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RESUMEN

Los anticuerpos monoclonales (AcM) han sido utilizados para el tratamiento de
diferentes padecimientos por su especificidad, eficacia y prolongada vida media en
circulacién (An, 2018). Las IgG se caracterizan por contener estructuralmente 2
regiones de importancia funcional, la regién Fab, que reconoce el antigeno, y la
region Fc, que induce la funcién efectora. La region Fc contiene una Asparagina 297
conservada, la cual puede ser glicosilada y, por lo tanto, impactar en su funcién
efectora y vida media.

La produccion recombinante de AcM en gran escala se ha realizado, principalmente,
en células de ovario de hamster chino (CHO). Con este sistema celular, se ha
encontrado que diversos factores del bioproceso, como son: el pH, tiempo de
residencia, temperatura y concentracion de nutrientes, influyen en las
modificaciones postraduccionales enzimaticas o quimicas del anticuerpo. Estas
modificaciones ocasionan heterogeneidad en el perfil de glicosilaciéon y en sus
variantes de carga. Dependiendo del sitio de modificacion y tipo de modificacion
serd el efecto en la funcionalidad y/o la farmacocinética del anticuerpo (Beyer et al.,
2018 y Du et al., 2012).

Sin embargo, hasta el momento se desconoce si la velocidad especifica de
crecimiento pueda tener un efecto sobre el perfil de glicosilacioén, y distribucion de
las variantes de carga. En caso de existir esta relacion, se tendria la posibilidad de
producir AcM en condiciones de crecimiento que favorezcan la obtencion de perfiles
de glicosilacién mas de acuerdo con la funcion efectora deseada. O por el otro lado,
limitar la presencia de glicoformas que afecten su farmacocinética y con esto se
podria incrementar la relacion costo beneficio de los sistemas de produccion de AcM
con funciones terapéuticas. De esa manera, el presente proyecto tuvo como objetivo
el evaluar el efecto de la velocidad especifica de crecimiento de las células
productoras de AcM sobre el perfil de glicosilacion y la distribucién de variantes de
carga. Para alcanzar este objetivo, se desarrollaron estrategias que permitieron
controlar la velocidad de crecimiento de una linea celular CHO K1 productora de un
IgG1. En primera instancia se estudiaron 2 cultivos semicontinuos en matraces

donde se obtuvieron velocidades de crecimiento en el estado pseudo-estable de
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10.4 + 44.8 % pmax y 58.6 + 19.4 % pmax. Posteriormente se estudiaron 2 cultivos
utilizando un sistema de perfusion en biorreactor, donde se obtuvieron velocidades
de crecimiento de 52.8 £ 5.3 % pmax ¥ 19.1 + 2.0 % pmax. Por la baja variabilidad
encontrada y por alcanzar estados estables reales, resultd un mejor sistema de
estudio el cultivo en perfusion. Asimismo, se encontré que al incrementar la
velocidad especifica de crecimiento se redujo la abundancia relativa de glicanos
manosa 5 y glicanos hibridos, al tiempo que se incremento la abundancia relativa
de glicanos complejos, G1, G2 vy fucosilados. Por otro lado, se encontré que al
incrementar la velocidad de crecimiento disminuyd la abundancia relativa de la
fraccion principal. Con estos resultados se aceptd la hipétesis del proyecto, que
propone que la velocidad especifica de crecimiento celular influye sobre los perfiles
de glicosilacién y las variantes de carga de un AcM recombinante.



1 INTRODUCCION

En 1977 Niels K. Jerne, Georges J.F. Kohler y César Milstein desarrollaron la
tecnologia del hibridoma. Esto fue el punto de partida para la produccion de
anticuerpos monoespecificos producidos por una sola clona (monoclonales). Esto
permitié la produccion de AcM en cantidades suficientes para la investigacion o
terapia. El primer estudio clinico exitoso de un AcM para evitar el rechazo de
organos sucedio en 1986 (Zhou y Mascelli, 2011). Los AcM mas abundantes y
relevantes para la biotecnologia son las inmunoglobulinas G (IgG). Las cuales han
revolucionado la medicina al dirigir su actividad biologica a sitios especificos,
pudiendo ser utilizados para el tratamiento de diferentes padecimientos, que
incluyen cancer, desordenes inflamatorios, enfermedades autoinmunes,
cardiovasculares y neuroldgicas (Sha et al., 2016 y An, 2018). Las inmunoglobulinas
G se caracterizan por contener estructuralmente dos regiones de importancia
funcional: una region de reconocimiento del antigeno, que es aquella que reconoce
a la molécula o célula blanco para el cual es especifico; y una region Fc que realiza
la funcién efectora. Finalmente, esta ultima region puede activar el sistema inmune
ocasionando el reclutamiento de células inmunitarias que pueden fagocitar o lisar al
antigeno. Por otro lado, los anticuerpos libres son reconocidos en esta region por el
receptor neonatal, el cual incrementa su vida media (Janeway et al., 2012). Los IgG1
en su regidn Fc contienen una asparagina 297 conservada, la cual es glicosilada en
el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi. Esta modificacion postraduccional
puede modificar la funcién efectora y vida media del anticuerpo en circulacién. Se
ha reportado que la ausencia de fucosa incrementa la accion efectora litica por
células NK, conocida como citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC)
(Mimura et al., 2018). Por otro lado, la presencia de galactosas incrementa la ADCC
y favorece la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) (Houde et al., 2010,
Hodoniczky et al., 2005 y Chung et al., 2014, Liu, 2015). Finalmente, la presencia
de glicanos altos en manosa reduce la vida media del anticuerpo (Slade et al., 2016).
En el caso de que el anticuerpo no esté glicosilado ocasiona una reduccion

considerable de su funcion efectora (Jefferis, 2009). Debido al creciente uso y



amplia aplicacion en los procedimientos terapéuticos, se ha requerido la produccion
en gran escala de estas biomoléculas, para lo cual se ha realizado su expresiéon
recombinante en células de ovario de hamster chino (CHO) (Butler y Spearman,
2014). Empleando este sistema, se ha encontrado que diversos factores del
bioproceso, como son el pH, tiempo de residencia, temperatura y concentracion de
nutrientes, influyen en la presencia de modificaciones postraduccionales del
anticuerpo, pudiendo ser procedimientos enzimaticos o quimicos (Tharmalingam et
al., 2014, Fan et al., 2015, Sou et al., 2015, Xie et al., 2016, Beyer et al., 2018, Tang
et al., 2018). Las modificaciones enzimaticas principalmente resultan en variaciones
del perfil de glicosilacién y las quimicas consisten en modificar los aminoacidos del
anticuerpo resultando en variaciones de carga. En este sentido, dependiendo de la
localizacion del aminoacido modificado, asi como del tipo de modificacién, tendran
un impacto en la funcion de reconocimiento del antigeno o en la funcion efectora del
anticuerpo (Beyer et al., 2018 y Du et al., 2012).

Varios estudios han evidenciado que la potencia biolégica, farmacocinética y funcion
efectora de los AcM son frecuentemente modificados por dos parametros: la
variacion en el perfil de glicosilacién y las variantes de carga de las proteinas. Por
lo cual se les ha considerado como atributos criticos de su calidad. Por consiguiente,
varios grupos de investigacion han estudiado el efecto de diferentes variables de
proceso de produccién de los AcM sobre los dos pardmetros arriba mencionados.
Para lo cual, se han empleado cultivos lote alimentados, para evaluar el efecto de:
la disminucién de temperatura en la fase estacionaria, diferentes medios de cultivo,
diferentes lineas celulares y modificaciones del pH. (Tang et al., 2018, Xie et al.,
2016, Fan et al., 2015, Sou et al., 2015 y Tharmalingam et al., 2014).

Por su parte, los cultivos continuos ofrecen la ventaja de alcanzar estados estables
con condiciones de proceso, concentraciones de nutrientes, comportamiento
metabdlico y velocidades de crecimiento constantes, reduciendo con esto las
variables presentadas en cultivos tipo lote o lote alimentado. Adicionalmente, al
variar la tasa de dilucion es posible modificar la velocidad de crecimiento. Para el
caso de cultivos de perfusion con altas concentraciones celulares, es posible reducir

el tiempo de residencia de la molécula en estudio por el alto recambio de medio de



cultivo. Por lo tanto, se consider6é que este tipo de cultivos eran una metodologia
apropiada para estudiar el efecto de la velocidad de crecimiento sobre la calidad de

un anticuerpo monoclonal.



2 ANTECEDENTES

2.1 Los anticuerpos monoclonales y laimportancia de los perfiles de

glicosilacion y de variantes de carga

La molécula de IgG tiene un peso aproximadamente de 150 kDa y estructuralmente
estd compuesta de dos diferentes tipos de cadenas polipeptidicas (Figura 1), una
de aproximadamente 50 kDa, llamada cadena pesada o H, y la otra de 25 kDa
llamada cadena ligera o L. Cada molécula de IgG consiste en dos cadenas pesadas
y dos ligeras, las dos cadenas pesadas estan unidas entre ellas mediante puentes
disulfuro, y cada cadena pesada esta unida a una cadena ligera por un puente
disulfuro. En la Figura 1 se muestran los dominios del anticuerpo, donde cada
cadena pesada tiene 4 dominios (VH, CH1, CH2, CHs) y cada cadena ligera 2 (VL y
CL), siendo Unicamente variables los dominios Vu y VL. (Janeway et al., 2012).
Los anticuerpos tienen dos funciones. Una es la unién especifica a su blanco, que
se le puede llamar de reconocimiento. Y la otra es la funcién efectora, que consiste
en reclutar células inmunitarias y moléculas para eliminar al antigeno, ya sea por
fagocitosis 0 mediante activacion del complemento. Con base en sus dos funciones,
el anticuerpo puede ser dividido en 2 partes. 1) La regidn de unién al antigeno (Fab)
gue corresponde a la region final de los dos brazos de la Y (regién V), la cual varia
extensamente entre diferentes anticuerpos por lo que es conocida también como
regién variable. 2) La region que participa en la funcién efectora del sistema inmune,
gue es el vastago de la Y, que muestra una variabilidad muy baja y es conocida

como la regidn cristalizable (Fc) (Janeway et al., 2012).
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Figura 1. Esquema de IgG. La IgG esta compuesto por 2 cadenas pesadas con un peso molecular
de 50 kDa cada una y dos cadenas ligera de 25 kDa con un peso tototal de 150 kDa. (Shi y Goudar,
2014).

Los epitopos reconocidos por la fraccion Fab pueden encontrarse en moléculas
individuales, como toxinas, o en entidades complejas, como células. La
neutralizacion del antigeno llevada a cabo por el anticuerpo puede ser suficiente
para su funcién. Sin embargo, en algunos casos adicionalmente se requiere la
eliminacién de la molécula reconocida o en células patdgenas su destrucciéon y
eliminacién. Por lo tanto, dependiendo de la accidén deseada es relevante la funcion
de la fraccion Fc del anticuerpo conocida como funcion efectora. Dentro de los
mecanismos que media la funcién efectora se encuentra la activacion del
complemento. Este inicia cuando al menos dos moléculas de IgG reconocen un

antigeno y estan lo suficientemente juntas con la consiguiente activacion del



complemento por la via clasica, mediante la union de las proteinas C1q a la region
Fc del anticuerpo. Subsecuentemente, se lleva a cabo la cascada de sefializacion
que resulta en la opsonizacion del complejo mediante el marcaje con C3b para ser
fagocitado. Adicionalmente la cascada de activacion del complemento puede
reclutar células fagociticas al sitio de activacion, asi como promover la inflamacion,
y llevar a cabo la formacién del complejo de ataque de membrana. El complejo de
ataque de membrana genera poros en la membrana y causa la lisis celular,
llamandose a este mecanismo de accion como citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) (Janeway et al.,, 2012). Otro mecanismo efector de los
anticuerpos es el reconocimiento de la regidbn Fc por receptores Fcy. Estos
receptores se encuentran en células fagociticas como los son los macrofagos,
células dendriticas y neutrdéfilos, que al reconocer la regiéon Fc llevan a cabo la
fagocitosis celular dependiente del anticuerpo (ADCP). Adicionalmente se
encuentran receptores de esta familia en células no fagociticas del sistema inmune,
como las células NK, eosindfilos, baséfilos y mastocitos, las cuales secretan
compuestos citotoxicos. Se ha descrito que las células NK son las principales
células que llevan a cabo la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo
(ADCCQ), la cual es otra funcién efectora que se realiza al reconocer la region FC del
anticuerpo (Rogers et al., 2014, Griggs y Zinkewich, 2009 y Janeway et al., 2012).
Por otra parte, la region Fc de los anticuerpos también juega un papel importante
en su vida media, siendo aproximadamente de 14 a 28 dias. Esto es atribuido a un
mecanismo de reciclado por el receptor neonatal Fc (FCRn) que reconoce la region
Fc. Al ser internalizado el AcM por pinocitosis para su protedlisis, al estar unido al
receptor FCRn, este previene su liberacion en los lisosomas regresandola a la
circulacion sistémica (Zhou y Mascelli, 2011, Janeway et al., 2012). Por otro lado, el
tipo de glicano presente en la Fc del anticuerpo influye sobre la vida media. La
presencia de glicanos altos en manosa coincide con vidas medias menores
posiblemente por su reconocimiento por receptores para manosa, presentes en
células del higado, y que eliminan las proteinas unidas a estos azUcares terminales
(Liu, 2015).



Por otro lado, se reconoce que la calidad de los productos biofarmacéuticos consiste
en asegurar que el producto seré eficaz y seguro. Para lo cual, es necesario conocer
en primera instancia el mecanismo de accion de la molécula, asi como las
alteraciones que pudieran modificar su funcion. En términos de bioactividad, como
ya se ha mencionado, la molécula debe ser especifica contra su blanco, capaz de
llevar a cabo la funcion efectora, si fuera el caso, y mantener una vida media
adecuada dentro del organismo.

Dentro de las caracteristicas criticas de los anticuerpos que pueden modificar su
bioactividad se encuentra la microheterogeneidad, la cual es debida a
modificaciones postraduccionales o modificaciones quimicas durante su residencia
en el cultivo. Estas alteraciones pueden realizarse por reacciones enzimaticas o
quimicas, donde podemos identificar dos grandes grupos. Un grupo consiste en el
perfil de glicosilacion que se lleva a cabo en la Asn 297 de la Fc, ya que dependiendo
de la estructura de los glicanos unidos al anticuerpo presentara diferentes
propiedades efectoras y farmacocinéticas. En el otro grupo se encuentran las
variantes de carga que pueden estar presentes en cualquier aminoacido, ya que
dependiendo donde se presenten podran afectar en el reconocimiento del antigeno,
funcién efectora y farmacocinética. (Beyer et al., 2018). Por lo que para garantizar
la calidad y consistencia de la produccién del AcM cada etapa de produccion desde
la expresion de la proteina hasta su almacenaje debe estar bien controlada y
caracterizada (Wang et al., 2018, Jefferis, 2009).

2.2 Perfil de N-glicosilacién

En la Figura 2 se muestra el proceso de N-glicosilacion. Este proceso inicia en el
reticulo endoplasmico, donde un oligosacarido de 14 azucares es incorporado a las
proteinas nacientes en las asparaginas de la secuencia Asn-X-Ser/Thr, donde X
puede ser cualquier aminoacido excepto prolina. Durante el paso de la proteina por
el reticulo endoplasmico, sucede el proceso de plegamiento y, a su vez, mediante
la acciéon de glicosidasas, las glucosas y algunas manosas son recortadas.
Asimismo, la glicoproteina puede sufrir posteriores modificaciones en caso de pasar

por el aparato de Golgi, como lo son eliminacion o adiciones de azucares mediante



la accion de glicosidasas o glicosiltransferasas. Obsérvese en la Figura 2 que el
proceso de maduracién en el aparato de Golgi es dependiente de la disponibilidad
de azucares nucleotidicos precursores como UDP-GIcNAc, UDP-Gal, GDP-Fuc,
CMP-Sia. Ademas, es necesaria la presencia de transportadores que transloquen
los azucares nucleotidicos desde el citoplasma al lumen del aparato de Golgi. En la
Figura estan representados mediante cilindros de colores, azul para UDP-GIcNAc,
rojo para GDP-Fuc, amarillo para el UDP-Gal y rojo para CMP-Sia (Varki et al.,
2017).
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Figura 2. Glicosilacion de proteinas en reticulo endoplasmico y aparato de Golgi. (Varki et al., 2017).

Adicional a lo mostrado en la Figura 2, es necesaria la acciébn de enzimas
encargadas de llevar a cabo el proceso de maduracion del glicano
(glicosiltransferasas y glicosidasas). En este sentido, el glicano Man9 puede ser

recortado hasta Man5 por accién de la manosidasa | (Manl). El siguiente paso sera
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la accion de la N-acetilglucosaminiltransferasa | (GnTl), la cual incorporara una
molécula de N-acetiglucosamina. En esta etapa que ya se ha incorporado una
molécula de GIcNAc pueden actuar la fucosiltransferasa (FucT) y la manosidasa Il
(Manll). La FucT incorporara una fucosa. La Manll continuara con el recorte de
manosas. Subsecuente al recorte de manosas se incorpora otra molécula de N-
acetilglucosamina por la GnTIl. Posteriormente, el proceso continua con la adicion
de una o dos galactosas por la galactosiltranferasa (GalT). Finalmente, se adiciona
acido sialico por la sialiltransferasa (SiaT) (Fan et al., 2015 y Varki et al., 2017).

En la Figura 3 se muestra el proceso de interconversion y activacion de los glicanos
que participan en el proceso de glicosilacion. Entre las diferentes rutas mostradas,
se reconoce gue partiendo de glucosa o manosa y nucleétidos trifosfatados pueden
sintetizarse todos los azlcares nucleotidicos activados involucrados en la
glicosilacion de los IgGl. Sin embargo, para la sintesis de UDP-GIcNAc, es
necesaria, adicionalmente, la transaminacion a partir de glutamina (Fan et al., 2015,
Varki et al., 2017). En este sentido, adquieren un papel importante la presencia de
glucosa y glutamina en los medios de cultivo para la produccién de glicoproteinas
recombinantes. Esto por su importancia como precursores de los esqueletos de los
glicanos y como fuentes de energia.

Como ya hemos comentado, dependiendo de la estructura de los glicanos unidos al
anticuerpo, este presentara diferentes propiedades efectoras y farmacocinéticas. En
este sentido, la eliminacién de fucosa incrementa la afinidad de los receptores
FcyRIlla de las células NK por consiguiente se incrementa la ADCC (Mimura et al,
2018). Los anticuerpos con glicanos altos en manosa incrementan la actividad
ADCC pero aumentan la velocidad de su eliminacion (Slade et al., 2016). La adicion
de acido sialico convierte el anticuerpo en un mediador antiinflamatorio y disminuye
ADCC/CDC (Mimura et al.,, 2018, Kai-Ting et al., 2013). La galactosilacion
incrementa ADCC/CDC/ADCP. En cambio, la ausencia de galactosa reduce la
ADCC/CDC/ADCP (Houde et al., 2010, Hodoniczky et al., 2005 y Chung et al.,
2014). Finalmente, se recomienda el empleo de anticuerpos no glicosilados cuando
no es requerida la funcién efectora ADCC/CDC, que es el caso de anticuerpos

neutralizantes agonistas o antagonistas.
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Figura 3. Biosintesis e interconversion de monosacaridos en células de mamifero (Modificado de
Varki et al.,, 2017). Se incluyen las rutas de interconversién de los principales monosacaridos
encontrados en IgG1. En 6valos rojos se muestran los distintos monosacaridos, los cuales podrian
sintetizarse a partir de glucosa o manosa, o pudieran ser obtenidos extracelularmente. Los
rectangulos verdes representan los distintos azucares nucleotidicos activados involucrados en el
proceso de glicosilacién. Es posible la presencia de dos especies de acido sialico (Neu5Gc y
Neu5Ac) (Ghaderi et al., 2012, Sou et al., 2015, Varki et al., 2017).

2.3Variantes de carga

Las modificaciones de carga son el resultado de modificaciones postraduccionales
o de degradacion pudiendo ser quimicas o enzimaticas (Kawhli et al., 2010, Bucama
etal., 2012 y Du et al., 2012). Las variantes de carga se han clasificado en 3 grupos
con base en su separacion por cromatografia de intercambio cationico. La primera
fraccién en eluir se le ha identificado como variantes &cidas, la segunda como
fraccién principal y al ultima como variantes basicas (Du et al., 2012).

La presencia de variantes de carga del anticuerpo es un atributo de calidad
importante. Esto porque, la heterogeneidad de cargas puede modificar su

estructura, estabilidad, propiedades quimicas y afinidad de unién a sus receptores,
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y por consiguiente su actividad bioldgica (Khawli et al., 2010, Miao et al., 2017) por
consiguiente, tiene efecto sustancial sobre las propiedades funcionales del
anticuerpo. Se ha demostrado, al utilizar anticuerpos quimicamente modificados,
que las variaciones de carga pueden modificar las propiedades de union a las
proteinas o células blanco, afectando su penetracion a tejidos, distribucion y
farmacocinética. Los efectos de las variaciones de carga son altamente
dependientes de la naturaleza de la modificacion, localizacion, y del grado de
modificaciones presentes. La localizacion resulta critica en caso de encontrarse en
la regidn Fab de reconocimiento del antigeno o en la regién Fc, mediadora de la
funcion efectora (Du et al., 2012). Khawli y colaboradores (2010) realizaron estudios
farmacocinéticos en ratas de las variantes acidas, basica y especies principales, no
encontrando diferencias. En cuanto a la funcion de union al antigeno, Tang y
colaborares (2018) encontraron disminucion de la afinidad en las variantes acidas y
basicas con respecto a la afinidad del anticuerpo sin fraccionar, encontrando
ademas mayor afinidad en la especie principal purificada. Boswell y colaboradores
(2010) propusieron que la heterogeneidad de cargas pudiera modificar las
interacciones electrostaticas del AcM con las membranas celulares y modificar la
farmacocinética del anticuerpo. Se han observado diferentes comportamientos
farmacocinéticos al variar el punto isoeléctrico del AcM en mas de una unidad.
Donde cada fraccion de variantes de carga tiene una distribucion tisular y vida media
diferente (Boswell et al., 2010).

Tang y colaboradores (2018) propusieron que las variantes de carga acidas, basicas
y la variante principal son generadas intracelularmente, y una vez secretadas, la
fraccion principal es degradada para formar variantes de carga acidas. Las especies
principales no necesariamente corresponden a la forma sin modificacion o sin
degradacion del anticuerpo. Sino que tipicamente consisten en especies con
modificaciones postraduccionales de ciclizacion en la glutamina N-terminal para
generar piroglutamato y de remocion de las lisinas C-terminales. Las especies
principales han sido utilizadas como control para la caracterizacion detallada de las
variantes acidas y basicas (Du et al., 2012). Se ha descrito que las variantes acidas

pudieran resultar de reacciones de: desamidacion, glicacion, sialilacion o
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cisteinilacion (Tang et al., 2018, Miao et al.,, 2017 y Khawli et al., 2010). Se ha
reconocido a la desamidacion de la asparagina la principal causa de generacién de
variantes de carga acidas. Esta modificacion depende de la estructura primaria,
siendo mas favorable al estar cercana a residuos de glicina y serina (Tang et al.,
2018, Xie et al., 2016 y Miao et al., 2017). Se ha descrito que la desamidacion de la
asparagina es una especie de reloj molecular de las proteinas, ya que este proceso
ocurre desde su sintesis y aumenta durante la vida de la proteina (Tang et al., 2018).
Entre los mecanismos que originan el incremento de variantes de carga basicas se
encuentran: la preservacion lisinas carboxilo terminales de la fraccion cristalizable
(Antes et al., 2007 y Torkashvand y Vaziri, 2016), formacion de succinimida de la
isomerizacion del aspartato, oxidacion de aminoécidos y amidacion en el carboxilo
terminal (Miao et al., 2017).

En la Figura 4 se muestran las reacciones involucradas en la generacion de
especies encontradas en la fraccion principal. Estas especies pueden originarse por
distintas modificaciones. Las lisinas C-terminales, pueden ser removidas total o
parcialmente por carboxipeptidasas. Es de mencionar, que la secuencia genética
de las cadenas pesadas en el extremo C-terminal codifica para lisinas. Por otro lado,
el primer aminoacido de la cadena pesada puede ser glutamato o glutamina, y el
primero de las cadenas ligeras lambda usualmente es glutamina. En el caso de las
glutaminas N-terminales pueden ser ciclizadas para generar piroglutamato que no
ocasiona modificacion de carga, pero ha sido aislado en la fraccién principal (Liu et
al., 2007 y Liu et al., 2011).

En la Figura 5 se muestran las reacciones involucradas en la generacion de
especies encontradas en la fraccion acida. En la reaccion de desamidacion de la
asparagina se pierde un grupo amino con la obtencion de aspartato o isoaspartato
gue suman una carga negativa al polipéptido (Shahrokh et al., 1994, Catak et al.,
2006). La glicacion consiste en la reaccion de residuos de lisina con azucares
reductores como glucosa, fructosa o galactosa, eliminando una carga positiva (Mo
et al., 2018, Goetze et al., 2011). La sialilacidn es una reaccion enzimatica realizada
en el aparato de Golgi que consiste en la incorporacion de un acido sialico que

aporta una carga negativa. La cisteinilizacion consiste en la formacion de un puente
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disulfuro de las cisteinas sin reaccionar del AcM con una cisteina libre. Este tipo de
modificacion pudiera encontrarse en la region variable del anticuerpo. Banks y
colaboradores (2007) propusieron que la retencion de esta isoforma en la fraccion
acida pudiera deberse a cambios estructurales inducidos por la cisteinilizacion que
ocasionan la exposicion de residuos acidos.

En la Figura 6 se muestran las reacciones involucradas en la generacion de
especies encontradas en la fraccion basica. Una especie es la que tuvo escision
incompleta de lisinas C-terminales, ya que la presencia de cada lisina contribuye
con una carga positiva. La succimida es un intermediario en la reaccién de
formacién de isoaspartato, su formacion implica la perdida de una carga negativa
(Harris et al., 2001 y Shahrokh et al., 1994). La metionina es el aminoacido mas
propenso a oxidacion. Chumsae y colaboradores (2006) propusieron que la
oxidacion de la metionina causa cambios conformacionales que pueden reflejarse
en distribucion de cargas locales. Esto ocasiona un cambio de tiempo de retencion,
explicando de esta manera el incremento del tiempo de retencién ocasionado por
esta isoforma. El extremo carboxilo terminal de las cadenas pesadas contiene la
secuencia PGK. Donde mediante la accion de la carboxipeptidasa la lisina es
escindida, quedando prolina y glicina. Estas ultimas pueden modificarse mediante
la accion de la PAM (peptidilglicina-amidasa monooxigenasa). PAM elimina la
glicina y amida a la prolina terminal con la sustitucion de una carga negativa del

carboxilo por una positiva del grupo amino. (Prigge et al., 2000 y Liu et al., 2007).

16



Remocién de lisina carboxilo terminal
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Figura 4. Reacciones involucradas en la generacion de variantes de carga encontradas en la fraccion

principal, separada por cromatografia de intercambio cationico.
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Figura 5. Reacciones involucradas en la generacién de variantes de carga encontradas en la fraccion
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Preservacion de lisinas carboxilo terminales
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Figura 6. Reacciones involucradas en la generacion de variantes de carga encontradas en la fraccion
béasica, separada por cromatografia de intercambio cationico.

En la Figura 7 se muestra la secuencia de aminoacidos de un IgG1 tipico. Los
extremos amino corresponden al primer aminoacido. Las regiones conservadas del

anticuerpo se encuentran a partir del aminoacido 109 y 124 para la cadena ligera 'y
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pesada respectivamente (Eldert, 1998). Algunos aminoacidos sufren modificaciones
postraduccionales que resultan en variantes de carga. El primer aminoacido de la
cadena pesada puede ser glutamato o glutamina, y el primero de las cadenas ligeras
lambda usualmente es glutamina, la cual puede ser ciclizada para generar
piroglutamato (Liu et al., 2007). Cerca del aminoacido 300 de la cadena pesada se
encuentra la secuencia consenso EEQYNSTYR que es glicosilada en la asparagina
(Perdivara et al., 2009). En el extremo C-terminal se encuentra la secuencia PGK
donde la lisina puede ser escindida y la prolina puede ser amidada. La desaminacion
de la asparagina ha sido descrita como un reloj molecular de las proteinas. La
desaminacion de Asp es mas susceptible al estar unida en su extremo carboxilo a
glicina, serina e histidina (Robinson y Robinson, 2001). La metionina ha sido

descrita como el aminoacido mas susceptible a oxidarse.
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Cadena pesada
1 QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGEFTFSNYGMHWVRQAPGKGLEWVAAIWYDGSNKYY 60

61 ADSVKGRFTISRDNSKNTLYMOMNSLRAEDTAVYYCAREGRWVRYTTVTITIGYYFDYWGQ 120
121 GTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT 180
181 FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPC 240

241 PAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT 300

301 KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQOPREPQVY 360
361 TLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK 420

421 LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK 458

Cadena ligera
1 QSVLTQPPSASGTPGORVTISCSGTSSNIGSSTVNWYQOLPGMAPKLLIYRDAMRPSGVP 60

61 DREFSGSKSGASASLAIGGLQSEDETDYYCAAWDVSLNAYVEGTGTKVTVLGQPKANPTVT 120
121 LFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADGSPVKAGVETTKPSKQSNNKYAASS 180

181 YLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS 215

Figura 7. Estructura primaria de un IgG1 humano tipico (NCBI, 2018). El extremo amino corresponde
al aminoécido 1, y el carboxilo al otro extremo. Se muestran en negritas los sitios conservados mas
comunes susceptibles a modificaciones postraduccionales que generan variantes de carga.

2.4Factores celulares y de proceso que influyen en la produccion y
perfiles de glicoformas y de variantes de carga del AcM

2.4.1 Velocidad de crecimiento

Diversos autores han encontrado que, la velocidad de crecimiento (i) de las células
productoras determina la cantidad del AcM producido. Ramirez y Mutharasan (1990)
estudiaron cultivos semicontinuos de células de hibridoma para produccién de AcM.
Obtuvieron maximas velocidades de produccion de AcM en células en la fase G1
del ciclo celular. Adicionalmente observaron que al incrementar la tasa de dilucion
disminuy6 la velocidad de produccién de AcM y se incrementd la velocidad de

crecimiento celular. Vergara y colaboradores (2014) estudiaron cultivos de células
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CHO productoras del activador tisular del plasminégeno en quimiostato.
Encontraron que al reducir la tasa de dilucion en condiciones de hipotermia
moderada (33°C) se promueve un incremento en la produccion de proteina
recombinante. Finalmente, sugirieron que las condiciones de hipotermia y valores
pequefios de p promueven una mayor productividad. Li y colaboradores (2013)
estudiaron cultivos continuos de células CHO a diferentes tasas de dilucién, de 0.2
d*a 0.65 d*. Encontraron que a menores tasas de dilucién un mayor porcentaje de
células (78.1% y 48.4% respectivamente) se encuentran en las fases G1/GO0.
Andersen y colaboradores (2000) reportaron que la reduccién de la velocidad de
crecimiento celular favorece la glicosilacion del activador tisular del plasmin6geno
producido en células CHO. Lipscomb y colaboradores (2005) estudiaron la
glicosilacion en fosfatasa alcalina producida en células CHO. Encontraron
disminucién de manosas terminales e incremento de sialilacion a bajas velocidades
especificas de crecimiento en un cultivo de perfusion, en comparacion con un cultivo
tipo lote con altas velocidades especificas de crecimiento. Bedoya y colaboradores
(2016) estudiaron el efecto de la reduccién de la temperatura de 37°C a 30°C sobre
la transcripcion en cultivos de células CHO productoras del activador tisular del
plasminégeno, el cual es una proteina glicosilada. Donde encontraron que, al reducir
la temperatura, se reduce la velocidad especifica de crecimiento de 0.552 d* a 0.12
d*. Adicionalmente encontraron un incremento en la productividad de proteina.
Propusieron que esto pudiera estar correlacionado con variaciones en la expresion
de genes involucrados en las modificaciones postraduccionales en el reticulo
endoplasmico y el aparato de Golgi. Lo cual causa cambios en la productividad.

En este apartado se mencionaros ejemplos de estudios de cultivos en los que se
modifico la velocidad especifica de crecimiento. En los cuales, estudiaron la relacién
de la velocidad de crecimiento con la productividad, asi como la glicosilacién de la
fosfatasa alcalina y el activador tisular del plasmindégeno. Estas proteinas tienen un
perfil de glicosilacion distinto al de las inmunoglobulinas G. En la revision
bibliografica, no se encontraron estudios que relacionen la velocidad de crecimiento
con la generacion de variantes de carga, ni que relacionen la velocidad de

crecimiento con la glicosilacion de anticuerpos.
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2.4.2 Medio de cultivo y nutrientes

El perfil de glicosilacion, asi como la distribucion de variantes de carga son
impactadas por multiples factores, incluyendo la composicién del medio de cultivo,
metabolitos y condiciones del proceso, los cuales seran mencionados en este
apartado. Iniciaremos describiendo los factores que afectan la glicosilacion. En
cuanto a la composicion del medio de cultivo, se ha reportado que la limitacion de
nutrientes afecta las etapas iniciales del proceso de glucosilacion, al estar limitada
la glutamina disminuye la disponibilidad de UDP-GIcNAc. La limitacion de glucosa
0 una alteracion de su metabolismo reduce la disponibilidad de UDP-Gal (Fan et al.,
2015). La limitacion de UDP-GIcNAc tiene como consecuencia la baja actividad de
la GnTI, que ocasiona el bajo procesamiento de la glicoproteina incrementando los
manosa 5 y decreciendo los glicanos con modificaciones subsecuentes, como lo
son los galactosilados y sialidados. Por otro lado, la presencia de metabolitos
toxicos puede inactivar a las proteinas involucradas en el proceso de glicosilacion.
Se ha reportado que concentraciones de amonio superiores a 10 mM, incrementan
el pH del medio de -cultivo. Este incremento causa inactividad de las
glicosiltransferasas, reduciéndose la disponibilidad de UDP-GIcNAc en el aparato
de Golgi. Lo que ocasiona la disminucién de la galactosilacién y sialilacion (Fan et
al., 2015, Yang y Butler, 2000). En cuanto a las condiciones del proceso, se ha
reportado que el incremento del pH trae como resultado el decremento de la
galactosilacion y sialilacion terminal, asi como de la proporcion de estructuras
fucosiladas (lvarsson et al., 2014). Schmelzer y Miller (2000) demostraron que las
condiciones hiperosmoéticas, asi como la hipercapnia, reducen la sialilacion de la
molécula de adhesion neural. La reduccion de la temperatura del cultivo incrementa
el grado de sialilacion (Palomares et al., 2004). En cuanto a las condiciones
metabolicas, se ha propuesto que la baja productividad puede resultar en el
incremento de la galactosilacion (Fan et al., 2015).

En cuanto a los factores que afectan la distribucion de variantes de carga, existen

varios estudios donde bajo diferentes condiciones han encontrado en mayor o

23



menor medida la generacién de variantes acidas a partir de la fraccion principal. En
los cuales no han encontrar incremento de variantes basicas extracelularmente.

Tang y colaboradores (2018) estudiaron la degradacion de la fraccion principal.
Encontraron que se degrada en diferentes proporciones en diferentes formulaciones
de medio de cultivo fresco, siendo menor la degradacion en PBS (pH 7.0).
Adicionalmente, estudiaron varias condiciones in vitro, encontrando que el tiempo
de residencia y la temperatura incrementan la generacion de variantes de carga
acidas. Por otro lado, Xie y colaboradores (2016) encontraron que al reducir el pH
del medio de cultivo de 6.95 + a 6.75 £ 0.1, se redujo la degradacién de la fraccion
principal hacia variantes acidas. Donde, obtuvieron 25% de abundancia relativa de
isoformas acidas al pH de 6.95 y de 19% al pH de 6.75. Otro factor que ha sido
reportado que incrementa la generacion de variantes de carga acidas es la
exposicion a la luz (Xie et al., 2016). En cuanto a las condiciones metabdlicas,
Hossler y colaboradores (2015) encontraron que la baja viabilidad de los cultivos
incrementa la abundancia relativa de variantes de carga acidas. En este sentido,
propusieron que al morir las células su contenido intracelular (conteniendo
proteinas, enzimas y compuestos 6xido reductores) es liberado al cultivo, lo que

favorece la formacion de variantes acidas.

2.5Formas de caracterizar el efecto

Se han realizado varios trabajos en los Ultimos afios cuyo objetivo ha sido estudiar
diferentes condiciones de proceso para la produccién de AcM. Se han estudiado
diferentes modificaciones al proceso como lo son: cambios de temperatura en fase
estacionaria, cambio del pH, suplementacién con aditivos, estudio de diferentes
medios de cultivo y el uso de sistemas de perfusion. Mediante estos estudios se ha
buscado entender el efecto de las variaciones de proceso, de manera
independiente, en diferentes aspectos. Por un lado, sobre el perfil de glicosilacién,
otros sobre la generacion de variantes de carga, y otros sobre el tiempo de viabilidad
del cultivo y la productividad. A continuacion, se menciona brevemente algunos

estudios realizados recientemente.
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Sou y colaboradores (2015) estudiaron la glicosilacién de células CHO productoras
de 1gG en cultivos lote alimentado. Compararon dos cultivos que iniciaron a 36.5°C
reduciendo la temperatura a 32°C en uno de ellos al inicio de la fase estacionaria.
Obtuvieron mayor productividad en el cultivo con cambio de temperatura, pero
incrementandose también los glicanos de bajo procesamiento GO, GOF,
reduciéndose G1F y G2F. El cambio del perfil de glicosilacion relacion6 con la
reduccion del consumo de glucosa al reducir la temperatura. Adicionalmente
encontraron reduccion de UDP-Glc, UDP-Gal y UDP-GIcNAc, asi como reduccion
en la expresidn de transcritos de las glicosiltranferasas GnTII, GalTl y Beta-GalTlll
en el cultivo con cambio de temperatura. Fan y colaboradores (2015) estudiaron la
glicosilacién de células CHO productoras de IgG en cultivos lote alimentado. Su
estudio consisti6 en comparar dos lineas celulares y dos medios de cultivo
diferentes. Iniciaron el cultivo a 37°C y redujeron la temperatura a 33.5°C a los 5
dias. Encontraron que la linea celular con menor productividad presentdé mayor
galactosilacion. Adicionalmente, encontraron incremento de manosa 5 a baja
concentracion de glutamina relacionandolo con limitacion de UDP-GIcNAcC.
Tharmalingam y colaboradores (2014) estudiaron cultivos tipo lote alimentado con
células CHO productoras de un anticuerpo. Estudiaron la suplementacion de
manganeso en el cultivo a partir del dia 5 teniendo como control un cultivo sin
suplemento. Encontraron que durante la fase exponencial del crecimiento hubo una
abundancia relativa constante de glicanos fucosilados en el orden del 90%, y una
baja proporcién de glicanos altos en manosas. Sin embargo, al terminar la fase
estacionaria y entrar a la fase de muerte se observo un aumento en la proporcion
de glicanos altos en manosa y un decremento de las formas fucosiladas.
Encontraron que el manganeso incrementé ligeramente la galactosilacion y causoé
un incremento de glicanos altos en manosa (M6, M7 y M8), en comparacion con el
cultivo sin manganeso.

Xie y colaboradores (2016) estudiaron cultivos lote alimentados con células CHO
productoras de IgG1, a 37°C, con un pH inicial de 6.95. Llevaron a término un cultivo
al pH inicial y redujeron el pH de otro a 6.75 a los 6 dias. Encontraron que la

reduccion del pH decrece la galactosilacion, asi como el contenido de variantes
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acidas, al disminuir la reduccion de puentes disulfuro, la galactosilacion y la
deamidacion. Adicionalmente observaron que conforme avanzo el tiempo del
cultivo, en ambos pH se redujo la fraccibn de las variantes principales e
incrementaron las variantes acidas, siendo mayor el cambio en el pH mas alto. Tang
y colaboradores (2018) estudiaron las condiciones de generacion in vitro de
variantes de carga. Para lo cual, fraccionaron las variantes acidas, basicas y
principal de un anticuerpo producido en un cultivo de células CHO en cultivo lote
alimentado a 37°C. Incubaron la variante principal en diferentes condiciones: en
medio de cultivo gastado obtenido a diferentes dias, en PBS, en diferentes medios
de cultivo, a diferentes concentraciones de anticuerpo, en medio gastado y a
diferentes temperaturas en medio de cultivo gastado. Encontraron que la menor
degradacion se tuvo al incubar en PBS. Por otro lado, las degradaciones en medio
fresco y medio de cultivo gastado fueron similares, por lo que descartaron una
degradacion enzimatica. La degradacion se redujo al incrementar la concentracion
del anticuerpo y se incrementé a mayor temperatura. Observaron diferentes grados
de degradacién al incubar en diferentes formulaciones de medio de cultivo fresco.
Clincke y colaboradores (2013) estudiaron cultivos en modo de perfusion con una
linea celular de células CHO productora de AcM. El sistema de retencion celular
consistié en el uso de filtros de fibra hueca en el modo de ATF (filtracién de flujo
tangencial alternante) asi como TFF (filtracion de flujo tangencial). Lograron
alcanzar cultivos celulares con densidades de 2.14 x108 células/mL, utilizando una
tasa de dilucion de 10 voliumenes de reactor por dia. El crecimiento ceso a esa
densidad celular a los 44 dias de cultivo.

Analizando todos estos casos de estudio, podemos observar que los diferentes
autores han tenido objetivos diferentes, enfocandose en comparar condiciones de
cultivo. Con este tipo de estudios ha sido posible conocer como ciertos factores
afectan la productividad, los perfiles de glicosilacion o las de variantes de carga de
los AcMs. Sin embargo, ninguno de ellos se ha enfocado en el efecto de la velocidad
de crecimiento sobre el perfil de glicosilacion del AcM, y la distribucion de variantes

de carga.
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2.6 Perspectivas para el control de la velocidad especifica de
crecimiento

En este trabajo se estudié como variable independiente la velocidad especifica de
crecimiento, y como variable dependiente, la distribucion de variantes de carga y
perfil de glicosilacion. Para lograr esto fue importante desarrollar estrategias para
controlar de manera adecuada la velocidad de crecimiento del cultivo para poder
evaluar la posible relacion entre las variables.
La aplicacion del concepto de que la velocidad de crecimiento depende de las
concentraciones de nutrientes. Y que las concentraciones de nutrientes son
modificadas al variar la tasa de dilucion en cultivos continuos. Fue esencial para
controlar la velocidad especifica de crecimiento celular en los cultivos continuos
estudiados y responder las preguntas de investigacion.
En los quimiostatos, al existir un nutriente limitante, se ajusta la densidad celular y
se alcanza un estado estable. En cambio, en los reactores de perfusion, la densidad
celular es determinada por la tasa de dilucion y por la retencién celular (Ozturk,
1996). Para determinar la alimentacion en cultivos de perfusion, Clincke y
colaboradores (2013) utilizaron el concepto de velocidad especifica de perfusion
celular (VEPC). La cual representa el volumen por célula que debe ser renovado
diariamente. Ellos seleccionaron el valor de 0.05 nL/célula/dia, pudiendo variar entre
0.05y 0.5 nL/célula/dia. Adicionalmente, adicionaron glucosa y glutamina conforme
se requirié, para evitar el alto consumo de medio. La aplicacion de esta estrategia
de alimentacion puede ser realizada con base en la ecuacién 1 a partir de la cual se
determina una tasa de dilucién recomendada con base en la densidad celular del
cultivo y a la VEPC. En este proyecto a partir de los cultivos semicontinuos en
matraz se obtuvo un parametro similar que fue llamado velocidad de consumo de
medio de cultivo por célula. El cual fue utilizado para definir la tasa de dilucion de
los cultivos de perfusion, obteniéndose concentraciones celulares predefinidas a las
velocidades de crecimiento objetivo.

D Ec.1
VEPC = —
X

VEPC(X) = D
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3 JUSTIFICACION

Varios estudios previos han confirmado que la modificacion del perfil de glicosilacion
y de la distribucion de variantes de carga de IgG puede influir en su potencia
biolégica, farmacocinética y funcion efectora en los pacientes. En este sentido,
varios factores que influyen en el perfil de glicosilacién han sido estudiados. Sin
embargo, actualmente se desconoce el efecto que pueda tener la velocidad
especifica de crecimiento sobre el perfil de glicosilacion y distribucion de variantes
de carga en AcM. En caso de existir un efecto, se tendria la posibilidad de producir
AcM a velocidades de crecimiento especificas que favorezcan la obtencion de
perfiles de glicosilacion predefinidos. Donde, dependiendo de la funcién efectora
requerida en el padecimiento a tratar con el AcM se definiria el perfil de glicosilaciéon
optimo. Adicionalmente, es deseable evitar condiciones que favorezcan el
incremento de glicanos altos en manosa que disminuyen la vida media del
anticuerpo. Por otro lado, en cuanto a la distribucion de variantes de carga, es
deseable obtener mayoritariamente la fraccidn principal por ser la fraccion de mayor
potencia. En este sentido, el conocimiento del efecto de la velocidad especifica de
crecimiento sobre las variantes de carga permitiria producir el AcM en las

condiciones que abunde la fraccion principal.

4 HIPOTESIS

La velocidad especifica de crecimiento celular determina los perfiles de glicosilacién

y de variantes de carga de un anticuerpo monoclonal recombinante en cultivo.
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5 OBJETIVOS

5.10bjetivo general

5.1.1

Conocer el efecto de la velocidad especifica de
crecimiento sobre el metabolismo y los perfiles de
glicosilacion y de variantes de carga del AcM en cultivos

continuos.

5.20bjetivos particulares

521

5.2.2

5.2.3

524

Desarrollar estrategias para estudiar el efecto de la
velocidad especifica de crecimiento sobre los perfiles de
glicosilacién y de variantes de carga del AcM en cultivos
continuos.

Evaluar el comportamiento del metabolismo celular a
diferentes velocidades especificas de crecimiento.
Evaluar los perfiles de glicosilacion y de variantes de
carga del AcM producido a diferentes velocidades
especificas de crecimiento.

Evaluar la productividad y rendimiento a diferentes

velocidades especificas de crecimiento.
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6 MATERIALES Y METODOS
6.1Linea celular y medio de cultivo

Se utilizaron células de ovario de hamster chino (CHO K1) productoras de un
anticuerpo monoclonal IgG1. Se utilizé un medio de cultivo comercial en polvo
definido quimicamente (no declarado por confidencialidad del proyecto), disefiado
para el crecimiento de células CHO y la produccion de AcM. El medio fue preparado
en el laboratorio, esterilizado mediante filtracion y conservado en refrigeracion hasta
el momento de su uso. El medio de cultivo fue libre de glutamina, la que fue
suplementada antes de su uso a una concentracion final de 6 mM. Asimismo, se
determiné que el medio de cultivo tuvo una concentracion basal de 33.3 mM de

glucosa, 1.56 mM de glutamato, ausencia de lactato y de amonio.
6.2 Caracteristicas de los cultivos estudiados

Durante el desarrollo de este proyecto se realizaron 5 cultivos. Un cultivo tipo lote
en matraz Erlenmeyer por duplicado, dos de manera semicontinua en matraces
Erlenmeyer por duplicado y dos de manera continua en reactor. Se muestran las

caracteristicas de los cultivos en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los cultivos estudiados. Se muestran los diferentes tipos de cultivos
estudiados y el esquema de alimentacién de cada uno de ellos. Asimismo, el esquema de recambio
de medio de cultivo.

Extraccion de
medio

Esquema de

Sistema de estudio ) .
alimentacion

Cultivo

Tipo lote

Matraz agitado

NA

NA

Matraz 60% pmax

Matraz agitado

Semicontinuo
(2 veces por dia)

Semicontinuo
(2 veces por dia)

Matraz 10% pmax

Matraz agitado

Semicontinuo
(2 veces por dia)

Semicontinuo
(2 veces por dia)

Perfusién 50% max

Biorreactor/perfusion

Continuo

Continua

Perfusion 20% imax

Biorreactor/perfusion

Continuo

Continua
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6.3 Cultivos tipo lote en matraz Erlenmeyer

Se realiz6 un cultivo tipo lote por duplicado, en matraces de 500 mL con un volumen
de cultivo de 100 mL. Los cultivos se mantuvieron en una incubadora con agitacion
Eppendorf New Brunswick 541i a 120 rpm a 37°C y una concentracion de 5% de
COs2. Se realizaron muestreos dos veces al dia, determinandose cuenta celular y
viabilidad. También, se extrajeron muestras para el analisis de metabolitos, las
cuales fueron conservadas a -20°C hasta el momento del analisis. El criterio para

dar por terminado el cultivo fue la obtencién de una viabilidad celular menor al 75%.

6.4 Cultivos semicontinuos en matraz Erlenmeyer

Se disefid un experimento para conocer la influencia de la tasa de dilucién y la
concentracion celular inicial sobre el perfil de glicoformas y de variantes de carga
del anticuerpo en matraces agitados en la modalidad semicontinua. Se elabor6 un
disefio de experimentos 22 que consisti6 en estudiar 2 variables con dos
concentraciones, la concentracion celular inicial y la tasa de dilucion. Esto resulto
en 4 combinaciones, dos de ellas con una concentracion celular inicial de 5x108
cel/mL y 2 con concentracion inicial de 1x107 cel/mL, y tasas de dilucién de 0.1 d*!
y 0.5 d. Los cultivos fueron realizados en matraces Erlenmeyer mantenidos en una
incubadora con agitacion Eppendorf New Brunswick 541i a 120 rpm a 37°C y una

concentracion de 5% de COa..

6.4.1 Recambio de medio de cultivo y toma de muestras

Una vez que se obtuvo la concentracion celular objetivo, se inicié el esquema de
recambio simulando un quimiostato, donde se realiz6 el recambio de medio 2 veces

al dia. El volumen recambiado se calculd de acuerdo a la ecuacion 2.

V. = D(V,)(tC) Ec. 2

Donde V: es el volumen de recambio, D es la tasa de dilucion, expresada en veces
de reactor por dia, V. es el volumen de medio de cultivo en el reactor, tC es el tiempo

considerado para el siguiente recambio.
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Extraccién de
volumen calculado de Adicién de

medio gastado volumen
calculado de
medio fresco

Viabilidad y

concentracion < D
celular

Centrifugacion a Separacion  de
344 g por 10 min. > sobrenadante y

fraccionado

Conservacion a Conservaciéon a

-20°C para 4°C para

determinacién  de determinacién de

metabolitos variantes de carga
y glicoformas

Figura 8. Esquema de operacion del cultivo semicontinuo.
6.5 Cultivo continuo en biorreactor en modo de perfusién

Se estudiaron 2 cultivos independientes de perfusidon en biorreactor con un volumen
de 500 mL cada uno. Mediante la manipulacion de las tasas de dilucion, drenado y
perfusion se controlo la velocidad de crecimiento.

Se utilizé un biorreactor New Brunswick con una capacidad de 1 L. El cual estuvo
instrumentado con controles de temperatura, agitacion, oxigeno disuelto, pH, y de
nivel controlados por un sistema New Brunswick BioFlo/CelliGen 115 el cual
adicionalmente tuvo 3 bombas peristalticas. Se utiliz6 una bomba para la
alimentacion de medio de cultivo, otra para el control del pH mediante la adicion de
hidréxido de sodio y la tercera para la adicién de antiespumante. Adicionalmente se
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incluyé un medidor de concentracion celular FUTURA PROBE, 12 x 320 mm,
conectado de manera independiente a una computadora, con la ayuda del cual fue
posible monitorear de manera aproximada la concentracion celular durante el
cultivo. También, se utiliz6 un condensador con recirculacion de liquido a 15°C para
evitar la evaporacion del cultivo, asi como un puerto de aireacion superficial y otro
de aireacion sumergida.

Para poder operar el biorreactor en modo de perfusion continua se realizaron los

siguientes ajustes:

1.- Acoplamiento del sistema de perfusion. En un puerto del reactor se instal6 el
sistema BioSep 1L/dia (sistema de perfusion acustico). Este consistio en una sola
pieza que fue montada sobre la tapa del reactor. En un extremo tenia un tubo de
succién que se coloco dentro del cultivo y el otro extremo quedo en la parte externa
del reactor. En la parte intermedia del sistema localizada fuera del reactor contaba
con una camara de separacion en la cual se lleva a cabo la separacion celular
mediante ondas acusticas. Estas ondas acusticas inmovilizaban una alta proporcién
de células contenidas en el medio de cultivo generando aglomerados de estas. Por
consiguiente, a la salida de la camara, el medio de cultivo estaba casi libre de
células. En el extremo localizado fuera del biorreactor se conectd mediante tuberia
de silicon a una bomba peristéltica Master Flex. Esta bomba trabaja en dos ciclos,
uno de succion y uno de retorno, donde en la etapa de succién se realizaba la
extraccion de medio de cultivo libre de células y en la etapa de retroceso regresa
las células aglomeradas inmovilizadas hacia el reactor.

2.- Acoplamiento de un sistema de drenado. Este punto de drenado consistio en la
colocacion de un puerto sobre la tapa del reactor introducido mediante tuberia
dentro del cultivo. En su parte exterior fue conectado a una bomba peristaltica
Watson Marlow 101F. La funcidon de este puerto fue la de extraer células junto con
el cultivo. Esto con el objetivo de extraer las células en exceso originadas por el
crecimiento celular y mantener constante la concentracion celular en el cultivo.

3.- Sistema de alimentacion. Puesto que se instalaron dos puntos de extraccion de
medio de cultivo, operando cada uno de ellos de manera independiente

(perfusion/drenado). También, se instal6 un sensor de nivel para mantener
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constante el volumen del reactor, el cual fue controlado por el sistema New
Brunswick BioFlo/CelliGen 115, alimentando medio de cultivo mediante una de sus
3 bombas peristalticas. El funcionamiento de esta bomba dependi6 de la demanda
generada por la extraccion en la perfusion y en el drenado.

4.- Muestreos, alimentacion y cosecha. Las operaciones que requerian la apertura
del sistema de perfusion se realizaron dentro de una campana de flujo laminar. Se
realizo el cambio de reservorios de cosecha dos veces al dia. Para lo cual, se
prepararon alicuotas de entre 500 y 800 mL del medio de alimentacion, segun la

demanda del reactor (cada 12 a 36 horas).

Tabla 2. Condiciones de operacion del cultivo de perfusion.

Parametro Setpoint Mecanismo de control

Oxigeno disuelto 30% Oxigeno puro, aire.

pH 7.2 Adicién de hidroxido de sodio
Suministro de CO2

Temperatura 37°C Chagueta térmica

Agitacion 180 rpm

Concentracion celular 15x106 cel/mL Drenado, alimentacion
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Figura 9. Esquema del sistema de perfusion, drenado y alimentacion en el cultivo de perfusion.
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Figura 10. Sistema de cultivo continuo en modo de perfusion utilizado en este proyecto. Se resaltan algunos de los elementos que
fueron necesarios para la realizacion de la operacion de la perfusion. 1) Sistema de perfusion Biosep. 2) Bomba peristaltica Master
Flex acoplada a la perfusion. 3) Muestreo del Biorreactor. 4) Muestreo del sistema de perfusion. 5) Cosecha (perfusion/drenado) en
sistema aislado térmicamente. 6) Bomba peristaltica de drenado Watson Martlow. 7) Balanza granataria para monitoreo de flujos
(perfusion/drenado/alimentacion). 8) contenedor de medio de cultivo fresco. 9) Bomba peristaltica de alimentacion. 10) Sensor de
concentracion celular Futura.
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6.5.1 Recambio de medio de cultivo y toma de muestras

Alimentacion

continua,  cambio Drenado continuo,

. —> i
de reservorio de Reactor camb|o_ 5 de
alimentacion cada reseryorlo veces
por dia

12 a 36 horas

Perfusion continua,

cambio de
reservorio 2 veces
Muestreo 2 veces por dia.

por dia.

Centrifugacion de
50 mL, 3214 g por

A 4

Determinacion de: 10 minutos

-Concentracién

-Viabilidad -v
Recoleccion de

-Metabolitos sobrenadante,
almacenamiento
4°C.

l

Purificacion

Analisis:
-Variantes de carga

-Patrén de
glicosilacién

Figura 11. Esquema de la alimentacion, muestreo y cosecha del cultivo continuo en modo de
perfusion.
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6.5.2 Céalculo de la alimentacion de volumen de medio de
cultivo por célula para obtener velocidades de
crecimiento predefinidas en cultivos en perfusion

A partir de los cultivos semicontinuos realizados en matraz, se realiz6 un analisis de
las concentraciones celulares que permitieron obtener las dos tasas de dilucion
estudiadas (0.1 d?y 0.5 d?) en el estado estable. A continuacion, estos resultados
se relacionaron con la velocidad de crecimiento obtenida (igual a la tasa de dilucion)
Para esto, se realizo una regresion lineal entre el consumo de medio de cultivo y la
velocidad especifica de crecimiento. Se obtuvo la ecuacion 3, que fue utilizada para
el calculo de la tasa de dilucion en los cultivos continuos de perfusion.

Gmedio = 65(pL/cel)uypj + 26.5(pL - cel/dia) Ec. 3

Donde “gmedio” corresponde a la velocidad de consumo de medio de cultivo por
célula, expresado en nL/cel-dia, y “pobj” corresponde a la velocidad especifica de

crecimiento objetivo expresada en d-2.

Célculo de la tasa de dilucién para concentracién celular y velocidad de

crecimiento predefinidas

Una vez conocida la cantidad de medio requerida por célula, el siguiente paso fue

la determinacion de la tasa de dilucion a implementar en el reactor.

_pL_
cel-dia Ec. 4

D 1 xobjx106cel( 1mL ) dmedio

dia mL 1x10°pL 1

Donde “D” es la tasa de dilucidon y “xob” corresponde a la concentracion celular

objetivo.

6.5.3 Balance de biomasa

Hasta este momento se determind el flujo de alimentacion. Sin embargo, para
mantener el estado de equilibrio en el reactor (nUmero de células constante, asi

como velocidad especifica de crecimiento constante), fue necesario determinar que
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flujo de salida llevaba células (flujo de drenado). Adicionalmente, se determiné el
medio libre de células (flujo de perfusion) ya que el desequilibrio entre ambos

ocasionaria el lavado del reactor o el incremento de la concentracion celular.

Para poder determinar la proporcion de retencién celular en el estado de equilibrio
fue necesario determinar el balance de masa en el reactor en cuanto a la velocidad

de crecimiento y la extraccion celular.

Cambio neto de biomasa = crecimiento — salida Ec.5

de_V a Y.
op = /X a)Fx

Donde “V” es el volumen del reactor. “dx” es el diferencial de células. “y” es la
velocidad especifica de crecimiento. “dt” es el diferencial del tiempo. “0” se relaciona
con la perfusion que es equivalente a la fraccion de retencion celular. “F” es el flujo
total de alimentacion que es equivalente al flujo de salida (suma del flujo de

perfusion y el flujo de drenado).

Reordenando la ecuacion, se obtuvo en términos de la tasa de dilucion

d _V dt — (1 )F dt
x—V,ux avx

dx
—=ux—(1—-a)D
Ir = Hx (1-a)Dx

Considerando que se quiere trabajar el reactor en un estado de equilibrio donde no
se tenga variacion de la concentracion celular con respecto al tiempo, “u” en el

estado de equilibrio sera igual D(1-a).

dx_ - (1—a)D
= 0=mx a)Dx

0=ux—(1—-a)Dx

u=0-a)D Ec. 6
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6.5.4 Determinacion de la tasa de drenado y tasa de
perfusién
Para este proyecto se definid, que la tasa de dilucién es la suma de la tasa de
drenado (Ds) y tasa de perfusion(Dp).
D =D, + D;
Para definir las tasas de perfusion y drenado para operar el reactor se debe
considerar el valor u objetivo y determinar el valor tedrico de a a implementar en el
sistema.

U Ec. 7
=1——=
* D

Una vez determinada a fue sustituida en la ecuacion 8. Para la determinacién de la
tasa de perfusion Dp.

Da Ec.8

P [1 _ (1 . %relt(e);lcién)]

D

Donde % de retencion es la eficiencia del sistema de perfusién y es determinado
mediante la ecuacion 11.
Una vez determinada la tasa de perfusion se continu6 con el calculo de la tasa de

drenado con la ecuacién 9.

D,=D-D, Ec. 9

Conversion de tasas de dilucion a flujos

Una vez obtenidas las tasas de operacion (dilucion, drenado, perfusion) se

determiné su equivalente en flujo.

1dia Ec. 10
1440 min

Flujo =% _ (D, = —— (xmL tor)
'll]O _min_ B_dfa xXmLenreactior

Donde Vs es el volumen del biorreactor expresado en mL. Se aplica un factor para

convertir dias a minutos, quedando el flujo en mL-mint. Se aplicé esta misma
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ecuacion para la determinacion de flujos, tanto de perfusién como de drenado a

partir de sus respectivas tasas de dilucion, Dp y Da.

6.5.5 Calculo de la eficiencia de perfusion en proceso

La evaluacion de la eficiencia de perfusion se realizO mediante un punto de
muestreo ubicado posterior a la salida de la camara de perfusion y antes de la
llegada al reservorio de cosecha. A partir del muestreo de este punto se realizd
conteo celular mediante cAmara de Neubauer y se correlacioné con la concentracion

celular en el reactor mediante la ecuacion 11.

y concentracion celular en perfusion Ec. 11
% retencion = 1001 — —
concentracion celular en reactor

6.5.6 Determinaciéon de alfa en proceso (fraccion de
retencion celular)

Como se menciond previamente, a representa la fraccion de células retenidas con
respecto al flujo total de extraccion de medio de cultivo. Si se tuviera una eficiencia
de retencion del 100% en la perfusion, alfa representaria la fraccién de perfusion
con respecto al flujo total de salida (perfusibn mas drenado). Sin embargo, la
eficiencia de la perfusion puede ser variable, pudiendo ser de cero en caso de falla
0 modo apagado de la cAmara de perfusion Incluso, pudiera tener valores cercanos
al 100% si el equipo esté trabajando en condiciones éptimas. En las condiciones de
trabajo tipicas, nunca sera del 100%. El valor de alfa fue determinado con la

ecuacion 12.

D % retencion Ec. 12
— Pl (=
“=D [1 (1 100 )]
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6.5.7 Determinacion delaconcentracion celular a partir de
capacitancia del sensor de biomasa

Durante el cultivo se determind la concentracion celular mediante conteo celular en
camara de Neubauer. Ademas, el reactor estaba equipado con un sensor de
capacitancia, parametro que esta correlacionado con la concentracion celular en el
reactor. Al final del cultivo, se construy6 una curva de calibracion de concentracion
celular determinada en la camara de Neubauer contra la capacitancia registrada en
los puntos de muestreo. Se ajustaron los datos a distintas ecuaciones, encontrando
gue la ecuacion que mejor explica la relacion de capacitancia “y” y la concentracion
fue una ecuacion polinémica grado 4 (Ec. 13). Esta ecuacion fue utilizada de manera
retrospectiva para determinar la concentracion celular en cualquier punto del cultivo.
x=ay*+by}+cy’+dy+e Ec. 13

Se utiliz6 este dato de concentracion celular para el célculo de las velocidades
especificas de crecimiento durante el cultivo.

Donde “y” corresponde a la lectura de capacitancia (pF/cm) obtenida por el sensor

de concentracién celular.
6.6 Determinacion de parametros cinéticos
6.6.1 Determinacion de pmax en cultivo tipo lote

Para la determinacién de la velocidad especifica de crecimiento en la fase
exponencial se utilizé la ecuacion 14. La cual es la forma linealizada del modelo
exponencial de crecimiento. Donde, x es la concentracion celular en un tiempo
determinado. xo es la concentracion celular inicial. y es la velocidad especifica de
crecimiento, que para que sea valida la ecuacion debe ser constante (crecimiento

exponencial). Finalmente, to es el tiempo inicial.

X
= ue—t) Ec. 14
Xo
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Esta ecuacion puede ser graficada. Donde In (x/xo) corresponde a las ordenadas
(“y”), (t-to) corresponde a las abscisas (“X”) y p a la pendiente. Los datos obtenidos
en la fase exponencial del cultivo tipo lote fueron graficados siguiendo esta regresion

para el célculo de pmax.
6.6.2 Ajuste del modelo de crecimiento en cultivo tipo lote

Para el modelado de la cinética de crecimiento en la fase exponencial, se utilizé la

ecuacion 15, la cual se obtiene al despejar x de la ecuacion 14.

x = xpeh=to) Ec. 15

El modelado permiti6 simular de una manera mas precisa como se daria el
crecimiento hora a hora en la fase exponencial en un cultivo. Una vez determinados
los valores de concentracion celular con el modelo, estos fueron comparados con
los valores reales obtenidos en el cultivo lote, mediante la utilizacion de la funcion

coeficiente.r2.

6.6.3 Calculo de lavelocidad especifica de crecimiento en
cultivo semicontinuo

InX Ec. 16
p=—"2c
(t —to)

X corresponde a la concentracion en el tiempo de recambio del medio de cultivo t.
Xo corresponde a la concentracion celular Inicial (concentracion después del

recambio previo to). Donde, xo es calculada de acuerdo con la ecuacion 22.
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6.6.4 Calculo de lavelocidad especifica de crecimiento en
perfusién

En la ecuacién 6 se demostré que en el estado estable p es igual a (1-a)D. Para
determinar p en cualquier momento se integré la ecuacion que se obtuvo del

balance de masa en el apartado 6.5.3.

o= (Gl + - 0P -

Donde “X” es la concentracion celular en un tiempo 2 y “xo” es la concentracion en
“to”, “t” y “to” representan sus respectivos tiempos en los puntos de célculo. Es de
observar que si la concentracion inicial y final fueran iguales en ambos tiempos de
monitoreo se eliminaria el primer término de la ecuacion, con lo que se tendria que
“u” es igual a D(1-a). Sin embargo, ligeras variaciones en las bombas que controlan
la perfusion, el drenado y la alimentacién, asi como variaciones en el porcentaje de
retencién por el sistema de perfusion, pueden ocasionar que el equilibrio perfecto

no se alcance.
6.6.5 Calculo del area bajo la curva

Para la determinacion del area bajo la curva, se utilizé la ecuacion 18 basada en el
método de los trapecios. yn hace referencia a la concentracion celular en un tiempo
determinado. yn-1 €s la concentracion celular en un tiempo previo. xn-1 €s el tiempo

correspondiente a la concentracién celular en yn-1. Xn €S el tiempo en yn.

+
ABC = %(XZ —x1) +

Y2 +Y3
2

Yn-1 + Yn

. (X, — Xn_1) Ec. 18

(x3 —x3) +
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6.6.6 Calculo de velocidades de consumo de nutrientes o
generacion de metabolitos secundarios

Para la determinacion de la velocidad de consumo de nutrientes o generacion de

metabolitos en cultivo semicontinuo y tipo lote se utilizé la ecuacién 19.

(¢ - ) Ec. 19
q9=—>5-

ABC
Ct corresponde a la concentracion final (o en cultivo semicontinuo a la concentracién
previa al siguiente recambio). C; corresponde a la concentracion del nutriente inicial
(o en cultivo semicontinuo corresponde a la concentracion posterior al recambio
previo). ABC corresponde al area bajo la curva en el intervalo en estudio en

unidades de cel/volumen-tiempo.

Para la determinacién de la velocidad de consumo de nutrientes o generacion de

metabolitos en cultivo continuo de perfusion se utilizé la ecuacion 20.

NGRS Ec. 20
1=""ccp

C es la concentracion del nutriente a la salida del reactor. C; es la concentracion del

nutriente del medio alimentado. CCP es la concentracion celular promedio.

6.6.7 Calculo de velocidad de consumo de medio de
cultivo en cultivo semicontinuo

_ MCR Ec. 21
Qmedio = ABC(VB)

Donde, “gmedio” representa la velocidad de consumo de medio de cultivo por célula.

“MCR” corresponde al volumen de medio de cultivo recambiado. ABC corresponde
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al area bajo la curva en unidades de célula/volumen-tiempo. Vs es el volumen del

matraz.
6.6.8 Calculo de la concentracion celular o de nutrientes
después de un recambio en cultivo semicontinuo
C = Cf — C¢D(At) + C.D(At) Ec. 22

Donde C es la concentracion después de un recambio. Ct es la concentracion
determinada antes del recambio. D es la tasa de diluciéon expresada en hl. At es el
tiempo que fue considerado para el recambio. El producto de D(At) corresponde a
la fraccion de reactor a recambiar en la alimentacion en un momento determinado.
En el caso de la concentracion de entrada (Ce) de amonio, lactato y concentracion
celular corresponden a cero. Puesto que, no hay ingreso de ninguno de estos
componentes al reactor sino Unicamente extraccion. (Nota: para concentracion

celular se sustituye C por x).
6.7Calculo del rendimiento de metabolitos

_x Ec. 23
z (g
Donde x es el metabolito secundario para el que se desea conocer el rendimiento.

Yx

z es el nutriente con respecto al cual se esta determinando el rendimiento. g es la
velocidad de consumo de nutrientes o generacion de metabolitos de interés. El
rendimiento Y tiene unidades de mol del metabolito secundario sobre mol de

concentracion del nutriente.

6.8Determinacién del estado estable

El estado estable para los cultivos en perfusion o pseudo-estable para los cultivos
en matraz se defini6 como el periodo en el tiempo donde se redujo la variabilidad

de la velocidad especifica de crecimiento, las concentraciones celulares y de

46



metabolitos. Se consideraron todos los metabolitos determinados para los cultivos:
glucosa, lactato, glutamina, glutamato y amonio. Estos criterios fueron definidos a
partir de lo reportado en la literatura. Donde, han definido a la fase estable como la
etapa del cultivo donde los parametros ambientales del cultivo se mantienen
constantes con respecto al tiempo (Hayter et al., 1993). El cual ha sido identificado
al encontrar dos mediciones sin cambio (Vergara et al., 2014) o después de pasar
3 tiempos de residencia (Europa et al., 2000).

6.9Purificacién de muestras mediante proteina A

Las muestras almacenadas a 4°C fueron neutralizadas a pH de 7.75 con una
solucion tris-base 1M pH 9.0, 2.0 M de NacCl. Posteriormente fueron centrifugadas
a 3214 g durante 10 minutos en una centrifuga refrigerada de éangulo fijo
recuperandose el sobrenadante. Este fue filtrado por una membrana con tamafio de
poro de 0.45 pym de PVDF. Posteriormente, fueron purificadas en un equipo
AKTAPrime Plus utilizando una columna empacada con 2.5 cm?® de resina de
afinidad de proteina A.

La columna fue inicialmente equilibrada con una solucién de PBS pH 7.6 con 0.3 M
de NaCl, con la posterior carga de la muestra a purificar. Luego, se lavé con 5
volimenes de solucion de equilibrio. Finalmente se realizd la elucion de la proteina

de interés con una solucién de glicina 0.1 M pH 3.0.

6.10 Diafiltracién y concentracién de muestras

Para el cambio de buffer y concentracion de la muestra, se utilizaron centricones
Spin-X UF concentrator con capacidades de 6 y 0.5 mL con un corte molecular de
10 kDa.

El centricon con capacidad de 6 mL se utilizdO para concentrar aquellas muestras
gue se deseaba tuvieran un volumen final mayor a 0.5 mL. Se centrifugd en una
centrifuga refrigerada a 9500 g a una temperatura de 4°C. Inicialmente, se concentrd

la muestra sin permitir que se redujera el volumen a menos de 1 mL, con la
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consiguiente adicion de 4 mL del siguiente vehiculo y centrifugando hasta obtener
nuevamente 1 mL. Este proceso se repitidé hasta completar 3 ciclos. Finalmente, se
centrifugo hasta llegar al volumen deseado, entre 0.5y 1.0 mL.

El centricon con capacidad de 0.5 mL se utilizd para concentrar aquellas muestras
para las que se deseaba un volumen final entre 0.1 y 0.2 mL. Se centrifug6 en una
centrifuga refrigerada a 14,500 g a una temperatura de 4°C hasta un volumen de
0.2 mL. Se continué con la adicién de 0.5 mL del siguiente vehiculo y se centrifugd
hasta obtener nuevamente 0.2 mL. Este proceso se repitio hasta completar 3 ciclos.

Finalmente se centrifugo hasta llegar al volumen deseado entre 0.1y 0.2 mL.

6.11 Andlisis de nutrientes y metabolitos

Las muestras de cultivos recolectadas, centrifugadas y almacenadas a -20°C,
fueron descongeladas para la determinacién de glucosa, lactato, glutamina,
glutamato y amonio en un analizador bioquimico YSI 2950. Se utilizé un buffer de
equilibrio de fosfatos para la operacion del mdodulo analizador de glutamina,
glutamato, glucosa y lactato. Para la operacion del médulo analizador de amonio se
utilizé un buffer de acetato de litio. Para la calibracion de los modulos se utilizaron
las siguientes soluciones: glucosa/lactato 2.5/0.5 g/L, respectivamente, glutamato 5
mM, glutamina 5 mM, y amonio 500 mg/L. Las cuales fueron preparadas a partir de
D-glucosa, L-lactato calcico hidratado, L-acido glutdmico monosdédico

monohidratado, L-glutamina y cloruro de amonio.

6.12 Cuantificacion de IgG
Se utilizé un equipo NanoDrop a una longitud de onda de 280 nm para la
determinacion del contenido de proteinas de la muestra. Para la determinacion, se

cargo un volumen de 2 pL en el equipo, utilizandose como blanco el respectivo

buffer en el que se encontraba la muestra.
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6.13 Electroforesis en gel

Se tomo una alicuota de muestra purificada, equivalente a 5-10 ug de proteina, en
un volumen final de 15 pL.
-Para la realizaciéon de los geles en condiciones nativas, se agregé a la
muestra 5 yL de buffer de carga 4x. El buffer contiene 8% de SDS, 0.04% de
azul de bromofenol y 40% de glicerol, mezclando con micropipeta.
-Para la realizacion de los geles en condiciones reductoras se agrego a la
muestra 5 uL de buffer de carga 4x. El buffer contiene 8% de SDS, 0.04% de
azul de bromofenol, 40% de glicerol, 1% de 2-mercaptoetanol, 200 mM Tris-
HCI pH 6.8, se mezclo con micropipeta y se incub6 por 10 minutos a 99°C.
Finalmente, se colocaron 20 pL de la preparacién y se carg6 en el gel utilizando
como referencia 3 yL de marcador de peso molecular. Se realiz6 la separacion a
110 V, hasta observar que el colorante de carga llego al extremo del gel.
Se apago la fuente de poder y se transfirié el gel a un recipiente. Se tifié con solucion
de 0.06% de brilliant blue R-250, 10% de &cido acetico y 30% de metanol, cubriendo
con esta solucion el gel e incubando a temperatura ambiente durante 1 hora en
agitador orbital a 40 rpm. Posteriormente, se destifid6 mediante la remocion de la
solucién de tefido y adicion de solucién de &cido acetico al 10%, continuando la
incubacion en agitacion hasta que se destiiio el gel y se observaron las bandas con
claridad. Se removié la solucién de destefiido y se agregd agua grado Milli Q.

Finalmente, se tomé una fotografia mediante el uso de ChemiDoc (Bio-RAD).

6.14 Determinacion del perfil de variantes de carga

Muestras del AcM purificado fueron diafiltradas, o en caso de estar concentradas,
fueron diluidas en un buffer 20 mM MES (&cido 2-morfolino etano sulfénico), 30 mM
NaCl pH 5.6, hasta una concentracion final de anticuerpo entre 1-2 ug/uL. Las
muestras se analizaron mediante cromatografia de intercambio catidnico. Se utilizé
un cromatégrafo Alliance Bio e2796 acoplado a un detector de arreglo de diodos
Waters 2998. Se utilizo una columna Dionex ProPac WCX-10, 4.0 mm ID x 250 mm
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a una temperatura de 30°C. La separacion se realiz6 mediante la utilizacion de una
fase movil con gradiente (iniciando con 80% de Ay 20 % de B y terminando con
50% de Ay 50% de B) con un flujo de ImL/min. El buffer A corresponde al descrito
como buffer de la muestra y el buffer B corresponde a su equivalente, pero con 240
mM de NaCl.

Una vez obtenidos los cromatogramas de las muestras, se defini6 como fraccion
principal al pico central y de mayor altura. Los picos obtenidos en tiempos de
retencion previos se definieron como variantes de carga acidas y los obtenidos
posteriormente como variantes de carga basicas. Se integr6 el area bajo la curva
de las tres variantes como se muestra en la Figura 16 (seccién 7.6). Se determino
la abundancia relativa de cada fraccion con respecto al area total.

6.15 Determinacion del perfil de N-glicosilacion por HPLC

Se utilizaron muestras purificadas mediante cromatografia de afinidad con proteina
A. Las muestras fueron diafiltradas con agua Milli-Q para la eliminacién de sales. Se
tomd una alicuota correspondiente a 100 pg de proteina (se puede analizar un
minimo de 30 pg en caso de no tener muestra suficiente). Se secaron las muestras
en un concentrador Savant Speed Vac Plus SC110A y se redisolvieron con 32.5 uL
de agua Milli-Q. Se agregaron 2.5 pL de 2% SDS, B-mercaptoetanol 1M para la
desnaturalizacion de la proteina. Una vez desnaturalizada la proteina, se agregaron
5 uL de IGEPAL 630 al 7% para detener la accién de los agentes desnaturalizantes
y garantizar la actividad de la enzima PNGasa F. Se agregaron 5 pL de Buffer 10X
para PNGasa, 4 pL de agua Milli-Q y 1 pL de PNGasa F de Elizabethkingia
meningosepticum del proveedor Merck Millipore Cat. 362185. Donde la funcion de
la PNGasa F es cortar el enlace N-glicosidico entre la asparagina y la N-
acetilglucosamina. Se incubo la muestra por 15 horas a 37°C. Posteriormente se
agregd un estandar interno de maltosa 10 mM, agregando 1 pL de estandar por
cada 10 ug de proteina en procesamiento. Para separar los glicanos en solucion de

la proteina, se paso la muestra a través de sistemas de concentracion Spin-X UF
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concentrator con corte molecular de 30 kDa con capacidad de 0.5 mL. Se centrifugd
a 8613 g. Se recolecto el filtrado y se sec6 en concentrador Savant Speed Vac.

Posteriormente, se agregaron 4 pL de colorante 2-aminobenzamida (2-AB). Se
incub6é en termobloque durante 2 horas a 75°C para realizar una aminacion
reductiva con el glicano y formar un complejo glicano-colorante que pueda ser
detectado con un detector de fluorescencia. Una vez completado el tiempo de
incubacion, se congeld la muestra a -15°C y se mantuvo en estas condiciones
durante 15 minutos. Posteriormente se retird el colorante 2-AB sin reaccionar de la
muestra, para lo cual se colocaron 2 membranas de celulosa (papel Whatman No.
1) en una columna. Se paso a la columna 1 mL de agua Milli-Q, 5 mL de acido
acético al 30% y 1 mL de acetonitrilo. Una vez completado este tratamiento, se
colocé la muestra sobre la membrana de celulosa. Se enjuago el vial contenedor
con 15 L de acetonitrilo y se adicion6 también el enjuague sobre la membrana. Se
dejé en reposo durante 15 minutos. Nuevamente se lavo el vial de la muestra con
100 pL de acetonitrilo colocAndose también sobre la membrana. Enseguida se
agreg6 1 mL de acetonitrilo y consecutivamente se adicionaron 5 mL de acetonitrilo
96%. Hasta este momento, todo el liquido tratado fue desechado. El siguiente paso
consistié en eluir el complejo glicano-colorante mediante la adicién de 4 alicuotas
de 0.5 mL de agua. Estas alicuotas fueron recolectadas y congeladas con su
posterior secado en concentrador Savant Speed Vac. Los glicanos secos fueron
resuspendidos mediante la adicion de agua Milli-Q necesaria para tener una
concentracion final de 1 ug/plL respecto a la proteina inicial procesada. Se identificd
esta solucibn como complejo glicano-colorante purificado. Se tomaron para el
analisis cromatografico 10 pL de esta solucion y se adicionaron 40 pL de acetonitrilo.
Esta ultima mezcla fue la inyectada en el cromatégrafo. Adicionalmente, se inyecté
una escalera de glucosa del proveedor Sigma-Aldrich Cat. D3818 la cual fue
previamente derivatizada con colorante 2-AB. Esta escalera consiste en una mezcla
de polimeros con unidades variables de glucosa que van desde 1 unidad hasta
aproximadamente 20 unidades de glucosa. Se ha reportado una correlacion del
tiempo de retencion de diferentes glicanos encontrados en glicoproteinas con el

tiempo de retencion de la escalera de glucosa (Guile et al., 1996).
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Para el analisis se utilizd cromatografia de fase normal en un cromatografo Alliance
Bio 2796 acoplado a un detector de fluorescencia Waters 2475. Se utiliz6 una
columna TSKgel Amido-80, 5um 80A silica, 4.6 mm ID x 250 mm a una temperatura
de 30°C. Se realizé la separacion mediante la utilizaciéon de una fase movil con
gradiente. El gradiente inicié con 80% de Ay 20 % de B y termin6 con 47 % de Ay
53% de B. Donde, A es acetonitrilo y B es un Buffer de formato de amonio 250 mM
pH 4.4. Mediante esta separacion cromatogréfica se separaron los glicanos de
diferente tamafio (Hernandez et al., 2015 y Lipscomb et al., 2005). Una vez obtenido
el cromatograma de la escalera de glucosa se registraron los tiempos de retencion
de las diferentes unidades de glucosa y se realizd una regresion. La regresion se
ajustdé a una regresion polinomial de tercer orden, (ecuacion 24). Mediante esta
ecuacion fue posible transformar el tiempo de retencion de los glicanos problema
analizados en unidades de glucosa. Previa a la realizacion de este proyecto, nuestro
grupo caracterizo el perfil de glicosilacion del AcM en estudio a partir de proteina
obtenida por cultivo lote alimentado. Asimismo, propusieron estructuras comunes
de glicanos encontrados en IgG1. Esto lo realizaron al correlacionar las unidades
de glucosa obtenidas con datos reportados en la literatura. Utilizaron datos como lo
son los reportados por Guile y colaboradores (1996), asi como Serrato y
colaboradores (2004), que correlacionan unidades de glucosa con estructuras de
glicanos.

En este proyecto se correlacionaron las unidades de glucosa de las muestras
analizadas, con estructuras de glicanos previamente propuestas en nuestro grupo

para este anticuerpo.

y=ax®+bx*+cx+d Ec. 24

Donde “x” corresponde al tiempo de retencion en el cromatograma y “y” corresponde
a su equivalente en unidades de glucosa.

Adicionalmente, algunas muestras presentaron picos que no habian sido
previamente identificados. Por lo que, se seleccionaron muestras representativas y

fueron tratadas con a-manosidasa, que elimina manosas terminales, y con [3-
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hexosaminidasa que elimina N-acetiglucosamina terminal de glicanos complejos o

hibridos. Con esto, fue posible discriminar picos que no correspondian a glicanos.

6.16 Viabilidad celular

La viabilidad fue determinada en el cultivo, muestreandose al menos 100 uL de
cultivo. El medio de cultivo fue diluido con azul de tripano al 0.08% en PBS. Se
realizaron las diluciones necesarias para llegar a una concentracion de 100 a 500
células en 10 campos de una camara de Neubauer. Para realizar la dilucion, se
utilizaron al menos 10 uL de cultivo y no mas de 90 uL de azul de tripano por dilucién.
Para el conteo de las células se agregd la muestra diluida con azul de tripano en
ambos lados de la camara de Neubauer. Se realizo el conteo en los cuadrantes
superior derecho e izquierdo asi como en los cuadrantes inferior izquierdo y derecho
y cuadrante central, esto para ambos lados de la camara sumando 10 cuadrantes.
Las células viables se observan sin coloracion y las no viables color azul. El nimero
de células fue determinado mediante la ecuacion 25 y el porcentaje de viabilidad

celular con la ecuacion 26.

Cel.viables (o no viables) Ec. 25

Celulas contadas

= 10,000 * FD
No. cuadrantes contados * *
o Celulas viables contadas Ec. 26
% viabilidad = 100 %
Cel.totales
Donde FD hace referencia al factor de dilucion.
6.17 Determinacion de la productividad y rendimiento para
cultivo continuo o semicontinuo
Cantidad AcM purificado (mg) Ec. 27

Rendimiento =
CNATMIENO = o lumen de cultivo purificado (L)
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1x10° (%) Ec. 28

.z . cel
Concentracion celular promedio (T)

Productividad especifica = Rendimiento (@) D (i)
P L /" \dia

“D” es la tasa de dilucion pudiendo ser expresada en d, 1x10° es un factor para
convertir miligramos a picogramos, y la concentracién celular es expresada en las

mismas unidades de volumen que el rendimiento.
6.18 Analisis estadistico

Para determinar si existia efecto de la velocidad de crecimiento sobre el perfil de
glicosilacidon y de variantes de carga se recurrio a la prueba t de Student con un alfa
del 0.05.

Se determind que existia efecto de la velocidad especifica de crecimiento sobre los
distintos parametros analizados del AcM, si la interpretaciéon de la prueba t de
Student era que las medias poblacionales eran diferentes. Posteriormente se reviso
la tendencia de las medias para determinar si el efecto era positivo o negativo.

Se realiz6 simultaneamente un analisis de varianzas mediante la prueba F de
Fisher.

Para dichos analisis se recurrio al Software STATGRAPHICS Centurion XV Version
15.2.06, donde se valid6 que el analisis se estaba llevando de acuerdo a las

siguientes ecuaciones y razonamientos.
Calculo de varianza combinada

Para realizar la prueba t de Student es necesario determinar la varianza combinada
de ambos muestreos. Esto se realiza mediante la siguiente ecuacion que es util para
tamafios muestrales balanceados y no balanceados (siendo los no balanceados

aguellos que tienen diferente nimero de réplicas) (Montgomery y Runger, 2003).

(n; — 1)S? + (n, — 1)52 Ec. 29

§2 =
ng+n, —2

p
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Donde S?1y S22 corresponden a la varianza de cada muestra, n1 y n2 al nimero de

réplicas en cada poblacién y S?, es la varianza combinada.

Pruebat de Student (igualdad de medias)

Donde la hipotesis nula es que las medias poblacionales son iguales.

Ho:py = g

En la ecuacion 30 se muestra el método para el calculo de to, la cual es comparada
con tablas (Montgomery y Runger, 2003).

X1 — X2 Ec. 30
to e —
S 1 1
— + —
p nq np
Sity>ta, . _,Serechaza la hipotesis nula, las medias son diferentes.
1t
Sity < ta, in,—2 S€ aCepta la hipbtesis nula, las medias son iguales.

>
Prueba F de Fisher (igualdad de varianzas)

Donde la hipoétesis nula es que las varianzas poblacionales son iguales.

cr2 — 42
Hy:0{ = 03

En la ecuacion 31 se muestra el método para el calculo de Fo la cual es comparada

con tablas (Montgomery y Runger 2003).

87 Ec. 31

F__
0 522
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Si Fo>fa, .. _, se rechaza la hipotesis nula, las muestras tienen varianza
> M2

poblacional diferente.

Si F, <f§,n1—1,n2—1 se acepta la hipotesis nula, las muestras tienen la misma

varianza poblacional.

Donde n1 corresponde al numero de réplicas de la muestra del denominador. nz es
el numero de réplicas de la muestra del denominador. ni-1 corresponde a los grados
de libertad de la muestra del numerador. nz-1 corresponde a los grados de libertad

de la muestra del denominador.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1Determinacion del estado estable de los cultivos, para la
evaluacion del AcM y metabolismo

En primera instancia se realizé un cultivo tipo lote por duplicado para determinar la
velocidad maxima de crecimiento en la fase exponencial (Figura Al). Se obtuvo una
Hmax de 0.0403 + 0.001 h%, valor que se fij6 como referencia del 100% pmax.

En la Figura 12 a) y 12 b) se muestra la velocidad de crecimiento y tasa de dilucion
empleada para los dos cultivos de perfusion estudiados. Para el cultivo de la Figura
12 a) se obtuvo una velocidad especifica de crecimiento en la fase estable de 52.8
+ 5.3 % pmax. En el resto del documento se hace referencia a este cultivd como
perfusion 50% pmax. Para el cultivo de la Figura 12 b) se obtuvo una velocidad
especifica de crecimiento en la fase estable de 19.1 £ 2.0 % pmax. En el resto del
documento se hace referencia a este cultivo como perfusion 20% pmax. Los cultivos
de perfusion fueron iniciados en modo lote con una etapa de alta velocidad de
crecimiento celular (12 a) y 12 b) linea azul) y un exceso de nutrientes (Figura A11,
A13). Se inici6 el esquema de perfusién al segundo dia en ambos cultivos (12 a) y
12 b) linea roja). Se incrementd la tasa de dilucion de manera gradual dependiendo
de la concentracion celular y velocidad de crecimiento objetivo. Una vez que se
alcanzé la concentracion celular objetivo de 15x10° cel/mL, se inici6 el esquema de
drenado (extraccion de medio de cultivo con células). Para llegar al estado estable,
se balancearon las tasas de perfusion y de drenado. La linea horizontal negra indica
los periodos en los que se alcanzé el estado estable, iniciando a los 8 y 14 dias para

los cultivos 50% y 20% de pmax respectivamente.
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Figura 12. Periodos del estado estable en cultivos en perfusion. a) 50% de pmax. b) 20% de pmax. Se
muestra en linea solida horizontal negra los periodos considerados como estado estable. La linea
azul representa las velocidades especificas de crecimiento durante el cultivo. La linea roja representa
la tasa de dilucién utilizada. Con 6valos rojos se indican los puntos de muestreo donde se determiné
la productividad, rendimiento y el perfil de glicosilacién y de variantes de carga del anticuerpo.

En la Figura 13 a) y b) se muestra la velocidad de crecimiento para los cultivos
semicontinuos operados a la tasa de dilucion de 0.1 d-. Estos cultivos tuvieron una
velocidad especifica de crecimiento en la fase pseudo-estable de 10.4 + 44.8 %
Mmax. En el resto del documento se hace referencia a estos cultivos como matraz
10% pmax. En la Figura 13 c) y d) se muestra la velocidad de crecimiento para los
cultivos semicontinuos operados a la tasa de diluciéon de 0.5 d*. Estos cultivos
tuvieron una velocidad especifica de crecimiento en la fase pseudo-estable de 58.6
*+ 19.4 % pmax. En el resto del documento se hace referencia a estos cultivos como
matraz 60% Hmax.

Al inicio del estudio de estos cultivos se definié un disefio experimental 22 con 2
variables que fueron la concentracion celular inicial y la tasa de dilucion. Conforme
avanzo el experimento, los tratamientos con la misma tasa de dilucidon que habian
iniciado con diferente concentracion celular inicial alcanzaron la misma

concentracion celular (Figura A5). Por lo tanto, la variable de concentracion inicial
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dejo de ser significativa y se convirtid en un experimento con 2 tasas de dilucién,
cada una por duplicado.

El sistema de recambio de medio fue iniciado desde el inicio del cultivo. Se alcanzé
un estado pseudo-estable a los 10 dias para el cultivo 60% pmax ¥ a los 13 dias para

el cultivo 10% Hmax.
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Figura 13. Periodos de estado estable en cultivos en matraz. a) y b) 10% pmax, y €) Y d) 60% pmax Se
muestra en la linea solida horizontal negra los periodos considerados como estado estable. La linea
azul representa las velocidades especificas de crecimiento durante el cultivo. La linea roja representa
la tasa de dilucidn utilizada. Con évalos rojos se sefialan los puntos de muestreo donde se determiné
la productividad, rendimiento y el perfil de glicosilacion y de variantes de carga del anticuerpo.
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La definicibn de los periodos de los cultivos en el estado estable (cultivo en
perfusion) y pseudo-estable (cultivos semicontinuos en matraz) se realizo a partir
del analisis de varios parametros. Los parametros considerados fueron: la velocidad
de crecimiento, la concentracion celular y las concentraciones de los metabolitos.
El andlisis de los parametros en el estado estable se realiz6 a partir de los graficos
correspondientes a cada parametro localizados en los Anexos de este escrito
(Figuras A5, A6 y A7 para cultivos semicontinuos en matraz y Figuras A10, All,
Al2 y Al13 para cultivos de perfusion en biorreactor) asi como del analisis de los
datos crudos. El producto de este andlisis es la construccion de los graficos
mostrados en las Figuras 12 y 13. En estos se pueden visualizar las velocidades de
crecimiento con respecto al tiempo, junto con la tasa de dilucién. La linea horizontal
sélida de color negro indica los periodos del estado estable para cultivos en
perfusidbn o pseudo-estable para los cultivos en matraz. En estos periodos se
observo la estabilizacion de la velocidad de crecimiento, la concentracion celular y
concentraciones de metabolitos en estas etapas de cultivo. Se calcul6 el promedio
y la desviacion estandar de cada uno de los parametros durante los estados
estables, los cuales estan reportados en las Tablas 4 a 7.

En el cultivo continuo de perfusion de manera continua se extrajo medio gastado
junto con células metabolitos y producto y, simultdneamente, se agregé nuevo
medio de cultivo. Por consiguiente, fue posible alcanzar un estado estable de baja
variabilidad para los parametros estudiados en estos cultivos. La incorporacion del
sistema de retencion celular permitié alimentar a altas tasas de dilucion evitando el
lavado del cultivo. En consecuencia, se alcanzaron mayores concentraciones
celulares que en los cultivos en matraz.

Los cultivos semicontinuos en matraz simularon un cultivo quimiostato interrumpido.
En estos cultivos se realiz6 la extraccidon de medio de cultivo gastado junto con
metabolitos, células y producto dos veces al dia. Esto tuvo como consecuencia que
los parametros estudiados de cada cultivo estuvieran fluctuando en un rango. Es
decir, después de un recambio de cultivo se tuvo el punto mas bajo de concentracion
celular y de producto, asi como el mayor de concentracion de nutrientes. Al final de

cada ciclo se tuvo el punto de mayores concentraciones celulares y de producto, y
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por el contrario la menor de nutrientes. Por estas caracteristicas fluctuantes de los
cultivos semicontinuos en matraz no se alcanzé un estado estable real. Sin
embargo, durante el transcurso del cultivo se alcanz6 un estado de baja variabilidad
entre los rangos de los parametros estudiados, al que se llamoé estado pseudo-

estable.

7.1.1 Puntos de muestreo para el analisis de
productividad, rendimiento y perfiles de
glicosilacion y de variantes de carga

Una vez definidos los periodos de estado estable, se seleccionaron 3 puntos de
muestreo para cada cultivo. Se buscé que los muestreos estuvieran separados en
el tiempo, de manera tal que la proteina evaluada a un tiempo previo hubiera sido
recambiada en alto porcentaje al momento del siguiente muestreo. Para esto se
tomd en cuenta su tiempo de residencia.

En la Tabla 3 y Figuras 12 y 13 (6valos rojos) se muestran los tiempos de cultivo
que fueron analizados. Estos tiempos se encuentran dentro de la fase estable o
pseudo-estable de los cultivos. Para los cultivos de perfusibn se analizaron
muestras independientes. Para los cultivos en matraz, debido al bajo volumen de
muestreo se conjunté el volumen muestreado de varios puntos. Se conjunté el
muestreo de 2 puntos consecutivos para el cultivo matraz 60% pmax y de 3 puntos

para el matraz 10% pmax a los 15y 25 dias, y 4 puntos en los analisis de 33 dias.

Tabla 3. Puntos de muestreo en los diferentes cultivos. Se muestran los periodos de muestreo de
cada uno de los cultivos, asi como el niUmero de réplicas estudiadas en cada uno de ellos.

Tratamiento Perfusién Perfusion Matraz Matraz
50% |J-ma>< 20% Hmax 60% |J~ma>< 10% Hmax
R1 14.9-15.4 R1 14.3-15.4
R1 24.9-25.4 R1 24.4-25.4
niﬂ?s?rii ig'é ig'% R1 33.8-34-4 R132.9-34.4
(dfas) 20'0 21'1 R2 15.0-15.5 R2 14.5-15.5
) ’ R2 24.9-25.5 R2 24.5-25.5
R2 34.0-34.5 R2 32.5-34.0
Repllcas 3 3 6 6
analizadas
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7.1.2 Tasade dilucion y tiempo de residencia

En la Tabla 4 se muestran las tasas de dilucion utilizadas en la fase estable en los
diferentes cultivos. Se puede observar que en los cultivos en perfusién se utilizaron
tasas de dilucibn mayores. En consecuencia, los tiempos de residencia en los

cultivos en perfusion fueron menores que los de cultivos en matraz.

Tabla 4. Tasa de dilucion y tiempo de residencia en los cultivos. Se muestra la media y la desviacion
estandar de las tasas de dilucién en los distintos cultivos, asi como del tiempo de residencia del
anticuerpo en el cultivo.

: Tasa de dilucion Tiempo de residencia
Cultivo (d?) (d)
Perfusion 50% pmax 0.996 + 0.115 1.0
Perfusion 20% pmax 0.550 + 0.006 1.8
Matraz 60% pmax 0.500 + 0.008® 2.0
Matraz 10% pmax 0.100 + 0.008% 10.0

(1) Elrecambio de medio de cultivo en matraz fue realizado con pipetas graduadas de 10 mL, la desviacion estandar
calculada corresponde a la variacién de medida de la pipeta.

7.1.3 Velocidad especifica de crecimiento, viabilidad y
concentracion celular

En la Tabla 5 se muestran los valores de viabilidad, concentracién y velocidad
especifica de crecimiento obtenidos en la fase estable y pseudo-estable de los
cultivos estudiados.

Los cultivos de perfusion tuvieron concentraciones alrededor de 15x10° cel/mL. Por
otro lado, los cultivos semicontinuos tuvieron concentraciones celulares menores.
Se obtuvo mayor viabilidad celular a mayores velocidades de crecimiento. La
velocidad de crecimiento fue controlada en mayor medida en los cultivos en
perfusién que en los cultivos en matraz. Los cultivos perfusion 50% pmax, y matraz
60% pmax fueron los que presentaron las mayores velocidades de crecimiento. Por
consiguiente, se hara referencia en puntos subsecuentes a ambos cultivos como
cultivos de alta velocidad de crecimiento. Por otro lado, los otros dos cultivos,
perfusibn 20% pmax, Y mMatraz 10% pmax tuvieron velocidades de crecimiento
menores al comparar con los de alta velocidad de crecimiento. Por consiguiente, se
haré referencia en puntos subsecuentes a ambos cultivos como cultivos de baja

velocidad de crecimiento.
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En el estado estable de los cultivos estudiados se controlo la velocidad de
crecimiento predefinida. La excepcion fue del cultivo en matraz 10% pmax que fue
operado a condiciones nutrimentales muy deficientes. Los cultivos en perfusion
fueron capaces de alcanzar concentraciones celulares predefinidas mediante la

manipulacion de la tasa de dilucion y retencion celular.

Tabla 5. Viabilidad celular, concentracion y velocidad de crecimiento. Se muestran la media y
desviacion estandar para estos parametros en el estado estable.

: o Concentracion Velogidad de
Cultivo Viabilidad celular 6 crecimiento
(10° cel /ImL) o
(% pPmax)
Perfusion 50% pmax 943+15 155+0.7 52.8+5.3
Perfusion 20% pmax 84.6+1.9 13.8+0.8 19.1+2.0
Matraz 60% pmax 99.6 +0.4 85+15 58.6 £ 19.4
Matraz 10% pmax 41.2+8.8 3.3+£0.9 10.4+44.8

Nuestros resultados mostraron el patron previamente reportado en la literatura
especializada, donde, a menor tasa de dilucién, se observé menor concentracion
celular y viabilidad (Vergara et al., 2014, Li et al., 2013, Robinson et al., 1991 y
Hayter et al., 1993).

Goudar y colaboradores (2010) obtuvieron viabilidades especificas de crecimiento
en el rango de 81.0 a 91.6%. Y tuvieron concentraciones en el rango de 12 + 3 x10°
cel/mL a una tasa de diluciéon de 1.5 d? en cultivo de perfusiéon. Y tuvieron una
velocidad de crecimiento de 0.011 h1. Por otro lado, Altamirano y colaboradores
(2001) estudiaron un cultivo quimiostato a una tasa de dilucién de 0.475 d*. La cual
es el equivalente al 49% de la pmax en este estudio. Resultd en concentraciones
celulares de 2.08 + 0.13 x108 cel/mL.

7.2Productividad y rendimiento

En la Tabla 6 se muestra la productividad y el rendimiento obtenidos en los distintos
cultivos estudiados. Los cultivos con velocidades de crecimiento bajas tuvieron

mayor productividad que los cultivos con velocidades de crecimiento altas.
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Tabla 6. Rendimiento y productividad de AcM en los distintos cultivos. Se muestra la media y la
desviacién estandar del rendimiento y productividad de AcM en los distintos cultivos.

Cultivo Rendimiento Productividad
(mg/L) (pg/cel-dia)
Perfusion 50% pimax 68.5+9.6 45+0.5
Perfusion 20% pmax 382.7 £ 61.9 156122
Matraz 60% pmax 65.7 £ 21.6 3.8+1.2
Matraz 10% pmax 171.1 + 38.8 71+23

El rendimiento fue 5.6 veces mayor para el cultivo 20% de pmax que para el cultivo
50% de pmax. Comparando el sistema en matraz 60% pmax con la perfusién a 50%
de pmax, Se observaron rendimientos muy similares. Para matraz 10% pmax Se
observd un rendimiento 2.65 veces mayor que para el matraz 60% Hmax, pero fue
inferior que el de perfusién al 20% de pmax. El cultivo perfusion 20% de pmax presento
el mayor rendimiento. En cuanto a productividad, se obtuvieron relaciones similares
a las de rendimiento, siendo superior la de perfusion a 20% pmax. Concluimos que a
menores velocidades de crecimiento se obtiene mayor productividad y rendimiento
de la proteina recombinante.

Las productividades determinadas en este estudio fueron comparables a las
determinadas por Clincke y colaboradores (2013), quienes obtuvieron
productividades para una IgG1 en el orden de 10 pg/cel-dia en cultivos de perfusiéon
por filtracién tangencial. Por otro lado, la tendencia de la productividad encontrada
concuerda con lo reportado por Omasay colaboradores (2010), que observaron que
al incrementar la velocidad especifica de crecimiento disminuye la velocidad de

produccion de proteina recombinante.

7.3Metabolismo a diferentes velocidades de crecimiento

En la Tabla 7 se muestran las velocidades de consumo y produccion de nutrientes
en la fase estable. Los nutrientes determinados fueron glucosa, glutamina,
glutamato, lactato y amonio. Los signos negativos indican consumo Yy los positivos
produccion. La glucosa y la glutamina fueron consumidos. A partir de estos
nutrientes se produjo su metabolito lactato y amonio respectivamente. Se puede
observar que la glutamina fue consumida en los cultivos de alta velocidad de
crecimiento. Por el contrario, fue acumulada en los cultivos de baja velocidad de

crecimiento.
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Tabla 7. Velocidades de consumo de nutrientes en el estado estable. Se muestra la media y
desviacién estandar de las velocidades de consumo de los diferentes nutrientes en el estado estable.

g (fmol g (fmol g (fmol g (fmol g (fmol

Cultivo Glcicel:h)  Glnicel'h)  Glulcel'h)  Laclcel'h)  Amolcel-h)
Perfusion 50% pmax  -56.6 4.1  -140+13  -069+06 37.7+100 138+21
Perfusién 20% pmax ~ -49.4+2.6  -9.0+0.4  0.02+0.3 0.3+0.4 14.0 £0.7
Matraz 60% pmax 558+9.1 -141+20  -04+08  268+136  9.4+08

Matraz 10% Lmax 452+158  -8.1+4.2 2.5+3.7 6.7+16.4  10.0%23.6

En la Tabla 8 se muestran los rendimientos de lactato y amonio en la fase estable.
Los cultivos a altas velocidades de crecimiento tuvieron mayores rendimientos de
lactato que los cultivos de baja velocidad de crecimiento. Por el contrario, los cultivos
de baja velocidad de crecimiento tuvieron mayores rendimientos de amonio que los

cultivos de alta velocidad de crecimiento.

Tabla 8. Rendimiento de lactato y amonio en el estado estable expresados en relacion mol/mol. Se
muestra la media y desviacion estdndar del rendimiento en el estado estable.

Cultivo Y Lac/cic Y Amo/Gin

Perfusion 50% Mmax 0.66 £ 0.16 0.98+0.1

Perfusion 20% pmax 0.01+0.01 1.55+0.04

Matraz 60% pmax 0.48 £ 0.22 0.67 = 0.69

Matraz 10% pmax 0.09 + 0.38 1.64 + 3.84

En la Tabla 9 se muestran las concentraciones de nutrientes determinados en los
cultivos en la fase estable. Los nutrientes determinados fueron glucosa, glutamina,
glutamato, lactato y amonio. Los cultivos de alta velocidad de crecimiento tuvieron
mayor concentracion de glucosa, glutamina y lactato que los cultivos de baja
velocidad de crecimiento. Por otro lado, los cultivos de baja velocidad de crecimiento
tuvieron mayor concentracion de glutamato y amonio que los cultivos de alta

velocidad de crecimiento.

Tabla 9. Concentraciones de nutrientes en el estado estable. Se muestra la media y desviacion
estandar para las concentraciones de los distintos nutrientes determinados en el estado estable.

Cultivo Glc (mM) Gln (mM) Glu (mM) Lac (mM) Amo (mM)
Perfusion 50% pmax 9.41+1.40 0.77£0.16 1.30+0.22 14.03 +3.51 5.14+£0.44
Perfusion 20% pmax 1.40+0.45 0.58 £0.12 1.57 +0.18 0.21£0.22 8.41+£0.23
Matraz 60% pmax 13.54 +3.18 1.07+0.72 1.37 +0.08 7.97 + 3.60 4.69 +2.34
Matraz 10% pmax 1.11+1.04 0.38 £ 0.20 2.84+0.54 2.48 +1.28 7.09 £ 0.87

A partir del analisis de las Tablas 7 y 9 se determindé que los cultivos de alta

velocidad de crecimiento en comparacion con los de baja velocidad de crecimiento,
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tuvieron mayores velocidades de consumo de glucosa y glutamina. Asimismo,
tuvieron mayores concentraciones de nutrientes en la fase estable. Para realizar el
comparativo metabolico se clasificaron los cultivos como: cultivos de
concentraciones de nutrientes altos (perfusion 50% pmax Y matraz 60% pmax) Y
cultivos con concentraciones de nutrientes bajos (perfusion 20% pmax y matraz 10%
Hmax).

Estudios previos han mostrado que el empleo de glucosa y glutamina como las
principales fuentes de carbono y energia en los cultivos (Cruz et al.,, 1999,
Altamirano et al., 2001), permite que su monitoreo, asi como de sus metabolitos,
sea empleado como un indicador representativo del comportamiento metabélico del
cultivo.

Los cultivos con altas concentraciones de nutrientes tuvieron una velocidad de
consumo de glucosa 1.17 veces mayor que los cultivos con bajas concentraciones
de nutrientes. Adicionalmente, tuvieron concentraciones residuales de glucosa de
al menos 6.61 veces mayor que los cultivos con bajas concentraciones de
nutrientes. Asimismo, tuvieron un rendimiento promedio de lactato Yvac/cic mol/mol
de 0.57, comparado con 0.05 a bajas concentraciones de nutrientes. La reduccién
en el rendimiento de lactato YiLac/cic mol/mol a bajas concentraciones de nutrientes
podria deberse a que gran parte del piruvato formado durante la glucélisis esta
entrando al TCA. Por lo tanto, a menor concentracion de nutrientes la glucosa es
metabolizada por rutas mas energéticas (Cruz et al., 1999 y Altamirano et al.,2001).
Por el contrario, si se tuvieran valores de YLac/cic mol/mol cercanos a 2 indicarian
que la glucosa est4d formando mayoritariamente lactato sin alimentar al TCA
(Altamirano et al., 2001).

Los cultivos con altas concentraciones de nutrientes tuvieron una velocidad de
consumo de glutamina 1.64 veces mayor que los de bajas concentraciones de
nutrientes. Adicionalmente, tuvieron concentraciones residuales de glutamina de al
menos 1.32 veces mayor que los cultivos con bajas concentraciones de nutrientes.
En cambio, tuvieron un rendimiento promedio de amonio Y amm/cin mol/mol de 0.82 a
altas concentraciones de nutrientes comparado con 1.6 a bajas concentraciones de

nutrientes. Por su parte, la concentracion de glutamato a altas concentraciones de
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nutrientes fue 15% menor a la del medio a la entrada del reactor. En el caso de
perfusion 20% pmax, la concentracion promedio de glutamato en el cultivo fue igual
a la del flujo de entrada. Por otro lado, se observé un comportamiento diferente para
el matraz 10% pmax donde se acumuld el glutamato durante el cultivo hasta una
concentracion 1.82 veces mayor gque la alimentada. En este sentido, se ha descrito
que la glutamina es desaminada para generar glutamato por la glutaminasa siendo
catabolizado por dos rutas catabdlicas. Una cataboliza con alta oxidacién mediante
la desaminacién por la enzima glutamato deshidrogenasa (G1DH) y otra con
oxidacion parcial formando un ciclo en el TCA mediante la accion de la glutamato-
piruvato transminasa (GPTA). En esta ultima, el amonio del glutamato es
transaminado a piruvato (el cual contiene esqueletos de carbono provenientes de la
oxidacion parcial de la glutamina en el TCA) para obtener alanina, permitiendo
sugerir que esta ruta pudiera ser un mecanismo del balance de la sobreproduccién
de amonio (Cruz et al., 1999, Altamirano et al., 2013).

Las diferencias en las velocidades de consumo de glutamina en el cultivo, asi como
el rendimiento de amonio a las distintas concentraciones de nutrientes, pueden
deberse a que a altas concentraciones de glucosa y glutamina pudiera predominar
la accién de la GPTA (Cruz et al., 1999, Altamirano et al., 2013). Por otro lado, a
bajas concentraciones de glucosa y de glutamina, metabdlicamente pudiera estarse
utilizando una ruta mas energética teniendo mayor actividad la G1DH. Por el
contrario, pudiera tener baja actividad la GPTA, reduciéndose la formacién del ciclo
en el TCA para generar alanina. Por consiguiente, este ajuste metabdlico podria
explicar la menor velocidad de consumo de glutamina y el incremento del
rendimiento de amonio Yamm/cin (Cruz et al., 1999, Altamirano et al., 2013). Por otra
parte, se observé un incremento de la concentracion de glutamato en el cultivo
matraz 10% umax. ESte incremento, pudiera deberse a que, a bajas concentraciones
nutrimentales del cultivo, se incrementa el catabolismo de aminoacidos. Donde, el
primer paso consiste en la transaminacion del aminoacido siendo el aceptor del
amonio el alfa-cetoglutarato para formar glutamina (Mathews et al., 2003).

El comportamiento que se observé para el metabolismo de la glucosa coincide con

estudios previamente reportados. En los que han encontrado que, a altas tasas de
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dilucion y altas velocidades de crecimiento, la velocidad de consumo de glucosa es
ligeramente mayor, obteniéndose mayores rendimientos de lactato y entrando en
menor proporcién los carbonos de la glucosa al TCA (Ramirez y Mutharasan, 1991,
Vergara et al., 2014, Li et al., 2013).

El comportamiento que observamos para el rendimiento de amonio con respecto a
la glutamina fue similar al observado por Hyter y colaboradores (1993). Donde,
encontraron incremento del rendimiento de amonio Yamm/cin mol/mol al reducir la
tasa de dilucion.

La velocidad especifica de produccion y consumo de metabolitos en los cultivos de
perfusion como matraz, mostrados en la Tabla 7, son comparables a los reportados
por otros autores. Altamirano y colaboradores (2001) reportaron valores similares
para un cultivo continuo con células CHO (quimiostato) con una tasa de dilucién de
0.475 d. Donde utilizaron un medio de cultivo sin glutamina pero con 7mM de
glutamato y 9.8 mM de glucosa. Goudar y colaboradores (2010) estudiaron cultivos
en perfusion utilizando una tasa de dilucion de 1.5 d?, donde las condiciones
nutrimentales de su medio de cultivo son mas semejantes a las de nuestro estudio.
Su cultivo contenia 38.8 mM de glucosa y 7 mM de glutamina. Altamirano y
colaboradores (2001) obtuvieron velocidades de qaic -70.9, Qrac 93.6, Qe -22.5 y
gamo 9.36 fmol/cel-h. Es de observar que en el caso de la velocidad especifica de
consumo de glutamina de nuestros resultados es cercana a la de consumo de
glutamato de Altamirano y colaboradores (2001), pero es muy diferente a la que
obtuvimos para glutamato. Esta diferencia se debe a que la Unica fuente de
glutaminolisis en el trabajo de Altamirano y colaboradores (2001) es el glutamato y
en nuestro caso tenemos dos fuentes, glutamina y glutamato. Por otro lado, Goudar
y colaboradores (2010) obtuvieron las siguientes velocidades de consumo y
producciéon de metabolitos, gaic -50.8, qrac 69.16, gaein -13.33, qolu 6.25 y gamo 20.8
fmol/cel-h.
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7.4Definicion de conjuntos de cultivos para la comparacion de los
parametros analizados del AcM

La pregunta de investigacion de este proyecto fue: si la velocidad de crecimiento
celular determina los perfiles de glicosilacion y de variantes de carga de un
anticuerpo monoclonal recombinante en cultivo.

En primera instancia se determiné el comportamiento de la velocidad de crecimiento
en los 4 cultivos realizados: perfusién 50%, perfusion 20% Hmax, matraz 60% pmax Y
matraz 10% pmax. Las cuales se muestran en la Tabla 5. Como siguiente paso se
determinaron los perfiles de glicosilacion y de variantes de carga en los puntos de
muestreo indicados en la Tabla 3. Los resultados del analisis del perfil de
glicosilacion se encuentran en la Tabla 13, y los del perfil de variantes de carga en
la Tabla 15. Es de mencionar que la mayoria de los parametros analizados
presentaron mayor variabilidad en los cultivos en matraz, en especial el cultivo
matraz 10% HUmax.

Las velocidades de crecimiento obtenidas en los cultivos de perfusion presentaron
muy baja variabilidad. Sin embargo, las velocidades de crecimiento en los cultivos
en matraz mostraron mayor variabilidad, siendo mayor en el cultivo en matraz 10%
Mmax. Finalmente, para realizar el andlisis estadistico y conocer la influencia de la
velocidad de crecimiento sobre los perfiles de glicosilacidén y de variantes de carga
solamente se consideraron los cultivos en perfusion.

Para realizar el analisis estadistico se utilizé la prueba t de Student para comparar
las medias poblacionales de los cultivos de perfusion 50% y 20% de pmax, que
representan alta y baja velocidad especifica de crecimiento respectivamente. En la
Tabla 10 se muestran los puntos del cultivo considerados para el analisis

estadistico.

Tabla 10. Puntos de muestreo de los cultivos de perfusién considerados para el analisis estadistico.
Conjunto de velocidades Conjunto de velocidades
de crecimiento altas de crecimiento bajas

Perfusion 50% pmax, 10.2 dias Perfusion 20% pmax, 16.1 dias
Perfusion 50% pmax, 13.8 dias Perfusion 20% pmax, 18.8 dias
Perfusion 50% pmax, 20.0 dias Perfusion 20% pmax, 21.1 dias
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Se determind que existia efecto de la velocidad de crecimiento sobre el parametro
analizado si el dictamen de la prueba t de Student era que las medias poblacionales
eran diferentes. Posteriormente se revisdé la tendencia de las medias para
determinar si el incremento de la velocidad tenia un efecto positivo o negativo sobre

el valor del parametro.

7.5Perfil de glicosilacion

Se realiz6 el analisis del perfil de glicosilacion a muestras del estado estable de los
cultivos en estudio de acuerdo con lo descrito en el punto 6.15. En la Figura 14 se
muestra un cromatograma representativo obtenido de las muestras analizadas por
HPLC. En la Tabla 11 se muestra el equivalente de los tiempos de retencién con
unidades de glucosa y las estructuras de glicanos propuestas utilizadas en este
estudio. Una vez determinada la abundancia relativa de las diferentes estructuras
de glicanos, estas fueron agrupadas como se indica en la Tabla 12. En la Tabla 13
se reportan las abundancias relativas de los glicanos por grupos y en la Figura 15

se muestran de manera gréfica.

71



Tabla 11. Glicoformas que fueron consideradas en el andlisis cromatografico del perfil de

Fucosa

glicosilacion.
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Figura 14. Cromatograma representativo del analisis de glicanos. El tiempo de retencion fue
directamente proporcional al peso molecular e hidrofilicidad del glicano.
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Tabla 12. Clasificacién de glicanos por grupos.
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Tabla 13. Abundancia relativa de glicoformas en el estado de equilibrio de los distintos cultivos
estudiados. Se muestra media y desviacidn estandar.

Perfusién  Perfusion Matraz Matraz
Grupo 20% pmax 50% pmax 10% Pmax 60% Hmax
(%) (%) (%) (%)
Paucimanosa 0.3x0.1 0.3x0.1 12+£13 0.6 0.5
Manosa 5 148+1.3 18+14 7.4+8.1 1.8+1.6
Hibridos 5.3+0.7 3.0+0.7 44+21 47+28
No identificado 27+0.3 29+0.8 40+29 43+1.6
Complejos 76.9+17 920+13 83.0+88 88.6+3.2
GO 645+1.4 68.0+ 2.0 76.1+8.1 73.3+34
Gl 11.9+238 22.8+2.4 6.9+1.8 144 +22
G2 0.5+0.2 1.2+0.1 0.0+0.1 0.8+1.0
Fucosilados 72.7+13 923+11 68.0+104 89.4+28

1 corresponde a n=3 y 2 corresponde a n=6.

En la Tabla 13 y Figura 15, se muestra el perfil de glicosilacion de los cultivos

estudiados. Se observa similitud en el perfil de glicosilacién de los cultivos de alta

velocidad de crecimiento (perfusion 50% pmax y matraz 60% pmax). Por el contrario,

los cultivos de baja velocidad de crecimiento presentan mayores diferencias entre

ellos (perfusion 20% pmax Yy matraz 10% pmax). El cultivo matraz 10% pmax fue el que

tuvo mayor variabilidad en los parametros analizados.
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Figura 15. Distribucién relativa de los distintos grupos de glicoformas presentes en el anticuerpo de
los cultivos estudiados. a) Paucimanosas, b) Manosa 5, ¢) Hibridos, d) No identificados, e)

Complejos, f) GO, g) G1, h) G2, i) Fucosilados.
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Figura 15. (Continuacion). Distribucion relativa de los distintos grupos de glicoformas presentes en
el anticuerpo de los cultivos estudiados. a) Paucimanosas, b) Manosa 5, c¢) Hibridos, d) No
identificados, e) Complejos, f) GO, g) G1, h) G2, i) Fucosilados.
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La Tabla 14, fue construida a partir del analisis estadistico realizado a la distribucion
de las distintas glicoformas determinadas en los cultivos de perfusion 50% y 20%
de umax. Se muestra el efecto del incremento de la velocidad especifica de
crecimiento sobre las distintas glicoformas.

Los glicanos manosa 5 e hibridos disminuyeron al incrementar la velocidad
especifica de crecimiento. Por el contrario, los glicanos complejos, GO, G1, G2 y
fucosilados incrementaron. Y los glicanos paucimanosa, GO y el glicano no
identificado no presentaron cambios.

Tabla 14. Efecto de la variacién de la velocidad especifica de crecimiento sobre las distintas
glicoformas.

Variable dependiente Efecto

Paucimanosa No
Manosa 5 Disminuye
Hibridos Disminuye

No identificado No
Complejos Incrementa

GO No
Gl Incrementa
G2 Incrementa
Fucosilados Incrementa

Los cultivos de perfusion 50% y 20% pmax, tuvieron otras diferencias que estan
relacionadas a la velocidad de crecimiento. El cultivo de perfusion 50% pmax tuvo
mayor concentracion de nutrientes y menor productividad que el cultivo 20% pmax.
Se observd un incremento de 8.2 veces en la abundancia relativa del glicano
manosa 5 al decrecer la velocidad de crecimiento. El incremento de glicanos
manosa 5 (MansGIcNAcz) representa la ausencia de maduracion de este glicano en
el Golgi para formar un glicano hibrido con GIcNAc en una antena, teniendo varias
posibles causas. Por la baja disponibilidad de UDP-GIcNAc, por baja actividad del
transportador UDP-GIcNACc y/o insuficiente actividad de GnTI.
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Se encontré un incremento de 1.7 veces de glicanos hibridos al decrecer la
velocidad de crecimiento. El incremento de glicanos hibridos representa la ausencia
de maduracién de este glicano para formar un glicano GO mediante la incorporacién
de GIcNAc. La causa del incremento de los glicanos hibridos puede deberse al igual
que el glicano manosa 5 a baja disponibilidad de UDP-GIcNA y/o a baja actividad
de transportadores de UDP-GIcNAc. A diferencia del glicano manosa 5 pudiera estar
deficiente la actividad de la GnTII.

Se tuvo un incremento de 1.27 veces en la abundancia relativa de glicanos
fucosilados en el cultivo de mayor velocidad de crecimiento. La incorporacion de
fucosa puede llevarse a cabo a partir de la formacion del glicano hibrido por accion
de la FucT. La reduccién de glicanos fucosilados en el cultivo de baja velocidad de
crecimiento puede explicarse en parte por el incremento en un 13% del glicano
manosa 5. Puesto que, la FucT anicamente puede actuar sobre glicanos que tienen
al menos una GIcNAc. Por otro lado, el otro 5% de diferencia restante pudiera
deberse a varias razones: a baja disponibilidad de GDP-Fuc, a baja disponibilidad
de transportadores de FDP-Fuc y/o a baja actividad de FucT.

Se encontrd un incremento de 1.19 veces para el grupo de los glicanos complejos
en el cultivo de mayor velocidad de crecimiento. En la Tabla 12 se muestran los
glicanos incluidos en el grupo de glicanos complejos. El incremento de los glicanos
complejos puede explicarse por la reduccion del glicano manosa 5 e hibridos. Por
lo que, el incremento de la abundancia relativa de glicanos complejos es opuesta al
incremento de glicanos hibridos y/o manosa 5. Adicionalmente, este grupo incluye
a los glicanos que fueron galactosilados.

No se observo diferencia estadistica en la abundancia relativa de los glicanos GO.
Los glicanos GO son un glicano de procesamiento intermedio. Para tener un glicano
GO es necesaria la actividad de la enzima GnTlII para incorporar GIcNAc al glicano
hibrido. Subsecuentemente, el glicano GO es galactosilado por la GalT, para generar
glicanos G1y G2.

Se observé un incremento en la abundancia relativa de 1.91 veces para G1y de 2.4
veces para G2. Sin embargo, la abundancia relativa de G2 fue pequeia (<2%) y

con alta variabilidad, por lo que su repercusion sobre la funcionalidad del AcM
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producido seria poco significativa. Para que se lleve a cabo la galactosilacion es
necesaria la actividad de la enzima GalT y la disponibilidad del aztcar nucleotidico
UDP-Gal. La ausencia de galactosilacién pudiera deberse a la baja disponibilidad
de UDP-Gal, a baja actividad del transportador UDP-Gal y/o de la GalT.

En resumen, se tienen como posibles causas de la reduccion de la incorporacion de
GIcNAc, Galy Fuc: baja biodisponibilidad de azucares nucleotidicos en el citosol y/o
Golgi y baja abundancia y/o actividad de las transferasas y glicosidadasas.

Por su parte, se ha reportado en la literatura que la baja disponibilidad de los
azucares nucleotidicos es consecuencia de la baja concentracion de sus
precursores, principalmente glucosa y nucleétidos y; adicionalmente, de glutamina
en el caso de UDP-GIcNAc (Fan et al., 2015, Sou et al., 2015). Asimismo, se ha
reportado que cultivos con bajo flujo hacia la ruta de las pentosas fosfato, tienen
reducida la sintesis de nucleétidos (Sou et al., 2015). En este sentido, en el cultivo
de baja velocidad de crecimiento se tuvo baja concentracién de glucosa y glutamina,
y, posiblemente, como consecuencia de la baja velocidad de crecimiento pudiera
tener una menor sintesis de nucleétidos. Por consiguiente, es posible que la sintesis
de los azucares nucleotidicos este reducida a bajas velocidades de crecimiento y
esto explique la reduccion de la sintesis de glicanos de alto procesamiento. Por otro
lado, ademas de estar presentes los azucares nucleotidicos en el citosol es
necesaria la presencia y actividad de transportadores especificos para cada uno de
ellos. Asimismo, es necesaria la presencia y actividad de las diferentes
glicosiltransferasas. Por otro lado, también se ha descrito en la literatura que a altas
productividades de proteina, las células sintetizan menos lipidos, lo cual afecta la
generacion de membrana estructural del Golgi en la cual se encuentran los
transportadores y glicosiltransferasas (Sou et al., 2015). Por consiguiente, la alta
productividad de proteina pudiera coincidir con baja actividad de las
glicosiltransferasas y transportadores de azucares nucleotidicos. En base a esto, se
concluye que las condiciones metabdlicas de las células a altas velocidades de
crecimiento favorecen: la reduccion de los glicanos manosa 5 e hibridos, y el

incremento de glicanos complejos y galactosilados. Por lo que, se sugiere que el
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incremento de la velocidad especifica de crecimiento en cultivos continuos favorece
la glicosilacion de la proteina recombinante.
7.6Variantes de carga

Se realiz6 el analisis de la distribucion de variantes de carga a muestras del estado
estable de los cultivos en estudio de acuerdo con lo descrito en el punto 6.14.

En la Figura 16 se muestra un cromatograma obtenido mediante cromatografia de
intercambio catidénico, compuesto por 3 picos, que corresponden a variantes acidas
(primer pico), a variantes béasicas (ultimo pico) y el pico mas abundante, la fraccién
principal (Khawly et al., 2010).

Varios autores han fraccionado estas variantes de carga y han identificado mediante
cromatografia acoplada a masas y mapeo peptidico las modificaciones presentes
en cada grupo de variantes de carga como se muestra en las Figuras 4 a 6 (seccién
2.3).

Isoformas Acidas Pico Isoformas Basicas
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Figura 16. Cromatograma representativo obtenido mediante separacion cromatogréafica por
intercambio catiénico del AcM analizado. Las variantes de carga acidas al tener carga mas negativa
presentan menores tiempos de retencion Por otro lado, las béasicas al tener carga mas positiva
presentan mayor tiempo de retencion. La fraccion principal se encuentra en una retencién intermedia
entre las otras dos variantes de carga.

En la Figura 17 y Tabla 15, se muestra la distribucion relativa de cada una de las
variantes de carga. De las 3 variantes de carga la mas abundante en los cultivos es

la fraccion principal, con excepcion en el cultivo matraz 10% pmax. Las siguientes en
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abundancia fueron las variantes acidas, y las menos abundantes las variantes

basicas.

a)  Variantes acidas b)  Fraccion principal
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Figura 17. Distribucion relativa de las variantes de carga presentes en el anticuerpo de los cultivos
estudiados. a) Variantes de carga 4cidas, b) fraccion principal, c) variantes de carga basicas.

Tabla 15. Perfil de variantes de carga del anticuerpo producido en los distintos cultivos. Se muestra
media y desviacién estandar.

Cultivo Acidas (%) Principal (%) Béasicas (%)
Promedio Promedio Promedio
Matraz 10% Hmax 38x4 37+3 25+3
Perfusion 20% [max 312 49+ 2 20+ 0
Perfusion 50% Hmax 363 40+ 2 23+5
Matraz 60% Hmax 29+3 401 31+4
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La Tabla 16, fue construida a partir del analisis estadistico realizado a la distribucion
de las variantes de carga determinadas en los cultivos de perfusion 50% y 20% de
Hmax. Se muestra el efecto de la variacion de la velocidad especifica de crecimiento
sobre las distintas variantes de carga. Estadisticamente, Unicamente la fraccion
principal tiene efecto por la variacion de la velocidad de crecimiento. Donde, al
incrementar la velocidad de crecimiento disminuye la fraccion principal.

Tabla 16. Efecto de la variacién de la velocidad especifica de crecimiento sobre la distribucion de
variantes de carga.

Variable dependiente Efecto
Variantes de carga acidas No
Fraccion principal Disminuye
Variantes de carga basicas No

Se determiné diferencia estadisticamente significativa para la fraccion principal,
entre el cultivo de baja velocidad de crecimiento y el de alta velocidad de
crecimiento. Se obtuvo una abundancia relativa de 1.22 en el cultivo de baja
velocidad de crecimiento en comparacion con el de alta. Se ha reportado que la
fraccion principal es la precursora de las variantes acidas (Tang et al., 2018). Es de
observar que, la reduccién de la fraccion principal tiene como consecuencia el
incremento de las variantes de carga acidas y basicas.

A altas velocidades de crecimiento, tras la reduccion de la fraccion principal se tuvo
una abundancia relativa de variantes de carga acidas de 1.16 veces al comparar
con el cultivo de baja velocidad de crecimiento. Se ha descrito que las variantes de
carga acidas surgen de modificaciones postraduccionales que suceden
principalmente en el medio de cultivo, teniendo como precursor a la fraccién
principal (Tang et al, 2018). Varios factores del medio de cultivo favorecen la
modificacion de la fraccion principal hacia variantes de carga acidas entre los que
se encuentra la temperatura, pH, tiempo de residencia, baja viabilidad celular y
concentracion celular (Hossler et al., 2015, Miao et al., 2017, Xie et al., 2016, Tang
et al, 2018). Por otro lado, se ha relacionado el incremento de las variantes de carga
acidas en glicoproteinas galactosidadas, aun cuando la galactosa no confiere carga

al anticuerpo. Se cree que la presencia de galactosas modifica la estructura
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tridimensional del anticuerpo y lo hace mas susceptible a modificaciones que
generan carga negativa (Tang et al., 2018, Miao et al., 2017 y Xie et al., 2016). En
este sentido el cultivo de mayor velocidad de crecimiento tuvo mayor abundancia
relativa de galactosas, lo que podria explicar el incremento de variantes de carga
acidas en este cultivo.

A altas velocidades de crecimiento, tras la reduccion de la fraccion principal se tuvo
una abundancia relativa de variantes de carga basicas de 1.15 veces al comparar
con el cultivo de baja velocidad de crecimiento. En comparacion con las variantes
de carga acidas, se ha descrito en menor medida las condiciones que propician la
generacion de variantes de carga basicas. Se ha descrito que las variantes de carga
basicas surgen de modificaciones postraduccionales que suceden principalmente
intracelularmente (Tang et al, 2018).

Fue posible estimar la abundancia relativa de las distintas fracciones de carga en
los cultivos estudiados con el método cromatografico utilizado. Sin embargo, la
resolucién entre picos fue baja. Esta baja resolucion entre picos ocasiona que no
conozcamos con exactitud la distribucién de las fracciones de carga. En este
sentido, pudiera optimizarse la separacion mediante la modificacion de las
condiciones cromatograficas como lo son el pH, buffer, flujo y gradiente utilizado.
El andlisis de la distribucién de variantes de carga de este proyecto fue realizado
mediante cromatografia de intercambio cationico. Se obtuvo la distribucién relativa
de variantes de carga acidas, basicas y de la fraccién principal. En la investigacion
bibliografica encontramos, algunas modificaciones postraduccionales que han sido
encontradas en las distintas fracciones de variantes de carga separadas por
cromatografia de intercambio cationico (punto 2.3 de antecedentes). Las cuales han
sido caracterizadas por varios autores mediante la utilizacion de cromatografia de
masas Yy secuenciacién peptidica. Para conocer que modificaciones estan
ocurriendo en nuestras condiciones de estudio, se tendrian que analizar las distintas
fracciones de variantes de carga mediante cromatografia de liquidos acoplada a
masas. Asimismo, se podrian identificar especificamente en que aminoacido

ocurren las modificaciones mediante mapeo peptidico.
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8 LIMITANTES DEL PROYECTO

No se estudiaron a nivel intracelular, los factores involucrados en la glicosilacion.
Como lo son: las concentraciones de azUcares nucleotidicos, la expresion de
glicotransferasas y la expresion de transportadores de azucares nucleotidicos.

La resolucion obtenida para los picos de las diferentes fracciones de carga en el
analisis cromatografico de intercambio cationico fue baja.

No se caracterizd, que modificaciones postraduccionales estan presentes en las
distintas variantes de carga del AcM, ni en que aminoacidos.

No se estudiaron cultivos en fase estable fuera del rango de 20-50 % pmax.

Las conclusiones realizadas estan basadas unicamente en la comparacion de dos
velocidades de crecimiento. Seria ideal contar con un punto adicional para verificar
gue se sigue la misma tendencia al variar la velocidad de crecimiento.

No resulté un modelo adecuado el matraz 10% umax para el control de la velocidad
especifica de crecimiento. Por lo que no fue posible comparar esta condicion de
estudio con su contraparte que fue el matraz 60% pmax. Por otro lado, al ser sistemas
de cultivo diferentes el de matraz y el cultivo en perfusion mostraron

comportamientos diferentes.
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9 CONCLUSIONES

Metabolicamente se observéd que a altas concentraciones de nutrientes se obtiene
un flujo metabdlico poco eficiente. El cual tuvo como caracteristica, altas
velocidades de consumo de glucosa y glutamina e incremento del rendimiento de
lactato. En contraste, a bajas concentraciones de nutrientes, se sugiere que se tuvo
un metabolismo por rutas mas energéticas, donde, se tuvo menor velocidad de
consumo de nutrientes, se redujo el rendimiento de lactato e incrementd el de
amonio.

El sistema de cultivo continuo en perfusion permitié alcanzar estados estables con
baja variabilidad en cuanto a: la velocidad especifica de crecimiento,
concentraciones de nutrientes y parametros analizados del AcM. Por otro lado, el
sistema semicontinuo en matraz presentd mayor variabilidad en especial en el
cultivo matraz 10% pmax. Por lo anterior, se concluyd que el sistema de cultivo en
matraz no es un modelo adecuado para estudiar el efecto de la velocidad especifica
de crecimiento en estados estables.

Se encontré6 que la velocidad especifica de crecimiento tuvo efecto sobre la
abundancia relativa de los glicanos manosa 5, hibridos, complejos, G1, G2, y
fucosilados. Al incrementar la velocidad especifica de crecimiento, se redujeron las
abundancias relativas de los glicanos manosa 5 e hibridos y se incrementaron las
de los glicanos complejos, G1, G2 y fucosilados.

Se determiné que la velocidad especifica de crecimiento tuvo efecto sobre la
abundancia relativa de la fraccién principal de las variantes de carga. Donde, al
incrementar la velocidad de crecimiento, decrecid la abundancia relativa de la
fraccién principal.

Se encontrd0 que a menores velocidades de crecimiento se obtiene mayor

productividad y rendimiento de la proteina recombinante.
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10 PERSPECTIVAS

El sistema continuo a bajas velocidades de crecimiento resultd un proceso ventajoso
por su alta productividad. Sin embargo, tuvo la desventaja de incrementar las
abundancias relativas de glicanos de bajo procesamiento en especial manosa 5 e
hibridos. Para optimizar los cultivos de bajas velocidades de crecimiento en primera
instancia es necesario identificar cuales factores estan afectando la glicosilacion en
estas condiciones. Para lo cual, se podria estudiar la expresion de las
glicosiltransferasas, los transportadores de azlcares nucleotidicos y las
concentraciones de azucares nucleotidicos a diferentes velocidades de crecimiento.
Se podrian estudiar velocidades especificas de crecimiento fuera del rango
estudiado. Esto con la finalidad de conocer si la variacion de la velocidad de
crecimiento sigue la misma tendencia que observamos sobre el perfil de
glicosilacion y distribucion de isoformas fuera del rango estudiado.

Adicionalmente, podria optimizarse el método de cromatografia de intercambio
cationico, para incrementar la resolucién entre los picos de las distintas fracciones
de carga.

Por otro lado, se podrian analizar las distintas fracciones de variantes de carga del
AcM por cromatografia de liqguidos acoplada a masas para conocer que
modificaciones postraduccionales estan ocurriendo y en qué medida. Otro aspecto
por considerar es el mapeo peptidico de las distintas fracciones de las variantes de
carga del AcM para identificar en que aminoacidos se encuentran las distintas

modificaciones postraduccionales.
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12 ANEXOS

12.1 Cultivo tipo lote
12.1.1 Cinéticas de crecimiento
a) Determinacion de p,,, b) Cinetica de crecimiento
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Figura Al. Cinéticas de crecimiento de
) Loy . Viabilidad gura / crecin
cultivo tipo lote. a) Determinacion de pmax
en la fase exponencial del cultivo. b)
Cinética de crecimiento, donde el eje de
las ordenadas esta en escala logaritmica,
s datos obtenidos mediante microscopia. c)
% viabilidad celular durante el cultivo. Se
s muestra en b) y c¢) para cada uno de los
3 datos la barra de desviacion.
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En la Figura Al se muestran las cinéticas de crecimiento de cultivo tipo lote, el cual

fue realizado por duplicado. Se puede observar el comportamiento del crecimiento

celular en los cultivos tipo lote realizados en matraz Erlenmeyer. Se determind una

velocidad méaxima de crecimiento pmax de 0.040 + 0.001 h?. Se tuvo una

concentracion celular maxima de 1.43x107 cel/mL a las 131 horas, acompafiada de

un descenso en la viabilidad celular.
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Figura A2. Cinéticas del metabolismo
de cultivo tipo lote. a) Metabolismo de
glucosa. ¢) Metabolismo de lactato. c)
Metabolismo de  glutamina. d)
Metabolismo de  glutamato. €)
Metabolismo de amonio. Todas en
unidades de mM con respecto al tiempo
en horas.
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En la Figura A2 se muestra el comportamiento cinético de los distintos nutrientes y
metabolitos estudiados en el cultivo tipo lote. En la primera etapa del cultivo (fase
exponencial) se observé un consumo de glutamina y glucosa, una concentracion de
glutamato constante y produccién de amonio y lactato. Se tuvo con un cambio en el
comportamiento metabdlico posterior a las 70 horas (inicio de fase estacionaria),
donde se observé un consumo de glutamato, produccion de glutamina y consumo
de lactato.

En la Tabla A1 se muestran las velocidades de consumo/generacién de nutrientes
y metabolitos. Donde las velocidades con signo negativo indican consumo y los
valores con signo positivo, produccion. Se estudiaron 2 matraces, que fueron
identificados como Lote R1y Lote R2. Para el calculo de las constantes se utilizaron
5 intervalos correspondientes a la fase exponencial. Los calculos se realizaron
omitiendo el primer intervalo del cultivo ya que no se cuenta con la concentracion
inicial de los nutrientes del medio de cultivo. Se determiné el area bajo la curva para
cada uno de los intervalos de muestreo correspondientes a la fase exponencial (10
a 70 horas). No se consideraron los tiempos posteriores a las 70 horas, ya que en
el periodo entre 70 y 82 horas se observa una modificacion en las tendencias de

consumo de nutrientes.

Tabla Al. Velocidades especificas de consumo de nutrientes y de generacién de metabolitos en
cultivo tipo lote.

Glucosa (fmol/cel-h) Lactato (fmol/cel-h) Amonio (fmol/cel-h)
Promedio DE CV % Promedio DE CV% Promedio DE CV %
Lote R1 -152 78 51 171 69 40 31 73 238
Lote R2  -139 53 38 172 74 43 43 87 204
Glutamina (fmol/cel-h) Glutamato (fmol/cel-h)
Promedio DE CV % Promedio DE CV%
Lote R1 -61 34 56 -0.6 03.3 507
Lote R1 -51 19 36 0.4 03.8 944

En la Figura A3 se muestra el modelado del crecimiento celular en la fase
exponencial. Este modelado permitioé calcular de manera mas exacta el area bajo la

curva a lo largo de la fase exponencial. El area bajo la curva fue de utilidad para
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determinar el consumo especifico de medio de cultivo en la fase exponencial con
un valor de 200 pL/cel-dia. Este dato fue de utilidad para estimar el tiempo que un

cultivo estaria en fase exponencial dependiendo de la concentracion celular inicial.

Area bajo la curva Figura A3. Descripciéon del modelo de

crecimiento en fase exponencial. Se muestra la
5 r?=0.995 ° determinacion del area bajo la curva de la fase
, exponencial. La linea punteada representa el
, modelo exponencial el cual se ajusta con un r?2
A de 0.9983 con los datos experimentales
(rombos).
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12.2 Cultivo semicontinuo
12.2.1 Expansion celular e inicio de cultivo

En la Figura A4 se muestra el proceso de inicio de los cultivos semicontinuos. Se
inici6 con el descongelado de un vial con la linea celular. Se continué con la
expansion celular donde se buscaba mantener a las células en fase exponencial
hasta alcanzar la concentracion celular objetivo de 5x10°8 cel/mL y 1x107 cel/mL. Se
realiz6 en primera instancia una expansion celular iniciando con el inoculo del vial
descongelado en un matraz de 10 mL con subsecuentes pases a matraces con
mayor volumen cuidando iniciar con una concentracion inicial mayor a 2x10° cel/mL.
Una vez que se alcanz6 un volumen de 300 mL se realizé un esquema de perfusion
para retirar el medio gastado y adicionar medio nuevo. Se logro la concentracion
deseada de los matraces, matraz R1 60% pmax y matraz R1 10% pmax (Tabla A2).
Fue necesario continuar con el esquema de perfusién en 2 ocasiones mas para
obtener una concentracion celular inicial de 1x107 cel/mL en medio de cultivo fresco

en matraces R2 60% pmax Y R2 10% pmax. COMO Se muestra en la Figura A4.
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Figura A4. Esquema del proceso de inicio del cultivo semicontinuo. Se muestran las etapas
realizadas desde el descongelado del inoculo, la expansién celular, hasta llegar a la concentracion
celular en los distintos matraces para dar inicio al esquema de recambio de medio de cultivo.

Tabla A2. Matriz experimental del cultivo semicontinuo.
Concentracion celular

Muestra o Tasa de dilucién (d?)
inicial (cel/mL)
Matraz R1 60% Hmax 5x10° 0.5
Matraz R2 60% Hmax 10x10° 0.5
Matraz R1 10% Hmax 5x10° 0.1
Matraz R2 10% Hmax 10x10° 0.1

12.2.2 Cinética de crecimiento

En la Figura A5 se muestra la cinética de concentracion celular y viabilidad a lo largo
de 35 dias de cultivo semicontinuo. Los matraces R1 60% pmax y matraz R1 10%
Hmax fueron iniciados con una concentracién celular de 5 millones de cel/mL. Los
matraces R2 60% pmax y matraz R2 10% pmax fueron iniciados con 10 millones de
cel/mL. Se utiliz6 una tasa de dilucién de 0.5 d* para los matraces R1 y R2 60%
Umax Y de 0.1 d*par los matraces R1y R2 10% pmax. Las tasas de dilucién de 0.1 d-
L alcanzaron altas concentraciones celulares ya que las células continuaron en la
fase exponencial, alcanzando una concentracion maxima de 2.32x107 cel/mL en el
matraz R2 10% umax. ESto fue ocasionado por la disponibilidad de nutrientes y baja
extraccion celular. Sin embargo, después de llegar a la maxima concentracion
celular se tuvo un agotamiento de nutrientes (Figura A7) (glucosa, glutamina,
glutamato y lactato). Por consiguiente, se tuvo una reduccidén drastica de la
viabilidad celular alcanzandose valores de 2% con concentraciones de células vivas
de 0.3x108 cel/mL. Durante el transcurso de los recambios de medio de cultivo
incremento la viabilidad y concentracion celular. Se alcanzaron valores promedios
de 42% de viabilidad con 3.3x10° cel/mL vivas en la fase pseudo-estable del cultivo
(13 a 34 dias).

Por otro lado, los matraces que operaron a una tasa de dilucion de 0.5 d?,
alcanzaron una concentracion celular maxima de 1.7x107 cel/mL. Ademas, tuvieron
una viabilidad minima del 96% a lo largo de todo el cultivo. También, tuvieron una
concentracion celular promedio en la fase estable de 8.5x10°%cel/mL para ambos

matraces. A pesar de que para cada tasa de dilucion se inici6 con dos
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concentraciones celulares distintas, durante el transcurso del cultivo y recambios
los parametros determinados en los cultivos de la misma tasa de dilucion fueron
igualandose. Lo que nos indica que el factor determinante de la cinética de
crecimiento y metabolismo es la tasa de dilucién (que influye sobre el ingreso de

nutrientes y extraccion de metabolitos y células).

Matraz 1, 60% pumax Matraz 2, 60% pmax
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Figura A5. Cinéticas de crecimiento de cultivo semicontinuo. a) Matraz R1 60% pmax, b) matraz R2
60% Hmax, C) matraz R1 10% pmax y d) matraz R2 10% pmax. En el eje primario de las ordenadas
(izquierda) se muestra la escala de la concentracion celular en millones de cel/mL correspondiendo

a la linea sdlida. En el eje secundario de las ordenadas (derecha) linea punteada muestra el
porcentaje de viabilidad.
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Figura A6. Andlisis de velocidades especificas de crecimiento en cultivos semicontinuos. Se muestra
la velocidad especifica de crecimiento de los cultivos continuos de los matraces R1 y R2 60% pmax Y
matraces R1 y R2 10% pmax en los diagramas a), b), ¢) y d) respectivamente. Las velocidades de
crecimiento del andlisis estan en h-1. Los diagramas fueron construidos utilizando los datos de la fase
pseudo-estable. A la izquierda se muestra la dispersion de las velocidades especificas de
crecimiento y a la derecha en el diagrama de caja y bigotes se representa la distribucién por cuartiles
de los datos. Las 4 lineas verticales del diagrama representan la separacién entre los cuartiles (cada
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cuartil representa el 25% de datos ordenados en orden ascendente). La linea central de la caja
representa la mediana y el punto dentro de la caja representa el promedio.

En este estudio de cultivos semicontinuos se busco observar la influencia de la tasa
de dilucién sobre la velocidad especifica de crecimiento. Se tomd como referencia
el concepto que D=y, por lo que tedricamente se esperaban velocidades especificas
de crecimiento de 0.020 h'' (D = 0.5 d!) y de 0.004 h'' (D = 0.1 d!). En otras
palabras, convirtiendo a valores de pmax se esperaban valores de pmax del 50% vy
10% respectivamente.

Como apoyo para la interpretaciéon de la Figura A6 se construyé la Tabla A3, en la
cual se observan los valores minimos, cuartil inferior, cuartil superior y maximo
obtenidos. Es interesante observar que en R1 y R2 de matraces 60% pmax, €l 50%
de los datos (situados entre cuartil inferior y superior) se encuentran entre 0.020 y
0.029 para ambos estudios donde estos valores son muy cercanos a la tasa de
dilucién. Por otro lado, para los cultivos R1 y R2 matraces 10% pmax S€ obtuvieron
velocidades especificas de crecimiento muy dispersas teniendo desde valores
negativos de -0.049 h'! hasta positivos de 0.059 h-1. Esta alta variabilidad es dada
porque se esta calculando una p aparente que engloba tanto la velocidad de muerte
como la de crecimiento. Ademas, es de considerando que, a esta tasa de dilucién
en muchos puntos se tuvo limitacion de nutrientes (en especifico se identificé
limitacion de glucosa). Lo cual se relacioné con la baja viabilidad celular. Sin
embargo, el 50% de los valores determinados de y se encuentran cercanos a la
velocidad especifica de crecimiento de 0.004 h! que es equivalente a la tasa de
dilucién utilizada (0.1 d1).
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Tabla A3. Distribucién de velocidad especifica de crecimiento en cultivo semicontinuo.

Muestra Minimo Cuartil Cuartil Maximo Promedio
inferior superior
Velocidad especifica de crecimiento (h)

Matraz R1 0.006 0.020 0.028 0.043 0.024
60% max

Matraz R2 0.003 0.020 0.029 0.051 0.024
60% max

Matraz R1 -0.049 -0.007 0.011 0.059 0.004
10% pmax

Matraz R2 -0.026 -0.004 0.015 0.045 0.005
10% Pmax

12.2.3 Metabolismo

En la Tabla A4 se muestra la concentracion de nutrientes y metabolitos estudiados
en el medio fresco.

Tabla A4. Concentraciones de nutrientes/metabolitos en medio de cultivo fresco.

Nutriente/Metabolito mM g/L
Glucosa 33.3 6.00
Glutamina 6.0 0.88
Glutamato 1.56 0.23
Lactosa 0.0 0.00
Amonio 0.0 0.00

En la Tabla A5 se muestra las velocidades especificas de consumo de nutrientes y

de generacion de metabolitos. Para los estudios realizados en cultivo tipo lote se

estudiaron 2 matraces que fueron identificados como Lote R1 y Lote R2. Para el

calculo de las constantes se utilizaron 5 intervalos correspondientes a la fase

exponencial. Por otro lado, para los cultivos semicontinuos matraces R1 y R2 60%

Mmax Y matraces R1 y R2 10% pmax Se utilizaron los datos obtenidos en la fase

pseudo-estable del cultivo. DE indica la desviacion estandar y CV el coeficiente de

variacion. Se observan valores mayores en el consumo de nutrientes y generacion

de metabolitos en los cultivos tipo lote que en los cultivos semicontinuos. Sin

embargo, el consumo de glutamato es la excepcion. El cual es consumido en cultivo

tipo lote y matraz 60% pmax, y por el contrario producido en matraz 10% pmax.
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Tabla A5. Velocidades especificas de consumo de nutrientes y de generacion de metabolitos, para
cultivos tipo lote y cultivo semicontinuo.

g Glucosa (fmol/cel-h)

g Lactato (fmol/cel-h)

g Amonio (fmol/cel-h)

Promedio DE CV% Promedio DE CV % Promedio DE CV%
Lote R1 -152 78 -51 171 69 40 31 73 238
Lote R2 -139 53 -38 172 74 43 43 87 204
R1 60% pmax -55 8 -15 27 13 48 9 10 111
R2 60% [max -57 10 -17 27 15 55 9 9 97
R1 10% pmax -42 14 -33 5 14 294 9 20 233
R2 10% pmax -49 17 -35 9 18 213 11 27 235

g Glutamina (fmol/cel-h)

g Glutamato (fmol/cel-h)

Promedio DE CV% Promedio DE CV %
Lote R1 -61 34 -56 -0.646 3 -507
Lote R2 -51 19 -36 0.408 4 944
R1 60% pmax -14 2 -13 -0.483 1 -172
R2 60% [max -14 2 -16 -0.426 1 -166
R1 10% pmax -8 5 -63 2.326 3 136
R2 10% pmax -9 3 -39 2.718 4 157
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Figura A7. Cinéticas del metabolismo de cultivos semicontinuos. Se muestran las cinéticas del
consumo de nutrientes y generacion de metabolitos (a) y b) glucosa, c¢) y d) lactato, e) y f) glutamina,
g) y h) glutamato, j) y k) amonio. La linea solida representa los matraces R1 60% pmax Y 10% pmax
gue iniciaron con 5 millones de cel/mL. La linea punteada representa los matraces R2 60% pmax Y
10% Mmax que iniciaron con 10 millones de cel/mL. Los graficos de la izquierda corresponden a los
cultivos en matraz 60% pmax Y los gréficos de la derecha a los cultivos en matraz 10% pmax.
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Figura A7. (Continuacién). Cinéticas del metabolismo de cultivos semicontinuos. Se muestran las
cinéticas del consumo de nutrientes y generacién de metabolitos (a) y b) glucosa, ¢) y d) lactato, e)
y f) glutamina, g) y h) glutamato, j) y k) amonio. La linea solida representa los matraces R1 60% pmax
y 10% pmax que iniciaron con 5 millones de cel/mL. La linea punteada representa los matraces R2
60% WMmax Y 10% Mmax que iniciaron con 10 millones de cel/mL. Los graficos de la izquierda
corresponden a los cultivos en matraz 60% pmax Y l0s graficos de la derecha a los cultivos en matraz
10% pmax.

En la Figura A7 de cinéticas del metabolismo de cultivos semicontinuos, se puede
observar la similitud entre los cultivos que fueron estudiados a la misma tasa de
dilucion. A pesar de haber iniciado a diferentes concentraciones celulares, estos
alcanzaron un equilibrio a los pocos dias. Se observa un desfase inicial entre
cinéticas en la misma gréfica, es decir entre las lineas punteadas y discontinuas.
Los cultivos a la tasa de dilucién de 0.1 d* (10% pmax) tuvieron un agotamiento inicial
de nutrientes al inicio del cultivo por la alta concentracion celular y baja tasa de
dilucion. El que inicié con 10 millones de cel/mL (lineas punteadas) alcanz¢ el

agotamiento de nutrientes antes que el que inicio con 5 millones (lineas continuas).
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El cultivo que inicié con 5 millones de cel/mL, requirié un dia adicional para igualar
el mismo comportamiento de agotamiento de nutrientes. En los cultivos a la tasa de
dilucion de 0.5 d?' (60% pmax) Se obtuvieron concentraciones de nutrientes
constantes a lo largo del cultivo sin llegar a la carencia de ellos. En cambio, en los
cultivos a tasa de dilucion de 0.1 d* (10% pmax) NO se detectd la presencia de
glucosa en algunos puntos. Adicionalmente en los cultivos a la tasa de dilucion de
0.1 d! (10% pmax) Se observaron concentraciones inferiores de lactato en
comparacion con los de 0.5 d* (60% pmax). Asimismo, se observé un incremento en
la concentracion de glutamato a concentraciones superiores a los alcanzados en la
tasa de dilucién de 0.5 d* (60% pmax). En cuanto a la concentracién de amonio se
mantuvo alrededor de 5 mM para los cultivos a la tasa de dilucién de 0.5 d* (60%
Mmax). Y tuvieron en concentraciones de alrededor de 8 mM para los cultivos a tasa
de dilucion de 0.1 d? (10% pimax).

12.2.4 Consumo de medio de cultivo por célula

Se determin6 mediante regresion lineal la relacion entre la velocidad especifica de
crecimiento esperada (suponiendo que la velocidad especifica de crecimiento es
igual a la tasa de dilucion) y el consumo de medio de cultivo por célula a las dos
tasas de dilucion estudiadas en cultivos semicontinuos en matraz. Para la obtencion
de la ecuacién de la recta, asi como la linea de tendencia del grafico se consideraron
los datos de velocidad de consumo de medio de cultivo determinados a partir de los
10 dias para la tasa de dilucién 0.5 d* (n=100) y a partir de los 13 dias para la tasa

de dilucién 0.1 d* (n=88) considerando las 2 réplicas de cada condicion.
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Figura A8. Correlacion entre la velocidad especifica de crecimiento y el consumo de medio de cultivo.

Es de mencionar que en lugar de haber seleccionado para la construccién del
grafico velocidades de crecimiento teoricas (equivalentes a la tasa de dilucion), se
pudieron haber seleccionado velocidades de crecimiento reales. Sin embargo, por
la gran variabilidad en la velocidad especifica de crecimiento determinada en los
cultivos (en la fase estable) que son representadas por las barras de error no fueron
seleccionadas. La velocidad de crecimiento promedio real en la fase estable para la
tasa de dilucion de 0.1 d* considerando ambos matraces (n=88) fue de 0.1 d* con
un CV de 430%, y para la tasa de diluciéon de 0.5 d* fue de 0.58 d* con un CV de
33%.

12.3 Cultivo continuo en biorreactor tipo perfusién

Se realizaron 2 cultivos independientes en biorreactor en configuracion de perfusion
como se describe en el apartado de métodos. El objetivo de ambos fue alcanzar
una fase estable con una concentracion celular de 15 millones. Asimismo, se
buscaba controlar la velocidad especifica de crecimiento al 50% de pmax €n uno de
ellos y en el otro se buscaba inicialmente una velocidad de crecimiento del 10% de
Mmax. Para operar ambos cultivos se partid de la tasa de dilucion calculada a partir
de la curva de consumo de medio de cultivo obtenida de los cultivos semicontinuos.

No obstante, la velocidad de crecimiento en el cultivo 10% de umax fue superior a la
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objetivo. Por lo cual, durante el cultivo se redujo la tasa de dilucion por debajo del
valor calculado y no se logré reducir la velocidad de crecimiento a la objetivo.
Considerando que se tenia el riesgo de reducir la viabilidad celular como se observo
en los matraces (viabilidades por debajo del 50%), se decidi6 replantear la velocidad

de crecimiento objetivo al 20% de pmax.

12.3.1 Determinacion de la concentracion celular durante
los cultivos
Como se menciond en métodos, se determind la concentracién celular mediante la
utilizacion de camara de Neubauer 2 veces al dia. Adicionalmente, mediante el
sensor de biomasa futura se obtuvieron valores de capacitancia durante los cultivos.
Mediante la correlacion de la concentracion celular determinada en la camara de
Neubauer y los datos de capacitancia se obtuvo una regresion polinomial de cuarto
grado. A partir de esta regresion fue posible determinar la concentracién celular en
cualquier punto del cultivo, mediante la utilizacién de los datos de capacitancia

registrados por el sensor de biomasa.
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Figura A9.
Correlacion de la
concentraciéon celular
y la capacitancia. Se

muestra la
concentraciéon celular
determinada en

camara de Neubauer
con el respectivo valor
de capacitancia
(triangulos) reportado
por el sensor de
biomasa futura. A
partir de estos datos
se construyeron
curvas que obedecen
modelos polinomiales
de cuarto grado (linea
punteada). a)
representa el modelo
para el cultivo
perfusion al 50% de
Hmax, D) y C) represan
los modelos para el
cultivo perfusién al
20% de pmax. En el
segundo lote debido a
un evento presentado
durante el cultivo se
observé cambio en la
correlaciéon
capacitancia-
concentraciéon celular
por lo que se
construyé una
segunda curva a partir
del dia 9.

Considerando que se obtuvieron coeficientes de regresiéon bajos en las curvas de

correlacion de concentracion celular y capacitancia, se reté cada uno de los modelos

contra los valores obtenidos manualmente. Asimismo, se calculo el % de datos que
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se encontraban dentro de coeficientes de variacion del 5% y del 10% asi como el

coeficiente de variacion para el 100% de los datos, reportdndose en la Tabla A6.

Tabla A6. Correlacién entre concentraciones celulares determinadas en camara de Neubauer y el
sensor de biomasa Futura.

Datos con menos Datos con menos CV para el 100%

Modelo de 5% CV (%) de 10% CV (%) datos
Cultivo 1 (50% Hmax) 66 % datos 86 % datos 17% CV
i 0,
Cultlvp 2 (20,/0 Mmax), 72 % datos 83 % datos 11% CV
dialadia9
i 0,
CUltIYO 2 (29/() Mmax) 80 % datos 96 % datos 12% CV
dia9adia2l
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12.3.2 Cultivo perfusion al 50% de pmax

a) Concentracion celular vs. Viabilidad
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Figura A10. Cinética de crecimiento durante el cultivo de perfusién al 50% de pmax. a) Se muestra la
concentracion celular y viabilidad. Los cuadros y triangulos fueron datos determinados manualmente.
La concentracion celular en rojo fue calculada a partir de la capacitancia del sensor de biomasa. Es
representada sin simbolos, porque fue determinada de manera continua aproximadamente cada
minuto. La linea roja inicia a los 6 dias debido a falla en el sistema de registro de datos del software
del sensor de biomasa. b) Se muestra el comportamiento de la velocidad especifica de crecimiento
durante el cultivo en el eje primario de las ordenadas. En el eje secundario se muestra la tasa de
dilucién durante el cultivo, la cual inicié al segundo dia.
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Figura Al1l. Cinéticas de las concentraciones de los distintos nutrientes del medio de cultivo de
perfusién al 50% de pmax. En el eje primario se muestran los diferentes metabolitos. a) Glucosa, b)
lactato, c) glutamina, d) glutamato y e€) amonio. En el eje secundario se muestra la velocidad
especifica de crecimiento.
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Figura All. (Continuacion). Cinéticas de las concentraciones de los distintos nutrientes del medio
de cultivo de perfusién al 50% de pmax. En el eje primario se muestran los diferentes metabolitos. a)
Glucosa, b) lactato, c) glutamina, d) glutamato y e€) amonio. En el eje secundario se muestra la
velocidad especifica de crecimiento.

12.3.3 Cultivo perfusion al 20% de pmax
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Figura A12. Cinética de crecimiento durante el cultivo de perfusion al 20% de pmax. @) Se muestra la
concentracion celular y viabilidad. Los cuadros y triangulos fueron datos determinados manualmente.
La concentracion celular en rojo fue calculada a partir de la capacitancia del sensor de biomasa. Es
representada sin simbolos, porque fue determinada de manera continua aproximadamente cada
minuto. b) Se muestra el comportamiento de la velocidad especifica de crecimiento durante el cultivo
en el eje primario de las ordenadas. En el eje secundario se muestra la tasa de dilucion durante el
cultivo, la cual inici6 al segundo dia.
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Figura A13. Cinéticas de las concentraciones de los distintos nutrientes del medio de cultivo de
perfusién al 20% de pmax. En el eje primario se muestran los diferentes metabolitos. a) Glucosa, b)
lactato, c) glutamina, d) glutamato y e€) amonio. En el eje secundario se muestra la velocidad
especifica de crecimiento.
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Figura Al13. (Continuacion). Cinéticas de las concentraciones de los distintos nutrientes del medio
de cultivo de perfusion al 20% de pmax. En el eje primario se muestran los diferentes metabolitos. a)
Glucosa, b) lactato, c) glutamina, d) glutamato y e€) amonio. En el eje secundario se muestra la
velocidad especifica de crecimiento.

12.4 Analisis de los perfiles de glicosilacion y de variantes de
carga del AcM

Se realiz6 un analisis descriptivo reportandose los parametros de promedio,
desviacién estandar y coeficiente de variacion y por otro lado se realiz6 un analisis
de inferencia estadistica para comparar el comportamiento de los distintos cultivos
para determinar si tenian varianzas y medias iguales.

El analisis estadistico descriptivo se realizo para los 4 cultivos en estudio. Para cada
pardmetro estudiado, se calculé la media, desviacion estandar y coeficiente de
variacion. Para los analisis estadisticos se utilizaron los valores individuales
obtenidos en los analisis del perfil de glicosilacion y de variantes de carga. Las
réplicas de los datos de los distintos pardmetros utilizados para el analisis
estadistico fueron diferentes en los diferentes cultivos. Perfusion 50% pmax Y
perfusion 20% pmax tuvieron n=3. Matraz 60% pmax tuvo n=5 para variantes de carga
y n=6 para glicoformas. Matraz 10% Hmax tuvo n=6.
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12.4.1 Variantes de carga

Tabla A7. Estadistica descriptiva de la distribucién de las variantes de carga. Se muestra el promedio,
desviacién estandar y coeficiente de variacion.

Cultivo Acidas (%) Principal (%) Basicas (%)
Promedio DE CV Promedio DE CV Promedio DE cv
Perfusién 50% pmax 36 3 8 40 1 3 23 4 18
Perfusion 20% pmax 31 2 6 49 1 3 20 0 2
Matraz 60% pmax 29 3 10 40 1 3 31 4 12
Matraz 10% pmax 38 4 10 37 2 6 25 3 11

12.4.2 Perfil de glicosilacion

Tabla A8. Perfil de glicosilacion del anticuerpo. Se muestran las distintas especies de glicanos
encontrados con su media y desviacion estdndar.

Matraz Perfusién Perfusién Matraz
Glicoforma 10% Mmax 20% Hmax 50% Mmax 60% Hmax
(%) (%) (%) (%)

N2M3 0.0+0.0 0.3x0.1 0.3%£0.1 0.0£0.0
N2FM3 1.2+13 0.0+0.0 0.0£0.0 0404
N2FM3N (1,3) 3.1+£0.9 22+0.6 04+0.3 16+1.3
A2 19.0+5.2 7.6+£0.8 1.5+0.6 28+1.8
N2FM3N (1,6) 1.3+1.7 3.1+£0.3 26+04 31+17
No identificado 4029 27+£0.3 29+0.8 43+1.6
A2F 57177 56.9+ 0.6 665+ 1.9 70.5+3.0

M5 74+8.1 148+ 1.3 1.8+x14 18+£1.6
A2G1 (1,6) 1.2+0.7 1.5%£0.3 0.5+0.2 0.7+£0.5
A2G1 (1,3) 0.5+0.6 0.4+£0.1 0.7+£0.3 0.7+04
A2FG1 (1,6) 39+13 7.7+1.8 16.1+1.6 96+1.1
A2FG1(1,3) 1.3+£0.6 2.3+0.7 55+0.7 3.4+£0.7
A2FG2 0.0+0.1 0.5+0.2 1.2+0.1 0.8+1.0
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Tabla A9. Estadistica descriptiva de la abundancia relativa de los glicanos paucimanosa, manosa 5
y no identificados. Se muestra el promedio, desviacién estandar y coeficiente de variacion.

Paucimanosa (%)

Manosa 5 (%)

No identificados (%)

Cultivo Promedio DE CV Promedio DE CV  Promedio DE CV
Perfusion 50% Hmax 0.3 01 23 1.8 1.4 78 2.9 0.8 28
Perfusion 20% pimax 0.3 01 22 14.8 1.3 9 2.7 03 13

Matraz 60% Hmax 0.6 05 78 1.8 1.6 86 4.3 1.6 38
Matraz 10% Hmax 1.2 1.3 103 7.4 8.1 110 4.0 29 72

Tabla A10. Estadistica descriptiva de la abundancia relativa de los glicanos hibridos, complejos y
GO0. Se muestra el promedio, desviacién estandar y coeficiente de variacion.

Cultivo Hibridos (%) Complejos (%) GO (%)
Promedio DE CV Promedio DE CV Promedio DE cCV
Perfusion 50% pmax 3.0 0.7 23 92.0 1.3 1 68.0 20 3
Perfusion 20% Hmax 5.3 07 14 76.9 1.7 2 64.5 14 2
Matraz 60% Hmax 4.7 2.8 59 88.6 32 4 73.3 34 5
Matraz 10% Hmax 4.4 21 48 83.0 8.8 11 76.1 8.1 11

Tabla All. Estadistica descriptiva de la abundancia relativa de los glicanos G1, G2 y Fucosilados.
Se muestra el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion.

Cultivo G1 (%) G2 (%) Fucosilados (%)
Promedio DE CV Promedio DE CV Promedio DE CV
Perfusion 50% Hmax 22.8 24 11 1.2 01 11 92.3 1.1 1
Perfusion 20% Hmax 11.9 2.8 24 0.5 0.2 43 72.7 13 2
Matraz 60% Hmax 14.4 22 15 0.8 1.0 121 89.4 28 3
Matraz 10% Hmax 6.9 1.8 26 0.0 0.1 245 68.0 104 15
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En la Tabla 12 se muestran los criterios utilizados para la discriminar si picos no

identificados en algunas de las muestras correspondian a glicanos.

Tabla A12. Discriminacion de glicanos no identificados mediante digestion enzimatica.

Enzima Pico Pico Pico
aplicada/estructura  Pico problema
problema problema problema
propuesta
o No
B-hexosaminidasa degradado Degradado No degradado Degradado
. No
a-manosidasa degradado Degradado Degradado No degradado
No es un N- Hibrido Manosilado Complejo
glicano
12.5 Andlisis estadistico

En este apartado se muestran los resultados del analisis de inferencia estadistica
para el perfil de glicosilacién, variantes de carga, productividad y rendimiento.

Se realiz6 un analisis estadistico de comparacion de medias (prueba t de Student)
y comparacion de varianzas (prueba F de Fisher) entre los cultivos perfusion 50%
Mmax Y perfusion 20% pmax. Para los analisis estadisticos se utilizaron los valores
individuales obtenidos en los andlisis del perfil de glicosilacion, variantes de carga y
productividad, con n=3 para ambos cultivos.

Los analisis de comparacion de medias y varianzas se muestran en la Tabla A13,
se reporta en la Tabla como “D” que corresponde a que los cultivos son diferentes
o “I” que corresponde a que son iguales. El comparativos de medias entre los
cultivos perfusion 50% pmaxy perfusion 20% pmax fue utilizado para determinar el
efecto de la velocidad especifica de crecimiento sobre el perfil de glicosilacion y de

variantes de carga.

119



Tabla Al13. Dictamen de las pruebas t de Student y F de Fischer del comparativo del perfil de
glicosilacién, perfil de variantes de carga, productividad y rendimiento del AcM producido a diferentes
velocidades de crecimiento.

Parametro Medias c

Paucimanosa | I
Manosa 5 D |

No identificados | I

Hibridos D I
Complejos D I

GO | |

Gl D |

G2 D |
Fucosilados D I
Variantes de carga acidas | I
Fraccion principal D I
Variantes de carga basicas | D
Productividad de AcM D I
Rendimiento de AcM D D

12.6 Electroforesis en gel

En este apartado se muestran las separaciones por electroforesis en gel de las
muestras a las cuales se les determino el perfil de glicosilacion y variantes de carga.
Las condiciones nativas se utilizaron para observar a la proteina completa, y las
condiciones reductoras para identificar las cadenas pesadas y ligeras del
anticuerpo. Se utiliz6 como referencia AcM producido previamente, utilizando la

misma linea celular, pero en cultivos lote alimentado.
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Figura Al4. SDS-PAGE en condiciones reductoras, para cultivos semicontinuos a un periodo de 15
dias. En este gel se cargaron las muestras de los matraces R1 y R2 60% pmax Y matraces R1 y R2
10% pmax, todas correspondiendo al periodo de 15 dias de cultivo, es de notar que algunas de ellas
fueron cargadas en mas de una ocasion obedeciendo esto a que se cargaron diferentes fracciones
obtenidas durante la purificacion por cromatografia con proteina A, no observandose diferencias
entre ellas. Se observa para todas las muestras 2 bandas principales una a 25 kDa (cadena ligera)

y otra a 50 kDa (cadena pesada).
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Figura A15. SDS-PAGE en condiciones nativas para cultivos semicontinuos a un periodo de 15 dias.
En este gel se cargaron las muestras de los matraces R1 y R2 60% pmax Y matraces R1 y R2 10%
Mmax, todas correspondiendo al periodo de 15 dias de cultivo, es de notar que algunas de ellas fueron
cargadas en mas de una ocasion obedeciendo esto a que se cargaron diferentes fracciones
obtenidas durante la purificacion por cromatografia con proteina A, no observandose diferencias
entre ellas. Se observa para todas las muestras una banda con un peso de alrededor de 150 kDa.
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Figura A16. SDS-PAGE en condiciones reductoras, para cultivos semicontinuos de 25y 34 dias. En
este gel se cargaron las muestras de los matraces R1y R2 60% pmax y matraces R1y R2 10% pmax,
correspondiendo a los periodos de 25 y 34 dias de cultivo, se observan para todas las muestras 2

bandas principales una a 25 kDa (cadena ligera) y otra a 50 kDa (cadena pesada).
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Figura A17. SDS-PAGE en condiciones nativas, para cultivos semicontinuos a 25 y 34 dias. En este
gel se cargaron las muestras de los matraces R1 y R2 60% Hmax Y matraces R1 y R2 10% pmax. La
banda de interés tiene un peso de alrededor de 150 kDa. Se puede observar una banda densa entre
el marcador de 160 y 220 kDa que representa al anticuerpo integro. Adicionalmente, se observan
una serie de bandas de menor nitidez a lo largo del gel que pudieran deberse a moléculas de
anticuerpo incompleto ya que en su forma nativa el anticuerpo esta conformado por dos cadenas
pesadas de 50 kDa cada una, asi como de dos cadenas ligera de 25 kDa cada una. Nétese que el
anticuerpo producido en cultivo lote alimentado presenta menor cantidad de bandas de bajo peso
molecular, incrementandose estas en las muestras de 25 dias y siendo mas numerosas en las

muestras de 34 dias.
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Figura A18. SDS-PAGE en condiciones reductoras para cultivos de perfusion. En este gel se
cargaron las muestras de los cultivos al 50% de pmax y 20% de pmax. ASimismo, una muestra en la
fase no estable del cultivo al 20% de pmax que se identifica como 33% de pmax Y un control que
corresponde a AcM producido en un cultivo lote alimentado. Se pueden observar las dos bandas
principales esperadas que corresponden a 25 kDa (cadena ligera) y otra a 50 kDa (cadena pesada).
Adicionalmente se observan algunas bandas de menor densidad siendo mas intensas en la muestra
de 20 dias del cultivo al 50% de pmax, asi como en la muestra al 33% de pumax. Estas bandas
posiblemente corresponden a anticuerpos incompletos o que sufrieron alteraciones. El resto de los

carriles se observan similares al control en cultivo tipo lote alimentado.
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Figura A19. SDS-PAGE en condiciones nativas, para cultivos de perfusién. En este gel se cargaron
las muestras los cultivos al 50% de pmax Y 20% de umax Y Una muestra fuera de la fase estable del
cultivo al 20% de pmax que se identifica como 33% de pmax. Asimismo, un control del cultivo lote
alimentado. Se puede observar una banda densa a la altura del marcador de 220 kDa, resultando
atipico que no migrara la proteina junto con el marcador de 160 kDa. En este sentido, es de
considerar que la migracién corresponde con la muestra control del cultivo lote alimentado, que se
ha corrido en mudltiples ocasiones. Se observa adicionalmente al igual que en el gel reductor la
presencia de otras bandas de menor peso molecular las cuales pueden indicar degradacién del
anticuerpo produciendo formas incompletas en cuanto a su composicién en cadenas pesadas y/o

ligeras.
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Figura A20. SDS-PAGE en condiciones nativas, utilizando un gel de gradiente, para cultivos de
perfusion. En este gel se cargaron las muestras los cultivos al 50% de pmax y 20% de pmax, asi como
un control de un cultivo lote alimentado. Se puede observar una banda densa a la altura del marcador
de 160 kDa. Adicionalmente, se observan al igual que en el gel reductor la presencia de otras bandas
de menor peso molecular, las cuales pueden indicar degradacion del anticuerpo produciendo formas

incompletas en cuanto a su composicion en cadenas pesadas y/o ligeras.
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