medio de cultivo celular no sobrepasa los
0,9 g/L en ningun momento durante la fase de produccién, preferiblemente en el que la concentracion de cisteina o
cistina en el medio de cultivo celular no sobrepasa los 0,3 g/L en cualquier momento durante la fase de produccién.

En otra realizaciéon del método, la concentracién de triptéfano en el medio de cultivo celular no sobrepasa los 0,6 g/L
en ningn momento durante la fase de produccién, preferiblemente en el que la concentracién de triptéfano en el
medio de cultivo celular no sobrepasa los 0,3 g/L en ningin momento durante la fase de produccién.

En otra realizacién del método, la fase de produccién se realiza durante por lo menos 7 dias, preferiblemente por lo
menos 14 dias.

En otra realizacion del método, en cualquier momento durante la segunda mitad de la fase de produccién:



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2978 394 T3

e la cantidad de cisteina o cistina en el cultivo es del 10 % en peso al 30 % de la cantidad prevista de proteina
recombinante producida; y

e la cantidad de triptéfano en el cultivo es del 8 % en peso al 35 % de la cantidad prevista de proteina
recombinante producida.

En otra realizacion del método, en cualquier momento durante la fase de produccién:

e la cantidad de cisteina o cistina en el cultivo es del 10 % en peso al 30 % de la cantidad prevista de proteina
recombinante producida; y

e la cantidad de triptéfano en el cultivo es del 8 % en peso al 35 % de la cantidad prevista de proteina
recombinante producida.

En otra realizacién del método, la proteina recombinante es un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del
mismo.

En otra realizacién del método, la fase de produccién se lleva a cabo en un biorreactor, preferiblemente con un volumen
igual o superior a 50 L, igual o superior a 100 L, igual o superior a 500 L, igual o superior de 1.000 L, igual o superior
a 2.000 L, igual o superior a 5.000 L, igual o superior a 10.000 L o igual o superior a 20.000 L.

En una realizacién de este método, el método comprende la etapa de recuperar la proteina recombinante del medio
de cultivo celular y una etapa adicional de purificar la proteina recombinante.

En una realizacién adicional de este método, la purificacién comprende cromatografia de proteina A.

En una realizaciéon adicional de este método, el método comprende una etapa adicional de formular la proteina
recombinante purificada.

En otra realizacién del método, el método reduce la heterogeneidad de las proteinas recombinantes producidas, en el
que dicha reduccién de la heterogeneidad comprende reducir:

a. la heterogeneidad de carga, preferiblemente del grupo de picos acidos (APG); y/o

b. oxidacién, isomerizacién, fragmentacién de aminoacidos, glicaciéon, desamidacién, cisteinilacién de otros aductos
covalentes; y/o

c. color o intensidad del color, p. €j., entre diferentes lotes de la proteina recombinante; y/o
d. especies de alto peso molecular (HMWS); y/o
e. inestabilidad de la proteina recombinante.

En la presente memoria también se describe una preparacidén de proteina recombinante que se puede obtener o se
obtiene mediante el proceso segun la invencién. En una realizacién, la preparacién es una preparacién a granel. En
otras realizaciones, p. €j., cuando el proceso comprende etapas adicionales de formulacién del producto de proteina,
la preparacién que se obtiene es una preparacién de proteina formulada, p. ej., una preparacién adecuada para la
administracién a un paciente.

Las proteinas recombinantes, preferiblemente los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de los mismos en
dicha preparacién asi obtenida presentan una heterogeneidad reducida con respecto a las mismas proteinas
recombinantes obtenidas con el mismo proceso, pero donde la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano durante
la fase de produccién no es limitada como se describe en la presente invencién. En la presente memoria también se
divulga una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo, en el que la composiciéon es una composicion
de formulacién liquida con uno o mas aminoéacidos y un tensioactivo.

En una divulgacién adicional, la composicién farmacéutica comprende histidina y/o prolina.

En una descripcién adicional, la composiciéon farmacéutica comprende histidina y/o prolina. En una divulgacidon
adicional, la composicién farmacéutica comprende histidina en una concentracién de 5 mM a 100 mM, p. €j., una
concentracién de 10 mM a 50 mM, y/o prolina en una concentracién de 100 mM a 500 mM, a un pH entre 5y 7,4, tal
como entre 5y 6,5, p. €j., entre 5y 6, tal como entre 5,5y 6.

En una divulgacién adicional, la composicién farmacéutica comprende histidina en una concentracién de 30 mM y
prolina en una concentracién de 250 mM, a un pH entre 5,2 y 6,0, tal como aproximadamente 5,6.

En una divulgaciéon adicional relacionada con la composicion farmacéutica, el tensioactivo es polisorbato 80,
preferiblemente en una concentracién del 0,001 % al 0,1 % (p/v), p. €j., del 0,005 % al 0,1 %, tal como del 0,01 % al
0,1 %, p. €j., del 0,01 % al 0,05 %, tal como el 0,03%.
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En una divulgaciéon adicional relacionada con la composicién farmacéutica, el anticuerpo se formula a una
concentracién de 10 mg/ml a 250 mg/ml, p. ej., de 20 mg/ml a 250 mg/ml, tal como de 50 mg/ml a 250 mg/ml, p. €j.,
de 120 mg/ml a 160 mg/ml, tal como aproximadamente 140 mg/ml.

En una divulgacién adicional relacionada con la composicién farmacéutica, el anticuerpo es
1) un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que

a. comprende el CDR-H1 que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO:1; el CDR-H2 que tiene la secuencia
definida en SEQ ID NO:2; el CDR-H3 que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO:3; el CDR-L1 que tiene
la secuencia definida en SEQ ID NO:4; el CDR-L2 que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO:5 y el CDR-
L3 que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO:6; o

b. comprende una regidn variable ligera que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 7 y una regién variable
pesada que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 8; o

c. comprende una regién variable ligera que tiene por lo menos el 80 % de identidad o parecido,
preferiblemente el 90 % de identidad o parecido con la secuencia definida en SEQ ID NO: 7 y una regidn
variable pesada que tiene por lo menos el 80 % de identidad o parecido, preferiblemente el 90 % de identidad
o parecido con la secuencia definida en SEQ ID NO: 8;

d. comprende una regién variable ligera que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 7 y una cadena
pesada que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 11; o

e. comprende una regién variable ligera que tiene por lo menos el 80 % de identidad o parecido,
preferiblemente el 90 % de identidad o parecido con la secuencia definida en SEQ ID NO: 7 y una cadena
pesada que tiene por lo menos el 80 % de identidad o parecido, preferiblemente el 90 % de identidad o
parecido a la secuencia definida en SEQ ID NO: 11; o

2) un anticuerpo que comprende una cadena ligera que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 9 y una cadena
pesada que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 10; o

3) un anticuerpo que comprende una cadena ligera que tiene por lo menos el 80 % de identidad o parecido,
preferiblemente el 90 % de identidad o parecido con la secuencia definida en SEQ ID NO: 9 y una cadena pesada que
tiene por lo menos el 80 % de identidad o parecido, preferiblemente el 90 % de identidad o parecido con la secuencia
definida en SEQ ID NO: 10.

Células huésped y condiciones de cultivo

La proteina recombinante, el anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno del mismo se producen preferiblemente
cultivando células de ovario de hamster chino (CHO).

El término "cultivo celular" o variaciones gramaticales del mismo incluye, entre otros, una pluralidad de células
huésped, preferiblemente células huésped de mamifero, manipuladas y/o genomanipuladas adecuadamente para
expresar (es decir, producir) una o mas proteinas recombinantes que se mantienen o se cultivan en un medio de
cultivo celular durante un periodo de tiempo concreto, p. €j., la fase de produccién.

Las células de mamifero, y en particular las células CHO, pueden cultivarse en cualquier medio que permita su
crecimiento y expresiéon de la proteina recombinante, preferiblemente el medio es un medio sin productos de origen
animal tales como suero animal y peptona. Existen diferentes medios de cultivo celular disponibles para el experto en
la técnica, comprendiendo cada medio diferentes combinaciones de vitaminas, aminoécidos, hormonas, factores de
crecimiento, iones, tampones, nucle6sidos, glucosa o una fuente de energia equivalente, presentes en
concentraciones apropiadas que permitan el crecimiento celular y la produccién de proteinas. Los medios adecuados
se han descrito, p. €j., en los documentos W098/08934 y US2006/0148074 (ambos se incorporan en la presente
memoria en su totalidad). Otros medios adecuados disponibles comercialmente que podrian utilizarse en la presente
invencién o modificarse para cumplir los requisitos de la cisteina/cisteina y el triptéfano incluyen el medio AmpliCHO
CD, el medio DynamisMT, el sistema de cultivo discontinuo de CHO EX-CELL® AdvancedMT, el medio CD FortiCHOMT,
el medio CP OptiCHOMT, el medio minimo esencial (MEM), el medio de cultivo de CHO BalanCD® A, el medio
ActiProMT el DMEM (medio Eagle modificado por Dulbecco) y el medio RPMI-1640.

El cultivo celular puede tener lugar en cualquier recipiente adecuado, tal como un matraz agitador o un biorreactor,
que puede funcionar o no en modo de cultivo discontinuo dependiendo de la escala de produccidn requerida.

Estos biorreactores pueden ser reactores de tanque agitador o de elevacién con aire. Se encuentran disponibles
diversos biorreactores a gran escala con una capacidad de mas de 1.000 L a 50.000 L, preferiblemente entre 5.000 L
y 20.000 L, o hasta 10.000 L. De forma alternativa, también se pueden utilizar biorreactores de menor escala, tal como
entre 2 Ly 100 L utilizados para fabricar un anticuerpo o fragmento de anticuerpo.
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En una realizacién preferida de la presente invencidn, independientemente de ddnde se lleve a cabo cualquier fase
anterior (es decir, una fase de expansién), la fase de produccién se lleva a cabo en un biorreactor o cualquier otro
recipiente de cultivo en suspension tal como un matraz agitador o un matraz centrifugador. La fase de produccidn
funciona preferiblemente en un modo de cultivo discontinuo, pero se puede utilizar como alternativa de cualquier otro
modo, tal como discontinuo, de perfusion o quimiostato. En los casos de perfusién o quimiostato, las proporciones de
las cantidades totales de cisteina o cisteina y triptéfano utilizadas se calculan segun el caudal de perfusién frente a la
tasa de eliminacién de proteina recombinante producida en el recipiente de produccién.

La proteina recombinante, p. ej., un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno, de la misma se encuentra tipicamente
en el sobrenadante de un cultivo de células de mamifero, tipicamente un cultivo de células CHO. Para las células
huésped CHO, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo se secreta en el sobrenadante y dicho
sobrenadante puede recogerse mediante métodos conocidos en la técnica, tipicamente mediante centrifugacién.

Proteinas recombinantes que se pueden producir con el proceso de la invencidn

El proceso de la invencidén se puede utilizar para producir cualquier tipo de polipéptido o proteina recombinante,
incluidos, p. ej., péptidos o proteinas mas grandes que tengan una estructura terciaria significativa, asi como, p. €j,,
glicoproteinas y proteinas multiméricas. Sin embargo, preferiblemente, la proteina recombinante producida en el
proceso segun la invencién es un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo. El término "anticuerpo"
o "anticuerpos" como se utiliza en la presente memoria incluye, p. ej., anticuerpos tanto monoclonales como
policlonales, asi como anticuerpos monoespecificos y multiespecificos, tal como biespecificos.

"Anticuerpo" o "anticuerpos" incluyen anticuerpos de cualquier especie, en particular de especies de mamiferos, que
tipicamente tienen dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras, anticuerpos humanos de cualquier isotipo, que
incluyen IgA1, IgA2, IgD, 19G1, 19G2a, 1gG, 19Gs, I9G4, IgGE e IgM y variantes modificadas de los mismos, anticuerpos
de primates no humanos, p. ej., de chimpancé, babuino, mono rhesus o cynomolgus, anticuerpos de roedor, p. €j., de
ratén, rata o conejo; anticuerpos de cabra o de caballo, y derivados los mismos, o de especies de aves tales como
anticuerpos de pollo o de especies de peces tales como anticuerpos de tiburén. El término "anticuerpo” o "anticuerpos”
también se refiere a anticuerpos "quiméricos" en los que una primera porcién de por lo menos una secuencia de
anticuerpos de cadena pesada y/o ligera es de una primera especie y una segunda porciéon de la secuencia de
anticuerpos de cadena pesada y/o ligera es de una segunda especie. Los anticuerpos quiméricos de interés en la
presente memoria incluyen anticuerpos "primatizados" que comprenden secuencias de unién al antigeno de dominio
variable derivadas de un primate no humano (p. ej.,, mono del Viejo Mundo, tal como babuino, rhesus o mono
cynomolgus) y secuencias de regién constante humana. Los anticuerpos "humanizados" son anticuerpos quiméricos
que contienen una secuencia derivada de anticuerpos no humanos. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados
son anticuerpos humanos (anticuerpo receptor) en los que los residuos de una region hipervariable del receptor se
sustituyen por residuos de una regién hipervariable o regién determinante de la complementariedad (CDR) de una
especie no humana (anticuerpo donante) tal como ratén, rata, conejo, pollo o primate no humano, que tenga la
especificidad, afinidad y actividad deseadas. En la mayoria de los casos, los residuos del anticuerpo humano (receptor)
fuera de la CDR; es decir, en la regiéon marco (FR), se sustituyen adicionalmente por los residuos no humanos
correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran en el
anticuerpo receptor ni en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se realizan para perfeccionar alin més el
rendimiento de los anticuerpos. La humanizacién reduce la inmunogenicidad de los anticuerpos no humanos en
humanos, lo cual facilita la aplicacién de anticuerpos al tratamiento de enfermedades humanas. Los anticuerpos
humanizados y varias tecnologias diferentes para generarlos son bien conocidos en la técnica. El término "anticuerpo”
o "anticuerpos" también se refiere a anticuerpos humanos, que pueden generarse como alternativa a la humanizacion.
Por ejemplo, resulta posible producir animales transgénicos (p. ej., ratones) que sean capaces, tras la inmunizacién,
de producir un repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de produccién de anticuerpos murinos
endégenos. Por ejemplo, se ha descrito que la delecién homocigdtica del gen de la regién de unién de la cadena
pesada (JH) del anticuerpo en ratones quiméricos y mutantes de la linea germinal da como resultado una inhibicidn
completa de la produccién de anticuerpos enddégenos. La transferencia de la matriz de genes de inmunoglobulina de
la linea germinal humana en dichos ratones mutantes de la linea germinal dard como resultado la produccién de
anticuerpos humanos con especificidad contra un antigeno concreto tras la inmunizacién del animal transgénico que
porta los genes de inmunoglobulina de la linea germinal humana con dicho antigeno. Se conocen en la técnica
tecnologias para producir dichos animales transgénicos y tecnologias para aislar y producir anticuerpos humanos a
partir de dichos animales transgénicos. De forma alternativa, en el animal transgénico; por ejemplo, ratén, solo los
genes de inmunoglobulina que codifican las regiones variables del anticuerpo de ratén se sustituyen con las
correspondientes secuencias de genes de inmunoglobulina variable humana. Los genes de inmunoglobulina de la
linea germinal del ratdn que codifican las regiones constantes del anticuerpo permanecen sin cambios. De esta
manera, las funciones efectoras del anticuerpo en el sistema inmunitario del ratén transgénico y, en consecuencia, el
desarrollo de las células B permanecen fundamentalmente sin cambios, lo que puede dar lugar a una respuesta de
anticuerpos mejorada tras el desafio antigénico in vivo. Una vez que los genes que codifican un anticuerpo de interés
particular se han aislado de dichos animales transgénicos, los genes que codifican las regiones constantes se pueden
sustituir con genes de regiones constantes humanas para obtener un anticuerpo completamente humano. El término
"anticuerpo" o "anticuerpos", como se utiliza en la presente memoria, también se refiere a un anticuerpo aglicosilado.
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El término "fragmento de unién al antigeno del mismo" o variaciones gramaticales del mismo como se utiliza en la
presente memoria se refiere a un fragmento de anticuerpo. Un fragmento de un anticuerpo comprende por lo menos
un dominio de inmunoglobulina de cadena pesada o ligera como se conoce en la técnica y se une a uno o mas
antigenos. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos segln la invencién incluyen Fab, Fab', F(ab').y los fragmentos Fv
y scFv; asi como diacuerpos, tricuerpos, tetracuerpos, minicuerpos, anticuerpos de dominio (dAbs), tales como sdAbs,
VHH o anticuerpos de camélido (p. ej., de camellos o llamas tales como NanobodiesMT) y fragmentos VNAR,
anticuerpos monocatenarios, anticuerpos biespecificos, triespecificos, tetraespecificos o multiespecificos formados a
partir de fragmentos de anticuerpos o anticuerpos, que incluyen, entre otros, constructos Fab-Fv o Fab-Fv-Fv. Los
fragmentos de anticuerpos como se definen anteriormente son conocidos en la técnica.

En una realizacién particularmente preferida, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo producido
mediante los métodos segun la invencién es (Tabla 1):

1) un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que

a. comprende el CDR-H1 que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO:1; el CDR-H2 que tiene la secuencia
definida en SEQ ID NO:2; el CDR-H3 que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO:3; el CDR-L1 que tiene
la secuencia definida en SEQ ID NO:4; el CDR-L2 que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO:5 y el CDR-
L3 que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO:6; o

b. comprende una regidn variable ligera que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 7 y una regién variable
pesada que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 8; o

c. comprende una regién variable ligera que tiene por lo menos el 80 % de identidad o parecido,
preferiblemente el 90 % de identidad o parecido con la secuencia definida en SEQ ID NO: 7 y una regidn
variable pesada que tiene por lo menos el 80 % de identidad o parecido, preferiblemente el 90 % de identidad
o parecido con la secuencia definida en SEQ ID NO: 8;

d. comprende una regién variable ligera que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 7 y una cadena
pesada que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 11; o

e. comprende una regién variable ligera que tiene por lo menos el 80 % de identidad o parecido,
preferiblemente el 90 % de identidad o parecido con la secuencia definida en SEQ ID NO: 7 y una cadena
pesada que tiene por lo menos el 80 % de identidad o parecido, preferiblemente el 90 % de identidad o
parecido a la secuencia definida en SEQ ID NO: 11; o

2) un anticuerpo que comprende una cadena ligera que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 9 y una cadena
pesada que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 10; o

3) un anticuerpo que comprende una cadena ligera que tiene por lo menos el 80 % de identidad o parecido,
preferiblemente el 90 % de identidad o parecido con la secuencia definida en SEQ ID NO: 9 y una cadena pesada que
tiene por lo menos el 80 % de identidad o parecido, preferiblemente el 90 % de identidad o parecido con la secuencia
definida en SEQ ID NO: 10.

A lo largo de esta memoria descriptiva, las regiones determinantes de complementariedad ("CDR") se definen segln
la definicidn de Kabat. La definicién de Kabat es un estandar para numerar los residuos en un anticuerpo y tipicamente
se utiliza para identificar regiones CDR (Kabat et al., (1991), 52 edicién, n.° publicacién del NIH 91-3242).

Tabla 1

Regién e identificador

SEQ ID Secuencia de aminoacidos

CDR-H1 GFTFSNYGMV
SEQ ID NO:1

CDR-H2 YIDSDGDNTYYRDSVKG
SEQ ID NO:2

CDR-H3 GIVRPFLY
SEQ ID NO:3

CDR-L1 KSSQSLVGASGKTYLY
SEQ ID NO:4
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Regién e identificador

Secuencia de aminoacidos

SEQID
CDR-L2 LVSTLDS
SEQ ID NO:5
CDR-L3
LQGTHFPHT
SEQ ID NO:6
Region variable DIQMTQSPSS  LSASVGDRVT  ITCKSSQSLV GASGKTYLYW
ligera LFQKPGKAPK  RLIYLVSTLD SGIPSRFSGS  GSGTEFTLTI
SEQ ID NO:7 SSLQPEDFAT  YYCLQGTHFP  HTFGQGTKLE IK
Region variable EVPLVESGGG LVQPGGSLRL SCAVSGFTFS NYGMVWVRQA PGKGLEWVA
pesada IDSDGDNTYY  RDSVKGRFTI  SRDNAKSSLY  LQMNSLRAED TAVYYCTTG
SEQ ID NO:8 VRPFLYWGQG TLVTVS
DIQMTQSPSS  LSASVGDRVT  ITCKSSQSLV GASGKTYLYW
LFQKPGKAPK  RLIYLVSTLD SGIPSRFSGS  GSGTEFTLTI
Cadena ligera SSLQPEDFAT  YYCLQGTHFP  HTFGQGTKLE  IKRTVAAPSVY
SEQ ID NO'S FIFPPSDEQL KSGTASVVCL  LNNFYPREAK  VQWKVDNALQ
SGNSQESVTE  QDSKDSTYSL  SSTLTLSKAD  YEKHKVYACE
VTHQGLSSPVY  TKSFNRGEC
EVPLVESGGG LVQPGGSLRL  SCAVSGFTFS  NYGMVWVRQA
PGKGLEWVAY IDSDGDNTYY  RDSVKGRFTI  SRDNAKSSLY
LQMNSLRAED  TAVYYCTTGI VRPFLYWGQG TLVTVSSAST
KGPSVFPLAP  CSRSTSESTA  ALGCLVKDYF  PEPVTVSWNS
GALTSGVHTF  PAVLQSSGLY  SLSSVVTVPS  SSLGTKTYTC
NVDHKPSNTK  VDKRVESKYG PPCPPCPAPE  FLGGPSVFLF
Cadena pesada PPKPKDTLMI ~ SRTPEVTCVV  VDVSQEDPEV ~ QFNWYVDGVE
SEQ ID NO:10 VHNAKTKPRE ~ EQFNSTYRVV ~ SVLTVLHQDW  LNGKEYKCKV
SNKGLPSSIE KTISKAKGQP ~ REPQVYTLPP  SQEEMTKNQV
SLTCLVKGFY  PSDIAVEWES  NGQPENNYKT  TPPVLDSDGS
FFLYSRLTVD  KSRWQEGNVF SCSVMHEALH NHYTQKSLSL  SLGK
EVPLVESGGG LVQPGGSLRL SCAVSGFTFS  NYGMVWVRQA PGKGLEWVA
Cadena pesadade [IDSDGDNTYY — RDSVKGRFTI ~ SRDNAKSSLY  LQMNSLRAED  TAVYYCTTG
Fab VRPFLYWGQG TLVTVSSAST  KGPSVFPLAP  SSKSTSGGTA  ALGCLVKDY
SEQ ID NO:11 PEPVTVSWNS GALTSGVHTF  PAVLQSSGLY  SLSSVVTVPS  SSLGTQTYI
NVNHKPSNTK  VDKKVEPKSC
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La proteina recombinante o el anticuerpo preferido o fragmento de unién al antigeno del mismo puede producirse
tipicamente mediante células huésped que contienen un vector que codifica la secuencia de nucleétidos de la proteina
o del anticuerpo.

Los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de los mismos pueden comprender solo una proteina de cadena
pesada o ligera, en cuyo caso solo es necesario usar una secuencia codificante de la proteina de cadena pesada o
de cadena ligera para transfectar las células. Para la produccién de productos que comprenden cadenas pesadas y
ligeras, las células pueden transfectarse con dos vectores, un primer vector que codifica una proteina de cadena ligera
y un segundo vector que codifica una proteina de cadena pesada. De forma alternativa, se puede utilizar un Unico
vector, incluyendo el vector secuencias que codifican proteinas de cadena ligera y de cadena pesada.

En una realizacidén preferida, la invencién proporciona un proceso para producir un anticuerpo o un fragmento de
proteina de unién al antigeno del mismo que comprende:

a. cultivar células CHO capaces de producir un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo en un medio;

b. hacer progresar el cultivo a través de una fase de produccién en la que el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo es producido por las células, en el que, durante dicha fase de produccion, el cultivo se
complementa con cisteina o cistina hasta una cantidad total del 10 % en peso al 30 % en peso de la cantidad total
prevista de anticuerpo o fragmento de unién al anticuerpo del mismo producido

c. Yy, opcionalmente, recuperar el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo del medio de cultivo celular,

en el que la cantidad total de cisteina o cistina aportada durante el proceso es de 2,9 a 12 g/(10'2 células), tal como
de 2,9 a 7 g/(10"2 células), p. ej., de 5,6 a 7 g/(10" células), en el que por células se refiere al recuento integral de
células viables previsto al final de la fase de produccién, y

en el que la cisteina o cistina se aporta mediante la adicién diaria durante la fase de produccién, y en el que la
concentracién de cisteina o cistina en el medio de cultivo celular no sobrepasa los 0,9 g/L en cualquier momento
durante la fase de produccidn, preferiblemente en el que la concentracién de cisteina o cistina en el medio de cultivo
celular no sobrepasa los 0,3 g/L en ninglin momento durante la fase de produccién, y

en el que dicho anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo preferiblemente:

1) comprende el CDR-H1 que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO:1; el CDR-H2 que tiene la secuencia definida
en SEQ ID NO:2; el CDR-H3 que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO:3; el CDR-L1 que tiene la secuencia
definida en SEQ ID NO:4; el CDR-L2 que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO:5 y el CDR-L3 que tiene la
secuencia definida en SEQ ID NO:6; o

2) comprende una regién variable ligera que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 7 y una regién variable pesada
que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 8.

En una realizacién preferida adicional, la invencién proporciona un proceso para producir un anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno del mismo que comprende:

a. cultivar células CHO capaces de producir un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo en un medio;

b. hacer progresar el cultivo a través de una fase de produccién en la que el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo es producido por las células, en el que, durante dicha fase de produccién, el medio de cultivo
celular se complementa con

e cisteina o cistina hasta una cantidad total del 10 % en peso al 30 % en peso de la cantidad total prevista de
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo producido; y

e triptéfano hasta una cantidad total del 8 % en peso al 35 % en peso de la cantidad total prevista de anticuerpo
o fragmento de unién al antigeno del mismo producido,

c. y, opcionalmente, recuperar el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo del medio de cultivo celular,

en el que la cantidad total de cisteina o cistina aportada durante el proceso es de 2,9 a 12 g/(10'2 células), tal como
de 2,9 a 7 g/(10"2 células), p. €j., de 5,6 a 7 g/(10'2 células), en el que por células se refiere al recuento integral de
células viables previsto al final de la fase de produccién, y

en el que la cantidad total de triptéfano aportada durante el proceso es de 2,5 a 7 g/(10'2 células), tal como de 2,5 a
3,5 g/(10"2 células/L), en el que por células se refiere al recuento integral de células viables previsto al final de la fase
de produccién, y

en el que la cisteina o cistina y triptéfano se aportan mediante la adicién diaria durante la fase de produccién, y
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en el que la concentracién de cisteina o cistina en el medio de cultivo celular no sobrepasa los 0,9 g/L en ningln
momento durante la fase de produccidn, preferiblemente en el que la concentracién de cisteina o cistina en el medio
de cultivo celular no sobrepasa los 0,3 g/L en cualquier momento durante la fase de produccién, y

en el que la concentracién de triptéfano en el medio de cultivo celular no sobrepasa los 0,6 g/L de medio en ningun
momento durante la fase de produccidn, preferiblemente en el que la concentracién de triptéfano en el medio de cultivo
celular no sobrepasa los 0,3 g/L en ninglin momento durante la fase de produccién, y

en el que dicho anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo preferiblemente:

1) comprende el CDR-H1 que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO:1; el CDR-H2 que tiene la secuencia definida
en SEQ ID NO:2; el CDR-H3 que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO:3; el CDR-L1 que tiene la secuencia
definida en SEQ ID NO:4; el CDR-L2 que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO:5 y el CDR-L3 que tiene la
secuencia definida en SEQ ID NO:6; o

2) comprende una regién variable ligera que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 7 y una regién variable pesada
que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 8.

La invencién se describird a continuaciéon con més detalle a modo de ejemplos con referencias a realizaciones que se
ilustran en los dibujos adjuntos.

Ejemplos

Abreviaturas

mAb: anticuerpo monoclonal; MFCS: sistema de control de multifermentaciéon; Cys: cisteina o cistina;
Trp: triptéfano

Materiales y métodos

Linea celular, cultivo celular y procedimiento experimental

Se utilizé una linea celular CHO-DG44. Las células se cultivaron en medios de inoculacién sin componentes de origen
animal quimicamente definidos que contenian cistina (0,05 g/L)y triptéfano (0,2 g/L) en condiciones de funcionamiento
estandar (pH 7, temperatura 36,8 °C) en un biorreactor de vidrio con tanque agitador de 2 L con torres de suministro
(C-DCUII, Sartorius Stedim Biotech) controladas por un sistema de control de multifermentacién (Sartorius Stedim
Biotech). Se utilizaron cuatro lineas celulares de produccidn diferentes, cada una de las cuales produjo un anticuerpo
monoclonal (mAb) denominado mAb1, mAb2, mAb3 y mAb4, respectivamente. mAb1 es un anticuerpo anti-FcRn que
comprende una cadena ligera que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 9 y una cadena pesada que tiene la
secuencia definida en SEQ ID NO: 10.

La produccién se llevé a cabo en modo de experimento por cultivo discontinuo durante 14 dias. Durante esta fase, los
anticuerpos monoclonales se secretan al medio. Se extrajeron muestras diarias para determinar la densidad celular
viable (VCD), la viabilidad, el pH fuera de linea, la pCO2, la osmolalidad, la concentracién de glucosa-lactato, la
concentracién de aminoacidos y la concentracién de mAb (almacenadas a -80 °C). Se afiadié antiespumante
manualmente segin demanda todos los dias para controlar la acumulacién de espuma. 72 horas después de la
inoculacién, se inici6 la adicién continua de nutrientes con una tasa predeterminada. El medio de adicién continua de
nutrientes no comprende cisteina/cistina ni triptéfano. En este momento, se afiadié cisteina/cistina y triptéfano
diariamente durante 10 dias como un bolo que tenia la cantidad que se describe en los ejemplos siguientes. La
cantidad de cisteina/cistina y tripté6fano descrita en los ejemplos es la cantidad total de la adicién de bolo que comienza
72 horas después de la inoculacion teniendo en cuenta la cantidad inicial de estos aminoacidos ya presentes en el
medio de inoculacién. Se afiadié un bolo de glucosa al cultivo cuando la concentracién de glucosa cayé por debajo de
6 g/L (a partir del dia 6 en adelante) y las concentraciones de glucosa se midieron diariamente. Se tomaron muestras
para el analisis de aminoécidos antes de la adicién del sustrato. Las concentraciones después de la adicion del sustrato
se calcularon en funcién de la composicién del sustrato y se midié la concentracién de nutrientes antes de afiadir el
sustrato.

Métodos analiticos

Las células se contaron utilizando un dispositivo de recuento de células automatizado VI-CELL® XR (Beckman-
Coulter, Inc., Brea, CA) que funcionaba por la exclusidén del azul tripan.

Los niveles de glucosa y lactato en el medio de cultivo se determinaron utilizando un analizador automatizado NOVA
400 BioProfile (Nova Biomedical, Waltham, MA).

Se utilizé un osmbémetro de punto de congelacién modelo 2020 (Advanced Instruments, Inc., Norwood, MA) para la

determinacién de la osmolalidad. Las mediciones de gas y pH fuera de linea se realizaron con un analizador de gases
en sangre modelo BioProfile pHOx® (Nova Biomedical Corporation, Waltham, MA).
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Las concentraciones de metabolitos se determinaron diariamente utilizando un sistema CedexBioHT (Roche).

El anélisis del titulo del producto se realizé con un analizador modelo ForteBio Octet (ForteBio, Inc., Menlo Park, CA)
o cromatografia de liquidos a alta presién (HPLC) de proteina A con muestras de sobrenadante del cultivo celular que
se almacenaron a -80 °C antes del andlisis.

Los aminoé&cidos se analizaron mediante UPLC de fase inversa (método AccQ-Tag Ultra de Waters) después de la
ultrafiltracién utilizando filtros centrifugos Amicon Ultra de 0,5 mL (Merck Millipore, Billerica, MA).

Se empled la purificacion de la proteina A (sistema AKTA Xpress) para purificar el mAb en las muestras de
sobrenadante del cultivo celular. El porcentaje relativo de la isoforma principal, 4cida (APG para el grupo de picos
acidos) y basica (BPG para el grupo de picos basicos) del mAb purificado se determiné mediante electroforesis capilar
con obtencién de imagenes (ProteinSimple iCE3). El nivel de las especies de alto peso molecular (HMWS), mondmero
y especies de bajo peso molecular (LMWS) del mAb purificado se determinaron mediante cromatografia de exclusion
por tamafio (SE-UPLC).

La intensidad del color de las formulaciones de mAb1 y mAb2 concentrados se midié en los eluidos de proteina A
concentrados usando un espectrofotémetro por transmision (UltrascanPro) y se compard con la escala de la Comision
Internacional de la lluminacién (CIE). Los resultados numéricos se normalizaron a la concentracién de 40 mg/mL.

La espectrometria de masas por ionizacién por electropulverizacién (ESI-MS) se realizé en mAb1 purificado. Se llevé
a cabo un mapeo de péptidos para identificar modificaciones postraduccionales en los anticuerpos. El analisis
estadistico se realiz6 utilizando el software SAS JMP 11.

Ejemplo 1

Se inocularon biorreactores de dos litros con células CHO que produjeron mAb1 con una densidad de siembra de
0,35 x 108 células/ml. Se ensayaron ocho condiciones experimentales en un proceso de cultivo discontinuo como se
describe en la seccién Materiales y métodos, con diversas concentraciones maximas de cisteina o cistina y triptéfano
alcanzadas durante todo el cultivo celular y diversas cantidades totales de porcentaje en peso de cisteina o cistina
(Cys) y triptéfano (Trp) sobre el peso total de mAb1 producido (Tabla 2a). El primer objetivo fue evaluar el efecto de
la cisteina o la cistina y el triptéfano sobre la heterogeneidad del mAb1 recombinante. El segundo objetivo fue
identificar si el efecto fue debido a la alta concentracidn de cisteina o cistina y/o triptéfano, alcanzada durante el cultivo
celular y/o debido a la cantidad total afiadida en % en peso sobre el peso total de mAb producido.

Tabla 2a
Cantidad total en % Cantidad total en %
ID del Concentracion max. | en peso de Cis/mAb1 | Concentracién max. | en peso de Trp/mAb1
biorreactor de Cys de Trp
(9/9) (9/9)

1 0,05 g/L 17,51 0,20 g/L 11,79

2 0,05 g/L 13,35 0,20 g/L 10,34

3 0,30 g/L 15,72 0,30 g/L 10,58

4 0,05 g/L 18,94 0,20 g/L 11,27

5 0,12 g/L 16,18 0,20 g/L 9,87

6 0,05 g/L 13,30 0,20 g/L 8,96

7 0,05 g/L 20,79 0,20 g/L 12,37

8 0,05 g/L 20,840612 0,20 g/L 8,5684363

Las variantes de carga de proteina recombinante y la intensidad del color se midieron como se describe en la seccién
de materiales y métodos. Los datos se analizaron mediante analisis estadistico Anova unidireccional a partir de un
ajuste lineal y los valores de p<0,05 se consideraron aceptables.
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Como se muestra en la figura 2b, hubo una correlacién entre una variante de carga del grupo de picos acidos
aumentada en mAb1 (% de APG) y un aumento de la cantidad total de cisteina o cistina afiadida por el porcentaje en
peso total de mAb1 (g/g) producido.

Con respecto a la intensidad del color de mAb1, hubo una correlacién entre una mayor intensidad de color de mAb1
(valor de b* normalizado a 40 mg/mL) y una mayor cantidad total de triptéfano afiadido por porcentaje en peso total
de mAb1 (g/g) producido (Figura 2a).

Sin embargo, cuando se analizaron los datos con respecto a la concentracién méxima de triptéfano o cisteina o cistina,
no hubo efecto en el color o el APG (Figuras 2c y 2d).

Para confirmar que es la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano por peso total de mAb1 producido lo que afecta
a la heterogeneidad de mAb1 y no la concentracién méaxima de cisteina o cistina y/o triptéfano, alcanzada durante
toda la fase de produccién en un entorno de cultivo discontinuo, se ensayaron 8 condiciones experimentales con
diversas adiciones de bolos de cisteina o cistina y triptéfano el dia 3 para alcanzar una alta concentracién de los 2
aminoécidos (Tabla 2b). Para tener la misma cantidad de cisteina o cistina y triptéfano afladida en % en peso (g/g)
sobre el peso total de mAb1 producido, se adapté la estrategia de adicién de sustrato. Como se muestra en las
condiciones del cultivo discontinuo, existe una correlacidén entre una variante de la carga del grupo de picos acidos en
mAb1 (% de APG)

y un aumento de la cantidad total de cisteina o cistina afiadida por porcentaje en peso del total de mAb1 (g/g) producido
(Figura 3b) y entre un aumento de la intensidad del color de mAb1 (valor de b* normalizado a 40 mg/mL) y un aumento
de la cantidad total de tript6fano afiadida por porcentaje en peso del total de mAb1 (g/g) producido (Figura 3a). Sin
embargo, no hubo correlacidn con la variante de carga del APG y la concentracién méxima (g/L) de cisteina o cistina
y triptéfano (Figuras 3cy 3d, respectivamente). Estos resultados confirman que la cantidad total de cisteina y triptéfano
afiadida durante el cultivo celular por porcentaje en peso (g/g) del peso total de mAb1 producido afecta a la variante
de carga del APG y a la intensidad del color. La concentracién méxima de cisteina o cistina y triptéfano no afecta a la
variante de carga del APG ni a la intensidad del color.

Tabla 2b
Concentracion maxima |Concentracién maxima| Cantidad total en % Cantidad total en %
ID del biorreactor de Cys de Trp en peso de Cys/mAb1| en peso de Trp/mAb1
(/L) (/L) (9/9) v9)
9 0,06 0,20 13,85 9,34
10 0,06 0,60 17,31 11,71
11 0,90 0,60 16,00 10,79
12 0,48 0,38 13,60 9,17
13 0,90 0,38 13,12 8,88
14 0,90 0,20 13,10 8,84
15 0,06 0,20 14,66 9,88
16 0,48 0,38 13,85 9,37

Conclusiones

La cantidad total afiadida de Cys y Trp en porcentaje en peso del total de mAb1 recombinante (g/g) producido tiene
un efecto en la variante de carga del mAb1 y la intensidad del color. Por el contrario, la concentracién maxima de
cisteina o cistina y triptéfano en el medio de cultivo celular no afecta a la calidad del mAb1.

Ejemplo 2

Para investigar mas a fondo el efecto de la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos en % en peso
sobre el total de mAb producido (g/g), durante un cultivo celular, se prepararon 48 condiciones experimentales (Tabla
3) en biorreactores de 2 L, como se describe en la secciéon de Métodos. Se analizaron la variante de carga del mAb1,
los agregados (HMWS), la intensidad de color, el titulo y el crecimiento de células viables.
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Tabla 3

ID del
biorreactor

Cantidad total en % de Cys/mAb1 (g/g)

Cantidad total en % de Trp/mAb1 (g/g)

17 10,39 26,31
18 10,46 26,50
19 10,00 5,06
20 14,08 71,33
21 47,60 4,82
22 45,43 4,60
23 25,31 12,82
24 25,51 12,92
25 25,03 12,68
26 41,45 42,00
27 40,71 41,24
28 27,20 13,78
29 24,31 12,31
30 70,80 17,93
31 69,81 17,68
32 85,88 4,35
33 236,11 119,60
34 11,75 14,88
35 14,02 14,21
36 10,24 15,56
37 10,31 26,10
38 18,35 15,49
39 32,60 5,50
40 10,21 5,17
41 22,62 6,87
42 51,03 5,17
43 14,81 7,50
44 21,61 10,95
45 13,79 6,99
46 32,08 14,63
47 23,85 12,40
48 23,02 10,50
49 21,37 9,75
50 23,90 10,65
51 23,82 12,10
52 31,33 15,85
53 25,53 16,10
54 24,22 10,41
55 14,66 7,42
56 21,63 10,60
57 13,05 6,60
58 16,31 8,28
59 15,08 7,62
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ID del

biorreactor Cantidad total en % de Cys/mAb1 (g/g)| Cantidad total en % de Trp/mAb1 (g/g)

60 12,82 6,48
61 12,36 6,27
62 12,35 6,24
63 13,81 6,98
64 13,05 6,62

Como se muestra en la figura 4, la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos durante una fase de
produccién en porcentaje en peso sobre el total de mAb1 (g/g) producido afecta al grupo de variantes de carga acida
(% de APG). Hay un efecto de saturacién de alrededor del 50 % en peso sobre la cantidad total de cisteina o cistina
afiadida durante la fase de produccidén de 14 dias por mAb1 total (g/g) producido. El efecto de la cisteina o la cistina y
el triptéfano es acumulativo sin interaccién. Disminuir el porcentaje en peso de la cantidad total de cisteina o cistina y
triptéfano afiadidos durante una fase de produccién de 14 dias sobre el total de mAb1 (g/g) producido disminuye el
porcentaje del pico &cido en el mAb1 producido.

La figura 5 muestra el efecto de la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano (afiadidos a lo largo de 14 dias de
cultivo celular) en porcentaje en peso sobre el peso total de mAb1 producido en el grupo de picos principales. Como
se observa en el % de APG, el efecto de la cisteina o la cistina y el triptéfano es acumulativo sin interaccién. Disminuir
el porcentaje en peso de la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos durante una fase de produccion
de 14 dias sobre el peso total de mAb1 producido aumenta el porcentaje del pico principal en el mAb recombinante
producido.

La figura 6 muestra el efecto de la cantidad total de cisteina o cistina afiadida a lo largo de una fase de produccién de
14 dias en porcentaje en peso sobre el total de mAb1 (g/g) producido en especies de alto peso molecular (HMWS).
Hay un efecto de saturaciéon de alrededor del 50 % de la cantidad total de cisteina o cistina afiadida en % en peso
durante una fase de produccién de 14 dias sobre el total de mAb1 (g/g) producido. Disminuir la cantidad total de
cisteina o cistina reduce el porcentaje de HMWS en el mAb recombinante producido. No se observa ningln efecto en
HMWS relativo a la cantidad total de Trp afiadido.

Los resultados que se muestran en la figura 7 ilustran el efecto de la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano
afiadidos en % en peso a lo largo de una fase de produccién de 14 dias sobre el total de mAb1 (g/g) producido en la
intensidad del color (valor de b normalizado a 40 mg/mL) del mAb1 recombinante. Disminuir la cantidad total de
cisteina o cistina y triptéfano afiadidos durante la fase de produccién de 14 dias reduce la intensidad del color del
mAb1 recombinante producido. Existe un efecto de interaccién entre la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano
afiadidos en % en peso durante una fase de produccidén de 14 dias sobre el porcentaje en peso del total de mAb1
(g/9) producido.

La figura 8 muestra graficos de contorno que ilustran los intervalos éptimos del porcentaje de la cantidad total de
cisteina o cistina y triptéfano afiadidos en % en peso alo largo de una fase de produccién de 14 dias sobre el total de
mAb-1 (g/g) producido para lograr los valores més bajos de APG, HMWS, intensidad del color y los valores mas altos
para el grupo de picos principales; la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos entre el 12,06 y el
28,03 % en peso sobre el total de mAb-1 (g/g) producido para la cisteina o cistina y entre el 8,84 y el 32,06 % en peso
sobre el total de mAb1 (g/g) producido para el triptéfano.

El recuento integral acumulado de células viables (IVCC) a lo largo de una fase de produccidn de 14 dias se calcul6 y
normalizé mediante el volumen de cultivo celular (CSV). Los resultados mostrados en la figura 9 muestran un efecto
del porcentaje de la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos al medio de cultivo celular por peso inicial
de CSV en el IVCC. Existen intervalos éptimos de porcentaje del peso total de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos
al medio de cultivo celular por peso inicial de CSV que estan entre el 0,08 % y el 0,24% para la cisteina o cistina y
entre el 0,07% y el 0,15 % para el triptéfano. No se observd ningun efecto sinérgico, solo acumulativo (Figuras 9a y
9b).

Las figuras 10a y 10b muestran el efecto del porcentaje de la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos
al medio de cultivo celular por peso inicial de CSV en el titulo de mAb1. Existe un intervalo éptimo de porcentaje de la
cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos al medio de cultivo celular por peso de CSV que esta entre el
0,08 % vy el 0,24 % para la cisteina o cistina y entre el 0,07 % y el 0,15 % por porcentaje en peso de triptéfano de peso
de CSV. No hay efecto de interaccién.

Los graficos de contorno mostrados en las figuras 11a y 11b muestran los intervalos 6ptimos de cantidad total de
cisteina o cistina y triptéfano afiadidos al medio de cultivo celular por IVCC*10-'2 al final de la fase de produccion, que
estanentre 29y 12 gparaCysyentre 25y 7 g para Trp.
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Ejemplo 3

El anticuerpo monoclonal recombinante se caracteriz6 para 3 condiciones experimentales de cultivo discontinuo como
se describe en el material y los métodos con diversas cantidades totales de cisteina o cistina y triptéfano afiadidas en
% en peso sobre el total de mAb1 recombinante producido (Tabla 4).

Tabla 4

ID del

biorreactor Cantidad total % de Cys/mAb1 (g/g) Cantidad total % de Trp/mAb1 (g/g)

65 11,72 7,21
66 22,16 11,89
67 94,20 46,72

El anélisis de espectroscopia de masas indicé un cambio de masa del pico mas intenso observado en el espectro de
masas en condiciones desnaturalizantes y no desnaturalizantes y para el mAb1 glicosilado como resultado del
aumento de la concentracién de cisteina o cistina y triptéfano. Estas observaciones llevan a la conclusién de que las
modificaciones no estan relacionadas con alteraciones de los patrones de glicosilacién. El analisis de la cadena ligera,
la cadena pesada y el semimero (una cadena pesada més una cadena ligera) del espectro de masas después de la
deconvolucién manual sugiere que se produce una posible glicacion del mAb1 con una cantidad total elevada de
cisteina o cistina y triptéfano afiadidos en % en peso a lo largo de una fase de produccién de 14 dias sobre el peso
total de mAb producido. Posiblemente se puedan observar mas aductos, es decir, adiciones de moléculas pequefias
en el mAb1. La aduccién de cisteina en la cadena ligera aumenta cuando la cantidad total afladida de cisteina o cistina
y triptéfano también aumenta. La Tabla 5 muestra el resumen de las caracteristicas del mAb1, obtenidas por Peptide
Mapping, para las tres condiciones experimentales ensayadas. Los resultados muestran que aumentar la cantidad
total de cisteina o cistina y tripté6fano afiadidos en % en peso durante una fase de produccién de 14 dias sobre el peso
total de mAb producido da lugar a un aumento de la oxidacidén de la metionina en la posicién de la treonina 19 de la
cadena pesada y la desamidacién en la posicion de la treonina 33 de la cadena pesada. Ademés, las variantes de %
de APG y % de BPG del mAb1 aumentan drasticamente con el aumento de la cantidad total de cisteina o cistina y
triptéfano afiadidos en % en peso durante una fase de produccion de 14 dias sobre el peso total de mAb producido,
mientras que el pico principal aumenta con la disminucién de la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos
en % en peso durante una fase de produccién de 14 dias sobre el peso total de mAb producido.

Tabla 5
ID del biorreactor

Caracteristicas de mAb1 65 66 67

Oxidacion de la metionina 10,60 % 15,20 % 19,70 %
HC T019

Desamidacién HC T023 2,60 % 2,10 % 2,20 %
Desamidacién HC T033 4,80 % 6,60 % 7,00 %
APG (%) 39,30 % 49 10 % 82,90 %
BPG (%) 6,10 % 7,30 % 2,40 %
Principal (%) 54,70 % 43,70 % 14,80 %

Ejemplo 4

Para identificar concentraciones inhibidoras de cisteina o cistina y tripté6fano en el crecimiento de una linea celular
CHO DG44 que expresa mAb1, se ensayaron diversas adiciones en bolos de cisteina o cistina y triptéfano el dia 3
con el objetivo de alcanzar una alta concentracién de esos aminoacidos (Tabla 2b). Para tener la misma cantidad de
cisteina o cistina y triptéfano afiadida de porcentaje en peso sobre el peso total de mAb1 producido, se adapté la
estrategia de adicién de sustrato. La figura 12 muestra que una alta concentraciéon de cisteina o cistina y triptéfano
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desde 0,3 g/L hasta 0,9g/L y 0,6 g/L, respectivamente, reduce significativamente el crecimiento celular (IVCC
acumulativo a lo largo de una fase de produccién de 14 dias normalizada por el CSV).

Ejemplo 5

Se planted la hipétesis de que el agotamiento de cisteina o cistina puede tener un efecto en el crecimiento y la
productividad de una linea celular CHO que expresa mAb1. Se analizaron nueve condiciones experimentales en
biorreactores de 2 L (Tabla 6a): tres condiciones de control sin agotamiento de cisteina o cistina durante todo el
proceso de la fase de produccién, dos condiciones experimentales con agotamiento diario comenzando el dia 6 y
continuando hasta el final del proceso de produccién de cultivo discontinuo con una concentracién de cisteina o cistina
en el sustrato de 6.87 g/L y cuatro condiciones experimentales con agotamiento de cisteina o cistina el dia 6 y con
una concentracién de cisteina o cistina en el sustrato de 17.17 g/L. El agotamiento es ciclico debido a la adicién diaria
de cisteina o cistina. La estrategia de adicién de sustrato se describe en la Tabla 6b. La cantidad total de cisteina o
cisteina afiadida y la cantidad total de cisteina o cisteina afladida por IVCC se muestran en la figura 13. La
concentracién de Cys antes de la adicién de sustrato se muestra en la figura 14c. Como se muestra en la figura 14a,
el agotamiento de cisteina o cistina el dia 6 no afecta al crecimiento celular si la concentracién de cisteina o cistina en
el sustrato es de alrededor de 17,17 g/L. Sin quedar vinculado a ninguna teoria, se cree que la cisteina o los
metabolitos relacionados con la cistina se acumulan y almacenan dentro de las células y estan disponibles cuando la
cisteina o la cistina se agotan. Sin embargo, la productividad de la linea celular de mAb1 se ve afectada por el
agotamiento de cisteina o cisteina (Figura 14b).

Tabla 6a
ID del biorreactor Concentracic’)nn d(_e Cys en el [ Cantidad to’EaI de Cys aﬁagido por IVCC el
sustrato afiadido (g/L) dia 14 (9/10'2 células)
68 34,35 12,24
69 34,35 13,10
70 34,35 9,51
71 6,87 4,32
72 6,87 4,29
73 17,17 4,69
74 17,17 5,07
75 17,17 4,59
76 17,17 4,24
Tabla 6b
Dia del cultivo| Cantidad de sustrato afiadido (% de CSV /24 horas)
0 0
1 0
2 0
3 0,2
4 0,28
5 0,36
6 0,36
7 0,68
8 0,68
9 0,84
10 0,84
11 % 0,72
12 0,72
13 0
14 0
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Ejemplo 6

El efecto de la reduccién de la heterogeneidad causada por el control de la cantidad total de cisteina o cistina y
triptéfano afiadidos en % en peso durante una fase de produccién sobre el total de mAb recombinante no es exclusivo
del mAb1; se ensayaron experimentos sobre la cantidad total de cisteina o cistina y tript6fano afiadidos con otras tres
lineas celulares CHO que también producen anticuerpos recombinantes (Tabla 7). Como se muestra en la figura 15a,
un aumento de la variante de carga del APG y la intensidad del color se correlacionan con un aumento de la cantidad
total de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos en % en peso sobre el mAb2 total. Se obtuvieron resultados parecidos
al analizar la variante de carga del APG para mAb3 (15b). Finalmente, un aumento de las variantes de carga del APG
y BPG y una disminucién en el pico principal se correlacionaron con un aumento de la cantidad total de cisteina o
cistina y triptéfano afladidos en % en peso sobre el mAb4 total (15c¢). Estos resultados confirman los resultados
obtenidos para mAb1.

Tabla 7
Biorreactor mAb Cantidad total en % de Cys/mAb Cantidad total en % de Trp/mAb
D (9/9) (9/9)
77 mAb2 24,02 14,89
78 mAb2 53,01 29,09
79 mAb2 33,35 21,81
80 mAb2 58,67 32,26
81 mAb3 15,97 17,25
82 mAb3 10,92 16,26
83 mAb4 81,15 57,12
84 mAb4 170,18 62,51
85 mAb4 151,22 55,55
86 mAb4 85,45 60,14

Ejemplo 7

El efecto de la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos en % en peso durante los 14 dias de produccidn
sobre el peso total de mAb recombinante producido se analiz6 en base a los datos de los cuatro anticuerpos
monoclonales diferentes ensayados en la presente memoria (Tablas 3y 7). Como se muestra en la figura 16 (a y b),
el aumento de la variante de carga del APG se correlaciona con un aumento de la cantidad total de cisteina o cistina
y triptéfano afladidos en % en peso sobre el peso total del anticuerpo recombinante producido para los cuatro
anticuerpos analizados. Los resultados confirman que la relacién entre la cantidad total de cisteina o cistina y triptéfano
afiadidos en % en peso sobre el peso total del anticuerpo recombinante producido y la heterogeneidad de un
anticuerpo no se limita a un anticuerpo especifico, sino que se aplica a cualquier anticuerpo.

Ejemplo 8
Formulaciones farmacéuticas liquidas

Las formulaciones farmacéuticas del anticuerpo monoclonal mAb1 se fabricaron en modo de cultivo discontinuo a gran
escala, es decir, en un biorreactor de acero inoxidable de 2000 litros, en las condiciones de funcionamiento estandar
descritas en el material y los métodos con diversas cantidades totales de cisteina o cistina y triptéfano afiadidas segun
se especifica en la Tabla. 9. El tampédn de la muestra de anticuerpo se sustituy6é por un tampén de diafiltracién (His
33 mM y Pro 250 mM, pH 5,6) por lo menos 7 veces (7 diavolumenes) seguido de ultrafiltracidén usando una membrana
con un peso molecular de corte (MWCO) de 30 kDa.

Se afiadié polisorbato 80 a la concentracién requerida (0,03 % p/v sobre la base de la concentracién final) una vez
que se alcanzé la concentraciéon del anticuerpo (140 mg/ml +/- 14 mg/ml). La concentracidén del anticuerpo se midié
usando UV A280.

La Tabla 8 muestra el aspecto de las variantes de carga del mAb1 formulado. En dos producciones definidas como
"mayor adicién de Cys" en las Tablas 8 y 9 con mayor cantidad total de cisteina o cistina afiadida en % en peso sobre
el total de mAb1 recombinante producido que las otras tres producciones se definen como "menor adicién de Cys" en
las tablas 8 y 9. El aumento de la variante de carga del APG se correlaciona con un aumento de la cantidad total de
cisteina o cistina afiadida en % en peso sobre el total de mAb1 recombinante producido.
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Tabla 8

Adicién de Adicién de Adicién de Cys | Adicién de Cys Adicién de Cys
Cys Cys mas baja maés baja maés baja
mas alta mas alta ) y (ejecucién n.® 2) | (ejecucidn n.° 3)
(Ejecucién n.° 1)
iCE % de APG 50,4 % 45,5 % 38,2 % 36,4 % 41,3 %
iCE % de pico principal 40,6 % 44,7 % 54,6 % 54,9 % 48,7 %
iCE % de BPG 9,0 % 9,8 % 7,2 % 8,7 % 9,9 %

Adicién de Cys | Adiciéon de | Adicién de | Adicién de | Adicién de
més alta Cys mas alta|Cys mas baja|Cys mas baja|Cys més baja

(Ejecucién n.° 1) [(Ejecucién n.°|(Ejecucién n.°|(Ejecucién n.°|(Ejecucién n.®

Cantidad total % en peso de Cys/mAb1

15,66 14,10 12,20 12,36 12,77
(9/9)
Cantidad total % en peso de Trp/mAb1 8 89 800 813 822 8 50
(9/9) . . . . .

Ejemplo 9

Se desarrollé un modelo para predecir el nivel en el grupo de picos acidos (APG) a partir de los datos (Tablas 3) de
una linea celular CHO DG44 que expresa anticuerpos mAb1 (Figura 17). EI APG se expresa en funcién de la cantidad
total de cisteina o cistina y triptéfano afiadidos en % en peso durante los 14 dias de produccidn sobre el peso total de
mAb recombinante producido usando la cinética de Michealis-Menten.

Para aplicar el modelo a la produccién de perfusidn, cada dia de produccién de perfusién se definié como un nuevo
lote de produccién. Por lo tanto, las proporciones de las cantidades totales de cisteina o cisteina y/o triptéfano
utilizadas se calculan segln el caudal de perfusién frente a la tasa de eliminacién de proteina recombinante producida
en el recipiente de produccidn. Se realizé una produccién de perfusiéon en biorreactores de 2 L utilizando tecnologia
de flujo tangencial alterno (ATF). Como se muestra en la figura 18, la predicciéon de la variante de carga del APG
concuerda perfectamente con los datos experimentales. Los resultados confirman que la relacién entre la cantidad
total de cisteina o cistina y triptéfano afladidos en % en peso sobre el peso total del anticuerpo recombinante producido
y la heterogeneidad de un anticuerpo se puede extender a otros modos de produccién, tales como producciones en
modo de perfusidn, discontinuo o quimiostato.
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REIVINDICACIONES
1. Un proceso para producir una proteina recombinante que comprende:

a. cultivar células huésped capaces de producir una proteina recombinante en un medio sin productos de origen
animal, en el que las células huésped son células CHO;

b. hacer progresar el cultivo a través de una fase de produccién en la que la proteina recombinante es producida por
las células, en el que, durante dicha fase de produccién, el cultivo se complementa con

e cisteina o cistina hasta una cantidad total del 10 % en peso al 30 % en peso de la cantidad total prevista de
proteina recombinante producida; y

o triptéfano hasta una cantidad total del 8 % en peso al 35 % en peso de la cantidad total prevista de proteina
recombinante producida,

c. y, opcionalmente, recuperar la proteina recombinante del medio de cultivo celular, en el que se realizan uno o mas
experimentos iniciales para determinar la cantidad total prevista de proteina recombinante producida.

2. El proceso segun la reivindicacidon 1, en el que el cultivo se complementa con cisteina o cistina hasta una cantidad
total del 12 % en peso al 28 % en peso de la cantidad total prevista de proteina recombinante producida, tal como una
cantidad total del 12 % en peso al 25 % en peso, p. €j., del 12 % en peso al 20 % en peso de la cantidad total prevista
de proteina recombinante producida.

3. El proceso segun la reivindicaciéon 1 0 2, en el que el cultivo se complementa con triptéfano hasta una cantidad total
del 8 % en peso al 30 % en peso de la cantidad total prevista de proteina recombinante producida, tal como una
cantidad total del 8 % en peso al 25 % en peso, p. €], del 8 % en peso al 20 % en peso de la cantidad total prevista
de proteina recombinante producida.

4. El proceso segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la cantidad total de cisteina o cistina
aportada durante el proceso es de 2,9 a 12 g/(10'2 células), tal como de 2,9 a 7 g/(10"2 células), p. ej., de 5,6 a 7 g/(102
células), en el que por células se refiere al recuento integral de células viables previsto al final de la fase de produccion.

5. El proceso segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la cantidad total de triptéfano aportada
durante el proceso es de 2,5 a 7 g/(10"? células), tales como de 2,5 a 3,5 g/(10"? células), en el que por células se
refiere al recuento integral de células viables previsto al final de la fase de produccion.

6. El proceso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la cantidad total de cisteina o cistina 'y
triptéfano en el cultivo se alcanza al afiadir cisteina o cistina y triptéfano al medio de cultivo celular:

a. al comienzo de la fase de produccion,

b. una o multiples veces en cualquier momento durante la fase de produccién,
¢. mediante adicién continua durante la fase de produccién, o

d. en cualquier combinacién de a., b. y c.

7. El proceso segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el proceso es un proceso discontinuo,
tal como un proceso de cultivo discontinuo.

8. El proceso segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la cisteina o cistina y triptéfano se
aportan mediante la adicién diaria durante la fase de produccién.

9. El proceso segln la reivindicacién 8, en el que la cisteina o cistina se agota en el cultivo antes de afiadir cisteina o
cistina al dia siguiente, p. €j., al reducir la adicion de cisteina o cistina a un nivel entre 56 y 7 g/(10'2 células), en el
que por células se refiere al recuento integral de células viables previsto al final de la fase de produccion.

10. El proceso segun la reivindicacién 8 o 9, en el que durante la Ultima etapa de produccién, es decir, cuando las
células ya han alcanzado la densidad celular viable méxima, el tripté6fano se agota en el cultivo antes de que se afiada
triptéfano al dia siguiente.

11. El proceso seglin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la concentracién de cisteina o cistina en
el medio de cultivo celular no sobrepasa los 0,9 g/L en ninglin momento durante la fase de produccién, preferiblemente
en el que la concentracidén de cisteina o cistina en el medio de cultivo celular no sobrepasa los 0,3 g/L en cualquier
momento durante la fase de produccion.

12. El proceso segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la concentracién de triptéfano en el
medio de cultivo celular no sobrepasa los 0,6 g/L en ninglin momento durante la fase de produccién, preferiblemente
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en el que la concentracidn de triptéfano en el cultivo celular no sobrepasa los 0,3 g/L del medio en cualquier momento
durante la fase de produccién.

13. El proceso segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la fase de produccién se realiza durante
por lo menos 7 dias, preferiblemente por lo menos 14 dias.

14. El proceso segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que en cualquier momento durante la
segunda mitad de la fase de produccién:

e la cantidad de cisteina o cistina en el cultivo es del 10 % en peso al 30 % de la cantidad prevista de proteina
recombinante producida; y

e la cantidad de triptéfano en el cultivo es del 8 % en peso al 35 % de la cantidad prevista de proteina
recombinante producida.

15. El proceso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que en cualquier momento durante la fase
de produccion:

e la cantidad de cisteina o cistina en el cultivo es del 10 % en peso al 30 % de la cantidad prevista de proteina
recombinante producida; y

e la cantidad de triptéfano en el cultivo es del 8 % en peso al 35 % de la cantidad prevista de proteina
recombinante producida.

16. El proceso segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la proteina recombinante es un
anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo.

17. El proceso segln la reivindicacién 16, en el que el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo es:
1) un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que

a. comprende el CDR-H1 que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO:1; el CDR-H2 que tiene la secuencia
definida en SEQ ID NO:2; el CDR-H3 que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO:3; el CDR-L1 que tiene
la secuencia definida en SEQ ID NO:4; el CDR-L2 que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO:5 y el CDR-
L3 que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO:6; o

b. comprende una regidn variable ligera que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 7 y una regién variable
pesada que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 8; o

c. comprende una regién variable ligera que tiene por lo menos el 80 % de identidad o parecido,
preferiblemente el 90 % de identidad o parecido con la secuencia definida en SEQ ID NO: 7 y una regidn
variable pesada que tiene por lo menos el 80 % de identidad o parecido, preferiblemente el 90 % de identidad
o parecido con la secuencia definida en SEQ ID NO: 8;

d. comprende una regién variable ligera que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 7 y una cadena
pesada que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 11; o

e. comprende una regién variable ligera que tiene por lo menos el 80 % de identidad o parecido,
preferiblemente el 90 % de identidad o parecido con la secuencia definida en SEQ ID NO: 7 y una cadena
pesada que tiene por lo menos el 80 % de identidad o parecido, preferiblemente el 90 % de identidad o
parecido a la secuencia definida en SEQ ID NO: 11; o

2) un anticuerpo que comprende una cadena ligera que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 9 y una cadena
pesada que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 10; o

3) un anticuerpo que comprende una cadena ligera que tiene por lo menos el 80 % de identidad o parecido,
preferiblemente el 90 % de identidad o parecido con la secuencia definida en SEQ ID NO: 9 y una cadena pesada
que tiene por lo menos el 80 % de identidad o parecido, preferiblemente el 90 % de identidad o parecido con la
secuencia definida en SEQ ID NO: 10.

18. El proceso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la fase de produccién se lleva a cabo
en un biorreactor, preferiblemente con un volumen igual o superior a 50 L, igual o superior a 100 L, igual o superior a
500 L, igual o superior de 1.000 L, igual o superior a 2.000 L, igual o superior a 5.000 L, igual o superiora 10.000 L o
igual o superior a 20.000 L.

19. El proceso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el proceso comprende la etapa de
recuperar la proteina recombinante del medio de cultivo celular y una etapa adicional de purificar la proteina
recombinante.
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20. El proceso segun la reivindicacién 19, en el que la purificacién comprende cromatografia de proteina A.

21. El proceso segun la reivindicacién 19 o 20, que comprende ademas la etapa de formular la proteina recombinante
purificada.

22. El proceso segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el proceso reduce la heterogeneidad
de las proteinas recombinantes producidas, en el que dicha reduccidn de la heterogeneidad comprende reducir:

a. la heterogeneidad de carga, preferiblemente del grupo de picos acidos (APG); y/o

b. oxidacién, isomerizacién, fragmentacién de aminoacidos, glicaciéon, desamidacién, cisteinilacién de otros aductos
covalentes; y/o

c. color o intensidad del color, p. €j., entre diferentes lotes de la proteina recombinante; y/o
d. especies de alto peso molecular (HMWS); y/o
e. inestabilidad de la proteina recombinante.

23. Un método para reducir la heterogeneidad de la poblacién de proteinas recombinantes en un lote producido en
fase de produccién por células huésped recombinantes, en el que las células huésped son células CHO, que
comprende

a. cultivar células huésped capaces de producir una proteina recombinante en un medio sin productos de origen
animal,

b. hacer progresar el cultivo a través de una fase de produccién en la que la proteina recombinante es producida por
las células, en el que, durante dicha fase de produccién, el cultivo se complementa con

e cisteina o cistina hasta una cantidad total del 10 % en peso al 30 % en peso de la cantidad total prevista de
proteina recombinante producida; y

o triptéfano hasta una cantidad total del 8 % en peso al 35 % en peso de la cantidad total prevista de proteina
recombinante producida

y, opcionalmente, recuperar la proteina recombinante del medio de cultivo celular, en el que se realizan uno o0 mas
experimentos iniciales para determinar la cantidad total prevista de proteina recombinante producida.

24. El método segln la reivindicacién 23, en el que el proceso tiene una o méas de las caracteristicas adicionales
enumeradas en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 22.
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Fig. 1
&

Cantidad de Cys afiadida = € “F+ "V
F= volumen de sustrato aadido [L}

{‘l'cysw concentracidn de sustrato (Cys) {g/L]
¥= volumen del bioreactor {L]

L

— concentracion del medio {Cys) {giL.]

&

Cantidad de RC producida = £, *V,
L = polipéptido recombinante

¥e= volumen final del bioreactor L]

Cae = titulo final de RC fg/L]

&

Relacion % Cys/RC = Cantidad de Cys afiadida*100/Cantidad de RC producida
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Fig. 4
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Fig. 7
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Fig. 10
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Fig. 12
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Fig. 16
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Fig17
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