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1 | TIPO DE SOLICITUD
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2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86) \
Solicitud Internacional No. PCT/US2011/043459 Fecha 2011/07/08 I\
Publicacion Internacional No.  \WQ 2012/006594 A1 Fecha 2012/01/12 l
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\
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SOLICITANTE (S)

D Esta persona también es inventor.
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6 | DATOS DEL SOLICITANTE \
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Documentacién Técnica
Solicitud Internacional en casteliano

ok DN

[x] Descripcion
(¥ Reivindicaciones
& Dibujos y/o figuras

N° de folios: 203
N° Reivindicaciones: 41
N° folios: 13

X Resumen.

O Certificado de depésito de material biolégico si
fuera el caso.

[0 Listado de secuencias de nucledtidos y/o
aminoacidos en forma digital si fuera el caso.

& Arte final 12 x 12.
0O Anexo formato digital.

Documentacion Juridica

|
9. [ Poderes de BAXTER INTERNA]LONAL INC. y BAXTER
HEALTHCARE S.A.

10. [J Documento que legalmente pruebe la cesion del inventor
al solicitante 0 a su causante.

11. O Copia del contrato de acceso dL recursos genéticos o
productos derivados, certificado o ntmero de registro, si
fuera el caso. l

12. O Copia de la licencia o autorizacion de Conocimientos

Tradicionales, certificado o ndmero Ee registro, si fuera el
caso.

13. Reduccién de tasas
Micro, pequefias o medianas empresas

O Copia simple de la declaracion de renta del ario

inmediatamente anterior, o en su defecto prueba documental
idénea.

O Documento de constancia de
establecido en la ley 905 de 2004,
Universidades publicas o privadas

O copia acto de reconocimiento institucional emitido por el
Ministerio de Educacion
Entidades sin animo de lucro

J copia de registro vigente en Camara de comercio.
{1 Hoja de informacion complementaria
00 otros, especificar

14, [x Comprobante de pago de la tasa dL presentacién de la
solicitud por $500.000.

15. [J Comprobante de pago por reivindicac%én de prioridad.

16. [J Comprobante de pago de la tasa por concepto de
excedente de palabras en la publicacion.

17. Comprobante de pago por 31 reivindiéaciones adicionales
a 10 por $930.000.
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(57) Abstract: Among% other aspects, the
present invention relates to ¢ell culture condi-
tions for producing high molecular weight
vWF, in particular, highly multimericWF with
a high specific activity and ADAMTS13 with
a high specific activity. The cell culture condi-
tions of the present invention can include, for
example, a cell culture jmedium with an in-
creased copper concentration and/or cell cul-
ture supernatant with a lgw ammonium (NH4*)
concentration. The present invention also pro-
vides methods for cultivgting cells in the cell
culture conditions to express high molecular
weight vWF and rAl3 having high specific
activities.
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METODO PARA PRODUCIR ADAMTS13 RECOMBINANTE

EN CULTIVO CELULAR

REFERENCIA CRUZADA A LAS SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica la prioridad

Solicitud de Patente Provisional Estadounidense §

61/362,635, presentada el 8 de Julio de 2010, la de

de la
erie No.

scripcidn

de la cual estd de este modo incorporada en la presente por

referencia en su totalidad para todos los propdsitos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La expresidn recombinante de proteinas ter
en cultivo celular (particularmente cultivos de o

gran escala), que incluyen cultivo de células eucari

mas especificamente cultivo de células de mamifero,

el wuso de medios de cultivo especial que pro

sustancias nutrientes para el crecimiento

células.
menudo suplementadas con un rango de aditivos, gque

suero de bovino fetal (FCS), proteinas derivadas de

eficiente

apéuticas
élulas a
oticas, y
requiere
porcionan

de

Las formulaciones de medio de cultive celular son a

incluyen

animales

y/o hidrolizados de proteina de origen bovino,

también hidrolizados de proteinas derivadas

‘asi como

de plantas o

proteina

iferentes

levadura. Un reto con tales cultivos es que la cantidad de
proteina y la actividad especifica y total de la
producida son a menudo variables a través de d
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cultivos de células, aun cuando la formulacidén para

de cultivo <celular no se cambia. Esta variab:
especialmente aparente en el caso de pro

manufacturacidén a gran escala utilizando volumenes ¢

celular de 10 litros o més de 20,000 litros. Los

cultivo celular que contienen hidrolizag

particularmente propensos a variabilidad de un c¢

siguiente, conduciendo a produccién disminuida de
total asi como también actividad especifica
disminuida.

Una razdn potencial para la variabilidag
través de diferentes cultivos celulares es que cont

en aditivos tales como hidrolizados varian de un

siguiente.

En general, el suero o sustancias deril

suero, tales como, por ejemplo, albumina, trans

insulina, pueden comprender agentes indeseados que ¢
los cultivos celulares y los productos biclégicos

de los mismos. Ademés,

el medio
1lidad es
CEsS0S de

e cultivo
medios de
los son
ultivo al

proteina

y total

] vista a
raminantes
1 lote al
vadas del
ferrina o
contaminan

obtenidos

aditivos derivados de suero humano han

sido probados para todos los virus conocidos,

que

| incluyen

virus de la  hepatitis y HIV los cuales pdeden ser

transmitidos via suero. Sin embargo, suero bovino y

lproductos

derivados de los mismos llevan el riesgo de contaminacién por

BSE. Ademés,

ser contaminados por sustancias desconocidas. Cuan

suero o aditivos de proteina derivados de fuentes

todos los productos derivados del suero pueden

do se usa

humanas vy
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animales en cultivo celular, existen numerosos problemas (por
ejemplo, 1la calidad variante en composicién de diferentes
lotes y el riesgo de contaminacidén con micoplasma,| virus o
BSE), particularmente si las células son usadas en la
manufactura de farmacos o vacunas para administracién humana.
Por lo tanto, se han hecho muchos intentos para proporcionar
sistemas hospederos y condiciones de cultivo eficientes, las
cuales no requieren suero u otros compuestos de |proteina
animal.

Tal medio libre de suero ha sido desarrollado con
base en extractos de proteina derivados de plantas o
levadura. Por ejemplo, se conocen hidrolizados de |soya por
ser Utiles para procesos de fermentacién y pueden mejorar el
crecimiento de muchos organismos, levaduras y hongos
fastidiosos. El documento WO 96/26266  descriibe que
digestiones papaicas de harina de soya son una fuente de

carbohidratos y nitrdgeno y muchos de los componentes pueden

ser usados en cultivo de tejidos. Franek ' et al.

(Biotechnology Progress (2000) 16, 688-692) describé efectos
de promover la productividad y crecimiento de fracciones
peptidicas de hidrolizado de trigo y soya.

El documento WO 96/15231 describe un medio: libre de
suero compuesto de un medio esencial minimo sintético y un
extracto de levadura para la propagacidén de células de

vertebrados y un proceso de produccién de virus. Una

‘O
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formulacidén de medio compuesta de un medio de

células basales que comprende un péptido de a

extracto de levadura y una digestidén enzimatica

y/o0 un lipido de planta para crecimiento de célu

se describe en el documento

comprende hidrolizado de soya purificado para el

células recombinantes se describe en el

01/23527.
comprende un hidrolizado de soya y un extracto

pero también requiere la presencia de formas reco

WO 98/15614. Unl

El documento WO 00/03000 describe un

cultivo de
rroz y/o un
del mismo,
las animales

medio que

cultivo de

documento WO

medio que
de levadura,

mbinantes de

proteinas animales, tales como factores de crecimiento.

El documento EP-A-0 481 791 describe
cultivo bioquimicamente definido para cultivar

disefladas por ingenieria, 1las cuales estan

proteina, 1lipidos y carbohidratos aislados de

ademés, que comprenden ademds una insulina regq

andlogo de insulina, 1% a 0.025% en p/v de j

peptona de soya digerida por papaina. E1l d

98/08934 describe un cultivo de células eucaridti
suero que comprende péptidos de
mg/L), 0.01 a 1

mg/L de putrescina vy una

componentes derivados de

animal, que incluye
fetuina, varias hormonas y otras proteinas. En es
se debe notar que la putrescina también es conoci

comprendida en medio estandar como DMEM/F12 de

soya hidrolizados

un medio de
células CHO
libres de
una fuente
combinante ©
putrescina y
ocumento WO
cas libre de
(1-1000
variedad de
n albumina,
te contexto,
da por estar

Ham en una

I
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concentracién de 0.08 mg/L.

Los hidrolizados de

plantas y/o levadu

embargo, son mezclas indefinidas de oligopéptidos

componentes desconocidos.

y contaminantes
calidad de lotes de hidrolizados comercialmente dis

varia extremadamente. Como un resultado, existen

variaciones en la produccién de proteinas

ra, sin

y otros

Sin embargo, la

ponibles

grandes

recombinantes o

productos virales (una variacidén de hasta un factor |de tres)

comce una funcién de los lotes de hidrolizados
(“variacién lote a lote”). Esta desventaja

proliferacidén de las células asi como también la expr
proteina de cada <célula. E1 documento US 2007

describe varios medios de cultivo

quimicamente d
libre de proteina animal, y libres de oligopéptidos,
Utiles para la produccidédn a gran escala de biofarma

de proteinas recombinantes.

La hemostasis involucra la

interaccidén de

usados

afecta la

esidén de
/0212770
efinido,
que son

céuticos

varias

rutas de reaccidén hemostdticas que conducen finalhente a

formacién de trombo. Los trombos son depdsitos de comLonentes

de la sangre en la

superficie de la pared vascullar que

consisten principalmente de plaquetas sanguineas agregadas vy

fibrina reticulada insoluble.

resultado de protedlisis restringida de

trombina, una enzima de

coagulacién. La trombina

producto final de la cascada de coagulacién,

fibrindgeno

La formacidén de fibrina es el

por

es el

un éxito de las
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|
activaciones del =zimégeno que se originan sobri

superficies de las plaquetas sanguineas leuc¥c1tos
activados, y una variedad de células vasculares Qa una
inspeccién, cf. K. G. Mann et al., Blood, 1990, Vol. pPp.

1-16). \

Una funcién importante en la cascada de ccagullacién
reside en la activacién del Factor X por el complej del
Factor 1IX activado (Factor 1IXa) vy Factor VIII actLvado
(Factor VIIIa). Una deficiencia o una disfuncién de| los
componentes de este complejo estd asociada con la enfermedad

en la sangre conocida como hemofilia (J. E. Sadler & E. W.

Davie: Hemophilia A, Hemophilia B, and von Willebrakd‘s

Disease, in G. Stamatoyannopoulos et al., (Eds.): ‘The

\

molecular basis of blood diseases. W.B. Saunders Co

l
Philadelphia, 1987, pp. 576-602). La hemofilia A #sté

* 7

relacionada con una deficiencia de la actividad del Faétor
VIII, mientras la Hemofilia B estd relacionada con |una
deficiencia del Factor XI. El tratamiento actual consistel| de
una terapia de reemplazo usando preparaciones farmacéuticas
comprendidas del factor de coagulacién normal. De esfas
trombopatias, la Hemofilia A, ocurre mads frecuentemen e,
afectando aproximadamente uno de 10,000 hombres. La terapia
de reemplazo en pacientes con Hemofilia A involucra |la
administracién repetida de preparaciones que contienen kel

Factor VIII normal por infusidén intravenosa. El interva?o
\
\
l
|
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entre las infusiones es una funcién de la degradaciéq

actividad del Factor VIII en la circulacidén de la sang

de la

re. La

vida media de la actividad del Factor VIII después [de una

infusidén difiere de un individuo a otro, variando de 10 a 30

horas. De este modo, una terapia profilactica requiefre una

infusién cada dos a tres dias. Esto constituye una
pesada en la vida de pacientes hemofilicos, en particul
el acceso venoso ha 1llegado a ser dificil debido
cicatrizacidén local después de punciones de aguja fred
por infusiones intravenosas.

Podria ser particularmente ventajoso S

carga
ar, si
a la

uentes

1 la

frecuencia de las infusiones pudiera ser reducida usando el

Factor VIII que tiene vidas medias extendidas. Es bien
en la técnica que la vida media del heterodimero del
VIIT no activado depende fuertemente de la presenci

Factor de von Willebrand, el cual exhibe una fuerte af

sabido

Factor

a del

inidad

al Factor VIII (aun no al Factor VIIIa) y sirve como una

proteina portadora (J. E. Sadler and E. W. Davie: Hemophilia

A, Hemophilia B and von Willebrand's disease, in G.

Stamatoynnopoulos et al. (Eds.): The molecular basis of
diseases. W.B. Saunders Co., Philadelphia, 1987, pp.
602). Se sabe que pacientes que sufren de la enfermeq
von Willebrand tipo 3, quienes no tienen un Factor d

Willebrand detectable en su circulacién de la sangre, t

blood

576-
lad de
le von

ambién

sufren de una deficiencia secundaria del Factor VIII. AFemés,
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la vida media del Factor VIII intravenosamente administrado

en estos pacientes es 2 a 4 horas, el C

ual es

considerablemente méds corto que las 10 a 30 horas observadas

en pacientes con Hemofilia A. De estos hallazgos resulta que

el Factor VIII tiende a una réapida separacidn

de la

circulacidén de la sangre y que este proceso es algo extendido

inhibido por 1la complejacién con su portador natural, von

Willebrand Factor.
El factor Von Willebrand (vWF)

de circulacidén en plasma ya gque una

es una glicoproteina

serie de multimeros

tipicamente varian en tamafio desde aproximadamente 500 hasta

20,000 kD (6 2 a 40 dimeros de vWF).

multiméricas de vVvWEF estan compuestas de

polipéptidos de 250 kD 1ligados en conjunto por

disulfuro.

sub-endotelio de la pared del recipiente dafado;

los multimeros més grandes también presentan

hemostéatica.

de la superficie de plaquetas Gplba, a través

interaccién en el dominio Al del VWF, para facil

adhesién de plaquetas.

secretan grandes formas poliméricas de vWEF y que

formas de VvWF las cuales tienen un bajo peso molecular

de bajo peso molecular)

proteolitico. Los tienen

multimeros que grandes

Las formas diméricas vy

subunidades de

1enlaces

El vWF media la adhesién inicial de plaquetas al
solamente
actividad

El VWF multimerizado se une a la glicoproteina

itar la

Se asume que las células endoteliales

aquellas

(VWF

se han originado de desdoblamiento

masas

de una
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moleculares son almacenados en los cuerpos de Weibel-Palade

|

de las células endoteliales vy liberados despuér de la

|

La reduccidn de la actividad de enlace del FVIII,

|

debido a ya sea niveles reducidos de proteina del vWF o

estimulacidn.

afinidad de enlace disminuida del FVIII, resulta en uno de
los tres tipos de enfermedad de von Willebrand. Ad%més de, ©
alternativamente, ciertos tipos de enfermedad| de wvon
Willebrand estédn caracterizados por un incremento o
decremento en el nivel de asociacién de plaquetas mediadas
por Gplba, es decir en los Tipos 2A, 2B, y 2M (resumido en
Castaman et al., Disorders of Hemostasis 84(1):94—108
(2003)). Como tal, la modulacidédn de interacciones |el vWE con

|

tanto FVIII como Gplba es una estrategia variab}e para el

tratamiento de Hemofilia como enfermedad de von WiJlebrand.

Dada la importancia bioldgica del vWF, |existe una

. Es Dbien

necesidad constante en la técnica para mejorar %ormas para
producir el VvWF para aplicaciones terapéutica%

sabido que el vWF puede ser aislado de fuentes| enddégenas,

tales como plasma sanguinec humano. El1 vWF ljislado es

ventajoso en que tiene una alta actividad especifica para

|

llevar a cabo su funcidén bioldgica y puede, por l% tanto, ser
usado efectivamente como una proteina terapéutica,para tratar
enfermedades relacionadas, tales como la enferm%dad de von

Willebrand. Tipicamente, el vWF de plasma tiene u#a actividad
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de Ristocetina especifica de aproximadamente 100 mU/pg, pero
el aislamiento de plasma de sangre humana tiene desventajas
debido a que, por ejemplo, el plasma puede coniener una
variedad de virus, tales como virus del HIV y/o Aepatitis,
los cuales pueden ser transferidos al paciente. Ademds, el
plasma es un recurso limitado y, de este modo, la ejscasez del
plasma puede ser problemdtica para proporcionar |[suficiente
VWE para tratamiento. Como tal, los métodos reéombinantes
para producir vWEF son ventajosos para atender algunos de los
problemas asociados con la dependencia del plasmF como una
fuente para el vWF. Para produccién recombinante, ge clond 1la
longitud completa del ADNc del ©VWE; el propolipéptido
corresponde a los residuos de aminodcido 23 a 764 |del prepro-

vWF de longitud completa (Eikenboom et al (1995) [Haemophilia

1, 77 90).

Desafortunadamente, vWE  es una molécula con

l

modificaciones post-traduccionales complejas. |También, la

multimerizacidén de los dimeros de VWF a multimeros grandes y
ultragrandes en el aparato de Golgi es un desifio para la
expresidén en células de mamifero. Por ejemplo, el VWF de alto
peso molecular expresado en cultivo celular de, | por ejemplo,
células endoteliales humanas (primarias) depende del
almacenamiento especifico de moléculas del vWEF ultragrandes

en cuerpos Weibel-Palade. Tales cultivos celulares no son

adecuados para la produccién de proteinas teJapéuticas. Se
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|
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|
han reportado otros métodos de cultivo celular, ylse sabe que
las condiciones de cultivo c¢elular pueden @afectar la
produccién del vWF en una variedad de formas. Por ejemplo,
altas concentraciones de amonio (NH;") se han m?strado por
alterar las modificaciones post-traduccionales. \Mayadas et
al. (J. Biol. Chem., 264(23):13497-13503, 1989) d#mostré que
niveles de 25 mM de amonio resultan en multimerﬂzacién del
WwWE reducida en células endoteliales, las cualks también
afectan negativamente la actividad especifica de &istocetina
del vWF recombinante. La reduccidén de multimerizacién estd en
general asociada con la reduccién de 1la ‘actividad,

particularmente actividad especifica de Ristocetiné, del vWF

|

recombinante. (

Permanece aun dificil predecir cuales Earémetros
pueden positivamente o negativamente afectar la pro?uccién de
una proteina particular, especialmente compﬁejos de
glicoproteinas como el Factor VIII vy vWF. Por‘ ejemplo,
ciertos compuestos de un medio de cultivo celulaﬁ han sido
mostrados por afectar la produccidén del Factor VIIﬂ. Como se
describe en la Patente FEstadounidense No. 5,804,420, la
adicidén de poliol, cobre y otros materiales indicaddres puede
afectar positivamente el rendimiento de produccién %el Factor
VIII. Como también se describe en el documento WO
2009/086309, los procesos de cultivo celular que usan cobre

han sido mostrados por mejorar la produccién del Factor VIII.

|
\
|
G
|
\ .



10

15

20

25

12

|
|
|
|

La expresién del VvWF en células CHO recombinantes también se

ha reportado por Mignot et al. (1989). Sin embargo, J@nguno
de estos ejemplos proporciona informacidén con respecti a la
actividad especifica del vWF o su distribucién multimérica.
Las proteinas ADAMTS (una desintegrina \%
metaloproteinasa con motivos de tromboespondina tipo I), son
una familia de metaloproteinasas gue contienen un numero de
dominios conservados, que incluyen un dominio catalitico
dependiente de zinc, un dominio rico én cisteina, un dominio

similar a desintegrina, y al menos uno, y en muchos [casos

multiples repeticiones de tromboespondina tipo I \(para
revisidén, véase Nicholson et al., BMC Evol Biol. 200% Feb

4;5(1):11). Estas proteinas, las cuales estan

evolucionariamente relacionadas con las familias ADAM y MMP
de metaloproteinasas (Jones GC, Curr Pharm Biotechnol.‘ZOOG
Feb;7(1):25-31), son enzimas secretadas que se han lig$do a

un numero de enfermedades y condiciones que incluyen
trombocitopénica puUrpura trombdética (TTP) '(Moake JL, %emin
Hematol. 2004 Jan;41(1):4-14), trastornos del téjido
conectivo, céanceres, inflamacién (Nicholson et al.), %
malaria severa por malaria por plasmodium falciparum (L#rkin
et al., PLoS Pathog. 2009 Mar;5(3):e1000349). Debido a Astas
asociaciones, las enzimas ADAMTS han sido reconocidas Fomo

objetivos  terapéuticos potenciales para un nﬁmero\ de

patologias (Jones GC, Curr Pharm Biotechnol. %006
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Feb;7(1):25-31). Por <consiguiente, son necesarios mélodos
para producir grandes rendimientos de proteinas ADAMT? que
tienen altas actividades especificas, las cuales estén lFbres
de contaminantes tales como virus, BSE, y patdgenos | como
bacterias de Mycoplasma. |

Un miembro de la familia ADAMTS, ADAMTS13, desdobla
el factor von Willebrand (vWF) entre los residuos Tyr 1605 y
Met 1606, una funcidén responsable para la degradacikn de
grandes multimeros del vWF in vivo. La pérdida ée la
actividad de ADAMTS13 se ha ligado a un numero de
condiciones, tales como TTP (Moake JL, Semin Hematolf 2004
Jan;41(1):4-14), inflamacidén crénica y aguda (Chauhan at al.,
J Exp Med. 2008 Sep 1;205(9):2065-74), y més recient%mente,
l

malaria severa por plasmodium falciparum (Larkin et ali, PLoS

Pathog. 2009 Mar;5(3):e1000349). |

La proteasa de ADAMTS13 es una proteina glicLsilada
de 190 kDa producida predominantemente por el higado q evy et
al., Nature. 2001; 413:488-494; Fujikawa et al., BlooJ. 2001;
98:1662-1666; Zheng et al., J Biol Chem. 2001; 271:41059—
41063; Socejima et al., J Biochem (Tokyo). 2001; 130:,75—480;
and Gerritsen et al., Blood. 2001; 98:1654-1661). %l igual
que los multimeros rVWF de orden superior, la eLpresién
recombinante de grandes ADAMTS13 en cultivo de células de
mamifero presenta muchos desafios. Por lo tanto, exfste una

necesidad para proporcionar condiciones de cultivo lcelular,



10

15

20

25

14

particularmente condiciones de cultivo de manufacturacién a

gran escala,
consistente y/o actividad total y especifica consis
las proteinas producidas entre diferentes cultivos ce
La consistencia entre cultivos en procesos de manufa

a gran escala es de

importancia en la manufag

proteinas

terapéuticas. Existe también una necesi

que proporcionan rendimiento de proteina total

tente de
=lulares.
cturacidn
ctura de

dad para

condiciones de cultivo celular para produccidn a gran escala

del rVWEF con una actividad de Ristocetina espe

distribucién multimérica comparable o superior que

como se presenta en plasma humano normal. De manera

~ifica vy
el VWF

similar,

como las proteinas ADAMTS han sido implicadas en un npumero de

enfermedades vy

condiciones, existe una

necesidad en la

técnica para métodos de produccién a gran escala de proteinas

ADAMTS

recombinantes que tienen

especificas, las cuales son adecuadas

administracién farmacéutica.

altas actividades
para formulacién vy

La presente invencidén satisface

estas y otras necesidades en la técnica para la produccién

del Factor von Willebrand recombinante 3%

recombinante.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En ciertos aspectos, la presente invencién

en el sorprendente hallazgo que la implementacidén de

ADAMTS13

se basa

medio de

cultivo celular usado para expresar el Factor Von Willlebrand

AN
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(rVWF) y ADAMTS13 recombinante (rAl3) resulta en exprelsién de
la proteina Y actividad enzimdtica significanfemente
mejoradas. 1

En un primer aspecto, la presente inLencién
proporciona un método para producir una composicién del
Factor von Willebrand recombinante {(rVWE) , el método

comprende las etapas de: (a) proporcionar un medio de cultivo

de celulas basales; (b) suplementar el medio de cult}vo de
células basales con cobre para proporcionar una concentracién
de cobre final de al menos 2.4 pg/L; (c) proporcionar|una o
mas células que comprenden un &cido nucleico que codifi%a una

|
|

de cultivo de células suplementadas con cobre de mane¥a que

proteina del rvWF; (d) cultivar una o mas células en ell medio
el rVWF se expresa y excreta de las células en un cultivo de
sobrenadante; y (e) recuperar al menos una porciéL del
cultivo sobrenadante, en donde el sobrenadante recuéerado
tiene una actividad del cofactor de ristocetina espe$ifico
del rVWEF de al menos 30 mU/pg del rVWF. \

En una modalidad de los métodos proporcidnados
anteriormente, el método ademds comprende ' una eta%a de
suplementar el medio de cultivo de células basales c?n un
hidrolizado previo a cultivar una o mas células. \

En una modalidad de los métodos proporcio%ados
anteriormente, el hidrolizado es un hidrolizado de plant%. En

una modalidad especifica, el hidrolizado es un hidroliza%o de

\
‘
«
1\
\‘
|
«
|
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soya.

anteriormente, el medio de cultivo de células basales

medio de cultivo libre de proteina animal.

En una modalidad de los métodos proporiionados

€S un

En una modalidad de los métodos propordionados

anteriormente, el medio de cultivo de células basale%

medio de cultivo libre de proteina.

es un

En una modalidad de los métodos proporcionados

anteriormente, el medio de cultivo de células basales

medio de cultivo libre quimicamente definido.

es un

En una modalidad de los métodos proporcionados

anteriormente, la concentracién final de cobre del meée

dio de

cultivo de células basales suplementado con cobre es al menos

4 pg/L de cobre.

En una modalidad de los métodos proporcionados

anteriormente, la concentracién final de cobre del me
cultivo de células basales suplementado con cobre es
2.4 pg/L y 20 pg/L de cobre.

En una modalidad de los métodos proporci

dio de

entre

Lonados

anteriormente, el medioc de cultivo de células bhasales

suplementado con cobre se proporciona como una sal de

un gquelato de cobre, o una combinacién de los mismos.
En una modalidad de los métodos proporci

anteriormente, la sal de cobre se selecciona del gru

consiste de sulfato de cobre, acetato de cobre, carbonl

cobre,

onados
po que

ato de




10

15

20

25

17

cobre, cloruro de cobre, hidréxido de cobre, nitr

y 6xido de cobre.

En una modalidad de los métodos

ato de cobre

pf&porcionados

anteriormente, una o més células son células de iamifero. En

una modalidad especifica, las células de mamifero

CHO.

En una modalidad de los

anteriormente, cultivar una o) mas

cultivacidén por lotes de las células.

En una modalidad de 1los

anteriormente, cultivar una 0 mas

cultivacidén continua de las células. En un

especifica,

modo quimiostéatico. En otra modalidad

cultivacidén continua de células se realiza

perfusién.

En una modalidad de 1los métodos pr

anteriormente, una o méds células se cultivan en

L del medio de

cultivo suplementado a base

basales.
En una

modalidad de los métodos px

anteriormente, la densidad celular se mantiene
2.5x10% células por mlL durante la etapa de cultiv
células.

En una modalidad de los

células

células

son células

métodos proporcionados

comprende

métodos proporcionados

comprende

& modalidad

la cultivacidén continua de células se realiza en

especifica, la

en modo de

oporcionados
Al menos 100

de células

oporcionados
a menos de

ar una o mas

métodos proporcionados
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anteriormente,

la densidad celular se mantiene a menos de

2.0x10° células por mL durante la etapa de cultivar una o méas

células.

En una modalidad de los métodos
anteriormente,

1.5x10° células por mL durante la etapa de cu

proporcionados

la densidad celular se mantiene a menos de

i . P
ltivar una o mas

células.

En una modalidad de los métcdos! proporcionados
anteriormente, la etapa de recuperar al menos|una porcién del
cultivo sobrenadante comprende filtracidén o centrifugacidn

para remover las células de la porcidén del
cultivo.
modalidad de 1los

En una métodos

anteriormente, el sobrenadante recuperado tie

sobrenadante del

proporcionados

ne una actividad

del factor de ristocetina especifica del rVWEF de al menos 40

mU/pg del rVWE. En una modalidad especifica,

recuperado tiene una actividad del factor

especifica del rVWF de al menos 50 mU/pg d

modalidad mé&s especifica, el sobrenadante

una actividad del factor de ristocetina espé

de al menos 60 mU/pg del rVWF. En una

especifica, el sobrenadante recuperado tien

el sobrenadante
de ristocetina

el rVWEF. En una

recuperado tiene

rcifica del rVWFE
modalidad méas

e una actividad

del factor de ristocetina especifica del rVWF de al menos 70

mU/ug del rVWwFE.

sobrenadante recuperado tiene una actividad

En una modalidad todavia még

especifica, el

del factor de
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ristocetina especifica del rVWF de al menos 80

|
\
\

19 \‘
\
% mU/pg  del
\

rVHWE.

En una modalidad de los métodos proLorcionados
anteriormente, al menos 10% del rVWF en el sobren%dante esta
presente en un multimero del VWF de alto peso mélecular de
mas de 10 dimeros. En una modalidad especifica, aq menos 15%
del rVWF esta presente en un multimero del VWF de| alto peso
molecular de mas de 10 dimeros. En otra modalidad especifica,
al menos 20% del rVWEF estd presente en un multime}o del VWFE
de alto peso molecular de mds de 10 dimeros.| En otra
modalidad especifica, al menos 25% del rVWF esté péesente en
un multimero del VWF de alto peso molecular de $és de 10

dimeros. En otra modalidad especifica, al menos 30% del rVWF

esta presente en un multimero del VWF de alto peso polecular

de mads de 10 dimeros. |

|

En una modalidad de los métodos proporcionados
anteriormente, el sobrenadante contiene multimero ddl VWFE de

alto peso molecular de 14 a 22 dimeros. \

\

En una modalidad de los métodos propo%cionados
anteriormente, el <contenido de NH4" del sobrena%ante de

cultivo celular se mantiene a una concentracién por debajo de

10 mM. \‘

En una modalidad de los métodos propor%ionados

anteriormente, el contenido de NH4" del sobrenad%nte de

cultivo celular se mantiene a una concentracién por dgbajo de



10

15

20

25

20
4 mM.
En una modalidad de 1los métodos
anteriormente, el rVWEF es co-expresado con
recombinante (rFVIII). En una modalidad especif

ademés comprende una etapa de purificacién del

al menos 50% del «rFVIII presente en el

recuperado. En una modalidad, la relacién del

después de la etapa de purificacidén es al menos

modalidad de los

En una métodos

anteriormente, el método ademds comprende

enriquecimiento del rVWF.

proporcionados

el Factor VIII

ica, el método
rVWE lejos de
sobrenadante
rVWE a rFVIII
10:1.

proporcionados

una etapa de

En. un segundo aspecto, la preseTte invencidén

proporciona una composicién del

Factor vVon

Willebrand

recombinante (rVWF) preparada por un método pr#porcionado en

la presente.

En una modalidad de las

proporcionadas anteriormente,

el Factor VIII recombinante (rFVIII). En

especifica, la relacidén del rVWF a rFVIII es al

En una modalidad de las

proporcionadas anteriormente, la composicién

para administracidn
especifica, la composicién es formulada para
intravenosa.

En un tercer

aspecto, la

farmacéutica. En una

presente

composiciones

la composicién ademds comprende

una modalidad
menos 10:1.

composiciones
es formulada
modalidad

administracidn

invencidén
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proporciona un sobrenadante de cultivo celular gue comprende

el Factor de Von Willebrand recombinante (rVWFE),

sobrenadante es preparado por un método proporci
presente.
En un cuarto

aspecto, la presente

en donde el

onado en la

invencidn

proporciona un sobrenadante de cultivo celular que comprende

el Factor de Von Willebrand recombinante (rVwFr),

menos 10%

multimero del VWF de alto peso molecular de

dimeros. En una modalidad especifica, al menos 1

en el sobrenadante estd presente en un multimero
alto peso molecular de mds de 10 dimeros. En otx

especifica, al menos 20% del rVWF en el sobren
presente en un multimero del VWE de alto peso m
mas de 10 dimeros. En otra modalidad especifica, a
del rVWF en el sobrenadante estd presente en un mu
VWE de alto peso molecular de més de 10 dimer

modalidad especifica, al menos 30% del r

en donde al

del rVWF en el sobrenadante estd presente en un

més de 10
5% del rVWF
del VWF de
a modalidad
adante estéa
olecular de
11 menos 25%
1ltimero del
bs. En otra

IWE en el

sobrenadante estd presente en un multimero del VWE de alto

peso molecular de mds de 10 dimeros. En todavia otra
modalidad especifica de los sobrenadantes proporcionados
anteriormente, el sobrenadante se prepara de conformidad con

un método proporcionado en la presente.

En un quinto aspecto, la presente

invencidn

proporciona un sobrenadante de cultivo celular que comprende

1D
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el Factor de Von Willebrand recombinante (rVWE)

sobrenadante <contiene al menos 0.4 IU de

;, en donde el

actividad del

cofactor de ristocetina por mL. En una modali%ad especifica,

el sobrenadante contiene al menos 0.5 IU de

actividad del

cofactor de ristocetina por mL. En otra modalidad especifica,

el sobrenadante contiene al menos 0.6 IU de

actividad del

cofactor de ristocetina por mL. En otra modalidad especifica,

el sobrenadante contiene al menos 0.7 IU de

cofactor de ristocetina por mL. En todavia d

actividad del

tra modalidad

especifica de los sobrenadantes proporcionados anteriormente,

el sobrenadante se prepara de

proporcionado en la presente.

En un sexto aspecto, la
proporciona un método para producir una
ADAMTS13 recombinante (rAl3), el método compren

de: (a) proporcionar un medio de cultivo de cél

(b) suplementar el medio de cultivo de células

conformidad c¢on un método

presente invencién

composicidén de

de las etapas

ulas basales;

basales con

cobre para proporcionar una concentracién de cbbre final de

al menos 1.0 ng/L; (c)
comprenden un &cido nucleico que codifica una p
(d) cultivar una o mds células en el medio de cu
suplementado con cobre de manera que la rAl3
excreta de las células en un cultivo de sobren
recuperar al menos una porcidén del cultivo sob

donde al menos 1500 Unidades de actividad del FR

proporcionar una o mas

células que
roteina rAl3;
ltivo celular
se expresa y
adante; y (e)
renadante, en

ETS-VWE73 por

24
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litro de medio de cultivo de células basales suplementado por

dia estén presentes en el sobrenadante de cultivo

recuperado.

En una modalidad de los métodos prgporcionados

anteriormente, el medio de cultivo de células ba

medio de cultivo libre de proteina animal.

En una modalidad de los
anteriormente, el medio de cultivo de células bad
medio de cultivo libre de proteina.

En una modalidad de los

métodos pr
anteriormente, el medio de cultivo de células ba
medio de cultivo libre quimicamente definido.

En una modalidad de 1los

anteriormente, la concentracidén final de cobre d

sales es un

métodos proporcionados

sales es un

pporcionados

sales es un

métodos proporcionados

el medio de

cultivo suplementado a base de células basales es al menos 1

pg/L de cobre.
En una modalidad de los

anteriormente, la concentracién final de cobre d

métodos proporcionados

el medio de

cultivo suplementado a base de células basales es al menos 2

pg/L de cobre.
En una modalidad de los

anteriormente, la concentracién final de cobre d

métodos proporcionados

el medio de

cultivo suplementado a base de células basales es| al menos 4

ug/L de cobre.
En una modalidad de 1los

anteriormente, la concentracién final de cobre d

métodos proporcionados

el medio de
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cultivo suplementado a base de células basales es entre 1

rg/L y 6 ng/L de cobre. )
En una modalidad de los métodos prj?orcionados

1l medio de

anteriormente, la concentracidén final de cobre dl

cultivo suplementado a base de células basales |es entre 2

ng/L yv 4 ug/L de cobre.

En una modalidad de 1los métodos pr$porcionados
anteriormente, suplementar con cobre el medio d% cultivo de
células basales se proporciona como una sal de cobre, un
quelato de cobre, o una combinacidén de los mismos. En una
modalidad especifica, la sal de cobre se selecciﬂna del grupo

que consiste de sulfato de cobre, acetato de cob%e, carbonato

de cobre, cloruro de cobre, hidrdéxido de cobreL nitrato de

|
|
|

En una modalidad de los métodos pFoporcionados

cobre y 6xido de cobre.

anteriormente, una o mas células son células de;mamifero. En

|

una modalidad especifica, las células de mamifeqo son células

CHO. f

En una modalidad de los métodos $roporcionados

anteriormente, cultivar una 0 mas célul%s comprende

J

cultivacidén por lotes de las células. |

En una modalidad de los métodos Lroporcionados

|

anteriormente, cultivar una o mds célullas comprende
cultivacién continua de las células. En muna modalidad

especifica, la cultivacién continua de células'se realiza en

N
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modo gquimiostéatico.

cultivacidén continua de células se realiza

perfusidn.

En una modalidad de 1los

métodos
anteriormente,
L del medio de cultivo
basales.

En una modalidad de los métodos

anteriormente, la densidad celular se mantier
4.0x10° células por mL durante la etapa de cult
células.

En una modalidad de los

métodos

anteriormente,

suplementado a base de

En otra modalidad ﬁspecifica, la

en modo de

proporcionados

una o mas células se cultivan €n al menos 100

células

proporcionados

ne a menos de

ivar una o més

proporcionados

la densidad celular se mantierie a menos de

3.5x10° células por mL durante la etapa de cult

células.

En una modalidad de los

métodos
anteriormente,
3.0x10°% células por mL durante la etapa de cult
células.

En una modalidad de 1los

métodos

anteriormente,

2.5x10°% células por mL durante la etapa de cult
células.

En una modalidad de los

métodos

anteriormente,

la densidad celular se mantiene

la densidad celular se mantiene

%var una o mas

proporcionados

la densidad celular se mantienk a menos de

dvar una o méas

proporcionados
a menos de
ivar una o més

|

proporcionados

a mencs de
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2.0x10°% células por mL durante la etapa de cultiva
células.
modalidad de 1los

En una métodos pro

anteriormente, la densidad celular se mantiene
1.5x10° células por mL durante la etapa de cultiva
células.

modalidad de los

En una métodos pro

anteriormente, la etapa de recuperar al menos una

cultivo sobrenadante comprende filtracidén o cen

r una o mas

porcionados
a menos de

r una o mas

porcionados
porcidén del

trifugacién

para remover las células de la porcidén del sobrenadante del

cultivo.

En una modalidad de los métodos proporcionados
anteriormente, al menos 2000 Unidades de actividad del FRETS-
VWE73 por litro de medico de cultivo de células basales

suplementado por dia estdn presentes en el sobrenadante de

cultivo recuperado.

En una modalidad de 1los métodos pro

anteriormente, al menos 2500 Unidades de actividad
VWF73 por

litro de medio de cultive de

célul

porcionados
del FRETS-

as Dbasales

suplementado por dia estin presentes en el sobrenadante de

cultivo recuperado.

En una modalidad de los métodos pro

anteriormente, el sobrenadante recuperado tiene un

porcionados

a actividad

del FRETS-VWF73 especifica de la rAl3 de al menos 800 mU/pg.

En una modalidad

preferida de los

métodos
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proporcionados anteriormente, el sobrenadante

tiene una actividad del FRETS-VWEF73 especifica de
al menos 1200 mU/ug.

En una modalidad més

proporcionados anteriormente, el sobrenadante

tiene una actividad del FRETS-VWF73 especifica de
al menos 1600 mU/pg.

En una modalidad de los métodos

anteriormente, el contenido de NH4' del

preferida de los

recuperado

la rAl3 de

métodos
recuperado

la rAl3 de

proporcionados

socbrenadante de

cultivo celular se mantiene a una concentracién por debajo de

10 mM.

En una modalidad de 1los

anteriormente, el contenido de NH4" del

métodos proporcionados

sobrenadante de

cultivo celular se mantiene a una concentracidén por debajo de

5 mM.

En una modalidad de 1los

anteriormente, el contenido de NH4' del sobré

cultivo celular se mantiene a una concentracién pq
4 mM.

En una modalidad de los métodos pr

anteriormente, el método ademas comprende una

enriquecimiento de la rAl3.
En un

séptimo aspecto, la

presente

métodos proporcionados

rnadante de

br debajo de

bporcionados

1 etapa de

invencidén

proporciona un sobrenadante de cultivo celular que comprende

ADAMTS13 recombinantes (rAl3), en donde el sobr

enadante es
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preparado por un método proporcionado en la presente.

En un octavo aspecto, la presente invencidn
proporciona un sobrenadante de cultivo celular que co+prende
ADAMTS13 (rAl3), en donde el sobrenadante contiene al menos 5
U de actividad del FRETS-VWE73 por mL. En una modalidad
especifica, el sobrenadante contiene al menos 6{ U de
actividad del FRETS-VWF73 por mL. En otra m%dalidad
especifica, el sobrenadante contiene al menos d U de
actividad del FRETS-VWF73 por mL. En otra m%dalidad
especifica, el sobrenadante contiene al menos é U de
actividad del FRETS-VWF73 por ml. En otra m%dalidad
especifica, el sobrenadante contiene al menos % U de
actividad del FRETS-VWF73 por mL. En otra 4odalidad
especifica, el sobrenadante contiene al menos 40. U de
actividad del FRETS-VWEF73 por mL. En todavia otra %odalidad
especifica de los sobrenadantes proporcionados anteriormente,

|

el sobrenadante se prepara de conformidad con uF método

|
|

proporcionado en la presente.

|
En un noveno aspecto, la presente anencién
I
|

proporciona un sobrenadante de cultivo celular que /comprende

ADAMTS13 (rAl3), en donde el sobrenadante contiene al menos 2
I
g de rAl3 por mL. En una modalidad espec#fica, el

sobrenadante contiene al menos 3 pg de rAl3 por mﬂ. En otra
|

modalidad especifica, el sobrenadante contiene al menos 4 ng

de rAl3 por mL. En otra modalidad especifica, el so#renadante

|

|
J
f
|
|
|
|
1’
|
|

|
I
|
|
|
|
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contiene al menos 5 nug de rAl3 por mL. En otra modalidad
especifica, el sobrenadante contiene al menos % ng de rAl3
por mL. En todavia otra modalidad especif#ca de los
sobrenadantes proporcionados anteriormente, el (sobrenadante

se prepara de conformidad con un método propor%ionado en la
presente. {

En un décimo aspecto, la presenTe invencién
proporciona una composicién de ADAMTS13 recomb%nante (rAl3)
preparada por un método de conformidad con cual,uiera de los

métodos descritos anteriormente.

En una modalidad de las composiciones

proporcionadas anteriormente, la composiciédn /es formulada

para administracién farmacéutica. En uﬁa modalidad

especifica, la composicién es formulada para administracién
|

intravenosa. f

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. (1A) Electroforesis en gel/de agarosa de
baja resolucidén (1 %) de rVWF expresado en culﬁivo de células
de mamifero en la presencia de concentracién/de cobre baija
(1.0 pg/L) y alta (4.3 ug/L), como se describ% en el Ejemplo
2. Se observa que el cultivo de Dia 3 es equi%alente al lote

del dia 1 de la Tabla 7 y Tabla 8. (1B) ’Las cantidades

relativas de multimeros del VWF que tienen J_ a 10 dimeros

25 (banda numero 1) y mas de 10 dimeros (banda Tﬁmero 2), como

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

|
|
|
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se indica por las Dbandas definidas en la Figj se
cuantificd por andlisis densitométrico. l
Figura 2. (2A) Trazo de intervalo de la actividad

especifica del rVWF promedio presente en sobre%adantes de
cultivo celular del rVWF gue cfecen a densidades celulares
alta y baja en la presencia de niveles altos [0 bajos de
cobre. (2B) Trazo de intervalo de la concentracidn promedio
de NH,* encontrada en sobrenadantes de cultivo de| células del
rVWE que crecen a altas y bajas densidades en la presencia de

niveles altos o bajos de cobre.

Figura 3. Sobrenadantes de cultivos c‘lulares que
expresan ADAMTS13 recombinantes en la presencL[ de niveles
incrementados de cobre fueron investigados por| andlisis de
SDS-PAGE. La rAl3 se visualizd después de SDS—§AGE por (3A)

tefiido de plata y (3B) manchado western anti-Al13l

Figura 4. Trazo de datos de |productividad

volumétrica (P Frets) contra la concentracién |de cobre que

|
muestra una extrapolacidén (linea sdélida) dél efecto de

Figure 5A-K. Grafica de  barras | de cultivos

concentracidén de cobre éptima en productividad 4e rAl3.
|
|
celulares en suspensién continua (quimiostato) que expresan
rAl3 sobre un tiempo de cultivo de 8 semanas [comparando los
efectos de niveles basales de cobre (0.66 ug/L) con aguellos

de cultivos suplementados a una concentracién final de 2 pg/L

de cobre. Cada Dbarra representa los datos [medios de una

|
|
|
|
|
|
|
|
|
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semana de cultivo quimiostatico. Las leyend%s se refieren a
la semana particular representada en los dato£.

Figura 6. (6A) Electroforesis de g%l de agarosa de
baja resolucién (1 %) de rVWF expresado en cultivo de células
de mamifero en la presencia de baja (1.0 pg/L) y alta (4.3
ng/L) concentracién de cobre bajo alta vy baja densidades
celulares como se describe en el Ejemplo 3. SJ observa que el
cultivo del Dia 8 y 17 (“CST8” y “CST17") es\equivalente al
Dia 8 y Dia 17 de la Tabla 10 a la Tablﬁ 13. (6B) Las
cantidades relativas de multimeros del VWF que tienen 1 a 10
dimeros y mas de 10 dimeros, como se indica\por las bandas

definidas en la Figura 63A, fue cuantificad% por analisis

densitométricos. ’

|
|

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCJ@N

I. Introduccién

|

|
VWE recombinante (rVWF) vy ADAMTSlJ recombinante
(rAl3) pueden ser producidos por expresién ek cultivos de
células de mamifero a gran escala. Sin embargol la actividad
de estas proteinas cuando se producen usandb condiciones
estédndares de cultivo celular é menudo varian a\través de los
cultivos celulares, aun cuando las formulacioneé generales de
los medios no se cambian, y las actividades elspecificas de

las proteinas recombinantes son a menudo qo iguales a

aquellas del vWF y rAl3 derivadas de plasmé de sangre.

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
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|

Ademas, el rVWF expresado en cultivos de células de mamifero

tiende a producir composiciones de préteina con

\

porcentajes (debajo de 10%) de multimeros be orden superior

bajos

(multimeros de orden superior incluyen, moléculas

que
contienen mds de 10 dimeros del VWF). Estgs desventajas en
métodos de produccién estdndar del rVWF y rAl3 son

particularmente problemdticas cuando se desgrrollan cultivos

para produccidn a gran escala (es decir, de)de 10 ha
|
\

Una fuente potencial de la variabilkdad a menudo se

sta méas

de 20,000 litros de cultivos).

* + l 0
observa en diferentes lotes de cultivo en la presencia de

\

contaminantes en componentes del medio de cultivo celular.

Estos contaminantes pueden estar presentes| en diferentes

cantidades en diferentes lotes, conduciend a resultados

= o —

variables en la produccién de <rVWF vy rA%3.

%ados en varios

aditivos del medio de cultivo celular, ‘los

Después de

investigar los diferentes contaminantes encont

presentes

\
' . | ' '
inventores encontraron que la presencia dq hidrolizados

\
conduce a variacidén en concentraciones de cobﬁe en el medio

celular. Investigacién adicional proporciona\ el resultado
\

sorprendente de que concentraciones de\ cobre de
\

suplementacidn en medio celular para %roducir una

concentracién total de cobre de al menos apro&imadamente 1
pg/L hasta aproximadamente 20 pg/L

incrementa

\
\
\
consistentemente la actividad total y especifica de rVWF vy

24
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rAl3 y/o podria también conducir al rendimiento de proteina

total incrementada. De este modo, la preéente invencién
proporciona métodos y composiciones para pro?uccién de alto
rendimiento de proteinas rVWF y rAl3 con |alta actividad
especifica.

En un aspecto, la presente invencidén proporciona

métodos y composiciones de cultivo celular| para producir

grandes cantidades de rVWEF y rAl3 con alta a&tividad que es
comparable a o superior que aquella vista con el VvWFE derivado
de plasma (pdVWF) o ADAMTS13 derivado de plasma (pdAl3). En
aspectos adicionales, las proteinas del |rVWF y rAl3
producidas de conformidad con la presente inveénciédn muestran
actividad consistentemente superior que las proteinas
producidas wusando métodos de cultivo celular estdndar en
medio que no ha sido suplementado con ¢obre u otros
suplementos descritos en detalle adicional en la presente.
Ventajosamente, en ciertas modalidades de Llos métodos vy
composiciones proporcionados en la presente, | las proteinas
del rVWE y rAl3 producidas de conformidad con la presente
invencién muestran actividad especifica consistentemente
superior (es decir, U/mg de proteina) que |las proteinas
producidas usando métodbs de cultivo celular estandar en
medio que no ha sido suplementado <con cobre u otros
suplementos descritos en detalle adicional en la presente.

Del mismo modo, los métodos proporcionados en la presente
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para la produccidén de rVWF y rAl3 proporcionan rendimientos
superiores de actividad por volumen de cultivo| (es decir,
U/L/D), comparado con métodos de cultivo celular estandar
utilizando medio que no ha sido suplementado c¢on cobre u
otros suplementos descritos en detalle adicipnal en la
|
|
l

En un aspecto adicional, la presente invenciédn

presente.

proporciona métodos de cultivo celular en los cuales un medio
de cultivo de células basales es suplementado con cobre para
resultar en una concentracidn total de al menos
aproximadamente 1 ug/L. En otras modalidades, |el medio de
cultivo de células basales es suplementado con cobre para

resultar en una concentracidén total de al menos

aproximadamente 2 npg/L. En todavia otras moJalidades, el
medio de cultivo de células basales es suplementho con cobre
para resultar en una concentracién total %e al menos
aproximadamente 1 ug/L hasta aproximadamente(JZO pg/L. En

algunas modalidades, la concentracidén total de gobre es desde

T

aproximadamente 1.5 - 4.5 pg/L. En ciertas dealidades, el
medio de cultivo celular es suplementado par% resultar en

aproximadamente 1, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8, 2.0, 2, 2.4, 2.6,

2.8, 3, 3.2, 3.4, 3.6, 3.8, 4, 4.2, 4.4, 4.6, 4.8, 5.0, 5.5,

2.

|
1,
15, 16, 17, 18, 19, 20 ug/L de cobre, o mé%. El medio de
|

cultivo de células basales en general tiene una concentracién

6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10, 1 12, 13, 14,

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

G\
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indicadora de cobre por debajo de 1 ng/L.

En algunas modalidades, 1la prese

proporciona métodos de cultivo celular en los ¢

de cultivo de <células basales es

aproximadamente 1.0 hasta aproximadamente 20

para produccidén del <rVWF. En modalidades

medio de cultivo de células basales es suplemen

aproximadamente 1.5-15, 2.0-10, 2.5-8, 3.0-6,

de cobre para produccién del rVWF. En ad

adicionales, el medio de cultivo de células

ademds del cobre suplementado, también incly

hidrolizados.

En otras modalidades, la

proporciona métodos de cultivo celular en los ¢

de cultivo de células basales es

aproximadamente 1.5 hasta aproximadamente 4

para produccién de rAl3. En modalidades adicion

de cultivo de

células basales es

aproximadamente 1.6 - 3.8, 1.7 - 3.6, 1.8 - 3

2.0 - 3.0, 2.1 - 2.8, 2.2 - 2.6, 2.3 - 2.4 nug/L

produccién de rAl3.

de cultivo de células basales puede, adem
suplementado, también incluir uno
todavia modalidades adicionales, el medio de

células basales incluye, ademés del cobre vy

suplementiado

presente

suplementa

suplementado

En aun modalidades adicionales,

nte invencidn

uales un medio
con desde

ng/L de cobre

adicionales, el

tado con desde
4.0 -5.0 ng/L

n modalidades

basales puede,

ir uno o més

invencién
uales un medio
1do con desde
ug/L de cobre
ales, el medio

con desde

-4, 1.9 - 3.2,

de cobre para
el medio

4s del cobre

o mads hidrolizados. En

cultive de

/o uno o mas
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hidrolizados, aproximadamente 1.0 hasta apra

zinc. En aun modalidades adicionales,

células basales ademds incluye, ademds del
mas hidrolizados y/o zinc, entre aproximad%

aproximadamente 5.0 mM de calcio.

En un aspecto aun adicional y de

ximadamente 30 uM

el medio de cultivo de

cobre y/o uno o

mente 0.5 hasta

conformidad con

cualquiera de los anteriores, la

proporciona métodos de cultiveo celular en
niveles de amonio de la solucidén de cultivo

(por debajo de 10 mM). En ciertas modalidade

presente

invencidén
los cuales los
celular son bajos

$, los métodos de

cultivo celular de la presente invencién utilizan medio de

cultivo celular que tiene méds de 1, 2, 3,

4, 6 5 ug/L de

cobre en combinacién con bajos niveles de amonio.

Una de las ventajas de los métodos y composiciones

de 1la presente invencidén es que son s

produccién de cultivo celular a gran escala

de células a gran escala son al menos de 10

150 L, 200 L, 250 L, 500 L, 750 L,

5,000 L, 10,000 L, o 20,000 litros de cultivo%.

En ciertos aspectos,

1,000 L, 1,500 1,

jsceptibles para
Estos cultivos
L, 50 L, 100 L,

2,000 L,

los métodos de| la invencidn no

necesariamente resultan en una cantidad superior de proteina

total recombinante,

rVWE o rAl3) que

especifica superior que la que se obser
cultivos de

producidas usando

sino a la proteina recombinante

célulals

(ya sea

se produce mostrando actividad total vy

VL en proteinas

estandares,

0
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particularmente comparado con proteinas
cultivos celulares en los cuales el medio de cul
aun no ha sido suplementado con cobre adicional.
adicionales, 1las proteinas del rVWF y rAl3 pi
cultivo de células en medio suplementado con co
actividad consistentemente incrementada por litr
celular comparada con células cultivadas en medi
de células basales que no se ha Suplementado c
todavia aspectos adicionales, el medio suplement
de la presente invencidén resulta en rendimiento
de la proteina,
total

y/o actividad

incrementada por litro

comparada con el medio que no ha sido suplementad

Todavia ventajas adicionales de

composiciones de la

invencidén es que resul

poblacidén de proteinas que contienen un alto porcentaije

de 10%) del rVWF altamente multimerizado.

Aunque mucha de la discusidén aqui con

proteinas ADAMTS estd en términos

de ADAMTS13

producidas en

tivo celular
En aspectos
roducidas en
bre muestran
o de cultivo
o de cultivo
bn cobre. En
ado de cobre

incrementado

numero incrementado de células en el cultivo,

de cultivo
O con cobre.
métodos Y
tan en una

{mas

respecto a

(Al3), se

apreciarad que debido a que todas las proteinas ADAMTS portan

una arquitectura de dominio de nicleo comin y r
estructura-funcién comun, los

descritos en la presente son aplicables para p

cualguiera de las proteinas ADAMTS, no solamente

claciones de

métodos y composiciones

roduccidén de

rAl3.
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ITI. Definiciones

Como se usa en la presente, “WWEF recombinante”
incluye el VWEF obtenido via tecnologia de ADN recombiLante.
En ciertas modalidades, las proteinas del vWEF de la invencién
pueden comprender un constructo, por ejemplo, preparadoc como
en el documento WO 1986/06096 publicado en Oct. 23 1@86 Y
Solicitud de Patente Estadounidense Ser. No. O7/55ﬁ,509,
presentada en Jul. 23 1990, a nombre de Ginsburg et all, el
cual se incorpora en la preéente por referencia con respecto
a los métodos para producir vWF recombinante. El vWF en la
presente invencidn puede incluir todas las formas
potenciales, que incluyen las formas monomérica% y
multiméricas. Se debe entender también que la pres\nte
invencién abarca diferentes formas del vWF para ser usado en
combinacién. Por ejemplo, el vVvWF de la presente inveniién
puede incluir diferentes multimeros, diferentes derivadoF y
tanto derivados bioldégicamente activos como derivados\ no
biolédgicamente activos. \

El término ‘“recombinante” cuando se usa Lon
referencia, por ejemplo, a una célula, o &cido nucleico,
proteina, o vector, indica que la célula, &cido nucleigo,
proteina o vector, ha sido modificada por la introduccién |de
una proteina o &cido nucleico heterdlogo o la alteracidédn de

una proteina o &cido nucleico nativo, o que la célula ke

deriva de una célula asi modificada. De este modo, por

.
-
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ejemplo,

encuentran dentro de la forma nativa (no recombinante)

célula o expresan genes nativos que

genes que expresan células recombinantes que no se

de la

son de

otro modo

anormalmente expresados, sobre expresados o no expresados en

todos.

En el contexto de la presente invencién,

el vWF

recombinante abarca cualquier miembro de la familia del vWF

de, por ejemplo, un mamifero tal como

mono, conejo, cerdo, roedor,

canino, felino y derivados de los m

activos. En una modalidad preferida, el

ratdén, rata,

un primate, humano,

hamster, Jjerbo,
ismos biolégicamente

VWF recombinante es

VWE humano. Proteinas del vWF variantes y mutantes que tienen

actividad también estédn abarcadas,

funcionales y proteinas de fusién de la

Ademas, el vWF de la invencién pued

etiquetas que facilitan la purificacién
El vWF descrito en la presente puede a

con una porcidn terapéutica o una porcid

in vitro o in vivo.

Los términos “WwWFE altamente m

alto peso molecular,” y “WWF HMW”

intercambiablemente y se refieren a

covalentemente unidos

VWE. En cilertas modalidades, VWF HMW c

dimeros del VWF, o al menos 12, 13, 14,

que contienen mas

omo son fragmentos
s proteinas del vWF.
e comprender ademés
, deteccidén o ambos.
demas ser modificado

n adecuada de imagen

ultimérico,” “WWE de
pueden ser usados
multimeros del vWF

de 10 dimeros del
ontiene al menos 11

15, 16, 17, 18, 19,
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Como se usa en la presente, una “pr?teina ADAMTS”
se refiere a un polipéptido de la disintegrina Y
metaloproteinasa con porciones de tromboespond*na tipo de 1la
familia de metaloproteinasas. Los miembros de esta familia
incluyen las proteinas humanas ADAMTS1 (NM 006988), ADAMTS2
(NM 014244; NM 021599), ADAMTS3 (NM_014A43), ADAMTS4

(NM_005099), ADAMTSS (NM _007038), ADAMTS6 (NM_014273),

ADAMTS7 (NM_0142727), ADAMTSS8 (NM_OO70b7), ADAMTSO

(NM_182920; NM_182921; NM 020249), ADAMTSILC (NM _030957),

ADAMTS12  (NM_030955),  ADAMTS13  (NM 139025; NM_139026;
NM_139027; NM_139028), ADAMTS14  (NM_139155; NM_080722),
ADAMTS15  (NM_139055),  ADAMTS16  (NM_1390 Le) ,  ADAMTS17

(NM_139057), ADAMTS18 (NM_199355; NM_139354), ADAMTS19
(NM_133638), y ADAMTS20 (NM_ 025003, NM_175851ﬂ. Las proteinas
ADAMTS incluyen tanto proteinas de longitud‘ completa como
polipéptidos parciales que exhiben al menos actividad
bioldégica parcial, por ejemplo, al menos 10%,| 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, o mds de la actividad demostrada por
la proteina de longitud completa, en particullar la actividad

de proteasa demostrada por la proteina de lomngitud completa.

En cliertos casos, una proteina ADAMTS serd post-
traduccionalmente modificada ya sea in vivo [0 in vitro, por
ejemplo, por medios enzimdticos o quimicos. |Se entiende que

las proteinas ADAMTS de 1la presente invencién incluyen
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isoformas alternativamente empalmadas, proteinas

conservativamente modificadas, proteinas su%tancialmente
idénticas, homélogos, y similares.

En el contexto de la presente inyencién, una
proteina ADAMTS abarca cualquier miembro de la familia ADAMTS
de, por ejemplo, un mamifero tal como un primate, humano,
mono, conejo, cerdo, roedor, ratdn, rata, hamster, jerbo,
canino, felino, y derivados de 1los mismos bioldégicamente
activos. Proteinas ADAMTS variantes y mutantes que tienen

actividad también estén abarcadas, como son fragmentos

funcionales y proteinas de fusién de las proteinas ADAMTS.
Ademés, las proteinas ADAMTS de la invencidén ademéds pueden
comprender etiquetas que facilitan la purificacién,
deteccidén, o ambas. Las proteinas ADAMTS descritas en la
presente pueden ser ademas modificadas con | una porcién
terapéutica o una porcidén adecuada de imagen in vitro o in
vivo.

Como se usa en la presente, una “proteina ADAMTS13”

se refiere a cualquier proteina o polipéptido |con actividad

de ADAMTS13, particularmente la capacidad paral desdoblar el
enlace peptidico entre residuos Tyr-842 y Met—8%3 del VWF. En
una modalidad ejemplar, una proteina ADAMTS13 s¢ refiere a un
polipéptidos que comprende una secuencia de amihodcido que es
altamente similar a aquella de NP 620594 (ADAMTS13 isoforma

1, preproproteina) o aminodcidos 75 a 1427 de NP 620594
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(ADAMTS13 isoforma 1, polipéptido maduro). En ot

una proteina ADAMTS13 se refiere a un pol

comprende una secuencia de aminodcido que

similar a aqguella de NP _620596 (ADAMTS13

preproproteina) o aminodcidos 75 a

(ADAMTS13 isoforma 2, polipéptido maduro). En

modalidad,
comprenden una secuencia de aminodcido altamen

aquella de NP 620595 (ADAMTS13 isoforma 3,

prep

aminodcidos 75 a 1340 de NP 620595 (ADAMTS13

polipéptido maduro). Como se usa en la presente,

1371 de

ra modalidad,
Tpéptido que
e€s altamente
isoforma 2,
NP 620594

todavia otra

las proteinas ADAMTS13 incluyen polipéptidos que

te similar a
roproteina) o
isoforma 1,

una proteina

ADAMTS13 incluye variantes naturales con actividad de
desdoblamiento del VWF y constructos artificiales con
actividad de desdoblamiento del vWF. Como se usa en la
presente invenciédn, ADAMTS13 abarca cualquiera de 1las
variantes naturales, secuencias alternativas, | isoformas o
proteinas mutantes que retienen alguna actividad basal.
Ejemplos de mutaciones de ADAMTS13 encont?adas en la
poblacidén humana incluyen, sin limitacién, R7W, V88M, HI96D,
R102C, R193W, T196I, H234Q, A250V, R268P, W390C, R398H,
Q448E, Q456H, P457L, Cbh08Y, R528G, P618A, R625H, TI673F,
R692C, A732v, S903L, C908Y, (951G, G982R, C1024G, A1033T,

R1095W, R1123C, C1213Y, T1226I, G1239V, R1336W,

cuales se han encontrado asociadas

trombocitopénica trombdética (TTP). Las

con

protel

muchas de las
purpura

nas ADAMTS13

QA
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]
también incluyen polipéptidos que contie
post-traduccionales. Por ejemplo, ADAMTS13

ser modificada por N-acetilglucosamina

residuos 614, 667, y 1354,
142, 146, 552, 579, 707, 828, vy 1235
modificados en esta forma.

ADAMTS13 recombinantes

proteoliticamente

nen modificaciones
se ha mostrado por

(GlcNAc) en los

y se ha predic¢ho que los residuos

pueden también ser

activos

pueden ser preparados por expresidén en cultivos de células de

mamifero, como se describe en Plaimauer et

|
15;100(10):3626-32) vy el documento US\

al., (2002, Blood.

2005/0266528, las

descripciones de los cuales estdn en la presente incorporadas

por referencia en sus totalidades para to&os los propdsitos,

Los métodos para la expresién de ADAMTS13 recombinantes en

cultivos celulares se describen en Plaimau

F. (Semin

Hematol. 2004

2011/0086413, las descripciones de 1

incorporados en la presente por referencia(
para todos los propédsitos. ‘

Como se usa en la presente, el
bioldégicamente activo”,
proteina ADAMTS, también abarca polipépti
tecnologia de ADN recombinante.

Este puede

método conocido en la técnica para (i) la

Jan;41(1):24-33

er B, Scheiflinger
y documento US
0s cuales estén
en sus totalidades

término “derivado

cuando se usa en el contexto de una

dos obtenidos via
incluir cualquier

produccién de ADN

recombinante por ingenieria genética,

por

ejemplo, vVvia

|

transcripcidén inversa de RNA y/o amplificﬂcién de DNA, (ii)

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
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|
introducir ADN recombinante en células proqariéticas o
eucaridticas por transfeccidn, es decir, via el%ctroporacién
o microinyeccidén, (iii) cultivar tales células t%ansformadas,
por ejemplo, en una manera continua o por | lotes, (iv)
expresar una proteina ADAMTS, por ejemplo, constitutivamente
o después de la induccidén, y (v) aislar tal pro#eina ADAMTS,
por ejemplo, del medio de cultivo o cosechando las células
transformadas, con el fin de (vi) obtener prbteina ADAMTS
recombinante sustancialmente purificada, por |ejemplo, via

cromatografia de  intercambio idénico, cromEtografia de

exclusidén de tamafio, cromatografia de afinidad, !cromatografia

de interaccién hidrofébica, y similares. El término “derivado

o fragmento

bioldégicamente activo” incluye también molécu{as quiméricas
tales como por ejemplo una proteina ADAMTS4

funcional de la misma, en combinacién cok un segundo
polipéptido, por ejemplo, un dominio Fc de inqunoglobulina o
un dominio de albuUmina, con el fin de mejorar ias propiedades
biolégicas/farmacoldgicas tales como por ejemplo, vida media
de la proteina ADAMTS en el sistema de cirfulacién de un
mamifero, particularmente un humano. (

Los términos “aislado”, “quificado", o
“bioldgicamente puro”, se refieren a un material que es
sustancialmente o esencialmente 1libre de c¢omponentes que

|

normalmente 1lo acompafian como se encuentrﬁ en su estado

|

nativo. Pureza y homogeneidad son tipicameq&e determinados

|
|
)
|
|
|
l
|
|
l
I
|
|
l
1
l
|

(AN
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usando técnicas de quimica analitica tales como
electroforesis de gel de poliacrilamida o cromatografia
ligquida de alta resolucién. En una modalidad, el' rVWF es la
especie predominante presente en una preparacioén, es
sustancialmente purificada. En otra modalidad, [Al3 es la
especie predominante presente en una preparacién, es
sustancialmente purificada. El término ‘“purificado” en

algunas modalidades denota que un &cido nucleico

da origen a esencialmente una banda en

electroforético. En otras modalidades,

o proteina

un gel

significa que el &acido

nucleico o proteina es al menos 50% puro, mds preferiblemente

al menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,

98%, 99% o mas puro. “Purifica” o

“purificacidn/’

96%, 97%,
en otras

modalidades significa remover al menos un contaminante de la

composicidén a ser purificada. En este se

ntido, la

purificacidén no requiere que los compuestos purificados sean

homogéneos, por ejemplo, 100% puros.

La actividad biolégica del vWF puede ser

ensayos in vitro conocidos. Por ejemplo, el

Cofactor de Ristocetina se basa en la aglut

medida por

ensayo del

inacidén de

plaquetas fijadas con formalinas o frescas inducidas por el

antibidético de ristocetina en la presencia de vWEH.

de aglutinacién de plaquetas depende de la concent

El grado

rracidén del

VWE y puede ser medido por el método turbidimétrico, por

ejemplo por el uso de un agregdémetro (Weiss et al.

, J. Clin.
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Invest. 52: 2708-2716, 1973; Macfarlane ‘et al., | Thromb.
Diath. Haemorrh. 34: 306-308, 1975). Como se proporciona en
la presente, la actividad del Cofactor de Ristocetina
especifica del VvWF de la presente invencidn se describe en
términos de mU/ug de vWF, como se mide usando ensayos in
vitro.

Comoc se wusa en la. presente, “una unidad de
actividad ADAMTS” se define como la cantidad de acti&idad en

1 mL de plasma humano normal combinado, con
ensayo a ser usado. Por ejemplo,
ADAMTS13, una unidad de actividad de ADAMTS13 FRETS-
la cantidad de actividad necesaria para desdoblar

cantidad de sustrato de FRETS-VWF73

(Kokame et al.

respecto al

cuando la proteina ADAMTS es

VWE73 es
la misma

, Br J

Haematol. 2005 Apr; 129(1):93-100) como se desdobla gor un mL

de plasma humano normal combinado. Convenienteme

actividad de ADAMTS13 puede ser determinada por

funcionales, tales como ensayos funcionales que

péptidos del factor von Willebrand modificados como

para ADAMTS13 (Tripodi et al. J Thromb Haemos

Sep;6(9): 1534-41). Un método preferido para deter

actividad de ADAMTS13 humana recombinante se

Gerritsen et al.

cleaving protease based on decreased collagen
affinity of degraded vVWF: a tool for the
thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP). Thromb

(Assay of von Willebrand factor

nte, 1la
ensayos
emplean
sustrato
t. 2008

minar la

describe en

(VWE) -

binding

diagnosis of

Haemost




10

15

20

25

47

1999; 82: 1386- 1389). En una modalidad, para se

r considerado

como una proteina ADAMTS13 como se define anteriormente, un

polipéptido o proteina debe tener al menos 1% de

de desdoblamiento del vWF de ADAMTS13
modalidades, una proteina ADAMTS13 contendrad al
la actividad de ADAMTS13 nativa. En TG

modalidades, una proteina ADAMTS13 contendréa

10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,
actividad de ADAMTS13 nativa. La cantidad de
ADAMTS13 también puede ser determinada por me
antigeno de ADAMTS13, por ejemplo usando el

descrito en Rieger et al., (2006,

95(2):212~- 20).

nativa. En

Thromb ngmost.

la actividad
otras
menos 10% de
davia otras
al menos 5%,
o 100% de 1la
una proteina
Eicién de un

método ELISA

2006

Una convencidén bien establecida en la técnica

es que 1 mL de plasma humano normal combinado contiene 1 pug

de ADAMTS13. De este modo, la convencién en la técnica es que

1l pg de ADAMTS13 derivado de plasma tiene una unidad de

actividad ADAMTS13.

Los términos “solucién de cultivo celular,” “medios

o0 medio de cultivo

celular,” vy

celular” se refieren a aspectos de procesos

celular en

general bien conocidos en la

contexto de la presente invencidén, una solucid
celular puede incluir medios de cultivo
sobrenadante de cultivo <celular. Los medios

celular son externamente agregados a la solucién

“sobrenadante| de

cultivo

de cultivo

técnica. En el

n de cultivo
celular Y
de cultivo

de cultivo

X
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celular, opcionalmente junto con suplementos|, para

proporcionar nutrientes y otros componentes para (cultivar
células que expresan el rVWF o rAl3. El sobrenaﬁante de
cultivo celular se refiere a una solucidén de cultivo‘celular
que comprende los nutrientes y otros componentes del hedio de
cultivo celular asi como también productos 1liberados,
metabolizados vy/o excretados de las células dur%nte el
cultivo, pero no las células mismas. De este modJ en un
contexto, un sobrenadante de cultivo celular puede referirse
a la fase liquida de una solucién de cultivo celullar (es
decir, la solucién de cultivo celular excluyendo las

células). Por ejemplo, la concentracién de amoniol de un

sobrenadante de cultivo en general se refiere) a la
concentracidén de amonio presente en la solucidén de Fultivo
celular. En otros contextos, un sobrenadante de (cultivo
celular se refiere a una solucién de cultivo celulai de la
cual las células se han removido (es decir, un sobrenadante

de cultivo celular recuperado). \

Como se usa en la presente, los términos “vitamina

B3,” “nicotinamida,” “niacinamida,” “niacina,” y \“écido
nicotinico” pueden ser usados intercambiablementﬁ para
referirse a cualquier miembro de la familia B3 de vit%minas.
De conformidad, cualquier miembro de esta familia puelde ser

usado para suplementar el medio usado en los métodos| de la

presente invencién. \



10

15

20

25

49

Como se usa en la presente,
quimicamente definido” o

refiere a un medio de crecimiento sintético en

el término

“medio

"medios quimicamente definidos” se

el cual se

conoce la identidad y concentracién de todos los componentes.

Medios quimicamente definidos no contienen

1

bacterianos, levadura, animal o vegetal,

pueden incluir componentes derivados de plantas

(por ejemplo, proteinas, polipéptidos, etc.).

limitantes de medios

disponibles incluyen varios medios Eagle Modi

Dulbecco (DME) (Sigma-Aldrich Co;

Mezcla de Nutriente de Ham

(Sigma-Aldrich

Biosciences, Inc), combinaciones de los mismos, ¥

Los métcdos de preparacién de medios de cultivo
definidos se

conocen en la técnica, por

Patentes FEstadounidenses NOmeros

2007/077217, y Publicaciones de

Estadounidense Numeros 2007/02

2008/0009040 vy
descripciones de las cuales se incorporan en la ¢
referencia en sus totalidades para todos los propd

Como se usa en la presente,

SAFC Biosciences,

Solicitud de

el término

extractos

aunque |pueden o0 no

© animales

Ejemplos no

quimicamente definidos comercialmente

ficados de
Inc),
Co; SAFC

similares.

quimicamente
ejemplo en las

6,171,825 y 6,936,441, WO

Patente
12770, las
resente por
sitos.

“medio de

cultivo libre de oligopéptido” o “medios de cultivo libres de

oligopéptido” se refiere a un medio libre de prot

comprende oligopéptidos, tales como, por

oligopéptidos derivados de un hidrolizado de proteina.

eina que no
ejemplo,

En una
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|

modalidad, el medio no comprende oligopéptidos| que tienen
veinte o mas aminodcidos. En una modalidad de |la presente
invencidén, el medio no comprende oligopéptidos| que tienen
quince o mas aminodcidos. En otra modalidad de 1l invencién,
el medic no comprende oligopéptidos que tienen |diez o més

aminoacidos. En una modalidad el medio no| comprende

oligopéptidos que tienen siete o més aminoécido@. En otra
modalidad el medio no comprende oligopéptidos |que tienen
cinco o mas aminoicidos. En aun otra modalidad €l medio no
comprende oligopéptidos que tienen tres o méas aminLécidos. De
conformidad con una modalidad adicional de lL presente
invencidn, el medio no comprende oligopéptidos queltienen dos
0 mas aminodcidos. Los métodos para preparar medio jde cultivo
libre de oligopéptido se conocen en la técnica, por ejemplo
en las Patentes Estadounidenses Nuameros 6,171,825 y
6,936,441, WO 2007/077217, vy Publicacién de Soﬂicitud de
Patentes Estadounidenses Numeros 2008/0009040 vy 200h/0212770,
las descripciones de las cuales se incorporan en la presente
por referencia en sus totalidades para todos los prqpésitos.
Como se usa en la presente, el término Pmedio de
cultivo libre de suero” o “medios de cultivo libreslde suero”
se refiere a un medio de cultivo que no es supleme%tado con
un suero animal. Aunque algunas veces los medios hibres de
suero son medios quimicamente definidos, los medios libres de

suero pueden ser suplementados con proteinas anfimales o
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vegetales discretas o fracciones de proteina.

para preparar medios de cultivo libre de suero se
la técnica, por

ejemplo en las Patentes

Numeros 6,171,825 y 6,936,441, WO 2007/077217, vy

de Sclicitud de Patentes Estadounidenses Numeros 2

y 2007/0212770, las descripciones de las cuales se

en la presente por referencia en sus totalidades
los propédsitos.

Como se usa en la presente, el término

Los métodos

conocen en

Estadounidenses

Publicacién
008/0009040
incorporan

para todos

“medio de

cultivo libre de proteina animal” o “medios de cultivo libres

de proteina animal”

es suplementado con un suero animal,

se refiere a un medio de cultivo que no

proteina o firaccidén de

proteina. Aunque a menudo medios de cultivo libre de proteina

animal son medios quimicamente definidos, medios

libre de proteina

animal pueden contener hidro

planta o levadura. Métodos para preparar medio

libre de proteina animal se conocen en la té

de cultivo
lizados de
de cultivo

¢nica, por

ejemplo en las Patentes Estadounidenses Numeros 6,171,825 vy

6,936,441, WO 2007/077217, vy Publicacién de So

licitud de

Patentes Estadounidenses Numeros 2008/0009040 y 20077/0212770,

las descripciones de las cuales se incorporan en l% presente

por referencia en sus totalidades para todos los pr%pésitos.

Como se usa en la presente, el término

cultivo de células basales” o “medios de cultivo

basales” se refiere a un medio de cultivo

“medio de

de células

quimicamente
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definido, un medio de cultivo libre de oligopéptido, u medio

de cultivo libre de suero, o un medio de cultivo libre de

l

proteina animal que no ha sido suplementado con un

hidrolizado, por ejemplo, un hidrolizado de planta o

levadura. Medics basales son bien conocidos en 1la t%cnica,

por ejemplo, DMEM, F12 de Ham, DMEM/F12 de Ham, Medio 199,

McCoy, o RPMI. El medio basal puede incluir un nﬁm%ro de
ingredientes, que incluyen amincacidos, vitaminas, sales
organicas e inorgénicas, y fuentes de carbohidratos. Cada
ingrediente puede estar presente en una cantidad que soporta

el cultivo de una célula, tales cantidades son en geéneral

conocidas por una persona experta en la técnica. El |medio
puede incluir sustancias auxiliares, tales como sustgncias
amortiguadoras, por ejemplo, bicarbonato de Lodio,
antioxidantes, estabilizadores para contrarrestar el istrés
mecanico, o inhibidores de proteasa. Si es necesario, un
tensoactivo no idnico tal como copolimeros y/o mezclas de
polietilenglicoles y polipropilenglicoles pueden ser

agregadas.

III. Medios de cultivo celular y Sobrenadante de cultivo
celular

Un aspecto de la presente invencidén se refiere a

medios de cultivo celular para produccién del rVWF y/o; rAl3

que tienen actividad incrementada comparada con rVWF vy rAl3
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producidos con medios de cultivo de células basales
aspecto, la presente invencidén se refiere a medios de
celular para produccién del rVWF y/o rAl3 en el ci
medios de cultivo de células basales son suplementa
una o mas sustancias adicionales.
y como se discute en detalle adicional abajo, las cond
de cultivo celular de la presente invencidén incluyen
de cultivo de células basales suplementados para t
menos 1.0 upg/L de cobre. En modalidades adicionales,

de cultivo celular de uso y sobrenadantes derivados

En un

cultivo

nal los

dos con

En modalidades especificas

iciones

medios

ener al

medios

de 1los

procesos en la presente invencidén también comprende? bajos

dalidad

niveles (debajo de 10 mM) de amonio. En una md
particular, las condiciones de cultivo celular usadas para
expresar el rVWEF y/o rAl3 son controladas de manera| que el

sobrenadante de cultivo celular mantiene un bajo n

amcnio, es decir, menos de 10 mM y preferiblemente men

mM.
Los medios de cultivo de la presente inven
pueden basar en un medio basal adecuado bien conocid

técnica, por ejemplo, DMEM, Fl12 de Ham, DMEM/F12

Medio 199, McCoy, o RPMI. El medio basal puede inc

numero de ingredientes, que incluyen aminodcidos, vit

ivel de

os de 5

cién se
o en la
de Ham,
luir un

aminas,

£ . ‘o |
sales organicas e inorgédnicas, y fuentes de carbohidratos.

Cada ingrediente puede estar presente en una cantidad que

soporta la cultivacidén de una célula, tales cantidade$ son en
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general conocidas para una persona experta en la técn

medio puede incluir sustancias auxiliares, tale

sustancias amortiguadoras, por ejemplo, bicarbonato de
antioxidantes, estabilizadores para contrarrestar el

mecadnicos o inhibidores de proteasa. Si es

ica. El
5 COmo
sodio,

estrés

necesario un

tensoactivo no idnico tal como copolimercs y/o mezglas de

polietilenglicoles y polipropilenglicoles

agregados.
En general, el medioc basal contiene menos de

de cobre -- Dpor

ejemplo, DMEM/F12 de Ham tie

concentracién de cobre de aproximadamente 0.3 ng/L.
concentraciones de cobre no proporcionan suficientes i

cobre para soportar la produccién de proteinas del

rAl3 de la presente cuales

invencién, las
actividad especifica.

El cobre puede ser proporcionado a med

cultivo celular de la presente invencidén a través
variedad de formas, tales como a través de adicién

suplemento de medio. En algunas modalidades, el suplem

muestran

pueden ser

1 pg/L
ne  una
Tales
ones de
rVWEF vy

alta

ios de
de una
de un

I
ento de

medioc puede contener hidrolizado, el cual ©puede ser
proporcionado para incrementar la concentracién de cobre en
el medio. Los hidrolizados pueden incluir cualquier
hidrolizado bien conocido en la técnica, tales como

hidrolizados de plantas, hidrolizados de soya e hidro

de gluten de trigo. En ciertas modalidades,

lizados

la adicidén del

A
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hidrolizado puede contribuir a una concentracién incr

de cobre de aproximadamente 0.2 hasta aproximadamente

v

de cu®**. En algunas modalidades, la

proporcionada por el hidrolizado puede depender

cantidad de

ementada
10 pg/L
cobre

de la

cantidad de cobre en el hidrolizado asi como también de 1la

cantidad de hidrolizado agregado. El contenido de cobre de un

hidrolizado puede ser determinado por andlisis elemental, por

ejemplo, espectroscopia de

adsorcidn de atomo

adsorcidén atdmica de horno de

espectroscopia de masas (por ejemplo, ICP-MS).

En ciertas modalidades,

(GFAA:

grafito), o métlodos de

se puede proporcionar cobre

a los medios de cultivo solo o en adicidén al hidrolizado

proporcionando un suplemento de medio que incluye una sal de

cobre o

quelato de cobre adecuado. Las sales d

adecuadas pueden incluir pero no se limitan a sul

cobre, acetato de cobre, carbonato de cobre, clo

cobre, hidréxido de cobre, nitrato de cobre y éxido d
adecuados incluir

Queladores de cobre

pueden
limitan a albumina, &cido etilendiaminatetraacético

agentes quelantes de poliamina,

dietilentriamina, trietilentetramina,
tetraetilenpentamina,
aminoetilpiperazina, pentaetilenhexamina,

clorhidrato,

pentaetilenhexamina-clorhidrato,

e cobre

fato de

ruro de

> cobre.

perd no se

(EDTA),

etilendiamina,
trietilendiamina,
aminoetiletanolamina,
trietilentetramina-
tetraetilenpentamina-clorhidrato,

tetraetilpentamina,
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captopril, penicilamina, N,N'-bis(3-aminopropil) -1, 3-

propandiamina, N,N,Bis-(2-aminoetil) -1, 3-propandiamina, 1,7-
dioxa—4,lO—diazéciclododecano, 1,4,8,11—Letraaza
ciclotetradecan-5, 7-diona, triclorhidrato de | 1,4,7-
triazaciclononana, 1—oxa—4,7,lO—triazaciclod$decane,
1,4,8,12-tetraaza ciclopentadecano, y 1,4,7,10—#etraaza
ciclododecano. |

En cilertas modalidades, medios de cultiivo de

células basales son suplementados con cobre para resultar en

una concentracidén total de cobre de aproximadamente 1.0 hasta
aproximadamente 20 png/L. En una modalidad especifi%a, los
medios de células basales son suplementado con cobr? a una
concentracién final de entre aproximadamente l.O‘ hasta
aproximadamente 10 upg/L. En modalidades adicionales, el medio
de cultivo de células basales es suplementado para resultar
en una concentracién final de cobre de aproximadamentL 1.0 -
5.0, 1.2 - 4.0, 1.3 - 3.0, 1.4 - 2.9, 1.5 - 2.8, 1.6‘— 2.7,
1.7 -2.6, 1.8 - 2.5, 1.9 - 2.4, 2.0 - 2.3, 2.1 - 2.2 Lg/L de
cobre. En modalidades adicionales, los medios de cul#ivo de
células basales wusados en los métodos de la pfesente
invencidén son suplementados para resultar en aproximadamente
1.2 - 9.5, 1.4 -9, 1.6 - 8.5, 1.8 - 8, 2.0 - 7.5, 2.2 - 17,
2.4 - 6.5, 2.6 - 6.0, 2.8 - 5.5, 3.0 - 5.0, 3.2 - 4.5, 3.4 -
4, vy 2 - 4 pg/L de cobre. En todavia otras modalidades, los

medios de cultivo de células basales usados en los métodos de

o
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l

|
la presente invencién son suplementados para resultar en
aproximadamente 1-6, 2-5, 3-4 ug/L de cobre. | En  una

l

modalidad, el medio de «cultivo de células basales es
suplementado con cobre para resultar en una conce%tracién
total de cobre de al menos 1 ug/L. En otra :modalﬁdad, el
medio de cultivo de células basales es suplementado c%n cobre
para resultar en una concentracidén total de cobre de Al menos
2 pg/L. En todavia otra modalidad, el medio de cul{ivo de
células basales es suplementado con cobre para resultar en
una concentracién total de cobre de al menos 4 uQ/L. En
ciertas modalidades, el medio de cultivo de células pasales
es suplementado con cobre para resultar en una concen#racién
total de cobre de al menos 1 pg/L, o al menos 2, 3, 4% 5, 6,
7, 8 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 %g/L de
cobre, o méas. En ciertas modalidades y como se discuute en
detalle adicional en la presente, cultivos para producﬂr rAl3

pueden contener desde aproximadamente 2 - 4 pg/L de icobre,

1
mientras los cultivos para produccién del rVWF pueden

contener al menos 2 pg/L de cobre. | |

l

Las concentraciones indicadas anteriormente sén las
concentraciones respectivas de cobre puro, en forma c&prica
(Cu?*). Si un derivado de cobre, por ejemplo, un% sal
hidratada, o un compuesto que comprende cobre, por ejemplo,

un quelador de cobre, se usan, la cantidad de deriv@do o)

quelador se agrega de manera que la concentracién finab del

1

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

6§
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cobre estd en los rangos descritos anteriormente. Por

ejemplo, 2 pg/L de CuS04:5H,0 son equivalentes | a una

concentracidén de

cobre de aproximadamente 0.51 ugTL (sin
sulfate y 5H;0). ‘

l
Ventajosamente, se ha encontrado que el uso del

l

medio de cultivo celular en procesos de cultivo celular que
resultan en bajas concentraciones de amonio (NHg") \en la

solucidén de cultivo celular (es decir, en el sobrenada$te del

cultivo) resultan en la expresién de VWF recombinanpe y/o

l

rAl3 con actividades especificas superiores. | Por

consiguiente, en ciertas modalidades, la concentracién Fe NH,*

del sobrenadante no es superior de 10 mM. En una mod%lidad

preferida, 1la concentracién de NH;* del sobrenadante \no es

\

superior de 5 mM. En una modalidad preferidal la

\

concentracidén de NH4 " del sobrenadante no es superior del4 mM.

En todavia otras modalidades, la concentracién de NHJ\+ del

sobrenadante no es superior de 10 mM, 9 mM, 8 mM, 7 mM, |6 mM

14

|
5mM, 4 mM, 3mM, 2 mM, 1 mM, o menos. |
1
|

Por consiguiente, en clertas modalidades, los

l

métodos 'y composiciones proporcionados en la pre%ente

dependen del uso de medios de cultivo de células ba%ales

suplementadas con cobre (por ejemplo, a una concentracion

\
final de al menos 2 ug/L) usadas en un proceso que resulta en

l

superior de 10 mM en el

|

el medi& de

una concentracién de NH,;* de no

sobrenadante. En todavia otras modalidades,

|
|
|
|
|
|
|
|
|
l
\
1
l
l
|
|
|
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cultivo de células basales es suplementado para\proporcionar

l

una concentracidén final de cobre y amonio de coniformidad con

59

cualquiera de las variaciones 1 a 440, como se proporciona en

la Tabla 1.

Tabla 1. Modalidades Ejemplares de concentraciones
de cobre y amonio presentes en el medio de| cultivo vy

sobrenadante utiles para la expresién de proteinas

recombinantes como se proporciona en la presente. \

Concentracién de amonio

N.D. | NMT NMT NMT NMT NMT NMT NMT T NMT NMT

10mM | 9mM 8mM TmM omM 5mM 4mM 3 2mM | 1lmM

AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. V%r. Var. | var.

1 pg/L 1 41 81 121 161 201 241 281 321 361 401

AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var. | var. | var.

2 pg/L 2 42 82 122 162 202 242 282 32? 362 402

AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | vVar. VaE. Vax. | Var.

3 ng/L 3 43 83 123 163 203 243 283 32¢ 363 403

AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | vat. | Var. | Var.

4 pg/L 4 44 84 124 164 204 244 284 32% 364 404

AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | Vvas. | var. | var.

5 ng/L 5 45 85 125 165 205 245 285 32% 365 405

AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var|. | var. | var.

6 pg/L 6 46 86 126 166 206 246 286 326 366 406

!

AL Var. | Var. | var. | Var. | Var. | var. | var. | var. Var% Var. | Var.

7 ug/L 7 47 87 127 167 207 247 287 327% 367 407

AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | varl] | var. | var.

8 ug/L 8 48 88 128 168 208 248 288 328‘ 368 408

AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. Varj Var. | Var.

§ 9 ug/L 9 49 89 129 169 209 249 289 329 369 409

8 AL Var. | Var. | Var. | var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var.|| var. | var.
(0]

T | 10 pg/L 10 50 90 130 170 210 250 290 330 370 410
]

jg Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var. Var.‘ Var. | Var.

g 1 pg/L 11 51 91 131 171 211 251 291 331 371 411

@ Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var. | var. | var. | var. | var.

5 1.5 ng/L 12 52 92 132 172 212 252 292 332 372 412
Q
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Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var Var.
2 pg/L 13 53 93 133 173 213 253 293 333 373 413
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var Var.
2.5 pg/L 14 54 94 134 174 214 254 294 334 374 414
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var Var.
3 ng/L 15 55 95 135 175 215 255 | 295 335 375 415
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | Var. | Var Var.
3.5 pg/L 16 56 96 136 176 216 | 256 | 296 336 B76 416
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | var. | Var Var.
4 pg/L 17 57 97 137 177 217 | 257 297 337 377 417
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | var. | var. | var. | var. | Var Var.
4.5 ng/L 18 58 98 138 178 218 258 298 338 378 418
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var. | var Var.
5 ng/L 19 59 99 139 179 219 259 | 299 339 379 419
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var Var.
5.5 ng/L 20 60 100 140 180 220 260 300 340 380 420
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | Var. Var Var.
6 png/L 21 61 101 141 181 221 261 301 341 381 421
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | Var. | Var var.
7 pg/L 22 62 102 142 182 222 262 302 342 382 422
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var. | Var Var.
8 ng/L 23 63 103 143 183 223 263 303 343 83 423
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | Var Var.
9 ng/L 24 64 104 144 184 224 264 304 344 é84 424
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var. | var. | var Var.
10 ng/L 25 65 105 145 185 225 | 265 305 345 385 425
1-20 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var Var.

26 66 106 146 186 226 | 266 306 346 386 426
2-20 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var.

27 67 107 147 187 227 267 307 347 $87 427
1-10 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var Var.

28 68 108 148 188 228 268 308 348 388 428
2-10 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | Var Var.

29 69 109 149 189 229 269 309 349 389 429
1-6 ng/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var Var.

30 70 110 150 190 230 270 310 350 490 430
2-6 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var Var.

31 71 111 151 191 231 271 311 351 391 431
3-6 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. j Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var Var.

32 72 112 152 192 232 272 312 352 392 432
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33 73 113 153 193 233 273 31 353 393 433

4-6 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. VaF. Var. | Var. | Var.

1-5 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Vat.

Var. | Var. | Var.

t
34 74 114 154 194 234 274 31% 354 394 434
2-5 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. Vaﬁ.

|

35 75 115 155 195 235 275 318 355 395 435

Var. | Var. | Var.

38 78 118 158 198 238 278 318 358 398 438

3-5 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var|. | var. | var. | var.
36 76 116 156 196 236 276 316 356 396 436
4-5 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var! | var. | var. | var.
37 77 117 157 197 237 277 317 357 397 437
1-4 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var.

2-4 ng/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var.|| var. | var. | var.
39 79 119 159 199 239 279 319 \ 359 399 439
3-4 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var.|| var. | Vvar. | Var.

40 80 120 160 200 240 280 320 360 400 440

*ND = no definido
*NMT = no mé&s de

|

t

1

|

|
*AL = al menos ]
\ .
En algunas modalidades, los medios supl%mentados de

\
cobre de la presente invencidén son producidos stlementando

medio basal que es libre de proteina animal y/o %uimicamente

modificado. Métodos para preparar medios de culti*o libres de

|
proteina animal y quimicamente definidos se co@ocen en la

técnica, por ejemplo en las Patentes Estadouniden%es Numeros

6,171,825 y 6,936,441, WO 2007/077217, vy Publhcacién de

|
Solicitud de Patentes Estadounidenses Numeros 200%/0009040 y

|
2007/0212770, las descripciones de las cuales se‘incorporan

en la presente por referencia en sus totalidades Eara todos
\

los propdsitos. En una modalidad, el medio de cul%ivo basal
|

|
1
l
t
t
t
l
1
l
|
|
|
1
1
|
1
1
1
\
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usado en los métodos descritos en la presente es medio libre
de oligopéptido o libre de proteina animal. En ciertas
modalidades, el medio de cultivo puede ser quimicamente
modificado. En ciertas modalidades, los medios de c¢ultivo
pueden contener al menos una poliamina a una concentracién de
aproximadamente 0.5 mg/L hasta aproximadamente 10 mg/L.

En modalidades adicionales y en adicidn a
cualquiera de la descripcidén proporcionada anteriormente, se
proporcionan medios de cultivo de la invencién en los |cuales

un medio basal es suplementado con cobre y al menos uno de

calcio, zinc, y/o vitamina B3. En ciertas modalidades, el

medio puede ser un medio libre de proteina animal, libre de

oligopéptido o quimicamente definido. En ciertas modalidades,
el medio libre de proteina animal o libre de oligopéptkdo se
prepara como se muestra en las Patentes Estadounidenses
Numeros 6,171,825 y 6,936,441, WO 2007/077217, y PubliLacién
de Solicitud de Patentes Estadounidenses Numeros 2008/0&09040
y 2007/0212770, las descripciones de las cuales se inco%poran
en la presente por referencia en sus totalidades paraitodos
los propésitos, ambas de las cuales se incorporan %n la
presente por referencia en sus totalidades para todo% los
propdsitos, y suplementado con cobre adicionél %

opcionalmente uno o més de calcio, zinc, y vitamina BB3. En

una modalidad especifica, el medio de cultivo quimicamente

definido puede ser similar a una mezcla 1:1 de Medio de [Eagel

LA
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Modificado de Dulbecco/Fl2 de Ham (DMEM/Fl12 de Ham),

ha sido

suplementada con cobre

calcio, =zinc, y/o vitamina B3,

actividad especifica de rVWF o rAl3 expresado en un

celular en el medio. En todavia otras modalidades,

de cultivo estid libre de

componentes animales.

modalidad, el

medio de <cultivo contiene

protei

ejemplo, proteina animal de suero tal como suero d

fetal. En otra

modalidad, el cultivo

recombinantes exdégenamente agregadas. En otra modali

tiene p

la cual

adicional y opcionalmente

con el fin de incrementar la

cultivo
el medio
En otra
na, por
c bovino
1

roteinas

dad, las

proteinas son de un animal libre de patégeno certificado.

En ciertas modalidades, los medios de

contienen al menos una poliamina a una concentracién

i cultivo

de en o

aproximadamente entre 0.5 mg/L y 30 mg/L. En otra modalidad,

el medio de cultivo contiene al menos una poliami
aproximadamente entre 0.5 mg/L y 10 mg/L.

el medio de cultivo contiene al menos una poliami

En una mo

a en o
dalidad,
ma en o

aproximadamente entre 2 mg/L y 8 mg/L. En ciertas modalidades

la poliamina es del grupo de ornitina, putrescina, e

spermina

0 espermidina, o similares.

En una modalidad preferjida, la

poliamina es putrescina. En una modalidad especifica, el

medio de cultivo contiene en o aproximadamente entre
8 mg/L de putrescina.
En una modalidad, los medios de cultivo c

al menos wuna poliamina a una

2 mg/L y

concentracidén de| en o

ontienen
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aproximadamente entre 0.5 mg/L y 30 mg/L y una com?inacién de

|

cobre y amonio de conformidad con cualquierd de las

variaciones 1 a 440, como se expone en la Tabla 1. En otra

modalidad, el medio de cultivo contiene al enos

\

poliamina en o aproximadamente entre 0.5 mg/L y 10 ﬁg/L y una

una

combinacién de cobre y amonio de conformidad con iualquiera

de las variaciones 1 a 440, como se expone en la T bla 1. En

una modalidad, el medio de cultivo contiene al menos una

poliamina en o aproximadamente entre 2 mg/L y 8 mg/L y una

!
combinacidén de cobre y amonio de conformidad con cdalquiera

|
de las variaciones 1 a 440, como se expone en la TabPa 1. En

ciertas modalidades la poliamina es del grupo de o&nitina,

putrescina, espermina o espermidina,

0 similares. | En una

\
|
modalidad preferida, la poliamina es putrescina. \En una

modalidad especifica, el medio de cultivo contien¢ en o

|
aproximadamente entre 2 mg/L y 8 mg/L de putrescina‘t\ y una

t
combinacién de cobre y amonio de conformidad con cua@quiera

[
de las variaciones 1 a 440, como se expone en la Tabla\l.
|

|
En aspectos adicionales, ademds del cobr%, los

|
medios de cultivo celular de uso en la presente in\f\encién

l
!

|
|
una o mas vitaminas, y cualquier combinacién de los misqos.

pueden incluir ademds uno o mas de:

calcio adicional, | zinc,

|
En general, cualquier sal de calcio se pued@ usar
|

. . . . |
para suplementar el medio de 1la invencién, e]empl%s no

limitantes de sales aceptables incluyen CaCl,, éaClz,

[
|
!
t
t
!
!
|
!
1
\
\1
\
!
!
|
1
l
|
|
!



10

15

20

resultan en niveles

celular

|
|
|
\
65 \
|
|
|

CaFPO3 : 2H20, CaI2, CaBrZ, (C2H302) 2Ca, (CHOZ) 2C‘_lg, (C6H706) 2Ca,
|
{

(CeHs07) 2Ca3+2H,0, y similares. En ciertas modalipades, una sal

\
farmaceuticamente aceptable de calcio se usa para suplementar

los medios de cultivo de la invencidn.

\

|

\

En general, cualquier sal de zinc sk puede usar
\

suplementar

invencidn, \

para

el medio de 1la ejemplos no
limitantes de sales aceptables incluyen, | ZnS0,4 -+ 7H,0,
ZnS03- 2H,0, (CeHs07) 2Zn3 - 2H,0, ZnBr,, ZnBrz-ZHZO,‘ ZnCl,, Zn
(NO3) 2+ 6H20, Zn (HPOy4),+H50,

(C2H302) 2Zn+2H,0, vy s%milares. En

ciertas modalidades, una sal farmacéuticamente aL

eptable de
|

zinc se usa para suplementar los medios de culkivo de la

invencién. En otras modalidades, una preparacién dL péptido o

proteina que contiene =zinc,

=

por ejemplo insulina; se puede
|
t

suplemento del cultivo proporcionido

usar con el en la
\

presente. a

{

|

En todavia aspectos adicionales, el @edio de
|

\
células basales suplementado con cobre y uno o méds de los

|
. . . . : |
materiales adicionales discutidos anteriormente puede ser

ademas usado en cultivos con bajos niveles de amon&o en el
sobrenadante. En

ciertas

|
[
modalidades, medios dex cultivo
\
suplementados de '

uso en la presente 1

{
| .
nvencién
|

de amonio en la solucidén de \cultivo

\
celular por debajo de 10 mM. En modalidades adicional?s, los

medios de

25

cultivo

|
celular

la p%esente

suplementados de

invencidén se usan con niveles de amonio del cultivo #elular

l‘

|

i

|

i

l\

{

|
}
k
\
l‘
i
|
|
|
|
|
!
‘t
|
|
|
|
|
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desde aproximadamente 0.5 - 9.5, 1.0 - 9.0, 1.5 - 8.5, 2.0 -
8.0, 2.5 - 7.5, 3.0 - 7.0, 3.5 - 6.5, 4.0 - 6.0, 4.5 - 5.5
mM.

En una modalidad, las concentraciones de |cobre y
amonio de un medio de cultivo celular Yy un sobrenadante de

cultivo celular se mantienen por un periodo de| tiempo

prolongado durante el proceso de manufacturacién. | En una
modalidad especifica, las concentraciones de cobre J amonio
de un cultivo celular se mantienen por la duraciép de un
proceso de manufacturacién, es decir, durante el tieméo en el
cual rVWE o rAl3 estan siendo expresados y recuperados de un
cultivo de células a gran escala. En ciertas modalidades, las
concentraciones de cobre y amonio se mantienen en la sSolucién
del cultivo a un nivel de conformidad con cualquieral de las
variaciones 1 a 440, como se expone en la Tabla 1.!En una
modalidad preferida las concentraciones de cobre y amonio se
mantiene por el tiempo total de tal proceso de produccidn.

En algunas modalidades, el medio de ‘cultivo

proporcionado por la invencién puede ser proporcionadoi en una

forma liquida o una seca o polvo. El medio puede ser pre-

alicuotado en wuna cantidad adecuada para uso Uhico o
proporcionado en una cantidad mds grande que puede ser usada
para mas de un cultivo celular. En general, el mediﬂ de la
invencién se proporcionard en una forma estéril. ‘

Detalles especificos de medios de cultivo ¢elular

|
|
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de uso para produccidén del rVWF o rAl3 se discut%n abajo.

Aunque los siguientes son discutidos con respecto a

o rAl3, se apreciard que cualquiera de la

sus rVWF

discusidn

proporcionada abajo con respecto a rVWF es aplicable para

rAl3, y vice versa.

A. Medios de Cultivo Celular del VWF Recombinante

Un aspecto de la presente invencidédn se refiere a

una solucidn de cultivo celular para

recombinante, més especificamente, vWF de alto peso

gue tiene una alta actividad

ademas descritos en la presente. En una

presente invencidédn proporciona una solucién de

celular para producir vWF recombinante, de

molecular, que comprende un medio de

producirx

alto

vWEF

olecular

especifica, los cuales son

modalidad, 1la

cultivo

peso

cultivo celular que

comprende una concentracién de cobre de al menos
aproximadamente 2.4 pg/L y una pluralidad de células que
expresan vWF altamente multimérico que cbmprende
aproximadamente 14 hasta aproximadamente 22 dimeros y una
actividad del factor de Ristocetina especifica de 4l menos
aproximadamente 30 mU/ug.

En una modalidad, la solucidén de cultivo !'celular
comprende ademas una concentracién de amonio de menos de 10
mM. En una modalidad preferida, el cultivo celulaf comprende

una concentracién de amonio de no mads de 5 mM. En

|todavia
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|

. . l
otras modalidades, el cultivo celular comprende una

‘ 7 . 7 ‘ e
concentracidon de amonio de no mads de 10 mM, o no mias de 9 mM,

|
8 mM, 7 mM, 6 mM, 5 mM, 4 mM, 3 mM, 2 mM, 1 mM, o menos. En

todavia otras modalidades, el cultivo celular! tiene una
concentracidén de cobre y amonio de conformidad Coilcualquiera

de las variaciones 1 a 440, como se expone en la \abla 1. En

ciertas modalidades, la concentracién de amonio %el cultivo
celular se mantiene ©por un periodo extendi&o a una

concentracidén como se proporciona anteriormente. Polr ejemplo,

en una modalidad, la concentracién de amonio se ﬁ@ntiene a

\
una concentracién baja por al menos 3 dias, o al ménos 4, 5,

6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 1ﬂ, 20, 21,
|

28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, o mads dias. En una hmdalidad
|

especifica, la concentracién de amonio del cultivo ﬂelular se

|
mantiene a una concentracién de amonio de no mas de\5 mM por

|
al menos 7 dias. En otra modalidad especiﬁica, la
|

) . . -
concentracidén de amonio del cultivo celular se mantiene a una

|
., . P |
concentracidén de amonio de no mads de 4 mM por almenos 7

|
dias. En una modalidad especifica, la concentracién d% amonio
del cultivo celular se mantiene a una concentracién d% amonio
de no méds de 5 mM por al menos 14 dias. En otra m&dalidad
especifica, la concentracién de amonio del cultivo ceiular se
mantiene a una concentracidén de amonio de no mas de 4 mM por

|
al menos 14 dias. En todavia otra modalidad, la concenFracién

|
de amonio del cultivo celular se mantiene a un nivel b?jo por
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|
|
|
|
la duracidén del proceso (es decir, para el tiempo totaﬁ que
el cultivo estd siendo usado para producir rVWF). ﬂ
En una modalidad de la invencidén, los medi?s de
cultivo celular pueden comprender una concentracién de.cobre
de al menos aproximadamente 2.4 pg/L, en otra modalide al
menos aproximadamente 3 pg/L, en todavia otra modalidbd al
menos aproximadamente 4 ug/L, en todavia otra modaliﬂad al
menos aproximadamente 8 ng/L, en todavia otra modalilad al
menos aproximadamente 10 pg/L, en todavia otra modalidad al
menos aproximadamente 15 pg/L, y en una modalidad adiéional
al menos aproximadamente 20 pg/L. f
En otras modalidades, la concentracién de cogre en
los medios de cultivo celular de la presente invencién[puede
variar desde aproximadamente 2.4 ug/L hasta aproxima&amente
20 ng/L, en otra modalidad desde aproximadamente 2.4 ug/L
hasta aproximadamente 15 ug/L, en todavia otra mo&alidad
desde aproximadamente 2.4 pg/L hasta aproximadamente 1@ ng/L,
en todavia otra modalidad desde aproximadamente 2.% ng/L
hasta aproximadamente 8 pg/L, en todavia otra modalida@ desde
aproximadamente 2.4 pg/L hasta aproximadamente 6 u%/L, en
todavia otra modalidad desde aproximadamente 2.4 ng/l hasta
aproximadamente 4 pg/L, en todavia otra modalida# desde
aproximadamente 4 pg/L hasta aproximadamente 20 pQ/L, en
todavia otra modalidad desde aproximadamente 4 pg/% hasta

aproximadamente 15 ug/L, en todavia otra modalidad desde
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1
. |
1

aproximadamente 4 pg/L hasta aproximadamente 10, pg/L, en
todavia otra modalidad desde aproximadamente 4 u%/L hasta
aproximadamente 8 ug/L, y en una modalidad adicio%al desde
aproximadamente 4 pg/L hasta aproximadamente 6 ug/Lw

La presente invencién también proporciona |kits para
la expresidén o produccién de rVWF, los kits comp¥enden un

medio de cultivo adecuado para la expresién de rVWF Eue tiene

alta actividad especifica. \

{

\
\

B. Medios de Cultivo Celular ADAMTS13 (Al3) ‘

En un aspecto, la presente invencidén proporciona
medios de cultivo que son uUtiles para la expresién de

proteinas ADAMTS que tienen altas actividades esp%cificas.

Ventajosamente, se ha encontrado que suplementando ﬁn medio
de cultivo con cobre, que las actividades de enzimaé ADAMTS

recombinantes (por ejemplo, rADAMTS13) expresadas en‘células

|

. . {

cultivadas en el medio suplementado son mayormente mejoradas,
\

mientras las enzimas son expresadas a niveles tan altés, sino

superiores, que las células cultivadas en med?os no

suplementados. \

l
En un aspecto, la presente invencién propFrciona

medios de cultivo celular suplementados con cobre éara la
expresién de proteinas ADAMTS13 recombinantes com alta
actividad especifica. En wuna modalidad, los mediés son

|

suplementados para resultar en una concentracidén total de

l
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cobre de desde aproximadamente 2 hasta aprjximadamente 4
ng/L. En modalidades adicionales, los | medios son
suplementados para resultar en una concentracidédn total de
cobre de desde aproximadamente 1 - 3, 2 - 3, 3|- 4 pg/L. En
una modalidad, el medio contiene una concentradién de cobre
de al menos 1 pg/L. En otra modalidad, el medio contiene al
menos 2 pg/L de cobre. En otra modalidad, el medio contiene
al menos 4 pg/L de cobre. En otras modalidad;L, el medio
contiene entre 2 pg/L y 20 pg/L de cobre. En otra modalidad,
el medio contiene entre 1 pg/L y 6 ug/L de cobre. En otra
modalidad, el medio contiene entre 2 pg/L y 5 ug/\ de cobre.
En otra modalidad, el medio contiene entre 3 pg/L 4 pg/L de
cobre. En todavia otras modalidades, el medio \ontiene al
menos 1 pg/L de cobre, o al menos 2 ug/L, 3 ng/L,| 4 pg/L, 5
ng/L, 6 ng/L, 7 ug/L, 8 ng/L, 9 nug/L, 10 npg/L, 1% pg/L, 12
ng/L, 13 wng/L, 14 pg/L, 15 pg/L, 16 ug/L, 17 pg/Ll 18 ng/L,

19 pg/L, 20 pg/L, o superior concentraciones de cobre.

En una modalidad, 1la soclucidén de cultivL celular
comprende ademds una concentracidén de amonio de menos de 10
mM. En una modalidad preferida, la solucién de cultivo
celular comprende una concentracién de amonio de no\més de 5

|
mM. En todavia otras modalidades, la soluciédn de\ cultivo

celular comprende una concentracién de amonio de no mﬁs de 10
mM, o no mas de 9 mM, 8 mM, 7 mM, 6 mM, 5 mM, 4 mM, |3 mM, 2

mM, 1 mM, o menos. En todavia otras modalidades, la solucién

P
\

\
|
|
\
\
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|
de cultivo celular tiene una concentracién de cob%e y amonio
de conformidad con cualquiera de las variaciones 1 a 440,
como se expone en la Tabla 1. En ciertas modaﬁidades, la
concentracién de amonio del cultivo celular se m%ntiene por
un periodo extendido a una concentracién como se #roporciona
anteriormente. Por ejemplo, en una modaﬂidad, la
concentracién de amonio se mantiene a una concentﬁacién baja
por al menos 3 dias, o al menos 4, 5, 6, 7, 8, 9, 1o, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 28, 35, 42, 4%, 56, 63,
70, o més dias. En una modalidad especifica, la contentracién
de amonio del cultivo celular se mantiene a una conLentracién
de amonio de no mds de 5 mM por al menos 7 diasl En otra
modalidad especifica, la concentracién de amonio d%l cultivo
celular se mantiene a una concentracién de amonio ?e no mas
de 4 mM por al menos 7 dias. En una modalidad especﬁfica, la
concentracién de amonio del cultivo celular se mantiene a una
concentracién de amonio de no mads de 5 mM por alhmenos 14
dias. En otra modalidad especifica, la concentr%cién de
amonio del cultivo celular se mantiene a una concent%acién de
amonic de no mas de 4 mM por al menos 14 dias. EA todavia

{

otra modalidad, la concentracién de amonio del | cultivo

l
celular se mantiene a un nivel bajo por la duradién del

proceso (es decir, para el tiempo total que el cult%vo estéd

|
|

l
En una modalidad, se ©proporciona un médio de

siendo usado para producir rAl3).

A
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cultivo para la expresidén de una proteina ADAMTS rekombinante
(por ejemplo, rADAMTS13) que contiene al menos F png/L de
cobre y al menos 2 uM de zinc. En otras modalidadeﬁ, el medio
contiene al menos 2 pg/L de cobre o al menos 4 pg/ﬂ de cobre.
En otra modalidad en donde el medio es suplemlntado con
cobre, el medio de cultivo también contiene al ¢enos en o©
aproximadamente 5 pM de zinc. En una modalidad, Jl medio de
cultivo también contiene en o aproximadamente entr% 2 uM y 12
BM de zinc. En otra modalidad, el medio de cultﬂvo también
contiene en o aproximadamente entre 5 pM y 12 uM £e zinc. En
todavia otras modalidades, el medio de cultivo tamFién pueden
contener al menos en o aproximadamente 2 uM, o al‘menos en o
aproximadamente 3 uM, 4 uM, 5 pM, 6 pM, 7 pM, 8 uw, 9 uM, 10
pM, 11 pM, 12 uM, 13 pM, 14 pM, 15 pM, 20 uM, 25 WM, 30 uM, o
mas zinc. En una modalidad, el medio de cultivo Jontiene una

concentracidén de cobre y zinc de conformidad cow cualquiera

de las variaciones 441 a 880, como se expone en laiTabla 2.

Tabla 2. Modalidades Ejemplares de con$entraciones

de cobre y zinc presentes en medio de cultivo ﬁ&il para la

expresidén de una proteina ADAMTS13 recombinante.

I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
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Concentracién de zinc

AL AL AL AL AL AL AL AL ALJ 2-12 | 5-12

2pM [ 3 M |4 pM |5 M| 6 pM | 7T M |8 M| 9 M | 10] [aM | M

M

AL Var. | Var. | Var. | vVar. | Var. | Var. | Var. | Var Var. | var. | Var.

1 npg/L 441 481 | 521 561 601 641 681 721 76# 801 841
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var Vaf. Var. | Var.

2 ng/L 442 482 | 522 562 602 642 682 722 76F 802 842
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var Var. | Var. | Var.

3 pg/L 443 483 | 523 | 563 603 643 683 723 7%3 803 843
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var Var. | Var. | Var.

4 pg/L 444 484 524 564 604 644 684 724 724 804 844
AL Var. | Var. { Var. | Var. | Var. | Var. { Var. | Var Var. | Var. | Var.

5 pg/L 445 485 | 525 | 565 605 645 685 725 7?5 805 845
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var Var. | Var. | Var.

6 pg/L 446 | 486 | 526 | 566 606 646 686 726 7;6 806 | 846
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var War. Var. | Var.

7 ug/L 447 487 527 567 607 647 687 727 167 807 847
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var Var Var. | Var.

8 pg/L 448 488 528 568 608 648 688 728 %68 808 848
AL Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | Var. { Var Var Var. | Var.

9 ng/L 449 489 | 529 | 569 609 649 689 729 ?69 809 849
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var yar Var. | Var.

10 ng/L 450 | 490 | 530 | 570 610 650 690 730 | 170 810 850
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var war Var. | Var.

1 pg/L 451 491 | 531 571 611 651 691 731 !771 811 851
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. ||Var Var. | Var.

1.5 pg/L 452 492 532 572 612 652 692 732 }772 812 852
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. ||Var Var. | Var.

2 ng/L 453 493 | 533 | 573 613 653 693 733 I773 813 853
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var ;Var Var. | Var.

2.5 ng/L 454 494 534 574 614 654 694 734 774 814 854
Aproximadamente | Var. | Var. | vVar. | var. | Var. | Var. | Var. | Var vVar Var. | Var.

§ 3 pg/L 455 495 | 535 | 575 615 655 695 735 | 775 815 855
8 Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. || Var Var. | Var.
4 3.5 pg/L 456 | 496 | 536 | 576 616 656 696 736 ! 776 816 | 856
f§ Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var ’ Var. | Var. | Var.
§ 4 ng/L 457 497 537 577 617 657 697 737 l 777 817 857
§ Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var f var Var. | Var.
§ 4.5 pg/L 458 498 | 538 578 618 658 698 738 || 778 818 858
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:
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var. | vaz. | var Var. | vVar.
5 pg/L 459 | 499 | 539 579 619 659 699 739 779 819 | 859
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var. | var. | varl. | var Var. | Var.
5.5 pg/L 460 | 500 540 580 620 660 | 700 7401 | 780 820 860
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var] | var Var. | Var.
6 pg/L 461 501 541 581 621 661 701 741 | 781 821 861
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var.|| var Var. | Var.
7 ug/L 462 502 542 582 622 662 702 742 782 822 862
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var. | Var. | Var. || Var Var. | Var.
8 ng/L 463 503 543 583 623 663 703 743 783 823 863
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. || Var Var. | Var.
9 ng/L 464 504 544 584 624 664 704 744 784 824 864
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | Var. | Var Var. | Var.
10 pg/L 465 505 545 585 625 665 705 745 \ 785 825 865
1-20 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. [|var. | var. | var.
466 | 506 546 | 586 626 666 | 706 | 746 \786 826 | 866
2-20 pg/L Var. | Var. | Var. | var. | Var. | var. | Var. | Var. \Var Var. | Var.
467 507 547 587 627 667 7Q7 747 \787 827 867
1-10 ng/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. ar. | Var. | Var.
468 508 548 588 628 668 708 748 Y‘V’SB 828 868
2-10 ng/L Var. | Var. | var. | Var. | var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var.
469 | 509 549 589 629 669 | 709 749 '}189 829 | 869
1-6 ng/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | Var. | var.
470 510 550 590 630 670 710 750 790 830 870
2-6 ng/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var.
471 511 551 591 631 671 711 751 7:1 831 871
3-6 pg/L Var. | Var. | Var. { Var. | var. | Var. | Var. | Var. Vi'r. Var. | Var.
472 | 512 552 592 632 672 712 752 '7912 832 | 872
4-6 ug/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | vak. | var. | var.
473 | 513 553 593 633 673 713 753 79\1\3 833 | 873
1-5 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. Va:": Var. | Var.
474 514 554 594 634 674 714 754 794l 834 874
2-5 pg/L Var. j Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Vay. | Var. | Var.
475 515 555 595 635 675 715 755 7931 835 875
3-5 npg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. Var\l. Var. | Var.
476 516 556 596 636 676 716 756 796\ 836 876
4-5 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var Var. | Var.
477 517 557 597 637 677 717 757 797 837 877
1-4 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | Var. | Var. | Var Var. | Var.
478 | 518 558 598 638 678 718 758 798 838 878
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2-4 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var.
479 519 559 599 639 679 719 759 799 839 J79

3-4 ng/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Vvar. | var. ﬁar.
480 520 560 600 640 680 720 760 800 840 880

*AL = al menos (

En una modalidad, la solucidén de cultivo celuﬂar
comprende ademas una baja concentracién de amonio. En &na
modalidad, la solucién de cultivo celular comprende &na
concentracidén de amonio de menos de 10 mM y una concentracién

de cobre y zinc de conformidad con cualquiera de las

variaciones 441 a 880, como se expone en la Tabla 2. En una
modalidad especifica, el amonio se mantiene a Lna
concentracidén de no més de 10 mM por al menos 7 dias. En Lna
modalidad preferida, la solucidén de cultivo celular comprende
una concentracidén de amonio de no mds de 6 mM vy Lna
concentracién de cobre y zinc de conformidad con cualquikera
de las variaciones 441 a 880, como se expone en la Tablal 2.
En una modalidad especifica, el amonio se mantiene a luna
concentracién de no méds de 6 mM por al menos 7 dias. En otra
modalidad preferida, la solucidén de cultivo celular comprende
una concentracidén de amonio de no mds de 5 mM y una
concentracién de cobre y zinc de conformidad con cualquiera
de las variaciones 441 a 880, como se expone en la Tabla 2.

En una modalidad especifica, el amonio se mantiene a  una

concentracidén de no més de 5 mM por al menos 7 dias. En otra
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modalidad preferida,

una concentracidén de amonio de no

concentracidén de cobre y zinc de conformidad con cua
de las variaciones 441 a 880, como se expone en la T

En una modalidad especifica, el amonio se mantiene

concentracién de no mids de 4 mM por al menos 7 d

todavia otras modalidades, la solucién de cultivo

comprende una concentracién de amonio de no més de 1

no mas de 9 mM, 8 mM, 7 mM, 6 mM, 5 mM, 4 mM, 3 mM,

mM, o menos y una concentracién de «cobre y z

conformidad con cualquiera de las variaciones 441 a 88

se expone en la Tabla 2. En

todavia otra mo

mas de 4 mM

la solucidén de cultivo celular comprende

Yy una
%lquiera
Ebla 2.

a una

l1as. En

celular
D mM, ©O
2 mM, 1
inc de

0, como

‘dalidad

especifica, la concentracién de amonio del cultivo celular se

mantiene a un nivel bajo por la duracién del procs
decir, para el tiempo total que el cultivo estd siend
para producir rAl3).

En una modalidad, se proporciona un mnme
cultivo para la expresidén de una proteina ADAMTS recom
(por ejemplo,

rADAMTS13) que contiene al menos 1 |

cobre y al menos en o aproximadamente 0.5 mM de cal

otras modalidades, el medio contiene al menos 2 pg/L d

2SO0 (es

o usado

dio de
binante
19/L  de

cio. En

le cobre
|

0 al menos 4 ug/L de cobre. En otra modalidad en dbnde el

medio es suplementado con cobre, el medio de cultivo ‘también

contiene al menos 1.5 mM de calcio. En una modalig

medio de cultivo contiene en o aproximadamente entre 0

dlad, el

.5 mM y
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|

1.5 mM de calcio. En todavia otras modalidades, eh medio de

cultivo pueden contener al menos en o aproximadamedte 0.5 mM,
l

©-al menos en o aproximadamente 0.6 mM, 0.7 mM, 0%8 mM, 0.9
\

mM, 1.0 mM, 1.1 mM, 1.2 mM, 1.3 mM, 1.4 mM, 1.5 mw, 1.6 mM,

1.7mM, 1.8 mM, 1.9 mM, 2.0 mM, 2.25 mM, 2.5 mM, 2.%5 mM, 3.0
\
mM, 3.5 mM, 4.0 mM, 4.5 mM, 5.0 mM, o méas calci@. En una

\
modalidad, el medio de cultivo contiene una concentFacién de

cobre vy calcio de conformidad con cualquiera\ de las

variaciones 881 a 1320, como se expone en la Tabla 3#
|
|
\
Tabla 3. Modalidades Ejemplares de concenéraciones

de cobre y calcio presentes en medio de cultivo ﬁtil\para la

\
expresidén de una proteina ADAMTS13 recombinante.

|
1
l
|
1

Concentracién de calcio
AL AL AL AL AL AL AL AL AL | AL 0.5-
0.5 0.75 | 1.0 1.25 1.5 2.0 2.5 3.0 4 mM ‘SmM 1.5
M mM mM mM mM mM mM M | mM
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. 3Var. Var.
1 pg/L 881 921 961 1001 | 1041 | 1081 | 1121 | 1161 | 1201 ‘(1241 1281
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var.
2 ng/L 882 922 962 1002 | 1042 | 1082 | 1122 | 1162 | 1202 lfL242 1282
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | var.
3 ug/L 883 923 963 1003 | 1043 | 1083 | 1123 | 1163 | 1203 | 1243 | 1283
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. Qar. Var.
g 4 pg/L 884 924 964 1004 | 1044 | 1084 | 1124 | 1164 | 1204 1\244 1284
@ AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var.
3 5 ng/L 885 925 965 1005 | 1045 | 1085 | 1125 | 1165 | 1205 ll{245 1285
§§ AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. Vzr. Var.
§ 6 pg/L 886 926 966 | 1006 | 1046 | 1086 | 1126 | 1166 | 1206 | 1246 | 1286
@ AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. Vé:r. Var.
§ 7 pg/L 887 927 967 1007 | 1047 | 1087 | 1127 | 1167 | 1207 12'l47 1287
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AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | Var. | vdr. | var. | var.
8 ng/L 888 928 968 1008 | 1048 | 1088 | 1128 | 1168 | 1208 | 1248 | 1288
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | vdr. | var. | var.
9 ng/L 889 929 969 | 1009 | 1049 | 1089 | 1129 | 1169 1309 1249 | 1289
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var.
10 ng/L 890 930 970 | 1010 | 1050 | 1090 | 1130 | 1170 | 1210 | 1250 | 1290
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | var. | var. | var.
1 pg/L 891 931 971 1011 | 1051 | 1091 | 1131 | 1171 | 1211 | 1251 | 1291
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | Var. | var. | var. | var. Var.
1.5 pg/L 892 932 972 1012 | 1052 | 1092 | 1132 | 1172 | 1212 | 1252 | 1292
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Vak. | Var. | var.
2 ug/L 893 933 973 | 1013 | 1053 | 1093 | 1133 | 1173 | 1213 | 1253 | 1293
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var. | var. | var. | vak. | var. | var.
2.5 pg/L 894 934 974 1014 | 1054 | 1094 | 1134 | 1174 | 1214 | 1254 | 1294
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | vak. | var. | var.
3 pg/L 895 935 975 | 1015 | 1055 | 1095 | 1135 | 1175 | 1205 | 1255 | 1295
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var.
3.5 pg/L 896 936 976 | 10le | 1056 [ 1096 | 1136 | 1176 | 1216 | 1256 | 1296
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var. | var. | vak. | var. | var.
4 pg/L 897 937 977 1017 | 1057 | 1097 | 1137 | 1177 | 1217 | 1257 | 1297
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | vak. | var. | var.
4.5 ng/L 898 938 978 1018 | 1058 | 1098 | 1138 | 1178 | 1218 | 1258 | 1298
BAproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Vak. | Var. | Var.
5 pg/L 899 939 979 1019 | 1059 | 1099 | 1139 | 1179 | 1219 | 1259 | 1299
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var, | var. | var. | var. | vat. | Var. | var.
5.5 ng/L 900 940 980 | 1020 | 1060 | 1100 | 1140 | 1180 | 1220 | 1260 | 1300
Aproximademente | Var. | Var. | Var. | var. | var. | Var. | Var. | var. | var. | var. | var.
6 pg/L 901 941 981 1021 | 1061 | 1101 | 1141 | 1181 | 1221 | 1261 | 1301
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var. | var. | var.
7 pg/L 902 942 982 1022 | 1062 | 1102 | 1142 | 1182 | 1222 | 1262 | 1302
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var.
8 pg/L 903 943 983 1023 | 1063 | 1103 | 1143 | 1183 | 1223 | 1263 | 1303
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | vat. | var. | var.
9 pg/L 904 944 984 1024 | 1064 | 1104 | 1144 | 1184 | 1224 | 1264 | 1304
Aproximadamente | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | vat. | var. | var.
10 pg/L 905 945 985 1025 | 1065 | 1105 | 1145 | 1185 | 1225 | 1265 | 1305
1-20 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | Var. | Var. | Var.

906 946 986 | 1026 | 1066 | 1106 | 1146 | 1186 | 1226 | 1266 | 1306
2-20 ng/L Var. | Vax. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Vax Var. | Var.

907 947 987 1027 | 1067 | 1107 | 1147 | 1187 | 1227 | 1267 | 1307
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1-10 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. Var.‘ Var. | Var.
908 948 988 1028 | 1068 | 1108 | 1148 | 1188 1228\ 1268 | 1308
2-10 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. || var. | var.

909 949 989 1029 | 1069 | 1109 | 1149 | 1189 | 1229 || 1269 | 1309

1-6 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var.
910 950 990 1030 | 1070 | 1110 | 1150 | 1190 | 1230 | 1270 | 1310

2-6 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | Var. | var.
911 951 991 1031 | 1071 | 1111 | 1251 | 1191 | 1231 | 1271 ( 1311
3-6 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | Var. | Var.
912 952 992 1032 | 1072 | 1112 | 1152 | 1192 | 1232 n1272 1312
4-6 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. { Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var.
913 953 993 1033 | 1073 | 1113 | 1153 | 1193 | 1233 |{1273 | 1313
1-5 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. ||var. | var.
914 954 994 1034 | 1074 | 1114 | 1154 | 1194 | 1234 ||1274 | 1314

2-5 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var. | Var. | var. \Var. Var.
915 955 995 1035 | 1075 | 1115 | 1155 | 1195 | 1235 ’1275 1315

3-5 ng/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. War. var.
916 956 996 | 1036 | 1076 | 1116 | 1156 | 1196 | 1236 h276 1316
4-5 ng/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | Var. &ar. Var.
917 957 997 1037 | 1077 | 1117 | 1157 | 1197 | 1237 ﬁ277 1317
1-4 pg/L Var. ; Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | Var. | Var.

l
918 958 998 1038 | 1078 | 1118 | 1158 | 1198 | 1238 | 1278 | 1318

2-4 ng/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var.

|
919 959 999 1039 | 1079 | 1119 | 1159 | 1199 | 1239 %279 1319

3-4 pg/L Var. { Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | var.
920 960 1000 | 1040 | 1080 | 1120 | 1160 | 1200 | 1240 HZBO 1320

*AL = al menos

|
|

En una modalidad, la solucién de cultivo %elular
comprende ademis una baja concentracién de amonio. En una
modalidad, 1la solucién de cultivo celular comprende una
concentracién de amonio de menos de 10 mM y una concentLacién
de cobre y calcio de conformidad con cualguiera d% las

variaciones 881 a 1320, como se expone en la Tabla 3. En una

modalidad especifica, el amonio se mantiene a

b
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concentracién de no mads de 10 mM por al menos 7 dias. |En una

|
|
|
|
|
N
modalidad preferida, el medio de cultivo celular co#prende
una concentracién de amonio de no més de 6 mM ‘y una
concentracién de cobre y calcio de conformidad con cuaqquiera
de las variaciones 881 a 1320, como se expone en la TaLla 3.
En una modalidad especifica, el amonio se mantiene (a una
concentracidén de no mds de 6 mM por al menos 7 dias. E% otra
modalidad preferida, el medio de cuitivo celular comprende
una concentracién de amonio de no mads de 5 mM ? una
concentracién de cobre y calcio de conformidad con cual&uiera
de las variaciones 881 a 1320, como se expone en la Taéla 3.
En una modalidad especifica, el amonio se mantiene L una
concentracién de no mds de 5 mM por al menos 7 dias. Em otra
modalidad preferida, el medio de cultivo celular com%rende
una concentracién de amonio de no méds de 4 mM y} una
concentracidén de cobre y calcio de conformidad con cualq%iera
de las variaciones 881 a 1320, como se expone en la Tab#a 3.

En una modalidad especifica, el amonio se mantiene a' una

concentracién de no mds de 4 mM por al menos 7 diasl. En

todavia otras modalidades, el medio de cultivo ce#ular

comprende una concentracién de amonio de no mas de 10 mM, o
no mds de 9 mM, 8 mM, 7 nM, 6 mM, 5 mM, 4 mM, 3 mM, 2 mM, 1
mM, © menos y una concentracién de cobre vy calciﬂ de

conformidad con cualquiera de las variaciones 881 a ﬂ320,

como se expone en la Tabla 3. En todavia otra modalidad

Q
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especifica, la concentracién de amonio del cultivo celul

mantiene a un nivel bajo por la duracién del proceso (es

decir, para el tiempo total que el cultivo estd siendo

para producir rAl3).

En una modalidad, el medio de cultivo celular es

suplementado con cobre, zinc y calcio. En una moda

lidad

especifica, el medio de cultivo tiene una concentracién de

calcio de al menos 0.5 mM y una concentracién de cobre y

de conformidad con cualquiera de las variaciones 441

Q.

como se expone en la Tabla 2. En otra modalidad espec:

zinc
880,

fica,

el medio de cultivo tiene una concentracién de calcio |de al

menos 1.5 mM y una concentracién de cobre vy zin

conformidad con cualquiera de las variaciones 441 a 880,

c de

como

se expone en la Tabla 2. En otra modalidad especifick, el

medio de cultivo tiene una concentracidén de calcio entre 0.5

mM y 1.5 mM y una concentracién de cobre y zin

conformidad con cualquiera de las variaciones 441 a 880,

se expone en la Tabla 2. En todavia otras modalidades;

c de

como

el

medio de cultivo tiene una concentracién de calcio qe al

menos 0.6 mM, 0.7 mM, 0.8 mM, 0.9 mM, 1.0 mM, 1.1 mM, 1
1.3 mM, 1.4 mM, 1.5 mM, 1.6 mM, 1.7 mM, 1.8 mM, 1.9 mM
mM, 2.25 mM, 2.5 mM, 2.75 mM, 3.0 mM, 3.5 mM, 4.0 mM, 4
5.0 mM, o mads, y una concentracién de cobre y zin
conformidad con cualquiera de las variaciones 441 a 880,

se expone en la Tabla 2.

2 mM,

, 2.0

.5 mM,

c de

como
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En una modalidad, se proporciona un medio de

cultivo para la expresidén de una proteina ADAMTS recombinante

(por ejemplo, rADAMTS13) que contiene al menos 1 jg/L de
cobre y al menos 2 mg/L de nicotinamida (vitamina B3). En
otras modalidades, el medio contiene al menos 2 pg/L de cobre
o al menos 4 ug/L de cobre. En otra modalidad en donde el
medio es suplementado con cobre, el medio de cultivo también
contiene al menos 7 mg/L de nicotinamida (vitamina B3). En
una modalidad, el medio de cultivo contiene en o)
aproximadamente entre 2 mg/L y 10 mg/L de nicotinamida
(vitamina B3). En todavia otras modalidades, el medio de

cultivo pueden contener al menos en o aproximadamente 2 mg/L,

3 mg/L, 4 mg/L, 5 mg/L, 6 mg/L, 7 mg/L, 8 mg/L, 9 mg/L, 10
mg/L, 15 mg/L, 20 mg/L, o superior concentraciopes de
nicotinamida (vitamina B3). En una modalidad, el medio de
cultivo contiene una concentracién de cobre y nicotinamida de

conformidad con cualquiera de las variaciones 1321 g 1760,

como se expone en la Tabla 4.

Tabla 4. Mocdalidades Ejemplares de concentraciones
de cobre y nicotinamida presentes en medio de cultivio util

para la expresidén de una proteina ADAMTS13 recombinante.

P©
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Concentracién de calcio

AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL 2-10
2 3 4 5 6 7 8 9 10 |15 mg/m
mg/m | mg/m | mg/m | mg/m | mg/m | mg/m | mg/m | mg/m n@/ﬁ mg/m | L
L L L L L L L L L L
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Vvar. | var.| | var. | var.
1 pg/L 1321 | 1361 | 1401 | 1441 | 1481 | 1521 | 1561 | 1601 | 1641 | 1681 | 1721
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var.| | var. | var.
2 pg/L 1322 | 1362 | 1402 | 1442 | 1482 | 1522 | 1562 | 1602 | 1642 | 1682 | 1722
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var.| | var. | var.
3 pg/L 1323 | 1363 | 1403 | 1443 | 1483 | 1523 | 1563 | 1603 1643: 1683 | 1723
AL Var. | Var. [ Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var.| | var. | var.
4 pg/L 1324 | 1364 | 1404 | 1444 | 1484 | 1524 | 1564 | 1604 | 1644 | 1684 | 1724
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var.| | Var. | Var.
5 pg/L 1325 | 1365 | 1405 | 1445 | 1485 | 1525 | 1565 | 1605 | 1645 | 1685 | 1725
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var.| | var. | var.
6 pg/L 1326 | 1366 | 1406 | 1446 | 1486 | 1526 | 1566 | 1606 | 1646 | 1686 | 1726
AL Var. | Var. ( Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var.| | var. | var.
7 ng/L 1327 | 1367 | 1407 | 1447 | 1487 | 1527 | 1567 | 1607 1647? 1687 | 1727
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var.| | var. | var.
8 ng/L 1328 | 1368 | 1408 | 1448 | 1488 | 1528 | 1568 | 1608 | 1648 | 1688 | 1728
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var.| | Var. | Var.
9 pg/L 1329 | 1369 | 1409 | 1449 | 1489 | 1529 | 1569 | 1609 | 1649 | 1689 | 1729
AL Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var.
10 ng/L 1330 | 1370 | 1410 | 1450 | 1490 | 1530 | 1570 | 1610 | 1650 | 1690 | 1730
Aproximadamen
te Var. | Var. | Var. | Var. { Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var.
1 pg/L 1331 | 1371 | 1411 | 1451 | 1491 | 1531 | 1571 | 1611 | 1651 | 1691 | 1731
Aproximadamen
te Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var, | Var. | Var.| | Var. | Var.
1.5 pg/L 1332 | 1372 | 1412 | 1452 | 1492 | 1532 | 1572 | 1612 | 1652 | 1692 | 1732
Aproximadamen
te Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var.
p 2 ng/L 1333 | 1373 | 1413 | 1453 | 1493 | 1533 | 1573 | 1613 | 1653 | 1693 | 1733
g Aproximadamen
8 te Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. Var. | Var.
:§ 2.5 pg/L 1334 | 1374 | 1414 | 1454 | 1494 | 1534 [ 1574 | 1614 | 1654 | 1694 | 1734
§ Aproximadamen
§ te Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var.
§ 3 pg/L 1335 | 1375 | 1415 | 1455 | 1495 | 1535 | 1575 | 1615 | 1655 | 1695 | 1735

a\
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Aproximadamen “
te Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. ||var Var.
3.5 npg/L 1336 | 1376 | 1416 | 1456 | 1496 | 1536 | 1576 | 1616 | 1656 L696 1736
Aproximadamen
te Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var Var.
4 pg/L 1337 | 1377 | 1417 | 1457 | 1497 | 1537 | 1577 | 1617 | 1657 | 1697 | 1737
Aproximadamen
te Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var Var.
4.5 pg/L 1338 | 1378 | 1418 | 1458 | 1498 | 1538 | 1578 | 1618 | 1658 k698 1738
Bproximadamen |
te Var. | Var. | Var. | Var. | Var. [ Vvar. | Var. | var. | Var. Jar. Var.
5 pg/L 1339 | 1379 | 1419 | 1459 | 1499 | 1539 | 1579 | 1619 | 1659 ¥699 1739
Aproximadamen |
te Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. \Tar Var.
5.5 ng/L 1340 | 1380 | 1420 | 1460 | 1500 | 1540 | 1580 | 1620 | 1660 700 | 1740
Aproximadamen |
te Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. Iar Var.
6 ng/L 1341 | 1381 | 1421 | 1461 | 1501 | 1541 | 1581 | 1621 | 1661 | 1701 | 1741
Aproximadamen
te Var. | Var. | Var. | var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var Var.
7 pg/L 1342 | 1382 | 1422 | 1462 | 1502 | 1542 | 1582 | 1622 | 1662 | 1702 | 1742
Aproximadamen
te Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. Vgr. Var.
8 ng/L 1343 | 1383 | 1423 | 1463 | 1503 | 1543 | 1583 | 1623 | 1663 1%03 1743
Aproximadamen |
te Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. V;r. Var.
9 pg/L 1344 | 1384 | 1424 | 1464 | 1504 | 1544 | 1584 | 1624 | 1664 1%04 1744
Aproximadamen [
te Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | Var. | Var. V%r. Var.
10 pg/L 1345 | 1385 | 1425 | 1465 [ 1505 | 1545 | 1585 | 1625 | 1665 | 1705 | 1745
1-20 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | vdr. | var.
1346 | 1386 | 1426 | 1466 | 1506 | 1546 | 1586 | 1626 | 1666 | 1706 | 1746
2-20 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var.
1347 | 1387 | 1427 | 1467 | 1507 | 1547 | 1587 | 1627 | 1667 17%7 1747
1-10 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | Var. | Var. Valir. var.
1348 | 1388 | 1428 | 1468 | 1508 | 1548 | 1588 | 1628 | 1668 | 1708 | 1748
2-10 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | vat Var.
1345 | 1389 | 1429 | 1469 [ 1509 | 1549 | 1589 | 1629 | 1669 | 1709 | 1749
1-6 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var.
1350 | 1390 | 1430 | 1470 | 1510 | 1550 | 1590 | 1630 | 1670 | 1710 | 1750
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2-6 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var.|| var. | var.

1351 | 1391 | 1431 | 1471 | 1511 | 1551 | 1591 | 1631 | 1671!| 1711 | 1751

3-6 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var.|| Var. | Var.
1352 | 1392 | 1432 | 1472 | 1512 | 1552 | 1592 | 1632 | 1672!| 1712 | 1752
4-6 ug/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. || Var. | Var.
1353 | 1393 | 1433 | 1473 | 1513 | 1553 | 1593 | 1633 | 1673 !| 1713 | 1753
1-5 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. || var. | var.
1354 | 1394 | 1434 | 1474 | 1514 | 1554 | 1594 | 1634 | 1674 || 1714 | 1754
2-5 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. || var. | var.
1355 | 1395 | 1435 | 1475 | 1515 | 1555 | 1595 | 1635 | 1675 | 1715 | 1755
3-5 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | var. | vax. | Var. | Vvar. | Vvar. | var. | var.
1356 | 1396 | 1436 | 1476 | 1516 | 1556 | 1596 | 1636 | 1676 | 1716 | 1756
4-5 nug/L Var. | Var. | var. [ Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | Var.

1357 | 1397 | 1437 | 1477 | 1517 | 1557 | 1597 | 1637 | 1677 | 1717 | 1757

1-4 ng/L Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | var. | var. | var. | Var. | var.
1358 | 1398 | 1438 | 1478 | 1518 | 1558 | 1598 | 1638 | 1678 | 1718 | 1758
2-4 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | var. | Var. | Var. | Var. | var. | var. | var.
1359 | 1399 | 1439 | 1479 | 1519 | 1559 | 1599 | 1639 | 1679 '1719 1759
3-4 pg/L Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | Var. | var. ||var. | var.
1360 | 1400 | 1440 | 1480 | 1520 | 1560 | 1600 | 1640 | 1680 |1720 1760
*AL = al menos !
En una modalidad, 1la solucidén de cultivo ‘celular
comprende ademas una baja concentracién de amonio.‘ En una

modalidad, el medio de cultivo comprende una concentr$cién de
amonio de menos de 10 mM y una concentracién de Lobre Y
nicotinamida de conformidad con cualquiera de las varﬂaciones
1321 a 1760, como se expone en la Tabla 4. En una qualidad
especifica, el amonio se mantiene a una concentracié$ de no
mas de 10 mM por al menos 7 dias. En una modalidad pre&erida,
la solucidén de cultivo celular comprende una concentracién de
amonio de no mds de 6 mM y una concentracidén de ﬁobre y

nicotinamida de conformidad con cualquiera de las varigciones

|

4
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1321 a 1760, como se expone en la Tabla 4. En una m

especifica, el amonio se mantiene a una concentracid
mas de 6 mM por al menos 7 dias. En otra modalidad pr
la solucidén de cultivo celular comprende una concentr
amonio de no mds de 5 mM y una concentracién de

nicotinamida de conformidad con cualquiera de las var
1321 a 1760, como se expone en la Tabla 4. En una m
especifica,
mas de 5 mM por al menos 7 dias. En otra modalidad pr
la solucién de cultivo celular comprende una concentr
amonio de no méds de 4 mM y una concentracién de

nicotinamida de conformidad con cualquiera de las var
1321 a 1760, como se expone en la Tabla 4. En una m
especifica,
menos 7 dias. En

mas de 4 mM por al

modalidades, 1la

todavia

solucidén de cultivo celular comprende

odalidad
n de no
eferida,
acién de
cobre vy
iaciones

bdalidad

el amonioc se mantiene a una concentracidn de no

cferida,
acién de
cobre vy
Laciones

pdalidad

el amonio se mantiene a una concentracidén de no

otras

una

concentracidén de amonio de no mds de 10 mM, o no mis de 9 mM,

8 mM, 7mM, 6 mM, 5mM, 4 mM, 3 mM, 2 mM, 1 mM,

concentracién de cobre y nicotinamida de

cualquiera de las variaciones 1321 a 1760,

la Tabla 4. En todavia otra modalidad

conformidad

O menos y una

con

como se eXpone en

especifica, la

concentracidén de amonioc del cultivo celular se mantiene a un

nivel bajo por la duracién del proceso (es decir,

para el

tiempo total que el cultivo estd siendo usado para producir

rAl3).

&
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En una modalidad,

suplementado con cobre, zinc y nicotinamida. En una m

especifica,
nicotinamida de al menos 2 mg/mL y una concentracién
y zinc de conformidad con cualquiera de las variacion
880, Tabla 2. En otra m

como se expone en la

especifica,

el medio de cultivo celular es

hdalidad

el medio de cultivo tiene una concentrdcidn de

HYe cobre
cs 441 a

odalidad

el medio de cultivo tiene una concentracidén de

nicotinamida de al menos 7 mg/mL mM y una concentracién de

cobre y zinc de conformidad con cualquiera de las var
441 a 880, como se expone en la Tabla 2.
especifica,

nicotinamida entre 2 mg/mL y 10 mg/mL y una concentr

Haciones

En otra modalidad

el medio de cultivo tiene una concentracidén de

acidén de

cobre y zinc de conformidad con cualquiera de las variiaciones

441 a 880, como se expone en la Tabla 2. En todav

modalidades, el medio de cultivo tiene una concentr

nicotinamida de al menos 2 mg/mL, 3 mg/mL, 4 mg/mL,

6 mg/mL, 7 mg/mL, 8 mg/mL, 9 mg/mL,

mg/mL, 13 mg/mL, 14 mg/mL, 15 mg/mL, o mas,

concentracién de cobre y zinc de conformidad con cu
de las variaciones 441 a 880,
En una modalidad,

suplementado con cobre, calcio y nicotinamida.

modalidad especifica, el medio de

concentracién de nicotinamida de al menos

cultivo tiene

ia otras
acion de

5 mg/mL,

10 mg/mL, 11 mg/mL, 12

Yy una

alquiera

como se expone en la Tabla 2.

el medio de cultivo celular es

En una

una

2 mg/mL y una

concentracion de cobre y calcio de conformidad con cualquiera
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de las variaciones 881 a 1320, como se expone en

En otra modalidad especifica,

la Tabla 3.

el medio de cultivo tiene una

concentracién de nicotinamida de al menos 7 mg/mL mM y una

concentracidén de cobre y calcio de conformidad co

de las variaciones 881 a 1320, como se expone en

En otra modalidad especifica,
concentracidén de nicotinamida entre 2 mg/mL y 10
concentracidén de cobre y calcio de conformidad co

de las variaciones 881 a 1320, como se expone en

En todavia otras modalidades,
concentracidén de nicotinamida de al menos 2 mg/mL

mg/mL, 5 mg/mL, 6 mg/mL, 7 mg/mL, 8 mg/mL,

11 mg/mL, 12 mg/mL, 13 mg/mL, 14 mg/mL,

una concentracién de cobre y calcio de

cualquiera de las variaciones 881 a 1320, como

la Tabla 3.

9 mg/mL,
15 mg/nL,

conflormidad

n cualquiera

la Tabla 3.

el medio de CultiJo tiene una

mg/mL y una
n cualquiera

la Tabla 3.

el medio de cultivo tiene una

, 3 mg/mL, 4
10 mg/mL,
0 mas, y

con

s€ eXpone en

IV. Métodos para la Produccidén de Factores Sanguineos

que Tienen Alta Actividad Especifica
A. Métodos de Cultivo Celular
invencidén

La presente proporciona n

produccién a gran escala de proteinas recombin

como rVWE y rAl3). En ciertas modalidades, tale
produccién a gran escala utilizan reactores
agitado/removido para la manufactura de esta

étodos para

antes (tales
s métodos de

de tanqgue

s proteinas
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recombinantes terapéuticas.

En ciertas modalidades, los métodos de la presente
invencién pueden comprender el uso de un sistemalde cultivo
celular operado bajo un modo de operacién por lotes o
continuo. Por ejemplo, cuando se utilizan cultivos celulares
por lotes, pueden ser operados bajo modo de lote unico, lote
alimentado o lote repetido. Del mismo modo, 1lds cultivos
celulares continuos pueden ser operados bajo, por ejemplo,
modo perfusidn, turbidostdtico o quimiostdtico. [E1l cultivo
celular por lotes y continuo puede ser realizado bajo ya sea
condiciones de suspensién o adherencia. Cuando se |opera bajo
condiciocnes de suspensidén, las células serdn |libremente
suspendidas y mezcladas dentro del medio dé cultivo.
Alternativamente, bajo condiciones de adherencia, las células
se unirdn a una fase sdélida, por ejemplo, un micfoportador,
un microportador poroso, portador de disco, cartucho de

ceramica, fibra hueca, l&mina plana, matriz de gel, y

similares.

Un cultivo de lotes es tipicamente un cultivo

celular a gran escala en el cual un inoculo éelular se
|

cultiva a una densidad maxima en un tanque o ferm%ntador, Y

se cosecha y procesa como un lote uUnico. Un culti#o de 1lote

alimentado es tipicamente un cultivo de lotes e% cual es

suministrado con ya sea nutrientes frescos (por] ejemplo,

sustratos que limitan el <crecimiento) o aditivos (por
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ejemplo, precursores a productos). La solucién al
usualmente altamente concentrada para
biorreactor. En un cultivo de lote repetido, las

imentada es

evitar dilucién del

células son

conocidas en un medio de cultivo y crecen a uha densidad

celular deseada. Para evitar el comienzo de un

fase y muerte celular, el cultivo es entonces

medio de crecimiento completo antes que las célul
Su maxima concentracién. La cantidad y frecuencia

varian

ampliamente y dependen de las caracter

crecimiento de la linea celular y conveniencia del
cultivo.

requiera y, a menos que las células y medios se

el sub-cultivo, el volumen del cultivo increm

etapas conforme se hace cada dilucién. E1

volumen puede ser manejado teniendo un reactor de

tamafio para permitir diluciones dentro del

dividir el cultivo diluido en varios recipientes.

este tipo de cultivo es mantener las células en

exponencialmente de crecimiento. El subcultivo

caracteriza en que el volumen del cultivo es siemp

de etapas incrementadas, pueden existir

recolectores, las células pueden continuar crec

proceso puede continuar tan largo como se desee.

modalidades, una proteina ADAMTS recombinante

El proceso puede ser repetido tantas veces como

decline de

diluido con

as alcances
de dilucidn
isticas de
proceso de
se
desechen en

entard por

incremento del

suficiente

recipiente o

La razdn de
un estado
serial se
re en forma
multiples

lendo y el

En ciertas

(por ejemplo,

rADAMTS13)

puede ser recuperada después de recolectar el
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sobrenadante de un cultivo de lotes. En otras modalidades, un
VWE recombinante puede ser recuperado después de ?ecolectar
el sobrenadante de un cultivo de lotes.

Un cultivo continuo puede ser una suspensién de
cultivo que es continuamente aplicado con nutrientes por el

flujo de entrada de medio fresco, en donde el vollumen del

cultivo se mantiene usualmente constante por la; remocidn
concomitante de medio consumido. En métodos quimiostaticos vy
turbidostéticos, el medio extraido contiene células. De este
modo, las células que permanecen en el recipiente de cultivo
celular deben crecer para mantener un estado listlp. En el

método quimiostéatico, la velocidad de crecimjento es

tipicamente controlada por el control de la velﬁcidad de
dilucidén, es decir, la velocidad en la cual se #grega el
medio fresco. La velocidad de crecimiento de las c%lulas en
el cultivo puede ser controlada, por ejemplo, a una #elocidad
de crecimiento sub-méxima, por alteracién de la vel$cidad de
dilucidén. Por el contrario, en el método turbidostdtico, la
velocidad de dilucién se ajusta para permitir la méxima
velocidad de crecimiento que las células pueden logrir en las
condiciones de operacién dadas, tales como pH y temperatura.

En ciertas modalidades, el rVWF o rAl3 se recupera después de

recolectar el sobrenadante de un cultivo continuo. Un método

ejemplar para cultivo celular continuo se describe en el

documento WO0/2011/012725 (Grillberger et al.), el contenido
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del cual estd de este modo incorporado por referencia
totalidad para todos los propdsitos.

En un cultivo de perfusidn, el medio extrai
agotado de las células, las cuales se retienen e
recipiente de cultivo, por ejemplo, por filtracién
métodos centrifugos que conducen a la reintroduccid
células en el cultivo. Sin embargo, tipicamente memk
usadas para filtracién no retienen 100% de las células

una proporcidén es removida cuando el medio es extraid

en su

do es
n el
O  por
bn - de
ranas
y asi

o. No

puede ser crucial operar cultivos de perfusién a velocidades

de crecimiento muy altas, ya que la mayoria de las células

son retenidas en el recipiente de <cultivo. En clertas

modalidades, el rVWF o rAl3 se recupera después de recolectar

el sobrenadante de un cultivo de perfusién.

El sistema de reactor de tanque agitado puede ser

usado para cultivos celulares de lotes y continuos operados

bajo modos de suspensidén o adherentes. En general, el sistema

de reactor de tanque agitado puede ser operado como cualquier

reactor de tanque agitado convencional con cualquier tipo de

agitador tal como un Rushton, hidrodeslizador, hoja aguda o

marino.

En ciertas modalidades, los métodos de cultivo

celular de 1la invencidén pueden comprender el uso de un

microportador. En algunas modalidades, los cultivos celluilares

de las modalidades pueden ser realizados en biorreactores

0
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grandes bajo condiciones adecuadas para proporcionar areas de

superficie de cultivo de alto volumen especificos para 1

ograr

altas densidades celular y expresién de proteina. Un medio

para proporcionar tales condiciones de crecimiento es| usar
microportadores para cultivo celular en biorreactores de
tanque agitado. El concepto de crecimiento celular en
microportadores fue primero descrito por van Wezel | (van

Wezel, A.L., Nature 216:64-5 (1967)) y permite la junién

celular en 1la superficie de particulas sélidas pequefias

suspendidas en el medio de crecimiento. Estos métodos

proporcionan altas relaciones de superficie a volumen

y de

este modo permiten la eficiente utilizacién de nutrientes.

Ademas, para expresidén de proteinas secretadas en lineas de

células eucaridticas, la relacidén de superficie a vo
incrementada permite niveles superiores de secrecién sup
y de este modo rendimientos de proteina superiores e
sobrenadante del cultivo. Finalmente, estos métodos per]
la féacil escala de cultivos de expresién eucaridtica.

Las células que expresan vWF y/o rAl3 se p

1lumen

erior

n el

miten

neden

unir a un microportador esférico o poroso duranté el

crecimiento del cultivo celular. El microportador puede ser

un microportador seleccionado del grupo de microporta

Jores

con base en dextrano, colageno, plastico, gelatina y celFlosa

y otros como se describe en Butler (1988. 1In: Spi

er &

Griffiths, Animal Cell Biotechnology 3:283-303). También es
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posible hacer <crecer las células en una biomasal en

microportadores esféricos y subcultivar las células cuando
han alcanzado biomasa de fermentador final y previo $ la
produccidén de la proteina expresada en un micropor#ador
poroso o vice versa. Microportadores esféricos adecuados
pueden incluir microportadores de superficie lisa, tales |como
Cytodex™ 1, Cytodex™ 2, y Cytodex™ 3 (GE Healthcare) vy
microportadores macroporosos tales como CytoporeTM 1,
Cytopore™ 2, Cytoline™ 1, y Cytoline™ 2 (GE Healthcare).

Como se describe anteriormente, la presente
invencidén incluye medios de cultivo celular gque tienen una
concentracién incrementada de cobre. Se entiende que todas
las modalidades y concentraciones descritas en la seccién
“"Medios de cultivo celular” anterior pueden ser aplicados a
los métodos de 1la presente invencién descritos en la
presente.

En cilertas modalidades, el cultivo puede‘ ser
mantenido por al menos aproximadamente 7 dias, o al menos
aproximadamente 14 dias, 21 dias, 28 dias, o al menos
aproximadamente 5 semanas, 6 semanas, 7 semanas, 8 semanas, 9
semanas, 0 al menos aproximadamente 2 meses, o 3, 4, 5, 16, 7,
g, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 meses o mas. La
densidad celular en la cual un cultivo celular se mantiene
para produccién de una proteina VvWF recombinante o] rAl3

recombinante dependerd de las condiciones del cultivo y jmedio
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usado para la expresidén de la proteina. Un experto en la
técnica serd facilmente capaz de determinar la |densidad
celular 6ptima para produccién de un cultivo celular|del rVWF
o rAl3. En una modalidad, el cultivo se mantiene a una
densidad celular de entre aproximadamente 0.5x10° y 4x10’
células/mL por un periodo extendido de tiempo. En otras

modalidades, la densidad celular se mantiene a una

concentracidn de entre aproximadamente 1.0x10° y
aproximadamente 1.0x10’ células/mL por un periodo 'xtendido
de tiempo. En otras modalidades, la densidad C;Tular se
mantiene a una concentracién de entre aproximadamenté 1.0x10°
y aproximadamente 4.0x10° células/mL por un periodo extendido
de tiempo. En otras modalidades, la densidad celular se
mantiene a una concentracién de entre aproximadamente 1.0x10°
y aproximadamente 4.0x10° células/mL por un periodo extendido
ae tiempo. En todavia otras modalidades, la densidad celular
puede ser mantenida a una concentracidén entre aproximadamente
2.0x10° y aproximadamente 4.0x10° células/mL, © entre
aproximadamente 1.0x10° y aproximadamente 2.5x10° céllulas/mlL,
o entre aproximadamente 1.5x10° y aproximadamente 3.5x10°
células/mL, o cualquier otro rango similar, por un| periodo
extendido de tiempo.

En una modalidad, la densidad celular de un‘cultivo
celular continuo proporcionado en la presente se mantiene a

una concentracién de no més de 4.0x10° células/mL por al

107
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menos 7 dias. En wuna modalidad especifica, la densidad

celular de un cultivo celular continuo proporcionado

en la

presente se mantiene a una concentracién de no mas de |4.0x10°

células/mL por al menos 14 dias. En una modalidad mas

especifica, la densidad celular de un cultivo celular

continuo proporcionado en la presente se mantiene

concentracién de no mas de 4.0x10° células/mL por al me

a una

nos 21

dias. En una modalidad todavia mas especifica, la densidad

celular de un cultivo celular continuo proporcionado

en la

presente se mantiene a una concentracién de no més de i.OxlO6

células/mL por al menos 28 dias. En una modalidad todavia méas

especifica, la densidad celular de un cultivo delular

continuo proporcionado en la presente se mantiene
concentracién de no mas de 4.0x10° células/mL por al m
semanas. En una modalidad todavia mads especifica, la de

celular de un cultivo celular continuo proporcionado

a una

enos b

nsidad

en la

presente se mantiene a una concentracién de no mas de 4.0x10°

células/mL por al menos 6 semanas. En una modalidad t
mas especifica, la densidad celular de un cultivo ¢
continuo proporcionado en la presente se mantiene
concentracién de no mas de 4.0x10° células/mL por al m
semanas. En una modalidad todavia mds especifica, la de

celular de un cultivo celular continuo proporcionado

odavia

elular

a una

enos 7

nsidad

en la

presente se mantiene a una concentracién de no mas de 4.0x10°

células/mL por al menos 8 semanas. En una modalidad t

ocdavia
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mas especifica, la densidad celular de un cultivo celular

continuo proporcionado en la presente se mantiene a-

una

concentracién de no mas de 4.0x10° células/mL por al menos 9

semanas.

En una modalidad, la densidad celular de un culitivo

celular continuo proporcionado en la presente se mantiene a

una concentracién de no mas de 3.5x10° células/mL pox

al

menos 7 dias. En una modalidad especifica, la densidad

celular de un cultivo celular continuo proporcionado en

la

presente se mantiene a una concentracién de no més de 3.5x10°

células/mL por al menos 14 dias. En una modalidad

mas
especifica, la densidad celular de un cultivo celular
continuc proporcionado en la presente se mantiene a | una

concentracién de no més de 3.5x10° células/mL por al menos 21

dias. En una modalidad todavia méas especifica, la densidad

celular de un cultivo celular continuo proporcionado en

la

presente se mantiene a una concentracién de no més de 3.5x10°

células/mL por al menos 28 dias. En una modalidad todavia

s

mas
especifica, la densidad celular de un cultivo celular
continuo proporcionado en la presente se mantiene a |una

concentracién de no mas de 3.5x10° células/mL por al meng

s 5

semanas. En una modalidad todavia mé&s especifica, la densidad

celular de un cultivo celular continuo proporcionado en
presente se mantiene a una concentracién de no mas de 3.5;

células/mL por al menos 6 semanas. En una modalidad toda

la
©10°

via
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mas especifica, la densidad celular de un cultivo

continuo proporcionado en la presente

concentracién de no mas de 3.5x10° células/mL por al

se mantiene

celular

a una

menos 7

semanas. En una modalidad todavia més especifica, la !densidad

celular de un cultivo celular continuo proporcionad
presente se mantiene a una concentracién de no mas de
células/mL por al menos 8 semanas. En una modalidad
mas especifica, la densidad celular de un cultivo
continuo proporcionado en la presente
concentracién de no mas de 3.5x10° células/mL por al
semanas.

En una modalidad, la densidad celular de un

se mantiene

o en la
3.5x10°
todavia
celular
a una

menos 9

cultivo

celular continuo proporcionado en la presente se mantiene a

una concentracién de no mas de 3.0x10° células/mL

por al

menos 7 dias. En wuna modalidad especifica, la

celular de un cultivo celular continuo proporcionad

1ensidad

g en la

presente se mantiene a una concentracién de no méas de |3.0x10°

células/mL por al menos 14 dias. En

una

densidad

especifica, la celular de un cultivo

continuo proporcionado en la presente

se mantiene

modalidad méas

telular

|

a una

concentracién de no mas de 3.0x10° células/mL por al ménos 21

dias. En una modalidad todavia mas especifica, la d%nsidad

celular de un cultivo celular continuo proporcionad

presente se mantiene a una concentracién de no mé&s de

ol en la

3.0x10°

células/mL por al menos 28 dias. En una modalidad toda%ia mas
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especifica, la densidad celular de un cultivo
continuo proporcionado en la presente se mantiene

concentracién de no mas de 3.0x10° células/mL por al

semanas. En una modalidad todavia més especifica,

celular de un cultivo celular continuo proporcionadc

presente se mantiene a una concentracién de no mas de
células/mL por al menos 6 semanas. En una modalidad
mas especifica, la densidad celular de un cultivo

continuo proporcionado en la presente se mantiene

concentracién de no mas de 3.0x10° células/mL por al

semanas.

celular de un cultivo celular continuo proporcionado

presente se mantiene a una concentracién de no mas de
células/mL por al menos 8 semanas. En una modalidad
mas especifica, la densidad celular de un cultivo

continuc proporcionado en la presente se mantiene

concentracién de no mas de 3.0x10° células/mL por al
semanas.

En una modalidad, la densidad celular de un

celular
a una

menos 5

la densidad

en la
3.0x10°
todavia
celular
a una

menos 7

En una modalidad todavia mé&s especifica, la densidad

en la
3.0x10°
todavia
celular
a una

menos 9

cultivo

celular continuo proporcionado en la presente se mantiene a

una concentracién de no mas de 2.5x10° células/mL

menos 7 dias. En una modalidad

por al

especifica, la densidad

celular de un cultivo celular continuo proporcionadp en la

presente se mantiene a una concentracién de no mas de

células/mL por al menos 14 dias. En una modali

2.5x10°

dad méas

.l
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especifica, 1la densidad celular de wun cultivo celular

continuo proporcionado en la presente se mantiene & una

concentracién de no mas de 2.5x10° células/mL por al menos 21

dias. En una modalidad todavia mas especifica, la dehsidad

celular de un cultivo celular continuo proporcionado |en la

presente se mantiene a una concentracién de no mas de 2/.5x10°

células/mL por al menos 28 dias. En una modalidad todavia méas

especifica, la densidad celular de un cultivo celular

continuo proporcionado en la presente se mantiene f una

concentracién de no més de 2.5x10° células/mL por al me

nos 5

semanas. En una modalidad todavia més especifica, la densidad

celular de un cultivo celular continuo proporcionado len la

presente se mantiene a una concentracién de no mas de 2

.5x10°

células/mL por al menos 6 semanas. En una modalidad todavia

mas especifica, la densidad celular de un cultivo celular

continuo proporcionado en la presente se mantiene a una

concentracién de no mas de 2.5x10° células/mL por al me

nos 7

semanas. En una modalidad todavia més especifica, la densidad

celular de un cultivo celular continuo proporcionado fen la

presente se mantiene a una concentracién de no mas de 2.5x10°

células/mL por al menos 8 semanas. En una modalidad tg

davia

mas especifica, la densidad celular de un cultivo celular

continuo proporcionado en la presente se mantiene & una
concentracién de no mas de 2.5x10° células/mL por al me

semanas.

nos 9
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|

|

|

|

|
En otra modalidad, la densidad celular\ de un
cultivo celular continuo proporcionado en la presénte se
mantiene a una concentracién de no més de 2.0x10° células/mL
por al menos 7 dias. En una modalidad especifica, la densidad
celular de un cultivo celular continuo proporcionadﬂ en la
presente se mantiene a una concentracién de no més de\Z.OxlO6
células/mL por al menos 14 dias. En una modalidgd mas
especifica, la densidad celular de wun cultivo elular
continuo proporcionado en la presente se mantiene

a una

dias. En una modalidad todavia méas especifica, la d

o
concentracién de no mas de 2.0x10° células/mL por al mjnos 21
|nsidad

celular de un cultivo celular continuo proporcionado{en la
presente se mantiene a una concentracidén de no mas de %.Oxlo6
células/mL por al menos 28 dias. En una modalidad toda%ia més
especifica, 1la densidad celular de un cultivo cFlular
continuo proporcionado en la presente se mantiene \a una
concentracién de no més de 2.0x10° células/mL por al m?nos 5
semanas. En una modalidad todavia mas especifica, la deksidad
celular de un cultivo celular continuo proporcionado’en la
presente se mantiene a una concentracién de no mas de 2).Ox106
células/mL por al menos 6 semanas. En una modalidad t?davia
mas especifica, la densidad celular de un cultivo cglular
continuo proporcionado en la presente se mantiene % una

concentracién de no mas de 2.0x10° células/mL por al me%os 7

semanas. En una modalidad todavia més especifica, la denﬁidad

mﬂ
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celular de un cultivo celular continuo proporcionado en la

presente se mantiene a una concentracién de no mas de 2.0x10°

células/mL por al menos 8 semanas. En una modalidad todavia

mas especifica, la densidad celular de un cultivo cel
continuo proporcionado en la presente se mantiene a
concentracién de no mas de 2.0x10° células/mL por al men
semanas.

En una modalidad, la densidad celular de un cul
celular continuo proporcionado en la presente se mantie
una concentracién de no mas de 1.5x10° células/mL jolo)
menos 7 dias. En una modalidad especifica, la den;
celular de un cultivo celular continuo proporcionado e

presente se mantiene a una concentracidén de no mas de 1.°

células/mL por al menos 14 dias. En una modalidad

lular

una

os 9

tivo
ne a
r al
idad
n la
>x10°

mas

especifica, la densidad celular de un cultivo celular

continuo proporcionado en la presente se mantiene a

una

concentracién de no mads de 1.5x10° células/mL por al menos 21

dias. En una modalidad todavia mas especifica, la densidad

celular de un cultivo celular continuo proporcionado en la

presente se mantiene a una concentracién de no més de 1.5x10°

células/mL por al menos 28 dias. En una modalidad todavia
especifica, la densidad celular de un cultivo cel
continuo proporcionado en la presente se mantiene a
concentracién de no mas de 1.5x10° células/mL por al men

semanas. En una modalidad todavia més especifica, la dens

mas

ular

una

os 5

idad

\0



10

15

20

25

104

celular de un cultivo celular continuo proporcionado en la
presente se mantiene a una concentracién de no mas de 1.5x10°
células/mL por al menos 6 semanas. En una modalidad todavia
mas especifica, la densidad celular de un cultivo celular
continuo proporcionado en la presente se mantiene a| una
concentracién de no mids de 1.5x10° células/mL por al menos 7
semanas. En una modalidad todavia més especifica, la densidad
1
celular de un cultivo celular continuo proporcionado eh la
presente se mantiene a una concentracién de no mas de 1.5%x10°
células/mL por al menos 8 semanas. En una modalidad todavia
méds especifica, 1la densidad celular de un cultivo cellular

continuo proporcionado en la presente se mantiene a| una

concentracién de no més de 1.5x10° células/mL por al menos 9

semanas.

Lo siguiente proporciona detalles especificos en
métodos para la produccién del rVWF y rAl3. Como se
apreciaré, aunque las condiciones son presentadas

especificamente para rVWF o rAl3, las condiciones para |[rVWF

pueden ser usadas para producir rAl3 y vice versa.

B. Métodos para Producir vWF Recombinante de Alto

Peso Molecular

En otro aspecto, la presente invencidén se refliere
|
ademas a métodos para producir vVWF bajo condiciones de

cultivo que comprenden un medio de cultivo celular que tiene
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una concentracidén incrementada de cobre. En ciertas
modalidades, el cultivo también comprende una baja

concentracion de amonio. Como se usa en la presente, el

término “cultivo celular” y “solucidén de cultivo celular” son

usados intercambiablemente.

En una modalidad, la presente invencién proporciona

un método para producir un vVWF recombinante, de altio peso

molecular, gque comprende: a) proporcionar un cultivo de

células; b) introducir una secuencia de 4acido nucleico

codificante para vWF; c) seleccionar las células que
la secuencia de &cido nucleico; y, d) expresar el vWF
células bajo condiciones de cultivo gque comprenden un

de cultivo celular que comprende una concentracién de

llevan

en las

medio

cobre

de al menos aproximadamente 2.4 ug/L y un sobrenadante de

cultivo celular gque comprende una concentracién de

amonio

menos de aproximadamente 10 mM, en donde el VWF es VWF

altamente multimérico que comprende aproximadamente 14

hasta

aproximadamente 22 dimeros y una actividad especifica de

Ristocetina de al menos aproximadamente 30 mU/ug. En

modalidades adicionales, el rVWF multimérico producido
métodos de la presente invencién comprende aproximac
10-30, 12-28, 14-26, 16-24, 18-22, 20-21 dimeros. &
modalidades adicionales, el rVWF producido de conformid
la presente invencién tiene una actividad especifica

menos aproximadamente 20, 22.5, 25, 27.5, 30, 32.5, 35,

usando
amente
‘n  adn
ad con
de al

37.5,
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40, 42.5, 45, 47.5, 50, 52.5, 55, 57.5, 60, 62.5, 651 67.5,
70, 72.5, 175, 77.5, 80, o mas mU/pg. En una mo?alidad
especifica, la densidad celular del cultivo celular antinuo
para produccidén del rVWF se mantiene a una concentra%ién de
no mas de 2.5x10° células/mL por un periodo extendido. En
otras modalidades especificas, la densidad celular se
mantiene a no mas de 2.0x10° células/mL, 1.5x10° célullas/mL,
1.0x10°% células/mL, 0.5x10° células/mL, o menos. I[En una
modalidad, la densidad celular se mantiene a entre !1.5x10°
células/mL y 2.5x10° células/mL.

En una modalidad, la presente invencién proporciona

un método para producir una composicién del Factor Von

Willebrand recombinante (rVWF), el método compre?de las
etapas de: (a) proporcionar un medio de cultivo delcélulas
basales; (b) suplementar el medio de cultivo de {células

basales con cobre para proporcionar una concentracidén de
cobre final de al menos 2.0 pg/L; (c) proporcionar u%a O méas
células que comprenden un 4&cido nucleico que codigica una
proteina del rvWF; (d) cultivar una o mas células en Ll medio
de cultivo de células suplementadas con cobre de manera que

el rVWF se expresa y excreta de las células en un cultivo de

sobrenadante; y (e) recuperar al menos una porcién del

cultivo sobrenadante, en donde el sobrenadante recuperado
tiene una actividad del cofactor de ristocetina especifico

del rVWF de al menos 30 mU/pg del rVWF. En una modalidad, la
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solucién de cultivo celular comprende ademd

concentracidén de amonio de menos de 10 mM. En otra mg

especifica, la concentracién de amonio de la solu
cultivo celular se mantiene a una concentracién de an
no mads de 10 mM por al menos 7 dias. En una md
preferida, la solucidén de cultivo celular

S una
dalidad
cidén de
ionio de

dalidad

compreQde una

concentracidén de amonio de no mas de 5 mM. En otra mddalidad

especifica, la concentracién de amonio de la solu

cultivo celular se mantiene a una concentracidén de an

no mds de 5 mM por al menos 7 dias. En una md

preferida, la solucién de cultivo celular comprer

concentracién de amonio de no mads de 4 mM. En otra mq

especifica, la concentracién de amonio del cultivo cel

cidén de

onio de

dalidad

1de una

vdalidad

lular se

mantiene a una concentracién de amonio de no mds de 4 mM por

al menos 7 dias. En todavia otras modalidades, la solt

cultivo celular comprende una concentracién de amoni:

més de 10 mM, o no mads de 9 mM, 8 mM, 7 mM, 6 mM, 5 mb

3 mM, 2 mM, 1 mM, o menos. En todavia otra modali
concentracién de amonio del cultivo celular se mantie
nivel bajo por la duracién del proceso (es decir,

tiempo total que el cultivo esté& siendo usado para f
rVWE) . En una modalidad preferida, el sobrenadante regq
tiene una actividad del factor de ristocetina especif

rVWEF de al menos 50 mU/pug del rxVWE. En una modali

1cidén de
o de no
1, 4 mM,
dad, la
ne a un
para el
producir
ruperado
ica del

dad mas

preferida, el sobrenadante recuperado tiene una actividad del

4
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factor de ristocetina especifica del rVWF de al menos‘ 70
mU/pg del rVWE. i
En una modalidad del método descrito anteriormeﬁte,
el medio de cultivo de células basales es suplementado con
cobre para proporcionar una concentracién de cobre fina% de
al menos 2.4 pg/L. En una modalidad, la solucién de cul%ivo
celular comprende ademds una concentracién de amonio de menos
de 10 mM. En otra modalidad especifica, la concentracidém de
amonio de la solucién de cultivo celular se mantiene a; una
concentracién de amonio de no mds de 10 mM por al menos 7
dias. En una modalidad preferida, la solucién de culkivo
celular comprende una concentracidén de amonio de no mas de 5
mM. En otra modalidad especifica, la concentracién de amonio
de 1la solucién de cultivo celular se mantiene a | una
concentracién de amonio de no mds de 5 mM por al menos 7
dias. En una modalidad preferida, la solucién de cuitivo
celular comprende una concentracién de amonio de no mas de 4
mM. En otra modalidad especifica, la concentracién de amonio
de la solucién de cultivo celular se mantiene a | una
concentracién de amonio de no mds de 4 mM por al menos 7
dias. En todavia otras modalidades, la solucién de cultivo
celular comprende una concentracién de amonio de no mas de 10
mM, o no mads de 9 mM, 8 mM, 7 mM, 6 mM, 5 mM, 4 mM, 3 mM, 2
mM, 1 oM, O menos. En todavia otra modalidad, la

concentracidén de amonio de la solucidébn de cultivo celular se
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mantiene a un nivel bajo por la duracién del proceso

decir, para el tiempo total que el cultivo estd siendo u

para producir rVWF). En una modalidad preferida,

sobrenadante recuperado tiene una actividad del factor de

ristocetina especifica del rVWF de al menos 50 mU/ug
rVWE. En una modalidad mas preferida, el sobrenad
recuperado tiene una actividad del factor de ristoce
especifica del rVWF de al menos 70 mU/pg del rVWF.

En una modalidad del método descrito anteriorme

el medio de cultivo de células basales es suplementado

del

ante

!tina

nte,

con

cobre para proporcionar una concentracién de cobre final de

al menos 3 pg/L. En una modalidad, la solucién de cull

celular comprende ademds una concentracién de amonio de m

tivo

enos

de 10 mM. En otra modalidad especifica, la concentracidh de

amonio de la solucién de cultivo celular sé mantiene a

una

concentracién de amonio de no mads de 10 mM por al menos 7

dias. En una modalidad preferida, la solucién de cul
celular comprende una concentracién de amonio de no més
mM. En otra modalidad especifica, la concentracién de amn
de la solucidén de cultivo celular se mantiene a
concentracién de amonio de no més de 5 mM por al meng
dias. En una modalidad preferida, la solucién de cul
celular comprende una concentracién de amonio de no més

mM. En otra modalidad especifica, la concentracién de am

tivo

onio

una

s 7

tivo

de 4

onio

de la solucidén de cultivo celular se mantiene a

- una
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concentracién de amonio de no mads de 4 mM por al menos 7
dias. En todavia otras modalidades, la solucién de |cultivo
celular comprende una concentracién de amonio de no més de 10
mM, o no mds de 9 mM, 8 mM, 7 mM, 6 mM, 5 mM, 4 mM, 3 mM, 2
M, 1 mM, O menos. En todavia otra modalidad, la
concentracién de amonio de la solucidén de cultivo cellular se
mantiene a un nivel bajo por la duracién del procgso (es
decir, para el tiempo total que el cultivo estid siendo usado
para producir rVWF). En una modalidad preferida, el
sobrenadante recuperado tiene una actividad del factor de
ristocetina especifica del rVWF de al menos 50 mU/pg del

rVWF. En una modalidad mé&s preferida, el sobrenadante

recuperado tiene una actividad del factor de ristocetina
especifica del rVWF de al menos 70 mU/pg del rVWFE. ;

En una modalidad del método descrito anteribrmente,
el medio de cultivo de células basales es suplementado con
cobre para proporcionar una concentracién de cobre final de

al menos 4 ug/L. En una modalidad, la solucién de| cultivo

celular comprende ademds una concentracién de amonioc de menos

de 10 mM. En otra modalidad especifica, la concentracién de

amonio de la solucidén de cultivo celular se mantieﬁe a una
concentracién de amonio de no mds de 10 mM por al | menos 7
dias. En una modalidad preferida, la solucién de| cultivo
celular comprende una concentracidén de amonio de no mas de 5

mM. En otra modalidad especifica, la concentracién de amonio
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|

de la solucién de cultivo <celular se mantiene la una

|

concentracién de amonio de no mds de 5 mM por al menos 7
dias. En wuna modalidad preferida, la solucién de ¢ultivo

celular comprende una concentracién de amonio de no més de 4

|

mM. En otra modalidad especifica, la concentracién de| amonio

de la solucién de cultivo celular se mantiene |a wuna
concentracién de amonio de no mas de 4 mM por al menos 7

dias. En todavia otras modalidades, los medios de [cultivo

celular comprenden una concentracién de amonio de no| mas de
10 mM, o no mds de 9 mM, 8 mM, 7 mM, 6 mM, 5 mM, 4 mM, 3 mM,

|

2 mM, 1 mM, o menos. En todavia otra modalidad, la
l
concentracién de amonio de la solucién de cultivo celular se

|

mantiene a un nivel bajo por la duracién del prodeso (es
decir, para el tiempo total que el cultivo esté siengo usado
para producir rVWF). En una modalidad preferida, el
sobrenadante recuperado tiene una actividad del factor de
ristocetina especifica del rVWF de al menos 50 mb/ug del
rVWF. En una modalidad mé&s preferida, el sobrenadante
recuperado tiene una actividad del factor de ristocetina
especifica del rVWF de al menos 70 mU/pg del rVWE. }

En una modalidad del método descrito anterﬁormente,
el medio de cultivo de células basales es suplemeﬁtado con
cobre para proporcionar una concentracién final del cobre de

aproximadamente 4.3 pg/L. En una modalidad, la solucidén de

cultivo celular comprende ademds una concentracién |de amonio

|
|
|
Il
|
|
|
l
|
|
|
|
l
l
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de menos de 10 mM. En otra modalidad especifica, la
concentracién de amonio de la solucidén de cultivo celular se
mantiene a una concentracién de amonio de no més de 10 mM por
al menos 7 dias. En una modalidad preferida, la solucién de
cultivo celular comprende una concentracién de amonio de no
méds de 5 mM. En otra modalidad especifica, la condentracién
de amonio de la solucidén de cultivo celular se mantilene a una
concentracién de amonio de no mds de 5 mM por all menos 7

dias. En una modalidad preferida, la solucién de cultivo

celular comprende una concentracidén de amonio de no! mas de 4

mM. En otra modalidad especifica, la concentracién |de amonio

de la solucién de cultivo <celular se mantiene a una
concentracién de amonio de no mds de 4 mM por a% menos 7/
dias. En todavia otras modalidades, la solucién de cultivo
celular comprende una concentracién de amonio de no|mds de 10
mM, o no mds de 9 mM, 8 mM, 7 mM, 6 mM, 5 mM, 4 mM, 3 mM, 2
mM, 1 mM, O menos. En todavia otra modalidad, la

concentracién de amonio de la solucidén de cultivo celular se

mantiene a un nivel bajo por la duracién del proceso (es
decir, para el tiempo total que el cultivo estéa siLndo usado
para producir rVWF). En una modalidad pref%rida, el

sobrenadante recuperado tiene una actividad del |factor de

ristocetina especifica del rVWF de al menos 50 ’mU/ug del
rVWF. En una modalidad mas preferida, el soFrenadante

recuperado tiene wuna actividad del factor de ristocetina
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|
especifica del rVWF de al menos 70 mU/pg del rVWF. |
En una modalidad del método descrito anterliormente,
el medio de cultivo de células basales es suplemePtado con
cobre para proporcionar una concentracién final delcobre de

|

entre 2 pg/L y 20 pg/L. En una modalidad, la soﬂucién de
cultivo celular comprende ademé&s una concentracién{de amonio
de menos de 10 mM. En otra modalidad espec#fica, la
concentracidén de amonio de la solucidén de cultivo &elular se
mantiene a una concentracién de amonio de no mas de]lO mM por
al menos 7 dias. En una modalidad preferida, la s%lucién de
cultivo celular comprende una concentracién de amgnio de no
més de 5 mM. En otra modalidad especifica, la conhentracién

|

de amonio del cultivo celular se mantiene a una coqcentracién
de amonio de no méds de 5 mM por al menos 7 di%s. En una
modalidad preferida, la solucidén de cultivo celulad comprende
una concentracién de amonio de no més de 4 mM. En otra
modalidad especifica, la concentracién de amonio %el cultivo
celular se mantiene a una concentracién de amoniJ de no mas
de 4 mM por al menos 7 dias. En todavia otras modalidades, la
solucidén de cultivo celular comprende una conce@tracién de
amonio de no méds de 10 mM, o no mads de 9 mM, 8 AM, 7 mM, 6
mM, 5mM, 4 mM, 3 mM, 2 mM, 1 mM, o menos. En tbdavia otra
modalidad, la concentracidédn de amonio del cultivo(celular se

mantiene a un nivel bajo por la duracién del proceso (es
l

decir, para el tiempo total que el cultivo esté giendo usado

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
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para producir rVWF). En una modalidad

sobrenadante recuperado tiene una actividad de
ristocetina especifica del rVWF de al menos 5
rVWE. En una

modalidad mé&s preferida, el

recuperado tiene una actividad del factor de

especifica del rVWF de al menos 70 mU/pg del rVWE.

preferida, el

1 factor de
0 mU/upg del
sobrenadante

ristocetina

En una modalidad del método descrito anteriormente,

el medio de cultivo de células basales es supllementado con

cobre para proporcionar una concentracién final

entre 3 pg/L y 10 wpg/L. En una modalidad, la

de cobre de

solucién de

cultivo celular comprende ademds una concentracién de amonio

de menos de 10 mM. En otra modalidad esp
concentracidén de amonio del cultivo celular se ma
concentracién de amonio de no mds de 10 mM por

dias.

En una modalidad preferida, la solucién

celular comprende una concentracién de amonio de

ecifica, 1la
ntiene a una
al menos 7
de cultivo

no mads de 5

mM. En otra modalidad especifica, la concentraciLn de amonio

de la celular se

solucidén de cultivo
concentracién de amonio de no méds de 5 mM por
dias. En una modalidad preferida, la solucién
celular comprende una concentracién de amonio de

mM. En otra modalidad especifica,

mantilene a una

al menos 7
de cultivo

no mas de 4

la concentracién de amonio

del cultivo celular se mantiene a una concentraci

6n de amonio

de no méds de 4 mM por al menos 7 dias.

modalidades,

En todavia otras

la solucidén de cultivo celular comprende una
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concentracién de amonio de no mds de 10 mM, o no jmas de 9 mM,

8 mM, 7 mM, 6 mM, 5 mM, 4 mM, 3 mM, 2 mM, 1 mM,%o menos. En
todavia otra modalidad, la concentracidén de a#onio de 1la
solucidén de cultivo celular se mantiene a un ni$el bajo por
la duracién del proceso (es decir, para el tiempo total que
el cultivo estd siendo usado para producir rV%F). En una
modalidad preferida, el sobrenadante recuperad& tiene una
actividad del factor de ristocetina especifica del rVWF de al
menos 50 mU/ug del rVWF. En una modalidad més prieferida, el
sobrenadante recuperado tiene una actividad del| factor de

ristocetina especifica del rVWF de al menos 70| mU/pg del

|

rVWFE. \

En una modalidad del método descrito antéeriormente,
el medio de cultivo de células basales es suplementado con

cobre para proporcionar una concentracién final dF cobre de

entre 4 pg/L y 7.5 pg/L. En una modalidad, la sklucién de

cultivo celular comprende adem&s una concentracién‘de amonio

de menos de 10 mM. En otra modalidad especifica, la
\

concentracidén de amonio del cultivo celular se manthene a una
concentracién de amonio de no mds de 10 mM por Jl menos 7
dias. En una modalidad preferida, la solucidn de cultivo
celular comprende una concentracién de amonio de nd mas de 5
mM. En otra modalidad especifica, la concentracién |de amonio

del cultivo celular se mantiene a una concentracién |de amonio

de no mas de 5 mM por al menos 7 dias. En una modalidad

|
’\
|
|

|t



10

15

20

25

116

preferida, la solucién de cultivo celular compfende una
concentracidén de amonio de no mas de 4 mM. En otra|modalidad
especifica, la concentracién de amonio del cultivo celular se
mantiene a una concentracién de amonio de no mis de 4 mM por
al menos 7 dias. En todavia otras modalidades, la splucién de

cultivo celular comprende una concentracién de amonio de no

més de 10 mM, o no mds de 9 mM, 8 mM, 7 mM, 6 mM, SImM, 4 mM,
3 mM, 2 mM, 1 mM, o menos. En todavia otra modLlidad, la
concentracién de amonio del cultivo celular se manfiene a un
nivel bajo por la duracidén del proceso (es deci%, para el
tiempo total que el cultivo estd siendo usado paﬁa producir
rVWE) . En una modalidad preferida, el sobrenadante‘recuperado
tiene una actividad del factor de ristocetina especifica del
rVWE de al menos 50 mU/pg del rVWF. En una moqalidad mas
preferida, el sobrenadante recuperado tiene una ac#ividad del

factor de ristocetina especifica del rVWF de ai menos 70

|
|

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
|

mU/pg del rVWE.

un método para producir una composicién del (Factor von

Willebrand recombinante (rVWF), el método comErende las
|
|
|
l

basales; (b) suplementar el medio de cultivo (de células

etapas de: (a) proporcionar un medio de cultivo, de células
basales con cobre; (c) proporcionar una © mas Félulas que
comprenden un acido nucleico que codifica una p&oteina del

rvWF; (d) cultivar una o mas células en el mediJ de cultivo
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|
|
|
|
|

|
de células suplementadas con cobre de manera q@e el rVWF se

expresa 'y excreta de las células en un\ cultivo de
sobrenadante; y (e) recuperar al menos una \porcién del
cultivo sobrenadante, en donde la concentracié* de NH4" del
sobrenadante se mantiene a un bajo nivel por al @enos 7 dias,
y ademds en donde el sobrenadante recuperad$ tiene una
actividad del cofactor de ristocetina especifico\del rVWE de
al menos 30 mU/pg del rVWF. En una modalidad esgecifica, la
concentracidén de cobre y concentracién de NH{'de\la solucién
de cultivo celular se mantiene a una conceLtracién de
conformidad con cualquiera de las variaciones l‘a 440, como
se expone en la Tabla 1. En una modalidad pﬂeferida, el
sobrenadante recuperado tiene una actividad de% factor de
ristocetina especifica del rVWF de al menos Sd mU/pg del
rVWF. En wuna modalidad mds preferida, el ?obrenadante
recuperado tiene una actividad del factor de_‘ristocetina
especifica del rVWF de al menos 70 mU/upg del rVWF.\

En una modalidad del método descrito anﬂeriormente,
la concentracién de cobre y concentracién de NH4* del cultivo
celular se mantiene a una concentracién de conf$rmidad con
cualquiera de las variaciones 1 a 440, como se e%pone en la
Tabla 1 por al menos 14 dias. En una modalidad préferida, el
sobrenadante recuperado tiene una actividad del\ factor de

ristocetina especifica del rVWF de al menos 50 (mU/ug del

rVWE. En una modalidad mas preferida, el sgbrenadante

[
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recuperado tiene una actividad del factor de ristocetina

especifica del rVWF de al menos 70 mU/pg del rVWE.

En una modalidad del método descrito antefiormente,
la concentracién de cobre y concentracién de NH4+ del cultivo
celular se mantiene a una concentracién de confoqmidad con
cualquiera de las variaciones 1 a 440, como se expone en la
Tabla 1 por al menos 21 dias. En una modalidad preferida, el

sobrenadante recuperado tiene una actividad del [factor de

ristocetina especifica del rVWF de al menos 50 JTU/ug del
rVWF. En wuna modalidad mé&s preferida, el sobrenadante
recuperado tiene una actividad del factor de rkstocetina

En una modalidad del método descrito anteriormente,

especifica del rVWF de al menos 70 mU/ung del rVWE.

la concentracién de cobre y concentracién de NH4® dkl cultivo
celular se mantiene a una concentracién de conformidad con
cualquiera de las variaciones 1 a 440, como se expone en la
Tabla 1 por al menos 28 dias. En una modalidad preferida, el
sobrenadante recuperado tiene una actividad del |factor de
ristocetina especifica del rVWF de al menos 50 /mU/ug del
rVWF. En una modalidad més preferida, el sobrenadante
recuperado tiene una actividad del factor de ristocetina

especifica del rVWF de al menos 70 mU/pg del rVWF.

En una modalidad del método descrito anteriormente,
la concentracién de cobre y concentracién de NH4T qel cultivo

celular se mantiene a una concentracidén de confo&midad con
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cualquiera de las variaciones 1 a 440, como se expone en la

Tabla 1 por al menos 5 semanas. En una modalidad preferida,

el sobrenadante recuperado tiene una actividad del

ristocetina especifica del rVWF de al menos 50

factor de

mU/pg del

rVWEF. En una modalidad méds preferida, el sobrenadante

recuperado tiene una actividad del factor de rilstocetina

especifica del rVWF de al menos 70 mU/ug del rVWF.

En una modalidad del método descrito anteriormente,

la concentracién de cobre y concentracién de NH4Y deﬁ cultivo

celular se mantiene a una concentracién de conformidad con

cualquiera de las variaciones 1 a 440, como se expone en la

Tabla 1 por al menos 6 semanas. En una modalidad preferida,

el sobrenadante recuperado tiene una actividad del

ffactor de

ristocetina especifica del rVWEF de al menos 50 mU/ug del

rVWE. En una modalidad mds preferida, el sobrenadante

recuperado tiene una actividad del factor de ristocetina

especifica del rVWF de al menos 70 mU/pg del rVWE.

En una modalidad del método descrito anterilormente,

la concentracién de cobre y concentracién de NH4* dell cultivo

celular se mantiene a una concentracién de conformidad con

cualquiera de las variaciones 1 a 440, como se expoﬁe en la

Tabla 1 por al menos 7 semanas. En una modalidad preferida,

el sobrenadante recuperado tiene una actividad del

f%ctor de

ristocetina especifica del rVWF de al menos 50 mU/pg del

YVWEF. En una modalidad mds preferida, el sobr%nadante
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recuperado tiene una actividad del factor de
|

especifica del rVWF de al menos 70 mU/pg del rVWE.
En una modalidad del método descrito ant

la concentracidén de cobre y concentracién de NH4Y

ristocetina

ceriormente,

del cultivo

celular se mantiene a una concentracién de conflormidad con

cualquiera de las variaciones 1 a 440, como se e

Tabla 1 por al menos 8 semanas. En una modalidad
el sobrenadante recuperado tiene una actividad de
ristocetina especifica del rVWF de al menos 50
rVWF. En una modalidad més

recuperado tiene una actividad del factor de

especifica del rVWEF de al menos 70 mU/pg del rVWF.

Xpone en la
preferida,
1 factor de

mU/ng del

preferida, el sobrenadante

ristocetina

En una modalidad del método descrito anteriormente,

la concentracién de cobre y concentracién de NH4Y

del cultivo

celular se mantiene a una concentracién de conf
cualquiera de las variaciones 1 a 440, como se e

Tabla 1 por al menos 9 semanas.

En una modalidad

ormidad con
Xpone en la

preferida,

el sobrenadante recuperado tiene una actividad del factor de

ristocetina especifica del rVWF de al menos 50

rVviWF. En una modalidad méas

recuperado tiene una actividad del factor de

especifica del rVWF de al menos 70 mU/pg del rVWF.

En una modalidad, la presente invencién
un método para producir una composicién del
Willebrand recombinante (rVWF), el método

mU/ug del

preferida, el sobrenadante

ristocetina

proporciona

Factor Von

conprende las




10

15

20

25

121

etapas de: (a) proporcionar un medio de cultivo de |células
basales; (b) suplementar el medio de cultivo de 'células
basales con cobre para proporcionar una concentracién de
cobre final de al menos 2.0 pg/L; (c) proporcionar unk o méas
células que comprenden un &cido nucleico que codifica una
proteina del rvWF; (d) cultivar una o mds células en el medio
de cultivo de células suplementadas con cobre de manera gue
el rVWF se expresa y excreta de las células en un cultivo de
sobrenadante; (e) monitorear la concentracién de amonio del
sobrenadante del cultivo; vy (f) recuperar al menﬁs una
porcién del cultivo sobrenadante, en donde el sobrenadante
del cultivo que comprende una concentracién de amonio|de méas
de 10 mM no se usa para producir la composicién del rVWF, y
ademés en donde el sobrenadante recuperado tiene una
actividad del cofactor de ristocetina especifico del ;VWF de
al menos 30 mU/pg del rVWF. En ciertas modalidades, la

concentracién final de cobre del medio de cultivo; basal

suplementado es al menos 2.4 ng/L, 3 pg/L, 4 ng/L, 5 ng/L, 6
wg/L, 7 wpg/L, 8 pg/L, 9 ng/L, 10 ug/L, 15 pg/L, 20 %g/L, o
superior. En otras modalidades, la concentracién final de
cobre del medio de cultivo basal suplementado es entﬂe 2-20
pg/L, 2-10 pg/L, 3-8 ug/L, o 4-6 ug/L. En una mo#alidad
preferida, el sobrenadante recuperado tiene una actividad del

factor de ristocetina especifica del rVWF de al meLos 50

mU/pg  del rVWF. En una modalidad mas preferida, el

(%
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l
l
|
sobrenadante recuperado tiene una actividad bel factor de
ristocetina especifica del rVWF de al menos \70 mU/pg del

|

En una modalidad del método descrito ?nteriormente,

el sobrenadante del cultivo que comprende una\concentracién

rVWF.

de amonio de mads de 6 mM no se usa para‘ producir la
composicidn del rVWE. En ciertas modilidades, la
concentracién final de cobre del medio de #ultivo basal
suplementado es al menos 2.4 pg/L, 3 ng/L, 4 pJ/L, 5 ng/L, 6
wg/L, 7 wpg/L, 8 nug/L, 9 ng/L, 10 pg/L, 15 pg/L, 20 ng/L, o
superior. En otras modalidades, la concentracién final de
cobre del medio de cultivo basal suplementado és entre 2-20
pg/L, 2-10 wpg/L, 3-8 ug/L, o 4-6 ng/L. En &na modalidad
preferida, el sobrenadante recuperado tiene una actividad del
factor de ristocetina especifica del rVWF de 1al menos 50
mU/ug del rVWF. En una modalidad mas pﬁeferida, el
sobrenadante recuperado tiene una actividad del factor de

ristocetina especifica del rVWF de al menos 0 mU/pg del

|

rVWE. ’

En una modalidad del método descrito a#teriormente,
el sobrenadante del cultivo que comprende una éoncentracién
de amonio de mds de 5 mM no se usa para (producir la
composicidn del rVWE. En ciertas modalhdades, la

concentracién final de cobre del medio de cdltivo basal

suplementado es al menos 2.4 pg/L, 3 ng/L, 4 ug/L, 5 pg/L, 6

|
|
1
|
I
!
|
|
|
|
|
|
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ng/L, 7 wng/L, 8 ng/L, 9 ug/L, 10 ng/L, 15 pg/L, 20
superior. En otras modalidades, la concentracién f

pg/L, o

inal de

cobre del medio de cultivo basal suplementado es entlre 2-20

png/L, 2-10 npg/L, 3-8 pg/L, o 4-6 ng/L.

preferida,
factor de ristocetina especifica del rVWF de al m

mU/pg  del rVWF. En una modalidad mas preferi

sobrenadante recuperado tiene una actividad del fa
ristocetina especifica del rVWF de al menos 70 mU

rVWE.

En una modalidad

el sobrenadante recuperado tiene una actividad del

enos 50
da, el
ctor de

ng del

En una modalidad del método descrito anteriormente,

el sobrenadante del cultivo que comprende una concentracién

de amonio de méds de 4 mM no se usa para prodlucir la

composicidn del rVWE. En - ciertas

concentracién final de cobre del medio de cultiv

suplementado es al menos 2.4 pg/L, 3 ng/L, 4 npg/L, 5

ng/L, 7 wg/L, 8 pg/L, 9 pg/L, 10 ug/L, 15 npg/L, 20

superior. En otras modalidades, la concentracién f

cobre del medio de cultivo basal suplementado es ent

ng/L, 2-10 ng/L, 3-8 pg/L, o 4-6 pg/L. En una m

preferida, el sobrenadante recuperado tiene una activ:

factor de ristocetina especifica del rVWF de al m

mU/ug del rVWF. En una modalidad mé&s preferi

sobrenadante recuperado tiene una actividad del fa

ristocetina especifica del rVWF de al menos 70 mU

modalidades, la

> basal
‘pg/L, 6
rg/L, o
inal de
re 2-20
bdalidad
ldad del
enos 50
da, el
ctor de

/ng del
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rVWE.

El vVvWF recombinante puede ser produt¢ido por
expresién en un sistema hospedero eucaridtico jadecuado.
Ejemplos de células eucaridticas incluyen, sin limitacién,
células de mamifero, tales como CHO, COS, HEK 293,] BHK, SK-
Hep, y HepG2; células de insecto, por ejemplo, células SF9,
células SF21, células S2, y células High Five; y células de
levadura, por ejemplo, células de Saccharomyces o)

Schizosaccharomyces. En una modalidad, el <vWF puede ser

expresado en células de levadura, células de insectd, células
de ave, células de mamifero y similares. Por ejempllo, en una
linea de células humanas, una linea de células de hamster, o
una linea de células murinas. En una modalidad particular, la
linea de células es una linea de células CHO, BH%, © HEK.
Tipicamente, células de mamifero, por ejemplo, célu#as CHO de
una linea de células continua, pueden ser usadas rara
expresar el VvWEF de la presente invenciédn.

En ciertas modalidades, 1la secuencia ,de 4&cido
nucleico que comprende una secuencia codificante para el vWF

puede ser un vector. El vector puede ser suministrado por un

virus o puede ser un pldsmido. La secuencia de écido nucleico
codificante para la proteina puede ser un gen es%ecifico o)
una parte biocldgicamente funcional del mismo! En una
modalidad, la proteina es al menos una parte bioﬂégicamente

activa del vWF.

i3\
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Una amplia variedad de vectores puede ser usada
para la expresidén del VWEF y se puede seleccionar de vectores
de expresidén eucaridticos. Ejemplos de vectoreé para
expresidén eucaridtica incluyen: (1) para expresidén en
levadura, vectores tales como pAO, pPIC, pYES, pMET,l usando
promotores tales como AOX1l, GAP, GALl, AUGl, etc; (ii) para
expresién en ceélulas de insecto, vectores tales comoc pMT,
pAc5, pIB, pMIB, pBAC, etc., usando promotores tales como PH,
pl0, MT, Ac5, OplE2, gp64, polh, etc., y (iii) para exXpresién
en células de mamifero, vectores tales como pSVL pCMV,
pRc/RSV, pcDNA3, pBPV, etc., y vectores derivados de sistemas

virales tales como virus vaccinia, virus adeno asociados,

virus del herpes, retrovirus, etc., usando promotor%s tales
como CMV, Sv40, EF-1, UbC, RSV, ADV, BPV, y B-actina. Un
vector ejemplar para expresién del rVWF se descr@be por
Kaufman et al. (Mol Cell Biol. 1989 Mar;9(3):1233-42), el
contenido del cual estd de este modo incorporado por
referencia en su totalidad para todos los propdsitos.

En algunas modalidades de la presente invencidén, la
secuencia de acido nucleico comprende ademéds otras secuencias
adecuadas para una expresién controlada de una proteina tales
como secuencias promotoras, intensificadores, cuadros TATA,
sitios de inicio de la transcripcién, polienlazadores, sitios
de restriccién, poli-A-secuencias, secuencias de

procesamiento de proteina, marcadores de seleccién, y




10

15

20

25

126

|

|

|

%

similares los cuales son en general conocidos éara una

persona de habilidad ordinaria en la técnica.
Ademds de los medios de cultivo celullar que

comprenden una concentracién incrementada de cobre, las

condiciones de cultivo celular de la presente invencién

pueden incluir wuna concentracidén de amonio de nlenos de

aproximadamente 25 mM a través de un proceso corrient% arriba
completo en sistemas de cultivo. En una modalid%d, las
condicicnes de cultivo celular incluyen una concentrLcién de
amonio de menos de aproximadamente 25 mM, en otra modalidad
menos de aproximadamente 20 mM, en todavia otra modalidad
menos de aproximadamente 15 mM, en todavia otra m?dalidad
menos de aproximadamente 10 mM, y en una modalidad a#icional
menos de aproximadamente 5 mM.
|

En algunas modalidades, las concentraciones de

amonio de 1la presente invencién se mantienen constantes a

través del proceso corriente arriba completo del sisrema de
cultivo celular. Las células usadas de conformidad.)con la
presente invencién pueden ser cultivadas, por ejempio, por
métodos que son modificados comparados con cultivos de| lote y
cultivos de lote alimentado convencionales, cada uno’de los

cuales son en general conocidos en el campo. Sin embargo,

tales técnicas convencionales pueden producir altas

concentraciones de amonio al final del cultivo. Los ¢étodos

de la presente invencidén superan este problema eméleando

(%



10

15

20

25

|

|

|
127 ‘l
sistemas de produccién que pueden proporcionar un suqinistro
continuo del medio de cultivo a través de técnicas tales
como, por ejemplo, cultivos de perfusidén o <mnﬂdosﬂéticos.
Después del cultivo de las células hospederas, el VWF puede
ser recuperado del medio agotado usando meto%ologias
estandares, tales como ultrafiltracién o centrifuga&ién. Si
se desea, el VvWF puede ser purificado mediante, por #jemplo,
intercambio idénico y/o cromatografia de exclusién de Famaﬁo y
similares. (

Un cultivo continuo (por ejemplo, un cuﬁtivo de
perfusidén o quimiostdtico) puede ser un cultivo de s%spensién
que es continuamente aplicado con nutrientes por el Flujo de
entrada del medio fresco, en donde el volumen del cdltivo es
usualmente constante. De manera similar, la fer%entacién
continua puede referirse a un proceso en el cual la; células
0 micro-organismos se mantienen en cultivo en laf fase de
crecimiento exponencial por la adicidén continua ]de medio
fresco que es exactamente balanceado por la remocﬂén de la
suspensidén celular del biorreactor. Ademds, un sistema de
reactor de tanque agitado puede ser usado para cuﬂtivds de
suspensidn, perfusidén, quimiostatico y/o micropor?ador. En
general, el sistema de reactor de tanque agitado Euede ser

l

operado como cualquier reactor de tanque agitado co¢vencional
1
con cualguier tipo de agitador tal como unf Rushton,

hidrodeslizador, hoja aguda o marino.

|
|
|
|
r’
|
|
|
|

|

|
|
|

N
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C. Métodos para Producir ADAMTS13 recombinantes

|

En otro aspecto, la presente invencién se refﬁere

(A13)

ademas a métodos para producir rAl3 bajo condiciones| de
cultivo que comprenden un medio de cultivo celular que tieénen
una concentracidén incrementada de  cobre. En ciertas
modalidades, el cultivo también comprende una %aja
concentracidén de amonio. ‘

En una modalidad, la presente invencién proporciona
un método para producir una composicién de ADAM%SI3
recombinante (rAl3), el método comprende las etapas de: |(a)
proporcionar un medio de cultivo de células basales; |(b)

suplementar el medio de cultivo de células basales con cdbre

para proporcionar una concentracidén de cobre final de| al
mencs 1.0 pg/L; (c) proporcionar una o mas células ‘que
comprenden un acide nucleico que codifica una proteina rﬂl3;
(d) cultivar una o méds células en el medio de cultivo celuﬁar
suplementado con cobre de manera que la rAl3 se expres% y
excreta de las células en un cultivo de sobrenadante; vy “e)
recuperar al menos una porcién del cultivo sobrenadante,|en
donde al menos 1500 Unidades de actividad del FRETS-VWE73 Por
litro de medio de cultivo de células basales suplementado por
dia (es decir, 1500 Unidades de actividad del FRETS-VWF73 Lor

dia por litro de cultivo celular; P FRETS) estéa presente|en

el sobrenadante del cultivo recuperado. En ciertas
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modalidades, la concentraciédn final de cobre del medio! de
cultivo basal suplementado es al menos 2 ug/L, 3 ug/Lﬁ 4
pg/L, 5 wg/L, 6 ug/L, o superior. En otras modalidadesJ la
concentracién final de cobre del medio de cultivo b%sal
suplementado es entre 1-6 pg/L, 2-5 pg/L, 2-4 ng/L, 0{3—4
png/L. En una modalidad preferida, al menos 2000 Unidadé% de
actividad del FRETS-VWE73 por litro de medio de cultivcl!> de
células basales suplementado por dia estan presentes eA el
sobrenadante de cultivo recuperadoc. En una modalidad ‘més
preferida, al menos 2500 Unidades de actividad del F%ETS—
VWE73 por litro de medio de cultivo de células baﬂales
suplementado por dia estdn presentes en el sobrenadanté de
cultivo recuperado. En una modalidad muy preferida, al 4enos
3000 Unidades de actividad de FRETS-VWF73 por litro de #edio
de cultivo de células basales suplementado por dia %stén
presentes en el sobrenadante de cultivo recuperado! En
ciertas modalidades, los métodos proporcionan producti%idad
de FRETS-VWF73 volumétrica sosteniblemente mejorad% (P
FRETS). Por ejemplo, en ciertas modalidades, al menosflSOO

|
Unidades de actividad del FRETS-VWE73 por litro de medio de

cultivo de células basales suplementado se recuLeran

1

|
diariamente por al menos 7 dias, o al menos 14, 21, 28} 35,

42, 49, 56, 63, 70, o mé&s dias. En una modalidad pref#rida,
al menos 2000 Unidades de actividad del FRETS-VWE73 porllitro

|
de medio de cultivo de <células basales suplementaqo se

(3
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recuperan diariamente por al menos 7 dias, o al menos 14,

21,

28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, o mds dias. En una modalidad méas

preferida, al menos 2500 Unidades de actividad del FRETS-

VWE73 por 1litro de medio de cultivo de células basales

suplementado se recuperan diariamente por al menos 7 dias, o

al menos 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, o mas dias.

una modalidad muy preferida, al menos 3000 Unidades

En

de

actividad de FRETS-VWF3 por litro de medio de cultivo de

células basales suplementado se recuperan diariamente por al

menos 7 dias, o al menos 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63,

70,

0 més dias. En una modalidad especifica, la densidad celular

del cultivo celular continuo para produccién de rAl3

se

mantiene a una concentracién de no mas de 4.0x10° célu{as/mL

por un periodo extendido. En otras modalidades especificas,

la densidad celular se mantiene a no mids de 3L5x10°

células/mL, 3.0x10° células/mL, 2.5x10° células/mL, 2.0x10°

células/mL, 1.5x10° células/mL, 1.0x10° células/mL, o menos.

En una modalidad, la densidad celular se mantiene a |entre

3.0x10° células/mL y 4.0x10° células/mL.

En una modalidad de los métodos des#ritos

anteriormente, el sobrenadante recuperado tiene al menos 4

Unidades de actividad de FRETS-VWE3 por mL de sobren%dante

(FRETS) . En una modalidad preferida, el sobrenddante

recuperado tiene al menos 6 Unidades de actividad de FERETS-

VWF3 por mL de sobrenadante. En una modalidad mas preferida,
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el sobrenadante recuperado tiene al menos 8 Unidades de
actividad de FRETS-VWEF3 por mL de ~ sobrenadante. En‘ una
modalidad muy preferida, el sobrenadante recuperado tiene al
menos 10 Unidades de actividad de FRETS-VWE3 por m% de
sobrenadante. En ciertas modalidades, los mé#odos
proporcionan produccién de FRETS sustancialmente mejo#ada.
Por ejemplo, en ciertas modalidades, sobrenadantes gque t£enen
al menos 4 Unidades de actividad de FRETS-VWF3 por ml son
recuperados diariamente por al menos 7 dias, © al menos 14,
21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, o mds dias. En una modallidad
preferida, sobrenadantes que tienen al menos 6 Unidad%s de
actividad de FRETS-VWEF3 por mL son recuperados diariamente
por al menos 7 dias, o al menos 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56,

63, 70, o més dias. En wuna modalidad mas preferida,

sobrenadantes que tienen al menos 8 Unidades de actividad de
FRETS-VWF3 por mL son recuperados diariamente por al menos 7

dias, o al menos 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, |0 mas

dias. En una modalidad muy preferida, sobrenadantes que

tienen al menos 10 Unidades de actividad de FRETS-VWE3 ?or mL

son recuperados diariamente por al menos 7 dias, o alfmenos
14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, o més dias. f

En una modalidad de los métodos deeritos

anteriormente, el cultivo celular resulta en la produccfén de

al menos 800 mU de actividad de FRETS-VWE73 por 10° cﬁlulas
|

presentes en el cultivo por dia (es decir, g FRETS). En una

|

|
|
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|

modalidad preferida, el cultivo celular resulta %n la
produccién de al menos 1 U de actividad de FRETS—VWF#B por

10° células presentes en el cultivo por dia. En una mod$lidad
|

mas preferida, el cultivo celular resulta en la produccién de
al menos 1.2 U de actividad de FRETS-VWF73 por 10° c#lulas
presentes en el cultivo por dia. En una modalid%d muy
preferida, el cultivo celular resulta en la producciénfde al
menos 1.4 U de actividad de FRETS-VWF73 por 10° %élulas
presentes en el cultivo por dia. En ciertas modalidad?s, los

métodos proporcionan productividad de FRETS-VWE73 espécifica
|

de la célula sosteniblemente mejorada (g FRETS). Por ebemplo,
|

en cilertas modalidades, el cultivo celular resultaf en la

produccidén de al menos 800 mU de actividad de FRETS—VdF73 por
l

10° células presentes en el cultivo diariamente por #l menos

7 dias, o al menos 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 7@, 0 més
|
dias. En una modalidad preferida, el cultivo celular!resulta

]

en la produccién de al menos 1 U de actividad de FRE&S—VWF73
l

por 10° células presentes en el cultivo diariamenté por al

menos 7 dias, o al menos 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70,

|
|
o mas dias. En una modalidad mé&s preferida, eli cultivo
l

celular resulta en la produccién de al menos 1L2 U de

I
actividad de FRETS-VWF73 por 10° células present#s en el

|
cultivo diariamente por al menos 7 dias, o al meno$ 14, 21,
|

28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, o m&s dias. En una modaﬂidad muy
l

preferida, el cultivo celular resulta en la produc#ién de al

l
,"
|
|
|
|
|
|
|

a
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menos 1.4 U de actividad de FRETS-VWF73 por 10° células

presentes en el cultivo diariamente por al menos 7 dias, o al

menos 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, o ma&s dias.

En una modalidad de los métodos Aescritos
anteriormente, el cultivo celular resulta en la prodqccién de
al menos 1 mg rAl3, como se mide por ELISA, por Jlitro de
cultivo por dia (P ELISA). En una modalidad prefe%ida, el
cultivo celular resulta en la produccién de al menos 1.5 mg
rAl3, como se mide por ELISA, por litro de cultivo por dia.
En una modalidad mas preferida, el cultivo celular resulta en
la produccién de al menos 2 mg rAl3, como se mide polr ELISA,
por litro de cultivo por dia. En ciertas modalidades, los
métodos proporcionan produccién de rAl3 sosteniblemente
mejorada. Por ejemplo, en ciertas modalidades, el cultivo
celular resulta en la produccién de al menos 1 mg rAl3, como

se mide por ELISA, por litro de cultivo diariamente por al

menos 7 dias, o al menos 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56,|63, 70,
o mas dias. En una modalidad preferida, el cultivo‘celular

resulta en la produccién de al menos 1.5 mg rAl3,

mide por ELISA, por litro de cultivo diariamente por gl menos

7 dias, o al menos 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 7

—_—— -

, O mas
dias. En una modalidad mé&s preferida, el cultivo |celular
resulta en la produccién de al menos 2 mg rAl3, como|se mide
por ELISA, por litro de cultivo diariamente por al |menos 7

dias, o al menos 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, o mas

como se
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dias.

En una modalidad de los métodos descritos

|
|
|
|
anteriormente, el cultivo celular resulta en la produccién de
al menos 0.5 pg de rAl3, como se mide por ELISA, por 10°
células presentes en el cultivo por dia (es decir, g ELISA).
En una modalidad preferida, el cultivo celular reéulta en la
produccién de al menos 0.7 pg de rAl3, como se€ mide por
ELISA, por 10° células presentes en el cultivo por dia. En
una modalidad mas preferida, el cultivo celular resjulta en la
produccidén de al menos 0.9 upg de rAl3, como sel mide por
ELISA, por 10° células presentes en el cultivo pger dia. En
ciertas modalidades, los métodos proporcionan produccién de g
ELISA sosteniblemente mejorada. Por ejemplo, eh ciertas
modalidades, el cultivo celular resulta en la produccién de

al menos 0.5 pg de rAl3, como se mide por ELISA, por 10°

células presentes en el cultivo diariamente por al menos 7

dias, o al menos 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, |70, o més
dias. En una modalidad preferida, el cultivo celulgr resulta
en la produccién de al menos 0.7 pug de rAl3, como s? mide por
ELISA, por 10° células presentes en el cultivo d%ariamente
por al menos 7 dias, o al menos 14, 21, 28, 35, 4é, 49, 56,
63, 70, o méds dias. En una modalidad més pref%rida, el
cultivo celular resulta en la produccién de al menos 0.9 ug

de rAl3, como se mide por ELISA, por 10° células presentes en

el cultivo diariamente por al menos 7 dias, o al‘menos 14,

\U\\
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21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, o mas dias.

En una modalidad de los

anteriormente, el sobrenadante recuperado tiene al men

de rAl3, como se mide por ELISA, por mlL de sobrenada

una modalidad preferida, el sobrenadante recuperado t

menos 4 ng de rAl3, como se mide por ELISA, por

sobrenadante. En una modalidad mé&s preferida, el sobre

recuperado tiene al menos 5 pg de rAl3, como se m

ELISA, por mL de sobrenadante. En una modalid

preferida, el sobrenadante recuperado tiene al menos

métodos descritos

os 3 ug
nte. En
iene al

mL de
nadante
ide por
ad muy

6 ug de

rAl3, como se mide por ELISA,

ciertas modalidades, los métodos proporcionan produc

rAl3 sosteniblemente mejorada. Por ejemplo, en

modalidades, sobrenadantes que tienen al menos 3 g
por mL son recuperados diariamente por al menos 7 dia
menos 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, o mas dias.

modalidad preferida,

por mL de sobrenadante. En

¢ién de
ciertas
Fe rAl3

s, o al

En una

sobrenadantes que tienen al menos 4 ug

de rAl3 por mL son recuperados diariamente por al menos 7

dias, o al menos 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70

dias. En una modalidad ma&s preferida,

tienen al menos 5 rAl3 son

pg de por mL

diariamente por al menos 7 dias, o al menos 14, 21,
42, 49, 56, 63, 70, o dias. En

mas una

preferida,

sobrenadantes

O més

que

recuperados

28, 35,

modalidad muy

sobrenadantes que tienen al menos 6 pug de rAl3 por

mL son recuperados diariamente por al menos 7 dias, o al

Wyt
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menos 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, o mds dias.

|
|
;
i
|

En una modalidad de los métodos descr}tos
|

anteriormente, la solucién de cultivo celular compr%nde

|

ademds una concentracién de amonio de menos de 10 mM. En otra

modalidad especifica, la concentracién de amonio del culkivo

|

celular se mantiene a una concentracién de amonio de no| més
|

de 10 mM por al menos 7 dias. En una modalidad preferidﬁ, la
solucidén de cultivo celular comprende una concentracié? de
amonio de no méds de 5 mM. En otra modalidad especificﬂ, la
concentracidédn de amonio del cultivo celular se mantiene a una
concentracién de amonio de no mads de 5 mM por al medos 7
dias. En una modalidad preferida, la solucién de cuitivo

0 e |
celular comprende una concentracidén de amonio de no més!de 4
|

|
mM. En otra modalidad especifica, la concentracién de aponio

|
del cultivo celular se mantiene a una concentracién de amonio
de no madas de 4 mM por al menos 7 dias. En todavia ptras

modalidades, la solucidén de cultivo celular comprend% una

concentracién de amonio de no mads de 10 mM, o no méas de;9 mM,

8 mM, 7 mM, 6 mM, 5mM, 4 mM, 3 mM, 2 mM, 1 mM, o men#s. En

todavia otra modalidad, la concentracién de amoni% del

cultivo celular se mantiene a un nivel bajo por la du%acién

del proceso (es decir, para el tiempo total que el c&ltivo
|

estd siendo wusado para producir rAl3). En una mod%lidad
particular, la solucién del cultivo tiene una concentkacién

|
de cobre y amonio de conformidad con cualquiera de las

|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
J
|
|
|
|
|
[
|
|
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variaciones 1 a 440, como se proporciona en la Tabla 1.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona

un método para producir una composicién de ADAMTSIL

recombinante (rAl3), el método comprende las etapas de: (a

l
proporcionar un medio de cultivo de células basales; (b)

suplementar el medio de cultivo de células basales con cobr

3

)

e

y zinc; (c) proporcionar una o mads células que comprenden un

acido nucleico que codifica una proteina rAl3; (d) cultivar

una o mas células en el medio de cultivo celular suplementado

con cobre de manera que la rAl3 se expresa y excreta de la

células en un cultivo de sobrenadante; y (e) recuperar a
menos una porcién del cultivo sobrenadante, en donde al men#
1500 Unidades de actividad del FRETS-VWF73 por litro de medi

de cultivo de células basales suplementado por dia est@

S

1

S

o

n

presentes en el sobrenadante de cultivo recuperado. En una

modalidad, el medio de cultivo contiene al menos 1 npg/L de

cobre y al menos 2 uM de zinc. En otras modalidades, el medi

@)

contiene al menos 2 pg/L de cobre o al menos 4 pg/L de cobre.

En una modalidad en donde el medio es suplementado con cobre
el medio de cultivo también contiene al menos en
aproximadamente 5 uM de zinc. En una modalidad, el medio |d

cultivo también contiene en o aproximadamente entre 2 uM y |1

4

O

e

2

UM de zinc. En otra modalidad, el medio de cultivo también

contiene en o aproximadamente entre 5 puM y 12 pM de zinc. En

todavia otras modalidades, el medio de cultivo también puede

n

4
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|

contener al menos en o aproximadamente 2 uM, o al henos en o
[
|
aproximadamente 3 pM, 4 uM, 5 pM, 6 pM, 7 uM, 8 uM% 9 M, 10

pM, 11 pM, 12 pM, 13 uM, 14 uM, 15 uM, 20 uM, 25 uM} 30 uM, o
mas zinc. En una modalidad, el medio de cultivo co&tiene una
concentracién de cobre y zinc de conformidad con ?ualquiera

de las variaciones 441 a 880, como se expone en lal Tabla 2.

|

En una modalidad preferida, al menos 2000 Unidades de
actividad del FRETS-VWEF73 por litro de medio de cpltivo de
células basales suplementado por dia estan presenées en el
sobrenadante de cultivo recuperado. En una modaﬂidad mas

preferida, al menos 2500 Unidades de actividad d?l FRETS-

|
VWE73 por litro de medio de cultivo de células\ basales

suplementado por dia estdn presentes en el sobrenddante de
|
|

cultivo recuperado. En una modalidad muy preferida,tal menos

1
3000 Unidades de actividad de FRETS-VWE3 por litro‘de medio

|
de cultivo de células basales suplementado por dia estéan

l
|

presentes en el sobrenadante de cultivo recuperado.
[

En una modalidad, la presente invencién prqporciona
|

un método para producir una composicién de BADAMTS13

|

recombinante (rAl3), el método comprende las etapas!de: (a)

|
proporcionar un medio de cultive de células basa%es; (b)

|
suplementar el medio de cultivo de células basales cén cobre

l
. . . . !
y calcio; (c) proporcionar una o mas células que co$prenden

|
un 4cido nucleico que codifica una proteina rAl3; (d)

|
cultivar una o més células en el medio de cultivoﬂcelular

S
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|
suplementado con cobre de manera que la rAl3 se exprésa 3%

excreta de las células en un cultivo de sobrenadante;

(e)

recuperar al menos una porcién del cultivo sobrenadante, en

l

|

y

|

l

e
donde al menos 1500 Unidades de actividad del FRETS—VWF7% por

litro de medio de cultivo de células basales suplementadé por

dia estédn presentes en el sobrenadante de cultivo recupe%ado.
En una modalidad, el medio de cultivo contiene al mengs 1
pg/L de cobre y al menos 0.5 mM de calcio. En dtras
modalidades, el medio contiene al menos 2 pug/L de cobre L al
menos 4 pg/L de cobre. En otra modalidad en donde el medi% es
suplementado con cobre, el medio de cultivo también cont%ene
al menos 1.5 mM de calcio. En una modalidad, el medi& de
cultivo contiene en o aproximadamente entre 0.5 mM vy 1.| mM
de calcio. En todavia otras modalidades, el medio de culéivo
pueden contener al menos en o aproximadamente 0.5 mM, q al

l

menos en o aproximadamente 0.6 mM, 0.7 mM, 0.8 mM, 0.9 |mM,

1.0mM, 1.1 md, 1.2 mM, 1.3 mM, 1.4 mM, 1.5 mM, 1.6 mM, (1.7
mM, 1.8 mM, 1.9 mM, 2.0 mM, 2.25 mM, 2.5 mM, 2.75 mM, 3.0 %M,
3.5 mM, 4.0 mM, 4.5 mM, 5.0 mM, o mads calcio. En bna
modalidad, el medio de cultivo contiene una concentracién!de
cobre 'y calcio de <conformidad <con cualguiera de has
variaciones 881 a 1320, como se expone en la Tabla 3. En Lna
modalidad preferida, al menos 2000 Unidades de actividad &el

FRETS-VWE73 por litro de medio de cultivo de células basaﬂes

suplementado por dia estdn presentes en el sobrenadante‘de
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cultivo recuperado. En una modalidad mas preferida, al menos

2500 Unidades de actividad del FRETS-VWF73 por litro de medio

de cultivo de células basales suplementado por dia [estén

presentes en el sobrenadante de cultivo recuperado. En una

modalidad muy preferida, al menos 3000 Unidades de actiwidad

de FRETS-VWEF3 por 1litro de medio de cultivo de céllulas

basales suplementado por dia estdn presentes ern
sobrenadante de cultivo recuperado.

En una modalidad, la presente invencidén propor
un método para producir una composicién de ADA
recombinante (rAl3), el método comprende las etapas de‘

proporcionar un medio de cultivo de células basales;

el

ciona
MTS13
(a)
(b)

suplementar el medio de cultivo de células basales con cobre,

zinc, y <calcio; (c) proporcionar una o mas células
3

comprenden un &cido nucleico que codifica una proteina

(d) cultivar una o més células en el medio de cultivo ce

que
rAl3;

lular

suplementado con cobre de manera que la rAl3 se expresa y

excreta de las células en un cultivo de sobrenadante; & (e)

recuperar al menos una porcidén del cultivo sobrenadanté, en

donde al menos 1500 Unidades de actividad del FRETS-VWF73 por

litro de medio de cultivo de células basales suplementad

D por

dia estan presentes en el sobrenadante de cultivo recuperado.

En una modalidad, el medio de cultivo tiene una concentracién

de calcio de al menos 0.5 mM y una concentracién de cobre vy

zinc de conformidad con cualquiera de las variaciones 441 a
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|
|
|
|

880, como se expone en la Tabla 2. En otra m&dalidad
especifica, el medio de cultivo tiene una concentragién de
calcio de al menos 1.5 mM y una concentracién de cobre y zinc
de conformidad con cualquiera de las variaciones 441| a 880,
como se expone en la Tabla 2. En otra modalidad especifica,
el medio de cultivo tiene una concentracidén de calcio entre
0.5 mM y 1.5 mM y una concentracién de cobre y zinc de

conformidad con cualquiera de las variaciones 441 a 880, como

se expone en la Tabla 2. En todavia otras modalidad%s, el

medio de cultivo tiene una concentracién de calcio de al
menos 0.6 mM, 0.7 mM, 0.8 mM, 0.9 mM, 1.0 mM, 1.1 mM,|1.2 mM,

1.3 mM, 1.4 mM, 1.5 mM, 1.6 mM, 1.7 mM, 1.8 mM, l.9lmM, 2.0

mM, 2.25 mM, 2.5 mM, 2.75 mM, 3.0 mM, 3.5 mM, 4.0 mM,|4.5 mM,
5.0 mM, o méds, y una concentracién de cobre vy fzinc de
conformidad con cualquiera de las variaciones 441 a 880, como
se expone en la Tabla 2. En una modalidad preferida, ﬁl menos
2000 Unidades de actividad del FRETS-VWF73 por litro Ee medio
de cultivo de células basales suplementado por dia estéan
presentes en el sobrenadante de cultivo recuperadol En una
modalidad mas preferida, al menos 2500 Unidades de actividad
del FRETS-VWF73 por litro de medio de cultivo del| células

basales suplementado por dia estdn presentes ;| en el

sobrenadante de cultivo recuperado. En una modalidad muy

preferida, al menos 3000 Unidades de actividad de FRETS—VWF3

por litro de medio de cultivo de células basales sup%ementado

us
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por dia estan presentes en el sobrenadante de cu
recuperado.

En una modalidad, la presente invencidén propor
un método para producir una composicién de ADA

recombinante (rAl3), el método comprende las etapas de

ltivo

ciona

MTS13

(a)

proporcionar un medio de cultivo de células basales; (b)

suplementar el medio de cultivo de células basales con
y nicotinamida; (c) proporcionar una o mas células
comprenden un acido nucleico que codifica una proteina
(d) cultivar una o més células en el medio de cultivo ce

suplementado con cobre de manera que la rAl3 se expre

cobre
que
rAl3;
lular

2sa y

excreta de las células en un cultivo de sobrenadante; Y (e)

recuperar al menos una porcidén del cultivo sobrenadanté, en

donde al mencs 1500 Unidades de actividad del FRETS-VWF7

litro de medio de cultivo de células basales suplementad

3 por

O por

c . , |
dia estan presentes en el sobrenadante de cultivo recuperado.

En una mcdalidad, el medio de cultivo contiene al menos 1

ng/L de cobre y al menos 2 mg/L de nicotinamida (vitlamina

B3). En otras modalidades, el medio contiene al menos 2

pg/L

de cobre o al menos 4 ug/L de cobre. En otra modalidad en

donde el medio es suplementado con cobre, el medio de cu

Ltivo

también contiene al menos 7 mg/L de nicotinamida (vitgmina

B3). En una modalidad, el medio de cultivo contiene !

en o

aproximadamente entre 2 mg/L y 10 mg/L de nicotinamida

(vitamina B3). En todavia otras modalidades, el medi

o de

4
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cultivo pueden contener al menos en o aproximadamente|2 mg/L,

3 mg/L, 4 mg/L, 5 mg/L, 6 mg/L, 7 mg/L, 8 mg/L, 9

mg/L, 15 mg/L, 20 mg/L, o superior

nicotinamida (vitamina B3).

mg/L, 10

concentraciones of

En una modalidad, el medio de

cultivo contiene una concentracién de cobre y nicotinamida de

conformidad con cualquiera de las variaciones 1321
como se expone en la Tabla 4.
menos 2000 Unidades de actividad del FRETS-VWF73 por
células basales

medio de cultivo de suplementado

a 1760,

En una modalidad prefefida, al

&itro de

por dia

estan presentes en el sobrenadante de cultivo recuperado. En

una modalidad mé&s preferida, al menos

actividad del FRETS-VWE73 por litro de medio de cu

2500 Unidades de

itivo de

células basales suplementado por dia estidn presentes en el

sobrenadante de cultivo recuperado. En una modalldad muy

preferida,

al menos 3000 Unidades de actividad de FRETS-VWF3

por litro de medio de cultivo de células basales suplementado

por dia estdn presentes en el

recuperado.
En una modalidad,

un método para producir una composicién de

recombinante (rAl3), el método comprende las etapas

proporcionar un medio de cultivo de células basa

suplementar el medio de cultivo de células basales cd
zinc,

y nicotinamida; (c) proporcionar una o mas cél

sobrenadante de!

cultivo

la presente invencidén proporciona

ADAMTS13
de: (a)
les; (b)

n cobre,

ulas que

comprenden un acido nucleico que codifica una proteina rAl3;

|
|
|
|

i
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(d) cultivar una o més células en el medio de cultho celular
suplementado con cobre de manera que la rAl3 sﬁ exXpresa y
excreta de las células en un cultivo de sobrenadénte; y (e)
recuperar al menos una porciéh del cultivo sobrehadante, en
donde al menos 1500 Unidades de actividad del FRETS-VWF73 por
litro de medio de cultivo de células basales suplementado por
dia estén presentes en el sobrenadante de cultivo recuperado.
En una modalidad, el medio de cultivo celular! tiene una
concentracién de nicotinamida de al menos 2 mg/mL y una
concentracién de cobre y zinc de conformidad con; cualquiera
de las variaciones 441 a 880, como se expone en la Tabla 2.

En otra modalidad especifica, el medio de cultivo tiene una

concentracién de nicotinamida de al menos 7 mg/nL mM Yy una

concentracidén de cobre y zinc de conformidad cow cualquiera
de las variaciones 441 a 880, como se expone en la Tabla 2.
En otra modalidad especifica, el medio de cultiv? tiene una

concentracién de nicotinamida entre 2 mg/mL y 10 Fg/mL y una

concentracién de cobre y zinc de conformidad cod cualquiera
de las variaciones 441 a 880, como se expone en ﬁa Tabla 2.
En todavia otras modalidades, el medio de culti%o tiene una
concentracidén de nicotinamida de al menos 2 mg/mLJ 3 mg/mL, 4
mg/mL, 5 mg/mL, 6 mg/mL, 7 mg/mL, 8 mg/mL, 9 mg/mL, 10 mg/mL,
11 mg/mL, 12 mg/mL, 13 mg/mL, 14 mg/mL, 15 mg/mﬂ, 0 mas, y

una concentracidén de cobre y zinc de conformidad con

cualquiera de las variaciones 441 a 880, como se expone en la

5\
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Tabla 2. En una modalidad preferida, al menos 20p0 Unidades

de actividad del FRETS-VWF73 por litro de medio de

cultivo de

células basales suplementado por dia estdn presentes en el

sobrenadante de cultivo recuperado. En una modalidad méas
preferida, al menos 2500 Unidades de actividad |del FRETS-
VWE73 por litro de medio de cultivo de célullas basales

suplementado por dia estdn presentes en el sobr’

nadante de

cultivo recuperado. En una modalidad muy preferid$, al menos

3000 Unidades de actividad de FRETS-VWEF3 por litxy

de cultivo de células basales

suplementado por
presentes en el sobrenadante de cultivo recuperado.
En una modalidad,

un método para producir una composicién @ de

recombinante (rAl3), el método comprende las etap

proporcionar un medio de cultivo de células ba
suplementar el medio de cultivo de células basales
calcio,

y nicotinamida; (c) proporcionar una o m

o de medio

dia estéan

la presente invencidn proporciona

ADAMTS13
as de: (a)
sales; (b)
con cobre,

4s células

que comprenden un acido nucleico que codifica una proteina

rAl3; (d) cultivar una o mas células en el medio
celular suplementado con cobre de manera que 1
expresa y excreta de las células en un ¢
sobrenadante; y (e) recuperar al menos

cultivo sobrenadante, en donde al menos

actividad del FRETS-VWF73 por litro de medio de

una porcidn

de cultivo
a rAl3 se
ultivo de

del

1500 Unidades de

|lcultivo de

células basales suplementado por dia estdn presentes en el
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sobrenadante de cultivo recuperado. En una moda%idad, el
medio de cultivo celular tiene wuna concentr%cién de
nicotinamida de al menos 2 mg/mL y una concentracidérn de cobre
y calcio de conformidad con cualquiera de las variaciones 881
a 1320, como se expone en la Tabla 3. En otra modalidad
especifica, el medio de cultivo tiene una concenqracién de
nicotinamida de al menos 7 mg/mL mM y una concentracién de
cobre y calcio de conformidad con cualquierﬁ de las

variaciones 881 a 1320, como se expone en la Tabla 3. En otra

modalidad especifica, el medio de cultivo tiene una

concentracién de nicotinamida entre 2 mg/mL y 10 mg/mL y una
concentracién de cobre y calcio de conformidad con Lualquiera
de las variaciones 881 a 1320, como se expone en lg Tabla 3.

En todavia otras modalidades, el medio de cultivo|tiene una
concentracién de nicotinamida de al menos 2 mg/mL, P mg/mL, 4
mg/mL, 5 mg/mL, 6 mg/mL, 7 mg/mL, 8 mg/mL, 9 mg/mL,|10 mg/mL,
11 mg/mL, 12 mg/mL, 13 mg/mL, 14 mg/mL, 15 mg/mLJ 0 mas, vy
una concentracién de cobre vy calcio de conforFidad con
cualquiera de las variaciones 881 a 1320, como se|expone en
la Tabla 3. En una modalidad preferida, al @enos 2000
Unidades de actividad del FRETS-VWF73 por litro dé medio de
cultivo de células basales suplementado por dia estéan

presentes en el sobrenadante de cultivo recuperado. En una

modalidad mas preferida, al menos 2500 Unidades de| actividad

del FRETS-VWF73 por litro de medioc de cultivo de células
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|
’ |
basales suplementado por dia estadn presentes en él
|
|
sobrenadante de cultivo recuperado. En una modalidad mpy
|

preferida, al menos 3000 Unidades de actividad de FRETS—V@F3
por litro de medio de cultivo de células basales suplementqdo

por dia estédn presentes en el sobrenadante de cultivo
!

recuperado.

Proteinas ADAMTS recombinantes pueden fser
!

. |
sistema hospedero

en cualquier
!

producidas por expresidén

|
procaridético o eucaridético adecuado. Ejemplos de célflas

10 eucaridticas incluyen, sin limitacién, células de mamifero,
|

i
tales comc CHO, COS, HEK 293, BHK, SK-Hep, y HepG2; cé}ulas

de insecto, por ejemplo células SF9, células SF21, céﬂulas

!
y células de levadura, por ejemplo
!
!
o Schizosaccharomyces. En

S2, y células High Five;
células de Saccharomyces una

|
|
15 modalidad, las proteinas ADAMTS pueden ser expresad#s en
!
!
células bacterianas, células de levadura, células de iqbecto,

|
células de ave, <células de mamifero, vy similare#. Por

ejemplo, en una linea de células humanas, una lipea de

i
7’ pa sz 7’ . ,
células de hémster, o una linea de células murinas. |En una
|
!

20 modalidad particular, la linea de células es una l,fmea de

|
células CHO, BHK, o HEK. En una modalidad preferida, la linea

!
de células es una linea de células CHO. En una mbdalidad
{

|
especifica, clones CHO capaces de expresar establemente rAl3
!
!

. J .
son preparados co-transfectando una célula CHO con secuencias
!

!
25 codificantes para rAl3 vy wuna hidrofolato reduct?sa {(por
!
{

—



ejemplo, a gen dhfr murino)

en la presencia de niveles incrementados de metotrexato.

célula de mamifero que puede ser cultivada, preferiblem#nte

en un proceso de manufacturacidén (es decir, al menos} 10

10

15

20

25

|
l
l
|
[
|
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l
|

y seleccionar para el crecimie

éto
.‘
|

l
En una modalidad, las células pueden ser cualquﬁer

|

|

litros, preferiblemente al menos 100 litros), para prod?cir

|
una proteina ADAMTS deseada tal como ADAMTS13. Ejemplos
1

incluyen la linea CV1 de rifién de mono transformada por %V40

(COS-7, ATCC CRL 1651); 1linea de rifién embridnico h#mano

(células 293 o 293 subclonadas para crecimiento en cultivio de

)
suspensidén, Graham et al., J. Gen Virol., 36:59 (19?7));
|

células de rifidén de hémster bebé (BHK, ATCC CCL 10); cé#ulas

de ovario de hamster Chino/-DHFR, tal como el subclon DUKX-
|

Acad. Sci.: USA,

B11l (CHO, Uriaub and Chasin, Proc. Natl.

|
77:4216 (1980)); células Sertoli de ratdn (TM4, Mather,fBiol.
!

(1980)); células de rifién de monol (CV1

Reprod, 23:243-251
ATCC CCL 70); células de rifnidén de mono verde Africano kVERO—

|
76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma cervical humano

i

|

(HeLa, ATCC CCL 2); células de rifndén canino (MDCK, AT?C CCL

34); células de higado de rata buafalo (BRL 3A, ATCC CRL
!

1442); células de pulmédn humano (W138, ATCC CCL 75); #élulas

de higado humano (Hep G2, HB 8065); tumor mamario dé ratén

(MMT 060562, ATCC CCL51 ); células TRI (Mather et al.,{Annals
!

383:44-68 (1982)); células MRC 5; Icélulas

i

N. Y. Acad. Sci.,

FS4; y la linea de hepatoma humano (Hep G2). Preferiblemente,

'34
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|

la linea de células es una linea de células de rxoedor,
!

especialmente una linea de células de hamster tal comﬂ CHO o
|

|
|

Se puede usar una amplia variedad de vector#s para

BHK.

la expresidén de una proteina ADAMTS (por ejemplo, ADAM%813) y
puede ser seleccionada de vectores de expresién eucariéticos
y procaridticos. En ciertas modalidades, se contelea un
vector de plasmido para uso en la expresién de una pLoteina
ADAMTS (por ejemplo, ADAMTS13) . En general, vectores
pléasmidos que contienen secuencias de control vy repli#én los
cuales se derivan de especies compatibles con la! célula

puede 1llevar un sitio de replicacidén, asi como !también

hospedera se usan en conjunto con estos hospederos. EJ vector
|
secuencias marcadoras las cuales son capaces de propércionar
seleccién fenotipica en células transformadas. E1 %lésmido
comprendera una secuencia de nucleétido que codicha una
proteina ADAMTS (por ejemplo, ADAMTS13) operablement% ligada
a una o mas secuencias de control, por ejemplo, un pr$motor.
Un método preferido para preparar clones defcélulas
CHO estales que expresan una proteina ADAMTS recombiFante es
como sigue. Una 1linea de células CHO deficientes ‘en DHFEFR
DUKX-B1ll es transfectada con un vector de expresidn QHFR para
permitir la expresién de la proteina recombinante rélevante.

Un método ejemplar se describe por Plaimauer et al4 (Blood.

2002 Nov 15;100(10):3626-32. Epub 2002 Jul 12), el %ontenido
|

|
f
|
|
|
|
|
|
|
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|

del cual estd de este modo incorporado por referencia len su
|'
totalidad para todos 1los propdsitos. Se 1lleva a | cabo
|
|
seleccidn por crecimiento en medio libre| de

Hipoxantina/Timidina (HT) y se 1logra amplificacién de la

E

regién relevante codificante para la expresidén de la erteina
ADAMTS recombinante y gen DHRR por propagacién de las cFlulas
en concentraciones incrementadas de metotrexato. Don%e sea

apropiado, las lineas de células CHO puede ser adapta#a para

|

crecimiento en medio libre de proteina y/0 |suero,

esencialmente como se describe en el documento US 6,}00,061
|
(Reiter et al., lmmuno Aktiengesellschaft). E

|

En otra modalidad preferida, se preparan ¢élulas
|

|

HEKZ293 estables transfectando con un constructo que cohtienen
|
|

un marcador seleccionable de higromicina y selecclionando

|

transformantes por resistencia al antibiético. 1
|
|

. . .« ' ! ’
La capacidad de ciertos virus para lnfectarfcelulas
|

o0 ingresar células via endocitosis mediada por el rec%ptor, %
para integrarla en el genoma de célula hospedera y %xpresar
genes virales establemente y eficientemente las h%h hecho
candidatos atractivos para la transferencia de | acidos
|
nucleicos extrafios en células (por ejemplo, célﬁlas de

|

|
mamifero). Por consiguiente, en ciertas modalidades, se usa
|

|

un vector viral para introducir una secuencia de nucledtido
|
|

que codifica una proteina ADAMTS (por ejemplo, ADAMTS13) en
|

|
una célula hospedera para expresién. El vectdr viral

I
|
I
[
|
|
I
|
I
|
I
|
|
|
I
1
|
|
|
|
I
I
|
|
|
|
I
|
|
|



10

15

20

25

151

comprendera una secuencia de nucledétido que codifica una
proteina ADAMIS (por ejemplo, ADAMTS13) operablemente ligada
a una o mas secuencias de control, por ejemplo, un promotor.
Alternativamente, el vector viral puede no contener una
secuencia de control y preferentemente dependerid de una
secuencia de control dentro de la célula hospedera para
accionar la expresién de la proteina ADAMTS. Ejemplos no
limitantes de vectores de virus que pueden ser usados para
suministrar un &cido nucleico incluyen vectores Adenovirales,
vectores AAV, y vectores Retrovirales.

En una modalidad, un vector de expresién de
Adenovirus incluye aquellos constructos que contienen
secuencias de adenovirus suficientes para soportar
empaquetamiento del constructo vy finalmente expresar un
constructo ADAMTS que ha sido clonade en este. Vectores
adenovirales permiten la introduccién de secuencias extrafias
de hasta 7 kb (Grunhaus et al., Seminar in Virology,
200(2):535-546, 1992)).

En otra modalidad, un virus adeno-asociado (AAV)
puede ser usado para introducir una secuencia de nucledtido
que codifica una proteina ADAMTS (por ejemplo, ADAMTS13) en
una célula hospedera para expresidén. Sistemas AAV han sido
descritos previamente y son en general bien conocidos en la
técnica (Kelleher y Vos, Biotechniques, 17(6):1110-7, 1994;

Cotten et al., Proc Natl Acad Sci USA, 89(13):6094-6098,
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1992; Curiel, Nat Immun, 13(2-3):141-64, 1994; Muzyczkal, Curr
Top Microbiol Immunol, 158:97-129, 1992). Detalles %ue se
refieren a la generacidén y uso de vectores rAAV se descrriben,
por ejemplo, en las Patentes Estadounidenses Nos. 5,139 941 y
4,797,368, cada una incorporada en la presente por referencia
en sus totalidades para todos los propdsitos.

En una modalidad, un vector de expresidn retrkviral
puede ser usado para introducir una secuencia de nucledtido
que codifica una proteina ADAMTS (por ejemplo, ADAMTS13) en
una célula hospedera para expresidén. Estos sistemas han sido

descritos previamente y son en general bien conocidos |en la

técnica (Mann et al., Cell, 33:153-159, 1983; Nicolals and

Rubinstein, In: Vectors: A survey of molecular c#oning

vectors and their uses, Rodriguez y Denhardt, eds., StoTeham:

Butterworth, pp. 494-513, 1988; Temin, 1In: Gene Tra#sfer,

Kucherlapati (ed.), New York: Plenum Press, pp. 149-188,
1986) . En una modalidad especifica, el vector retrovinal es
un vector lentiviralor (véase, por ejemplo, Naldini et al

-7

Science, 272 (5259) :263-267, 1996; Zufferey et al., Nat

Biotechnol, 15(9):871-875, 1997; Blomer et al., J Virol.,
71(9) :6641-6649, 1997; Patentes Estadounidenses ‘ Nos.
6,013,516 y 5,994,1306).

Ejemplos no limitantes de vectores para expresién
procaridtica incluyen plésmidos tales como pRSET, pET, |pBAD,

etc., en donde los promotores usados en vectores de expresidn
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procaridética incluyen lac, trc, trp, rech,

Ejemplos de vectores para expresidén eucaridtica inclu
para expresidén en levadura,

pYES, pMET, usando promotores tales como AOX1,

AUGl, etc:; (11) para

expresién en células de

vectores tales como pMT, pAcb, pIB, pMIB, pBAC, etc.

promotores tales como PH, pl0, MT, AcS,

etc., y (iii) para expresién en células de mamifero,

tales como pSVL, pCMV, pRc/RSV, pcDNA3, pBPV,

vectores derivados de sistemas virales

tales com

vaccinia, virus adeno asociados, virus del

retrovirus, etc., usando promotores tales como CMV, S

vectores tales como pAOQ,

GAP,

OpIE2, gp64,

araBﬁD, etc.

yen: (1)
pPIC,
GAL1,
insecto,
, usando
polh,
vectores
etc., Y
o virus
herpes,

v40, EF-

1, UbC, RSV, ADV, BPV, y B-actina. Un vector ejemplar para

expresar rAl3 se describe por Plaimauer et al.
Nov 15;100(10):3626-32. Epub 2002 Jul 12},

cual estd de este modo

totalidad para todos los propdsitos.
En ciertas

modalidades, los métodos de

(Blood.

2002

el contenido del

incorporado por referencia en su

cultivoe

celular de la invencién pueden

comprender el uso de un

microportador. La presente invencién proporciona, entre otros
|

aspectos, métodos

de expresién de proteina ADAMTS

escala. En algunas modalidades,

modalidades pueden ser realizados en biorreactores

bajo condiciones adecuadas para proporcionar

a gran

los cultivos celulares de las

grandes

areas de

superficie de cultive de alto volumen especificas para lograr

160
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:

altas densidades y expresién de proteinas. Un medio par%
proporcionar tales <condiciones de <crecimiento es usaﬁ
|

microportadores para cultivo celular en bicrreactores d%
tanque agitado. En otra modalidad, estos requerimientos dé

crecimiento son cubiertos via el uso de una suspensidén d?

cultivo celular.

V. Modalidades especificas

|
|
|
|
|
|
|
I
A. Factor Von Willebrand Recombinante (rVWF) ’
|
El vWF recombinante puede ser expresado en célul%s

|
de mamiferc, pero la actividad especifica del vWF pue?e

|
variar ampliamente dependiendo de las condiciones de culti?o

|
celular y no se ha mostrado por ser comparable o igual ;a

|
aquella del vWF aislado de plasma de sangre. La presente
invencién se basa en parte en el resultado sorprendente Qe

|
que los medios de cultivo celular que tienen al menos 2%4
|

ug/L de cobre proporcionan un efecto ventajoso de promover ﬂa

|
expresién del vWF de alto peso molecular que tiene una a%ta
|

actividad especifica. En particular, el vWF recombinante,fde
i

. ., . |
alto peso molecular de la presente invencidén puede incluir

una forma altamente multimérica que comprende aproximadameéte
14 hasta aproximadamente 22 dimeros y una activi%ad
especifica de Ristocetina de al menos aproximadamente f30
mU/pug. Los procesos de cultivo celular de conformidad con;la

|

presente invencidén también permiten mantener bajos niveles)|de

|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
I

Ib!
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|

I

|

|
NH4* (por ejemplo, menos de 10 mM) durante el procelso
|
corriente arriba en sistemas de cultivo celular, de este mﬁdo

|

produciendo efectos deletéreos para modificaciones post-
traduccionales. Se cree que la presente invencién proporciona
por primera vez condiciones de cultivo celular que comprenden

un medio gque tiene una concentracién adecuada de cobre |en

compbinacién con niveles apropiados de amonio en el

una alta actividad especifica.

a

I
|
|
sobrenadante para expresar un VWEF altamente multimérico éon
|
I
|
En un aspecto, la presente invencidén se refiere
|

e
condiciones de cultivo celular para producir YWE

recombinante, de alto peso molecular con una alta activipad
especifica. Las condiciones de cultivo celular de la presebte

|
invencién pueden incluir, por ejemplo, un medio de cultlivo
|
celular con una concentracién incrementada de cobre ly/o
|

sobrenadante de cultivo celular con una baja concentraciéq de
amonio (NH;*). La presente invencién también proporcﬁona
métodos para cultivar células en condiciones de cul?ivo
celular para expresar un VWE de alto peso molecular coniuna
alta actividad especifica. :

En un aspecto, la presente invencidn proporciona
una solucidén de cultivo celular para producir proteina’del
VWEF recombinante, de alto peso molecular, la solucién| de

|

cultivo celular que comprende: un medio de cultivo celular

que comprende una concentracién de cobre de al ménos

6%
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i
|

l

aproximadamente 2.4 ng/L; un sobrenadante de cultivo icelular

|

que comprende una concentracién de amonio de menos del 10 mM;
y una pluralidad de células que expresan proteina del vWF
altamente multimérico, en donde la proteina del vWF cohprende

una actividad especifica de Ristocetina de al, menos

aproximadamente 30 mU/ug.

|
|
En una modalidad especifica de los cultivos
I
celulares descritos anteriormente, la solucién de ¢

ultivo

I
celular comprende un suplemento de medio que comprende»cobre.
En una modalidad especifica de los c#ltivos
celulares descritos anteriormente, el suplemento de% medio

comprende un hidrolizado, opcionalmente un hidroliz%do de

|
soya. |

|

En una modalidad especifica de los cultivos

celulares descritos anteriormente, el suplemento del medio

comprende una sal de cobre, un quelato de cobre, lo  una

combinacién de los mismos.

En una modalidad especifica de los cu

celulares descritos anteriormente, la sal de cobre se

selecciona del grupo que consiste de sulfato de Fobre,

|

acetato de «cobre, carbonato de cobre, cloruro de ?obre
|
hidréxido de cobre, nitrato de cobre y 6xido de cobre. |
|

En una modalidad especifica de los cultivos

!

celulares descritos anteriormente, la concentracién de lcobre

es al menos aproximadamente 4 pg/L.

|
|
I
|
|
|
|
|
|
i
|
i
|
|
|
|
|
|
|
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En una modalidad especifica de los | cultivos

|
|
|
|
|
|
celulares descritos anteriormente, la concentraciénlde cobre
es desde aproximadamente 2.4 pg/L hasta aproximadamente 20
pg/L.

En una modalidad <especifica de los | cultivos
celulares descritos anteriormente, la proteina |del VWF
comprende aproximadamente 14 hasta aproximadamente 22

dimeros.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un

metodo para producir una proteina del vWF recombinlante, de
alto peso molecular, el método comprende las etapas de: a)
proporcionar un cultivo de células que comprende un &cido
nucleico que codifica una proteina del VvWF recombinante; b)
expresar la proteina del vWF en las células bajo coﬂdiciones
de cultivo que comprenden un medic de cultivo celﬁlar que
comprende una concentracidn de cobre de al menos
aproximadamente 2.4 pg/L y un sobrenadante de cultivolcelular
que comprende una concentracién de amonio menos de
aproximadamente 10 mM, en donde la proteina del IVWF es

I
proteina del vWF altamente multimérico vy comprende una

|
actividad especifica de Ristocetina de al| menos

aproximadamente 30 mU/ug. ‘
En una modalidad especifica de los lmétodos
descritos anteriormente, las células son células de mamifero.

l

En una modalidad especifica de los Imétodos

|
\
|
|
|
|

b4



10

15

20

25

158

descritos anteriormente, las células son de una linéa de

En una modalidad especifica de los m%todos

células continuas.

descritos anteriormente, las células son células CHO.

En una modalidad especifica de los métodos
descritos anteriormente, la concentracién de cobre %s al
menos aproximadamente 4 ug/L. |

En una modalidad especifica de los métodos

desde

descritos anteriormente, la concentracién de cobre es

aproximadamente 2.4 pg/L hasta aproximadamente 20 ug/L.|

En una modalidad especifica de los metodos

descritos anteriormente, la proteina del VWF recomb%nante

tiene una actividad del cofactor de Ristocetina especifica de
al menos aproximadamente 50 mU/ug. 4

En una modalidad especifica de los mgtodos
descritos anteriormente, la proteina del VWF recomb#nante
tiene una actividad del cofactor de Ristocetina espeLifica
desde aproximadamente 30 mU/pg hasta aproximadamentF 100
mU/ng. |

En una modalidad especifica de los m%todos

descritos anteriormente, la proteina del VWF recombﬁnante

comprende aproximadamente 14 hasta aproximadamen?e 22
dimeros. ‘
En un aspecto, la presente invencién propJ

una proteina VWF recombinante, de alto peso molecular

rciona

6S
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producida por un proceso, el proceso comprende las etapas de:
a) proporcionar un cultivo de células que comprende un &cido
nucleico que codifica una proteina del vWF recombinante;|y b)
expresar la proteina del vWF en las células bajo condiciones
de cultivo que comprenden un medio de cultivo celulaﬂ que
comprende una concentracién de cobre de al menos 2.4 nug/L y
un sobrenadante de cultivo celular que comprende! una

concentracioén de amonio menos de 10 mM, en donde la proteina

del VWF es proteina del vWF altamente multimérico y comprende

una actividad especifica de Ristocetina de al menos

|

En una modalidad especifica de 1la composiciéPV de

aproximadamente 30 mU/ug.

los rVRF descritos anteriormente, la proteina dell VWE
recombinante tiene una actividad del cofactor de Ristocétina
especifica de al menos aproximadamente 50 mU/pg.

En una modalidad especifica de la composiciéL de

i

los rVRF descritos anteriormente, 1la proteina del! VWE
recombinante tiene una actividad del cofactor de Ristocetina
especifica desde aproximadamente 30 mU/ug hasta

aproximadamente 100 mU/ng. ‘

En una modalidad especifica de la composicié? de

los rVRF descritos anteriormente, la proteina del’ VWE
recombinante comprende aproximadamente 14 ﬂasta

aproximadamente 22 dimeros. ‘

En un aspecto, la presente invencién proporchona
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una solucidén de cultivo celular para producir proteina del
VvWF recombinante, de alto peso molecular, la sclucidén de
cultivo celular que comprende: un medio de cultivio celular
que comprende una concentracién de cobre de ial menos
aproximadamente 2.4 ng/L; un sobrenadante de cultivo celular
que comprende una concentracidén de amconio de menos |de 10 mM;
y una pluralidad de células que expresan proteina del vWF
altamente multimérico, en donde la proteina del VWF jcomprende
aproximadamente 14 hasta aproximadamente 22 dimeros y una
actividad especifica de Ristocetina de all menos
aproximadamente 30 mU/ug.

En un aspecto, la presente invencidn se refiere a
condiciones de cultivo celular para producir vWF redombinante
de alto peso molecular que estd en una forma |altamente
multimérica con una alta actividad especifica. Las
condiciones de cultivo celular de la presente invencién
pueden incluir, por ejemplo, un medio de cultivo celular con
una concentracidén incrementada de cobre y sobrenadante de

cultivo celular con una baja concentracién de amoniio (NH4").

La presente invencidén también proporciona métodos para

cultivar células en condiciones de cultivo celJlar para

expresar un VWE de alto peso molecular con una alta actividad

especifica.
En un aspecto, la presente invencidn inlluye una

solucidén de cultivo celular para producir vWF reco%binante,
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de alto peso molecular, que comprende un medio de cultivo

celular que comprende una concentracién de cobre de al

menos

aproximadamente 2.4 pg/L; un sobrenadante de cultivo celular

que comprende una concentracién de amonio de menos de

10 mM;

y una pluralidad de células que expresan vVWF altjamente

multimérico que comprende aproximadamente 14

hasta

aproximadamente 22 dimeros y una actividad especifica de

Ristocetina de al menos aproximadamente 30 mU/ug. En una

modalidad de 1las soluciones de cultivo celular desicritas

anteriormente, al menos 10% del rVWF estd presente

multimero del VWF de alto peso molecular de mas

dimeros. En una modalidad especifica, al menos 15% de

en un

de 10

1l rVvwr

esta presente en un multimero del VWF de alto peso mollecular

de mas de 10 dimeros. En otra modalidad especifica, al menos

20% del rVWF estd presente en un multimero del VWF d

e alto

peso molecular de mds de 10 dimeros. En otra modalidad

especifica, al menos 25% del rVWF estd presente
multimero del VWF de alto peso molecular de mas
dimeros. En otra modalidad especifica, al menos 30% de
estd presente en un multimero del VWF de alto peso mol
de mas de 10 dimeros. En ciertas modalidade
concentracién de cobre puede ser al menos aproximadam
ng/L o la concentracidén de cobre puede variar

aproximadamente 2.4 ng/L hasta aproximadamente 20 pg

en un

de 10

1 rVvwr

lecular

la

2]
~

ente 4
desde

/L. En

algunas modalidades, los medios de cultivo celular comprenden
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un suplemento de medio que comprende cobre. En | ciertas

modalidades, el suplemento de medio puede comprender un

hidrolizado o una sal de cobre, quelato de cobre, o una
combinacién de los mismos. En algunas modalidades, lé sal de
cobre puede incluir sulfato de cobre, acetato de cobre,
carbonato de cobre, cloruro de cobre, hidréxido de cobre,
nitrato de cobre, u ¢éxido de cobre. En ciertas modalidades,
las células pueden ser de una linea de células continuas vy
pueden incluir células de mamifero, tales como células CHO.
En algunas modalidades, el VWF recombinante tiéne una
actividad del cofactor de Ristocetina especifica de al menos
aproximadamente 50 mU/pug, o© la actividad del cofactor de
Ristocetina especifica puede variar desde aproximadamente 30
mU/ug hasta aproximadamente 100 mU/ug. |

En otro aspecto, la presente invencién incluye un

método para producir un vVWF recombinante, de alto peso
molecular, que comprende a) proporcionar un culLivo de
células; b) introducir wuna secuencia de A4acido nucleico
codificante para VvWF; c) seleccionar las células que llevan
la secuencia de &cido nucleico; y, d) expresar el VWE en las
células bajo condiciones de cultivo que comprenden un medio
de cultivo celular gue comprende una concentracién ﬁe cobre
de al menos aproximadamente 2.4 pg/L y un sobrenadante de

cultivo celular que comprende una concentracién de amonio

menos de aproximadamente 10 mM, en donde el vVWF |es VWF

X
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|
|

altamente multimérico que comprende aproximadamente| 14 hasta

|
aproximadamente 22 dimeros y una actividad espe¢ifica de

I
Ristocetina de al menos aproximadamente 30 mU/pgk En una
modalidad del sobrenadante de cultivo celular | descrito
anteriormente, al menos 10% del rVWF estd presenre en un

multimero del VWF de alto peso molecular de mds de 10

dimeros. En una modalidad especifica, al menos 15%|del rVWF

estd presente en un multimero del VWF de alto peso #olecular
de mas de 10 dimeros. En otra modalidad especifica,lal menos
20% del rVWF estd presente en un multimero del vwﬁ de alto
peso molecular de mds de 10 dimeros. En otra %odalidad
especifica, al menos 25% del <rVWF estéa present% en un

multimero del VWEF de alto peso molecular de mé% de 10

dimeros. En otra modalidad especifica, al menos 30% del rVWF
esta presente en un multimero del VWF de alto peso %olecular
de més de 10 dimeros. En algunas modalidades, las%células
pueden ser de una linea de células continuas y puedeA incluir
células de mamifero, tales como células CHO. En’ cliertas
modalidades, la concentracién de cobre puede ser $1 menos
aproximadamente 4 ng/L o la concentracién de cobre puede

|
variar desde aproximadamente 2.4 ng/L hasta aproximadamente

|

20 pg/L. En algunas modalidades, los medios de |cultivo
|

celular comprenden un suplemento de medio que comprende

cobre. En ciertas modalidades, el suplemento de medio puede

comprender un hidrolizado o una sal de cobre, qudlato de

|
|
|
|
|
|
|
|
1
|
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cobre, © una combinacién de los mismos. En algunas

modalidades, la sal de cobre puede incluir sulfato de cobre,

acetato de cobre, carbonato de cobre, cloruro de cobre,

hidrdéxido de cobre, nitrato de cobre, u 6xido de cobre.

En

algunas modalidades, el VWF recombinante tiene una actividad

del cofactor de Ristocetina especifica de al menos

aproximadamente 50 mU/pg, o la actividad del cofactor
Ristocetina especifica puede variar desde aproximadamente

mU/ng hasta aproximadamente 100 mU/ug.

de

30

En todavia otro aspecto, la presente invencién

incluye un vWF recombinante, de alto peso molecular producido

por un proceso, que comprende las etapas de: a) proporcionar

un cultivo de células; b) introducir una secuencia de &c¢ido

nucleico codificante para vWF; c) seleccionar las células
llevan la secuencia de &cido nucleico; y, d) expresar el

en las células bajo condiciones de cultivo que comprenden

medio de cultivo celular que comprende una concentracién

que

vWE

un

de

cobre de al menos 2.4 ng/L y un sobrenadante de cultivo

celular que comprende una concentracién de amonio menos de

mM, en donde el vVWF es vVWF altamente multimérico

10

que

comprende aproximadamente 14 hasta aproximadamente 22 dimeros

Yy una actividad especifica de Ristocetina de al menos

aproximadamente 30 mU/pg. En una modalidad del sobrenadante

de cultivo celular descrito anteriormente, al menos 10%

del

rVWEF esta presente en un multimero del VWF de alto peso
|

Al
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molecular de mas de 10 dimeros. En una modalidad especifica,
al menos 15% del rVWF estd presente en un multimero del VWF
de alto peso molecular de mds de 10 dimeros. En| otra
modalidad especifica, al menos 20% del rVWF esté prese%te en
un multimero del VWF de alto peso molecular de mas de 10

dimeros. En otra modalidad especifica, al menos 25% del rVWF

esta presente en un multimero del VWF de alto peso molecular

de mas de 10 dimeros. En otra modalidad especifica, al |[menos

30% del rVWF estd presente en un multimero del VWF delalto
peso molecular de mds de 10 dimeros. En algunas modalidades,
las células pueden ser de una linea de células continbhas vy
pueden incluir células de mamifero, tales como células| CHO.
En ciertas modalidades, la concentracién de cobre puedé ser
al menos aproximadamente 4 pg/L o la concentracién de tobre
puede variar desde aproximadamente 2.4 pg/L hasta

aproximadamente 20 upg/L. En algunas modalidades, los medios

de cultivo celular comprenden un suplemento de medio] que
comprende cobre. En ciertas modalidades, el suplementt de
medio puede comprender un hidrolizade o una sal de c#bre,
quelato de cobre, o una combinacién de los mismos. En al%unas
modalidades, la sal de cobre puede incluir sulfato de cdbre,
acetato de cobre, carbonato de cobre, cloruro de cobre,
hidréxido de cobre, nitrato de cobre, u éxido de cobrel. En

algunas modalidades, el VWF recombinante tiene una actiﬂidad

del cofactor de Ristocetina especifica de al menos
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aproximadamente 50 mU/pg, o la actividad del &ofactor de

1
Ristocetina especifica puede variar desde aproximédamente 30

mU/pg hasta aproximadamente 100 mU/ng. \

En un aspecto, la presente invencién proporciona

\

una composicidén que comprende el Factor Von Villebrand

recombinante (rVWF) que tiene una actividad del c%factor de

|
ristocetina especifica de al menos 30 mU/pg. En una\modalidad

preferida, la composicidén tiene una actividad del cofactor de

Ristocetina especifica de al menos 40 mU/ug. En una Wodalidad

!
mas preferida, la composicién tiene una activﬂdad del

cofactor de Ristocetina especifica de al menos 50 m@/ug. En

una modalidad mas preferida, la composicién ti%ne una
\

actividad del cofactor de Ristocetina especifica de Sﬂ menos
i

60 mU/pg. En una modalidad mas preferida, la compbsicién
\

tiene una actividad del cofactor de Ristocetina especi%ica de

|
al menos 70 mU/pg. En todavia una modalidad mas preferﬂda, la

1

|
composicidén tiene una actividad del cofactor de Risto%etina

|
especifica de al menos 80 mU/pg. ‘

\
|
1

En una modalidad de las composiciones desdritas

anteriormente, al menos 10% del rVWF de la composicién%esté
|
presente en un multimero del VWF de alto peso moleculir de

|
i
mas de 10 dimeros. En una modalidad especifica, al menos, 15%

del rVWF estd presente en un multimero del VWF de alto peso

}
|
molecular de méds de 10 dimeros. En otra modalidad especifica,

\
al menos 20% del rVWF estd presente en un multimero del\VWF

|
.
!
|
i

|
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de alto

}
|
peso molecular de

!
mas de 10
modalidad especifica,

al menos 25% del r

dimeros. En otra modalidad especifica,

de mas de 10 dimeros.

|

|

En una modalidad de las compos%ciones descritas

i

anteriormente, la composicién comprende el\sobrenadante del

cultivo. En una modalidad especifica el Lobrenadante del

cultivo es un sobrenadante de cultivo celulaf de mamifero. En
una modalidad mas especifica,

el sobrenadante de

cultivo
i
celular de mamifero es un sobrenadante de céldlas CHO.

En una modalidad de 1las composiciones descritas

anteriormente, el rVWF se expresa en un cultsvo celular que
I}

|
comprende al menos 2.4 ng/L de cobre. En iuna modalidad

‘a
especifica, el cultivo celular comprende al menos 4 pg/L de
i

{

cobre. En una modalidad mas especifica, el culﬁivo comprende
i

entre 2.4 pg/L y 20 pg/L de cobre. En una modalidad, el cobre

|
se proporciona como una sal de cobre, un gquelato de cobre, o

i

{
}
20 una combinacién de los mismos. En una modalidad especifica,

25

s

ulfato de cobre,

i
" ‘ 0
la sal de cobre se selecciona del grupo que lconsiste de
i

I
acetato de cobre, carbonatog de cobre,

6xido de cobre.

cloruro de cobre, hidréxido de cobre, nitrato be cobre vy

1
|
i

a
\
En una modalidad de las composiciones\ descritas

\
|
\
I

\Vdimeros. En otra

VWEF estd presente en
un multimero del VWF de alto peso molecular de mas de 10

al Eenos 30% del rVWF
estd presente en un multimero del VWF de

alto peso molecular

Ch

i



10

15

20

recombinante

168 \
\
\

i
anteriormente, el cultivo celular es un culkivo de lotes.
En una modalidad de las !

composiciones
anteriormente,

el cultivo celular es un cultivo continuo.

|
modo quimiostatico. En otra modalidad especﬁfica, el cultivo
continuo se realiza en modo de perfusién. K

En una modalidad de las composﬂciones descritas
anteriormente, el nivel de NH4' en el culti¥o se mantiene a
una concentracidén por debajo de 4 mM. %

En una modalidad de las composiéiones descritas
anteriormente, la densidad celular del culti%o se mantiene a
menos de 2.5x10° células por mL. E

En una modalidad de las composic%ones descritas
anteriormente, la densidad celular del cultivé se mantiene a
menos de 2.0x10° células por mL. 2

En wuna modalidad de las composicignes descritas
anteriormente, el cultivo se mantiene a meﬁos de 1.5x10°
células por mL. |

'
1
1

L
I
1
I

composicignes descritas
|

anteriormente, el rVWF es co-expresado con e} Factor VIII

En una modalidad de las

!
(rFVIII). En una modalidad e%pecifica, la

mayoria del rFVIII co-expresado se ha remo%ido. En una

[
modalidad més especifica, la relacién del rVWF aErFVIII en la

composicidén es al menos 10:1.

25

l
. ce .
En una modalidad de las composiciones descritas
!

I
1
1
1
b

descritas

En
!
una modalidad especifica, el cultivo contibuo se realiza en
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anteriormente, la composicidn es

administracién farmacéutica.

composicién es formulada para administracién int

subcuténea o intramuscular.
las

En una modalidad de composiciones

anteriormente, la composicién es liofilizada.

En todavia otro aspecto, la presente

incluye un VWF recombinante, de alto peso molecular
por un proceso, que comprende las etapas de: a) prg
un cultivo de células; b) introducir una secuencia
nucleico codificante para vWF; c) seleccionar las cé
llevan la secuencia de &cido nucleico; y, d)

en las células bajo condiciones de cultivo que comp

formulada

para

En una modalidad especifica, la

ravenosa,

descritas

invenciédn
producido
porcionar
de &cido

lulas que

expresar el vWF

renden un

medio de cultivo celular que comprende una concentgacién de

cobre de al menos
celular que comprende una concentracién de amonio me

mM, en donde el vVvWE es VWE altamente multimé

comprende aproximadamente 14 hasta aproximadamente 2

y una actividad especifica de Ristocetina de

aproximadamente 30 mU/ug. Se entiende que

modalidades y concentraciones descritas en las

anteriores “Medios de Cultivo Celular” vy “Méto

Producir vWF Recombinante” pueden aplicar aqui.
El VWF recombinante de la presente invenc
incluir del vVWF

una proteina

t&das

recombinante de adlto

2.4 pg/L y un sobrenadante d% cultivo

nos de 10
rico que
2 dimeros
al menos
las
secciones

dos para

[

i6n puede

peso
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molecular que tiene una alta actividad especifica.

modalidad, el vWF de

la presente invencidén es ur

altamente multimérica del vWF.

En una

1a forma

En algunas modalidades, 1la

forma altamente multimérica del vWF incluye al menos hasta

aproximadamente 14 dimeros y en otras modalidades

hasta

aproximadamente 22 dimeros. En todaviag

modalidades, la forma altamente multimérica del vl

variar desde aproximadamente 10 hasta aproximadam

dimeros, o desde aproximadamente 15 hasta aproximada

1]l menos

otras
VF' puede
ente 20

mente 25

dimeros, o desde aproximadamente 20 hasta aproximadamente 40

dimeros. En cilertas modalidades, el VWF

comparable con el vWF plasmatico.

Como se describe en la

presente,

invencién proporciona el resultado sorprendente

concentracidén incrementada de cobre en medios de

celular puede producir vWF de alto peso molecular

actividad especifica. Medios de cultivo celul

comprenden una concentracién de cobre, por ejemplo,

recombinante es

la |presente

que la
cultivo
con alta

ar que

mayor de

aproximadamente 2.4 pg/L pueden incrementar el rendimiento

del vWF multimérico recombinante,

cobre. En ciertas modalidades, el porcentaje

multimérico (es decir, rVWF que comprende al menos 2

puede ser mayor de

aproximadamente 75%, o mayor de aproximadamente

comparado con media sin

de vWE

dimeros)

aproximadamente 50%, 0 mayor de

90%. La

distribucién multimérica del vWF puede ser analizadﬁ usando
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técnicas estandares tales como, por

electroforesis de Agarosa bajo condiciones no r

Como se proporciona en la

recombinante producido por los métodos de

presente,

ejemplo, en
eductoras.
el VWF

!
| la presente

invencidén puede tener una alta actividad es$pecifica, por
ejemplo, wuna alta actividad del cofactor de Ristocetina
especifica. En una modalidad, el VWF recombingnte producido

por los métodos de la presente invencidén puede incluir una

actividad del cofactor de Ristocetina especifi
30 mU/ug y en otra modalidad al menos

modalidades, la actividad del cofactor d

especifica puede variar desde aproximadamente

50 mU/ug.

ca de al menos
En otras
e Ristocetina

30 mU/ug hasta

aproximadamente 100 mU/ug o desde aproximadamente 50 mU/ug

hasta aproximadamente 100 mU/ug.

B. ADAMTS13 recombinantes (rAl3)

Las proteinas ADAMTS (es decir, ADAMES-l a ADAMTS-

20) son una familia de metaloproteinasas de zﬁnc secretadas

gque portan una organizacién de dominio module
revisién, véase, Flannery C.R., Front Bios
1;11:544-69). Todas las proteinas  ADAMTS

Ar comun (para
ci. 2006 Jan
portan una

arquitectura de dominio de nucleo comin, que consiste de un

péptido sefial, seguido por una
catalitico de metaloproteinasa dependiente
dominio similar a desintegrina, una hi

prodominio

, un dominio
del zinc, un
repeticidn de
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tromboespondina tipo I, un dominio rico en cisgeina Yy un
dominio espaciador (Apte S.S., J Biol Chenmn. |2009 Nov
13;284(46) :31493-7). Adicionalmente, todos pero eﬁ ADAMTS-4
contienen al menos un dominio de repethcién de
tromboespondina tipo I y muchas de las proteirias ADAMTS
contienen wuno o mds dominios ancilares adicionalmente.
Notablemente, se ha reportado que todas las proteinas ADAMTS

parecen contener al menos un sitio de unidén a calcio y un

sitio de unidén a zinc localizados dentro del dominio

catalitico de metaloproteinasas (Andreini et al., J. Proteome
Res., 2005, 4 (3), pp 881-888). !

Los papeles bioldgicos para proteinas ADAMTS se han
reportado para varias enfermedades vy condici?nes, que
incluyen, antiangiogénesis, fibrosis interstici%l renal,
remodelacidén osea, foliculogénesis de ovario, aterogclerosis,
desarrollo urogenital, vy crecimiento/remodelacién‘del tumor
(ADAMTS-1); sindrome Ehler-Danlos tipo 7C vy der@otopraxis
bovina (ADAMTS-2); artritis, aterosclerosis vy te%dinopatia
(ADAMTS-4); artritis vy glibolastoma (ADAMTS-5);. artritis
(ADAMTS-7); antiangiogénesis, males cerebrales, artritis y

aterosclerosis (ADAMTS-8); artritis (ADAMTS-9, -12); purpura

trombocitopénica trombdética (ADAMTS-13)1; y

antitrombosis/apoplejia (para revisién, véase, Lin‘and Liu,
Open Access Rheumatology Research and Reviews 20@9:1 121-

131).
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Las ADAMTS13 recombinantes (A13) han | sido
|

expresadas antes en células de mamifero, sin embarigo 1la

actividad especifica varia ampliamente dependiendo de las

condiciones de cultivo celular. Se ha encontrado quelmuchos

|

medios de cultivo comercialmente disponibles no son

|

suficientes para expresién de rAl3 con altas acti%idades
especificas, expresadas como la relacién de actividad,!medida

por el ensayo FRETS-VWF73. Para contenido de antigen$, como
|

se determina por ELISA. En un aspecto, los Métodos

proporcionados en la presente se basan en varios hallazgos

ventajosos que permiten la expresidén del cultivo celular de

f
rAl3 que tiene niveles incrementados de actividad Itotal y

especifica. f

Por consiguiente, debido a la relacién de

)
estructura-funcidén portada entre la familia ADéMTS de

metaloproteinasas secretadas, los métodos proporcion#dos por
la presente invencidén permiten la expresidén de t#das las

!

proteinas ADAMTS en cultivo celular y recuperacién ?el medio

celular.

En un aspecto, la presente invencidén proporciona

una composicidén que comprende ADAMTS13 recombinanie (xrAl3)
|

gue tiene actividad de FRETS-VWF especifica de al m#nos 1600
|

mU/pg. f
En una modalidad de las composiciones fdescritas

anteriormente, la rAl3 tiene wuna actividad de |FRETS-VWF

|
.’
|
|
f
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
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|
J
especifica de al menos 800 mU/ng. ;
|

|

En una modalidad de 1las composiciones | descritas

|

anteriormente, la composicidén comprende el sobren?dante del
cultivo. En una modalidad especifica, el sobren%dante del
cultivo es un sobrenadante de cultivo celular de mamifero. En
una modalidad mé&s especifica, el sobrenadante ?e cultivo

|
celular de mamifero es un sobrenadante de células CHO.

|

En una modalidad de las composicionest descritas
anteriormente, la rAl3 es expresada en un cultivo ?elular que
comprende al menos 1 pg/L de cobre. En unaf modalidad
especifica, el cultivo celular comprende al menos;2 pg/L de
cobre. En una modalidad mé&s especifica, el cultiv? comprende

|
entre 2 pg/L y 20 ng/L de cobre. |
|
|

En una modalidad de las composiciones descritas

|

anteriormente, el cobre se proporciona como una saP de cobre,
|
un quelato de cobre, o una combinacién de los mismos. En una

modalidad especifica, la sal de cobre se selecciona del grupo
|

que consiste de sulfato de cobre, acetato de cobrq, carbonato

!
de cobre, cloruro de cobre, hidréxido de cobre, | nitrato de
|

cobre y 6xido de cobre. |

|
En una modalidad de las composicione§ descritas

|
anteriormente, el cultivo celular es un cultivo de lotes.
|

. .. J .
En una modalidad de 1las composiciones descritas
|
anteriormente, el cultivo celular es un cultivo ¢ontinuo. En

|
una modalidad especifica, el cultivo continuo seé realiza en
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modo quimiostatico. En otra modalidad especifica, el

continuo se realiza en modo de perfusién.

En una modalidad de las

anteriormente, el nivel de NH4Y

una concentracién por debajo de 5 mM.

En una modalidad de las composiciones

anteriormente, el nivel de NH4"

una concentracidén por debajo de 4 mM.

En una modalidad de 1las

anteriormente, la densidad celular del cultivo se marn

menos de 4.0x10° células por mL. En una modalidad esps
la densidad celular del cultivo se mantiene a m

3.0x10° células por mL. En una modalidad especif

densidad celular del cultivo se mantiene a menos de

células por mL. En una modalidad més especifica,

cultivo

composiciones descritas

en el cultivo se mantiene a

descritas

en el cultivo se mantiene a

composiciones descritas

1tiene a
ecifica,
2nos de
ica, la

2.0x10°

la densidad

'células

celular del cultivo se mantiene a menos de 1.5x10°
por mL.

En una modalidad de las composiciones descritas
anteriormente, la composicién es formulada

para

administracién farmacéutica.

En una modalidad especifica, la

. |
intravenosa,

composicién es formulada para administracién
subcutédnea o intramuscular.
En una modalidad de las composiciones déscritas

anteriormente, la composicién es liofilizada.
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IV. Formulaciones

En un aspecto, las formulaciones que comprenden

las
proteinas terapéuticas recombinantes rVWF o rAl3 de; la
presente invencién son liofilizadas previo a la

administracidén. La liofilizacién se 1lleva a cabo us%ndo

|
técnicas comunes en el arte y debe ser optimizada paragla
|

composicidén a ser desarrollada ([Tang et al., Pharm R%s.

|
21:191-200, (2004) y Chang et al., Pharm Res. 13:24?—9
(1996)1].

|
[
|

l
Los Métodos para preparar formulaciones

\

farmacéuticas pueden siguien@es

incluir una o mé&s de las
etapas: agregar un agente estabilizante como se describemen

|
la presente a tal mezcla previo a la liofilizacién, agredar
|

|
al menos un agente seleccionado de un agente de volumen, un
|

|
agente que regula la osmolaridad y un tensoactivo, cada upo
|

. |
de los cuales es como se describe en la presente, a tal

a
\
mezcla previo a la liofilizacidén. Una formulacién liofiliza%a

estd, en un aspecto, al menos comprendida de uno o més de un

|
|
amortiguador, un agente de volumen y un estabilizador. En

este aspecto, la wutilidad de un tensoactivo se evalda ly

selecciona en casos donde la agregacién durante la etapa Qe
|

liofilizacidén o durante la reconstitucién llega a ser un

i
!

problema. Un agente amortiguador apropiado se incluye parb

mantener la formulacidén dentro de zonas estables de ph

|
durante la liofilizacién.

|
I
|
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
I
I
I
|
|
I
|
[
|
I
I
[
I
|
I
l
I
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La practica de reconstitucién estédndar para el

\
material liofilizado se agrega nuevamente a un volumen de

agua pura o agua estéril para inyeccidén (WFI) (tipicamente

equivalente al volumen removido durante la liofilizacidn),

aunque las soluciones dilutas de agentes antibacterianos son

algunas veces usadas en la produccién de farmacéuticos |para

administracién parenteral [Chen, Drug Development | and

Industrial Pharmacy, 18:1311-1354

(1992)]. Por consiguiente,

se proporcionan métodos para la preparacidén de composicqones

del VWF recombinante reconstituidas que comprenden la ekapa

de agregar un diluyente a una composicién del EVWF
E
)

recombinante liofilizada de la invencién.

\

t
El material 1liofilizado puede ser reconstituido

como una solucidn acuocsa. Una variedad de portadores acuo%os,
'\

por ejemplo, -agua estéril para inyeccién, agua con

preservativos para uso de dosis miltiples, o agua

o}

cantidades apropiadas de tensoactivos (por ejemplo, una

c
!
¥
?o
l

!
suspensién acuosa que contiene el compuesto activo en mezdla

con excipientes adecuados para la manufactura de suspensiones

acuosas). En varios aspectos, tales excipientes son agentfs
de suspensiodn, por ejemplo y sin limitaciéb,
carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosg,
hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodié,

l
polivinilpirrolidona, goma de tragacanto y goma de acaci%;

l
agentes de dispersidén o humectantes son un fosfatido que sk

|
\
\
]
|
|
\
k
|
l
|
l

|
|
|

N
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!
[

I

origina naturalmente, por ejemplo y sin limitacién, lecitina,
l
0 productos de condensacién de un éxido de alquiléno con

P . . . . g |
acidos grasos, por ejemplo y sin limitacién, esteaqato de

| _
polioxietileno, o productos de condensacidén éxido de étileno

|

con alcoholes alifaticos de cadena larga, por ejemplo y sin

|

i
limitacién, heptadecaetil-eneoxicetanol, o) productbs de
condensacién de o6xido de etileno con ésteres palciales
derivados de &acidos grasos y un hexitol tal como monéoleato
de polioxietilen sorbitol, o productos de condensacién de
Oxido de etileno con ésteres parciales derivados de lacidos

|

grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo y sin limitbcién,

|
monooleato de polietilen sorbitén. En varios aspecto%, las

suspensiones acuosas también contienen uno o mas

preservativos, por ejemplo y sin limitacién, etilo, | o n-

|

|

|

l

|

|

propilo, p-hidroxibenzoato. |
|

Para administrar composiciones a humanos o an%males

[
de prueba, en un aspecto, las composiciones comprenden luno o

- m&s portadores farmacéuticamente aceptables. Las ﬁrases

|
“farmacéuticamente” o “farmacolbgicamente” aceptable$ se

|
refieren a entidades y composiciones moleculares qu% son

|
estables, inhiben la degradacién de la proteina tall como

productos de desdoblamiento y agregacién, y demds no probucen

reacciones alérgicas u otras adversas cuando se admini%tran

|
usando rutas bien conocidas en la técnica, como se des?ribe

|
abajo. “Portadores farmacéuticamente aceptables” inc%uyen

|
|
|
|
|
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cualguier y todos los solventes clinicamente utiles, deios
de dispersidén, recubrimientos, agentes antibacteriaan y
antifdngicos, agentes que retardan la absorcién e isotéLicos

y similares, gque 1incluyen aquellos agentes descLitos

anteriormente. 1

Las formulaciones farmacéuticas son administradas
intravenosamente, oralmente, tépicamente, transdermalmente,
parenteralmente, por atomizacién de inhalacién, vaginalmente,
rectalmente o ©por inyeccidén intracraneal. El término
parenteral como se usa en la presente incluye inyecciones
subcutéaneas, intravenosas, intramusculares, inyeccién
intracisternal, o técnicas de infusién. La administracién por
intravenosa, intradermal, intramuscular, intramamaria,
intraperitoneal, intratecal, retrobulbar, inyeccidén pulmonar
y/o implante quirtrgico en un sitio particular  6estéa
contemplada también. En general, las composiciones estan

esencialmente libres de pirdgenos, asi como también de otras

impurezas que podrian ser peligrosas al recipiente.

Las administraciones ftUnicas o multiples de‘ las
. . . |
composiclones se llevan a cabo a los niveles vy patronﬂs de

dosis siendo seleccionados por el especialista que trata.

Para la prevencién o tratamiento de 1la enfermedad,| la

dosificacidén apropiada depende del tipo de enfermedad alser
tratada, la severidad y curso de la enfermedad, si el féﬁmaco

es administrado para propdésitos preventivos o terapéut%cos,
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terapia previa,

el historial clinico del paciente y respuesta

al farmaco, y la discrecidén del especialista que atiende.

En un aspecto, las formulaciones de la

son administradas por un bolo inicial seguido

infusidén continua para mantener los niveles de ¢

terapéuticos del producto de farmaco. Como otro e

invencidn
por una
irculacidén

jemplo, el

compuesto inventivo se administra como una dosis de una vez.

Aquellos de habilidad ordinaria en la técnica o

fadcilmente admi

dosificaciones y regimenes de

ptimizaran

nistracién

efectivos como se determina por la buena préactica ﬂédica y la

condicidén clinica del paciente individual.
dosificacidén depende de los paradmetros de farmacoc
ruta de administracién. La f

los agentes vy la

farmacéutica éptima se determina por un experto en

La frecuencia de

inética de
ormulacidén

la técnica

dependiendo de la ruta de administracién y la dosificacién

Pharmaceutical

aston, Pa.

Tales formulaciones

deseada. Véase por ejemplo, Remington's

Sciences, 18th Ed. (1990, Mack Publishing Co., E

18042) péginas 1435-1712, la descripcidén de la cual esta de
este modo incorporada por referencia.

influencian el estado fisico, estabilidad, vel

liberacidén in vivo y velocidad de separacién in v

agentes administrados.

Dependiendo de la
administracidn,
con el peso corporal, &rea de superficie corporal o

érgano.

ocidad de

ivo de los

ruta de

una dosis adecuada se calcula de conformidad

tamafio de

Las dosificaciones apropiadas pueden ser evaluadas a

(5
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través del uso de ensayos establecidos para determinar las

dosificaciones del nivel de sangre en conjunto con lo

de respuesta de dosis apropiados. El régimen de dosif

final se determina por el especialista que a

considerando varios factores los cuales modifican la

de los farmacos, por ejemplo,

farmaco, la severidad del dafioc y la capacidad de re

del paciente, la edad, la condicién, peso corporal,

dieta del paciente, la severidad de cualquier inf

tiempo de administracién y otros factéres clinicos. Po
del ejemplo,
presente invencidén es aproximadamente 50 U/kg,
Como se conducen 1los

ng/kg. estudios, la

una dosis tipica de un VvWF recombinante

igual

s datos
icacidn
tiende,

accidén

la actividad especifica del

spuesta
sexo vy
eccidn,
r medio
de la

a 500

informacién

adicional emergerd con respecto a los niveles de dosificacién
]

apropiados % duracidn del tratamiento para

enfermedades y condiciones.

VI. Métodos de tratamiento
La presente invencidén ademds contempla métod

tratar un paciente en necesidad de rVWF o rAl3 produc

conformidad con los métodos descritos en la presentel

métodos de tratamiento pueden incluir administrac

formulaciones farmacéuticas que comprenden la
recombinante o el vWF recombinante, de alto peso molec

la presente invencién.

‘ varias

0s para
idos de
Tales
i6n de

rAl3

iular de
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En otro aspecto, la presente invencién proporiciona

l

‘ : ) . . . . |
métodos para tratamientos terapéuticos o profilédcticos gque

comprenden la administracién de una composicién de réWF o
|
rAl3 proporcionada en la presente. En general, lpara
|
|

aplicaciones terapéuticas, las formulaciones son
I
administradas a un sujeto con una enfermedad o condicién

|
asociada con disfuncién de ADAMTS13 o VWF o de otro modo en

. . . Lo |
necesidad de las mismas, en una “dosis terapeutlcamente

|
efectiva”. Las formulaciones y cantidades efectivas |para
|

estos usos dependerdn de la severidad de 1la enfermed%d o

condicién y el estado general de la salud del pacientej Las

I
administraciones uUnicas o mtltiples de 1las formulacilones

pueden ser administradas dependiendo de 1la dosificacién y
|
frecuencia como se requiera y tolere por el paciente. 1
|

En una modalidad, la presente invencién proporcﬁona

métodos para tratar o prevenir una enfermedad o condi%ién
asociada con wuna disfuncién de ADAMTS13 & VWF. En Euna
modalidad adicional, las formulaciones farmacéuticas :que
comprende VWE recombinante pueden ser administradas %ara
tratar enfermedades relacionadas a vWF, tal como enferm%dad

de von Willebrand o hemofilia. En otra modalidad,% la
l

invencidén proporciona métodos de tratamiento o prevencién de
|

una enfermedad o condicién asociada con la formacién ly/o

. ) |
presencia de uno O mas trombos, que comprende la

|
|
administracién de una composicién rAl3 proporcionada en| la

|
|
i
1
|
I
|
[
|
|
|
l
|
l
|
|
|
|
i
l

M
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l
\
|
|
|
|
1
|
presente. En una modalidad adicional, ia invencidn

proporciona métodos para desintegrar uno o méas Frombos en un

sujeto en necesidad del mismo. En aun otras modalidades, la

. .y . . . | .
invencion proporciona métodos de tratamiento o prevencidédn de

un infarto en un sujeto en necesidad de | los mismos.

Generalmente, los métodos proporcionados por ~la invencién

|

comprenden administrar una composicidn | rADAMTS13
I

proporcionada en la presente a un sujeto en neéesidad de la

misma. 1
|
|
Ejemplos no limitantes de trastornos dsociados con

la formacidén y/o la presencia de uno o© mas 'trombos son

pirpura trombocitopénica trombdtica hereditaria‘ (TTP), TTP

|
adgquirida, trombosis arterial, infarto al mio%ardio agudo

|
(AMI), apoplejia, sepsias y coagulacidn ihtravascular

|
diseminada (DIC).

|
|
|
Ejemplos no limitantes de trastornos asociados con

|
un 1infarto, incluyen sin limitacién, infarto aﬂ miocardio
|

. ) 1
(ataque al corazdn), embolismo pulmonar) eventos

¢ - | .
cerebrovasculares tales como apoplejia, enfermedad oclusiva

|
I

gangrena)l, sindrome

|
antifosfolipido, sepsias, arteritis de 1la célula gigante
|

de la arteria periférica (tal como

(GCA), hernia y vélvulo.

La presente invencidn ahora

seré

|
|
|
|
|
|
VIII. Ejemplos |
. |
|
| ilustrada
{
|
|
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adicionalmente en los siguientes ejemplos, sin ser limitada a

esto.

|
|
Ejemplo 1 ’
Se realizaron experimentos de cultivo celulares
continuos usando cultivos de una linea de célula CHO

recombinante que expresa vVWF. El medio basal como DMEM/F12,

el cual contiene aproximadamente 0.3 pg/L de Cu®'. El médio es

suplementado con hidrolizado de soya y sulfato de| cobre

(CuS04¢5H,0) para llevar la concentracidn de cobre finaﬁ en el
medio a més de al menos 2.4 npg/L. |

Las células CHO recombinantes que expresan #WF son

cultivados por cultivos celulares continuos de forma gue los

niveles de amonio (NH,;") se mantienen a una concenkracién
|

menos de aproximadamente 10 mM. Se encontrdé que los sﬁstemas

de produccién que proporcionan un suplemento del medio

continuo (por ejemplo, cultivos de perfusidén o quimilostato)
‘ l
son preferibles porque el lote convencional o Qécnicas

alimentados por lote produce altas concentraciones de:NHf al

final del cultivo. Al final del cultivo, el vWF altamente
|

multimérico se aisldé y la actividad del Cofactor Risﬁocetina

especifico del vWF se midid.

Ejeleo 2

El Factor Recombinante VIII (rFVIII) vy Fﬂctor de

l
i
l
!
1
I
|
|
|
|
|
|
}
|

4l
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!
!

|

Von Willebrand (rVWF) son co-expresados en cultivo# por lotes

de células GD8/6 para determinar el efecto de la

del medio de cultivo en expresién vy

Brevemente, las células GD8/6 son cultivadas p

medio BAV-SP compuesto de un polvo basal DMEM/F12

suplementos adicionales también que contienen

hidrolizado de soya, véase Tabla 6,

de cobre adicional. Para probar el
concentraciones de cobre en expresién
se usd medio BAV-SP basal.

ng/L de cobre y fue suplementado con hidrolizado

cual contribuye con un 0.7 pg/L de cobre adicional,

determind experimentalmente,
de cobre final de 1.0 npg/L.
BAV-SP usado para los cultivos por lotes fue
adicionalmente con un 3.3 ug/L
proporcionando una concentracidén de cobre final

para determinar el efecto de altas concentracio

en expresidén y actividad de VWF. ’

actividad de

efecto| de

Como una comparacidn,

adicionaﬂ de

composicidn
VWFE.
or lotes en
(Tabla 5) vy

4 g/L de

con y sin suplementacién

bajas

y actividad de rVWF,

El medio basal que gontiene 0.3

de soya, lo

como se

proporcionando una concentracién

el medio
fsuplementado

CU2+,
I
Fe 4.3 ng/L,

nes de cobre

Tabla 5. Comparacién del Medio de Cultivo BAV-SP

Medio BAV-SP

Componentes mg/%
Amino Acidos

L-Alanina 4.45
HC1l L-Arginina 147.50

9%
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L-Asparagina-H,0 30%21
Acido L-Aspartico 6.%5
HC1-H,0 L-Cisteina 32*55
2HC1 L-Cistina 57.[35
Acido L-Glutamico 7.3%
Glicina 18.%5
HC1l L-Histidina-H;0 31.?8
Hidroxi-L-Prolina |
L-Isoleucina 54.47
L-Leucina 59.#5
HC1l L-Lisina 91.%5
L-Metionina 17.%4
IL-Fenilalanina 35.%8
L-Prolina 52.44
L-Serina 26. 2
L-Treonina 53.4F
L-Triptofano 29.0?
2Na 2H20 L-Tirosina 55.79%
L-Valina 52.8%
Vitaminas |
Acido Ascérbico 3.49%
Biotina 0.0035
Cloruro de colina 8.986
D-Ca-Pantotenato 2.244
Acido Félico 2.65%
I-Inositol 12.600
Nicotinamida 2.02&
HCl1 Piridoxina 2.031i
Riboflavina 0.219)
HCl Taiamina 2.1701
Vitamina B12 O.68OE
Sales Anorganicas E
Cloruro de Calcio (CaclZ) 116.600
Sulfato de Cobre (CuS0,.5H,0) 0.0015
Nitrato Férrico (Fe(NO;)3-9H,0) 0.050
Sulfato Ferroso (FeSQ,-7H,0) 0.417

A
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|

Cloruro de Magnesio (MgCl2) 28.640 |
Sulfato de Magnesio (MgS04) 48.840

Cloruro de Potasio (KC1) 311.800 '

Cloruro de Sodio (NaCl) ' 6995.500 f
Fosfato de Sodio (Na2HPO4) 71.020

Fosfato de Sodio (NaH2PO4) 62.500 !

5 Sulfato de Zinc Heptahidratado (ZnS04-7H20) | 0.432 ’
Selenita de Sodio 0.0131

Otros f

D-Glucosa 3151 f

Acido Linoléico 0.042 |

Acido Lipoico 0.105 |

Putrescina 2HC1 0.081 '
10 Timidina 0.365

Hipoxantina Na 2.390 ’

Piruvato de Sodio 55.000 '

|

I

|

|

|

|

Componentes para formulacién final
15 L-Glutamina 600.00

Etanolamina 1.530

Sinperonico F68 250.000

Bicarbonato de Sodio (NaHCO03) 2000.000

Peptona de Soya 4000.00 |

|

20 Formulacién Total 18596.8

|
Las células GD8/6 que expresan rVWF se hacen crecer

: |

en ya sea medio bajo en cobre (Tabla 7) o medio alto en| cobre
~ |

(Tabla 8) por 7 dias. Después de 2 dias, los cultiYos se

o5 subcultivaron para realizar un cultivo por lote dor un
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periodo de 5 dias. Las muestras del sobrenadante del &ultivo
se probaron diariamente para contenido de rVWF (ELISA vWF),
total (Ristocetina) y especifico (Actividad Especifica) via
un ensayo del cofactor de ristocetina. Varios paradmetiros de
cultivo, que incluyen conteo celular, viabilidad cellular vy

concentracién de amonio también son monitoreadas diariamente

(excepto por lotes los dias 3 y 4). |
Inesperadamente, los cultivos se hacen crecér bajo

altas concentraciones de cobre que producen sobrenadanLes que

contienen actividad rVWF especifica y total significanpemente

alta (resultados comparados en la Tabla 7 y Tabla 8). Por

ejemplo, en el lote del dia 4, el cultivo celular s$e hace
|

crecer bajo concentraciones altas en cobre que coptienen
actividad rVWF de 1.52 IU/mL, comparado a la actividad rVWF

0.2 IU/mL para el cultivo bajo en cobre. Esto es a peLar del

|
hecho que el cultivo celular bajo en cobre que produFe casi

dos veces la cantidad de rVWF como el cultive celular plto en

cobre. Ademds, la actividad especifica del sobrenadante
obtenido del cultivo alto en cobre fue mas de 13 vec%s mayor
que del sobrenadante del cultivo bajo en cobre (831 QU/lO ng
de rVWF contra 62 mU/10 pg de rVWF). |

Como se observa en la Tabla 7 vy Tabla: 8, 1la
actividad del cofactor de ristocetina total vy especiﬁica del

cultivo alto en cobre fue dos veces que la del cultﬂvo bajo

en cobre en el lote del dia 1. Ademé&s, en contraste a 1los
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subsecuentes incrementos en actividad observados n el
cultivo alto en cobre, no se observa incremento len la

cantidad de actividad del cofactor ristocetina después del

|

lote del dia 1 para el cultivo celular bajo en ‘cobre.
Consistente con este resultado, el andlisis de electro%oresis
en gel de agarosa del estado de multimero rVWF reveld %ue una
baja concentracién de rVWF de peso molecular baﬁo, en
relacién a la concentracién de especies de rVWF de bajo peso

molecular, estd presente en el sobrenadante del Fultivo

celular bajo en cobre en el lote del dia 1, vy ‘que la

concentracidén relativa ademds disminuye con el tiempof(Figura
1Ay 1B). En contraste, la suplementacién del médio de
cultivo con Cu?* resulta en la formacién consistente del
antigeno activo del cofactor ristocetina (RiCoF) a tr%vés del
cuarto dia. Consistentemente, no hay pérdida en la ?antidad
de multimeros rVWF de alto peso molecular estables oc&rrido a
través del dia 4 del cultivo por lote (Figura 1A y iB). Los
resultados densitométricos del electroforesis en |gel de
agarosa mostrados en la Figura 1B reveld que las coqdiciones
bajas en cobre del cultivo fue solamente capaz de Producir
una poblacidén de rVWF en el cual més del 10% (e% decir,

|

16.3%) del rVWF estd presente en moléculas que tiengn mas de
|

10 dimeros para un dia del cultivo por lotes (es decir,
|

|
muestra del “dia 3” en Linea 2 del gel de agarosa de la

Figura 1A), y notablemente, esta poblacién cayd sol%mente al

|
|
|
|
|
|
|

|
|
|
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en el dia 5 del cultivo por lotes (muestra del “dia|7” en
la Linea 6). En contraste bajo en condiciones altas en éobre,
la cantidad relativa de multimeros vWF con mé&s de 10 dimeros

es consistentemente alrededor de 30% a través del dia|4 del

cultivo por lotes (“dia 3” a “dia 6” en Lineas 7-10; {28% a

31.4%).

Notablemente, iniciando en el lote del dia’g del
cultivo por lotes alto en cobre, cuando los niveles dE NH,"
exceden 100 mg/L (mayor que aproximadamente 5.0 mM), la
expresidén del antigeno adicional (18.3 a 35.4 pg/L; comLarado
al lote de los dias 4 y 5 de la Tabla 8) no resulta [en un

incremento concomitante en la actividad de RiCoF presehte en

el sobrenadante. Consistente con este resultado, el nivel de

multimeros rVWEF de alto peso molecular en el lote del|dia 5

(dia 7 del cultivo) disminuye en la relacidén 'a la

concentracién de multimeros rVWF de bajo peso molecular.

También solamente en el lote del dia 5 (muestra del “dia 7”7

del cultivo en la Linea 11), la cantidad relativa del %WF con
mas de 10 dimeros es reducido a 21.4%. :
Tomados juntos, los datos proporc%onados
anteriormente demuestran que la suplementaciéL de
concentraciones de cobre en cultivos celulares que e%presan
rVWF dramdticamente incrementa la actividad del cofackor de

ristocetina rVWF total y especifica, asi como tambﬁén la

produccién estable de multimeros rVWF de alto pero molécular.
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|

Ademas, los datos muestran una correlacién entre la presencia
1

de concentraciones de NH,” altas en los cultivos #elulares Yy

la pérdida de la actividad del cofactor ristocet%na rVWE vy

|

produccién del multimero rVWF de alto pero moleculﬂr.
l
|

Tabla 7. Expresién de rVWF en cultivo de |[células de

mamifero realizados en forma de lote usando media @AV—SP con

una concentracién de cobre baja (1.0 ug/L). i
Conteo ‘
Dia celular NH,* Viabi- ELISA Risto- ﬂctividad
del [células ‘ lidad VWEF cetina eEpecifica
lote [10E6/mL]  |[MI/1] |rq; [ng/ml] |[IU/mL] mF/lOug
l
0 0.42 21 98.8 n.d. n.d. n%d.
]
1 0.78 43 n.d. 6.3 0.23 3@5
2 1.24 64 99.1 12.8 0.23 1%0
|
3 1.86 n.d. n.d. 22.7 0.21 93
|
4 2.49 n.d. n.d. 32.2 0.20 6%
5 3.11 106 98.3 44.4 0.20 45

mamifero realizados en forma de lote usando media

Tabla 8. Expresién de rVWF en cultivo celular de
i

I

BAV-SP con
|

una concentracidén de cobre baja (1.0 ug/L). '
l
Conteo 1
Dia celular NI Viabi- ELISA Risto- Actividad
del Ccelul : 4/1] lidad VWE cetina especifica
lote células mng 5
10E6/mL] (%] [pg/ml] |{1U/mL] mUﬁlOug
|
0 0.40 21 99.3 n.d. n.d. n.d.

14
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|

|
1 0.71 42 n.d. 4.8 0.40 833
2 1.23 63 99.5 8.7 0.62 713
3 1.85 n.d. n.d. 15.0 1.07 713
4 2.54 n.d. n.d. 18.3 1.52 831
5 3.32 109 98.9 35.4 1.55 438

|

Ejemelo 3

Se co-expresaron el Factor Recombinante VIII
(rFVIII) y el Factor de Von Willebrand (rVWFE) én cultivos
continuos de células GD8/6 operadas bajo condiciones

quimiostaticas para determinar el efecto de la |composicidn

del medio de <cultivo en expresidén y actividad VWF.
Brevemente, las células GD8/6 se cultivaron en m@dio BAV-SP
que contiene 4 g/L de hidrolizado de soya con y sin
suplementacién de cobre como se describe en el |Ejemplo 2.
Para probar el efecto de concentraciones de cob%a bajas en

expresidén y actividad rVWF, se usd medio BAV—S% basal. E1

medio basal contiene 0.3 pg/L de cobre y se suplementd con
I
hidrolizado de soya, lo cual contribuye a 0.7 uq/L de cobre

adicional, proporcionando una concentracién de coﬁre final de

1.0 pg/L. Como una comparacién, el medio BAV—S% usado para

los cultivos por lote fue suplementado adicionalménte con 3.3

|
ng/L de Cu®* adicional, proporcionando una concqntracién de

cobre final de 4.3 ng/L, para determinar el| efecto de

|
concentraciones de cobre altas en expresidén y actividad VWF.

|
\ . . | .
Los cultivos se  hicieron «crecer en la presencia de
|
W

44
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concentraciones de cobre altas y bajas se cultiyaron bajo

densidades celulares tanto altas (2.8x10° célulaé/mL) como

bajas (aproximadamente 1.4x10E06 células/mL).

|

l
Como anteriormente, las muestras del sobrenadante

del cultivo se probaron para contenido de rVWF (ELISA vWF),

actividad total (Ristocetina) y especifica (Actividad

Especifica) via ensayo del cofactor ristocetina. También se

monitorearon varios pardmetros del cultivo, quel incluyen

conteo celular, viabilidad celular y concentracién de amonio.

Los datos se generaron de la fase de estado estable de las

a Tabla

1
semanas 2 y 3 de los cultivos quimiostdtico (Tabla 9
1
13). |

|
|
|
'.
Tabla 9. Datos de la media para expresié% rVWE en

|
cultivo celular quimioestdtico durante las semanas 2 |y 3.

Conteo Concen- Conteo NH,* | vVviabi- | ELISA Risto- x:h.ctividad
Celular | tracidn Celular [mM] | 1lidad vWE cetina Iéspecif ica
de cobre [células [%] [rg/ml] [IU/mL] kmU/lOpg]
10E6/mL] | |
|
Alto Baja 2.88 3.88 ! 97.74 44 .56 0.10 %1.62
Alto Alta 2.79 4.04 | 98.25 38.38 0.19 5‘|3.11
|
Bajo Baja 1.55 3.33 | 98.63 18.96 0.10 5110.16
|
bajo Alta 1.43 3.17 | 98.59 11.76 0.70 598.76
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Expresidén

rVWE

en cultivo

c?lular
!

. , e \ . |
quimioestatico durante el conteo celular alto, condiciones de

cobre bajas durante las semanas 2 y 3.

|
|
I
/

Dia Conteo NH4+ Viabilidad | ELISA Ristocetina Actlvidad
Celular [mM] [%] vWF [IU/mL] especifica
[células [pg/ml] [mQ/lOug]
10E6/mL] !

!
8 2.54 3.7 98.20 39.8 0.095 23;86934673
9 3.02 4.2 97.40 |
|
10 2.97 3.9 97.90 41.3 0.095 2%.00242131
i
11 2.78 {
|
10 113 2.91 3.8 57.60 a1.7 0.095 2776177458
[
14 2.90 3.8 97.40 |
{
!
15 3.05 3.9 97.70 44.7 0.095 21.25279642
f
16 2.99 3.8 98.30 {
{
17 2.76 3.9 97.40 55.3 0.095 ﬁ7.17902351
!
2.88 3.88 97.74 44 .56 0.10 321.62
15 ]-‘
I!
]
Tabla 11. Expresién rVWF en cultiv? celular
|
oo,
quimioestético durante el conteo celular alto, condiciones de
|
{
cobre altas durante las semanas 2 y 3. f
|
Dia Conteo NH4 + Viabilidad | ELISA Ristocetina] Actividad
!
20 Celular [mM] [%] vWF [IU/mL] | | especifica
{
[células [ng/ml] Il [mU/10pg]
!
10E6/mL] !
!
8 2.52 3.9 98.30 31.8 0.35 ; 110.0628931
|
9 2.92 4.3 98.50 |
|
!
10 2.80 4.2 98.60 37.4 0.32 { 85.56149733
i
11 2.57 !
25 |
|
|
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13 2.81 3.9 98.50 37.6 0.095 25.26595745
14 2.92 3.9 97.80
15 2.77 3.9 97.80 43.0 0.095 22.09302326
16 2.72 4.0 98.30
17 3.04 4.1 98.20 42.1 0.095 %2.56532067
5 2.79 4.04 98.25 38.38 0.18 53.11
Tabla 12. Expresién rVWF en cultivo | celular
quimicestatico durante el conteo celular bajo, condiciones de
cobre bajas durante las semanas 2 y 3.
10 Dia Conteo NH,* Viabilidad | ELISA \ctividad
celular [mM] (%] VWE Ristocetina e;specifica
[células [rg/ml] [IU/mL] |th/lOug]
10E6/mL]
8 1.61 3.3 99.10 19.3 0.095 %9.22279793
9 1.65 3.3 98.00 ‘
15 7o 1.49 3.3 98.90 18.6 0.095 <|*>1.07526882
11 1.58 !
13 1.58 3.4 98.10 18.1 0.095 $2.48618785
14 1.56 3.3 99.30
15 1.52 3.3 98.50 18.9 0.095 50.26455026
16 1.50 3.3 98.40
20 17 1.50 3.4 98.70 19.9 0.095 A17.73869347
1.55 3.33 98.63 18.96 0.10 50.16

25
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Tabla 13. Expresién rVWEF en cultivo [celular
|
quimicestatico durante el conteo celular bajo, condiciknes de

cobre altas durante las semanas 2 y 3.

|
l
l

Conteo
celular ELISA Act&vidad
5 [células NH,* Viabilidad | vWF Ristocetina | especifica
Dia 10E6/mL] [mM] [%] [pg/ml] | [IU/mL] [mUlloug]
8 1.46 3.2 98.80 11.6 0.73 629%3103448
9 1.45 3.2 98.20 |
10 1.37 3.1 98.90 11.0 0.7 63623636364
11 1.43 t
10 13 1.33 3.2 98.10 11.1 0.68 612%6126126
14 1.39 3.2 97.20 \
15 1.51 3.2 99.70 12.4 0.69 556.%516129
16 1.49 3.2 98.60 i
|
17 1.43 3.2 99.20 12.7 0.71 559.4'0551181
1.43 3.17 98.59 11.76 0.70 598.?6
15 :
Il
Como se muestra en la Figura 2A, el sobren%dante
recolectado del cultivo celular rVWF continuo que cr%ce a
|
densidades celulares bajas y concentraciones de cobre Fltas
que contienen actividad especifica alta (promedio d% 600
20 mU/10 pg), mientras los sobrenadantes recolectados dg los
cultivos celulares rVWF que crecen a densidades celu#ares
bajas en la presencia de concentraciones de cobre bajaé que
|
contienen actividades especificas bajas (menos de 100 éU/lO
ng) . Consistente con los resultados observados para cul%ivos
25

por lotes, la Figura 2B muestra cultivos celulared de
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mamifero continuos que expresan rVWF con acrividades
especificas altas que tienen concentraciones de NH;" mas bajas
que los cultivos que produce rVWF con actividades esﬁecificas

|

bajas. Estos datos ademds refuerzan la correlacién |entre la

concentracién de NHs" en el cultivo celular y la actividad

especifica de rVWF producido por el cultivo. Notablemente, la
combinacidn de concentraciones de cobre altas 3%
concentraciones de amino bajas en el cultivo | celular
permitidas para la produccidn de actividad rVWFE

significativamente mejorada.

Consistente con este resultado, el anéﬂisis de

electroforesis en gel de agarosa del estado de multim@ro rVWF
de cultivos quimiostato (Figura 6) reveld que solaménte los
sobrenadantes de los cultivos operados a densidades &e cobre
altas y celulares bajas y asi el amonic bajo resultld en un
vWF multimérico de expresidn alta con%istente
(aproximadamente 23% a 27% en CST a los dias 8, 17 & 24 en
Lineas 4, 8 vy 12, respectivamente) . Todas laﬁ otras

condiciones no alcanzan cantidades consistentemente Qltas de

mas del 10% de vWF con més de 10 dimeros durante un\periodo

de cultivo prolongado. l
l
|

|

Para determinar el efecto de la concentra&ién de

Ejemplo 4

cobre en el medioc de cultivo en la expresién vy acrividad

|
|
|
|
|
|
|
|
l
i
|
|
l
|
l
|

ioal
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especifica de rAl3, se hicieron crecer cultivos celulafes de

|
mamifero que expresan rAl3 por 4 semanas bajo condicio#es de

cultivo continuo quimiostédtico en medio ADAMTSl# que
|
|

medio basal DMEM/F12 vy suplﬁmentos

gue contiene concentraciones d% cobre

comprende BESP845del

adicionales (Tabla 14)

(sin suplementacién de | cobre

que varia de 0.66 jug/L

a ng/L.

adicional) y con suplementacién de cobre adicional

f‘
Como se muestra en la Tabla 5, incrementando la concen#racién
|

de cobre en resulta| en un
f

significante en productividad Volumétrici

el medio de cultivo celular
(P) vy

10 1lncremento
especifica (q) expresada como la actividad de rAl# total
producida por litro de cultivo y dia, y la actividad;de rAl3
total producida por célula y dia, respectivamente. ;

f

15 Tabla 14. Composicién del medio ADAMTS13. |

BESP845 de DMEM/F12 Il:
i

Aminoacidos mg/L ;
L-Alanina 13.3500 f
HC1l L-Arginina 147.5000 f
|

20 L-Asparagina-H,0 45.1600

Acido L-Aspartico 19.9500 |
HC1-H,0 L-Cisteina 32.5500 |
2HC1l L-Cistina 102.3500 ;
Acido L-Glutémico 22.0500 ;

25

205
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Glicina 26.2500
HCl L-Histidina-H,0 51.4800
L-Iscleucina 74.4700
L-Leucina 119.0500
HCl L-Lisina 146.2500
L-Metionina 100.0000
L-Fenilalanina 60.4800
L-Prolina 63.7400
L-Serina 36.7500
L-Treonina 53.4500
L-Triptofano 29.0100
2Na 2H20 L-Tirosina 75.7900
L-Valina 82.8500
Sales mg/L
Cloruro de Calcio (CaCl2) 116.6000
Sulfato de Cobre (CuSQ,_5H,0) 0.0026
Nitrato Férrico (Fe (NO;)3-9H,0) 0.0500
Sulfato Ferroso (FeS0,-7H,0) 1.0170
Cloruro de Magnesio (MgCl2) 28.6400
Sulfato de Magnesio (MgS04) 48.8400
Cloruro de Potasio (KCl) 311.8000
Cloruro de Sodio (NaCl) 5495.5000
NaZ2HPO4 Anhidro 213.0200
NaH2P04 Anhidro 54.3500
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Sulfato de Zinc Heptahidratado

(ZnS04-27H20) 0.4320
Selenita de Sodio anhidro 0.0087
Vitaminas mg/L
Acido Ascérbico 3.4990
Biotina 0.2035
Cloruro de Colina 26.9800
D-Ca-Pantotenato 6.2400
Acido Félico 6.6500
I-Inositol 36.6000
Nicotinamida 7.0200
HCl Piridoxina 6.0310 ]
Riboflavina 0.6590 ’
HC1 Tiamina 6.5100 i
Vitamina B12 2.6800 i
Miscelanea mg/L ;
D-Glucosa 5000.0000
Acido Linoleico 0.0420 :
Acido Lipoico 1.0050 |
2HC1 Putrescina 3.6810 ;
Timidina 0.3650 |
Na Hipoxantina 2.3900 !
Piruvato de Sodio 55.0000
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|

DMEM/F12 BESP845: Total 12738.3 .|'
Suplementos del medio ADAMTS-13 mg/L f
L-Glutamina 1300.0000 }
F68Pluronico 1000.0000 }
Etanolamina 1.5300 (
ZnSo4*7 H20 1.0000 ’
Na-Hidrogencarbonato 1500.0000 ‘
Suplementos Totales 3802.5 !
Cantidad Total de Ingredientes 16540.8 }
l

i

|
Para determinar si las concentraciones dé cobre

|

incrementadas afectan la integridad del rAl3 expresado, se

examiné el sobrenadante recolectado de cultivos c#lulares

rAl3 que crecen en medio que contiene 0.66 ug/L, 1 Hg/L y 4

pg/L de cobre por anédlisis SDS-PAGE. Como se obserwa en la

Figura 3A (tinte de plata) y Figura 3B (manchadof western
anti-Al3), no se observaron cambios obvios en 1la calﬁdad del

producto por electroforesis en gel. Especificamente% no hay

incremento en el nivel de 170 kD truncado u otras dariantes

rAl3 MW bajos y no hay otras bandas HCP adicidnales o
f

incrementadas resultado de la expresién rAl3 en la presencia

de concentraciones de cobre incrementadas. f

Para estimar una concentracidén optima de’cobre en
|

la actividad de rAl3, una extrapolacién de datos deila Tabla

15 de P Frest contra concentracién de cobre (qigura 4)
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|
|
muestra que el efecto dptimo es igualmente aléanzado a

aproximadamente 2 ng/L, con una estimacién conservadora de un
|

efecto negativo por arriba de aproximadamente 4 ug/Lk

Tabla 15. Expresién de rAl3 en cultivo delular de
mamifero realizado en modo de cultivo continto quimostatico

usando medio que contiene concentraciones de cobre variables.

Eédia_ del |zz - NC P Frets |q Frets :i;iZigi:a
Xperimento R&D . . !

[ somanas con losermy [0/ 0t [R5 pes

0.66 pg/L Cu®* 1.35 1322 1028 1%59

1 pg/L Ccu® 1.64 1962 1247 1:690

4 pg/L Cu® 2.26 2960 1338 1;768

|
|
|

En base a los resultados obtenidos anteriormente,

se realiza un experimento adicional, el cual ?ompara la

. . . I .
expresion de rAl3 en medio de cultivo celular que contiene

|
0.66 ng/L de cobre con 2.0 pg/L de cobre. Como se lmuestra en

la Tabla 16, la suplementacién del medio celular' basal con

|
cobre, para una concentracién final de 2.0 ug/L, de cobre,
l
resultando en un incremento significante en pr?ductividad

volumétrica (P) y especifica (g) expresada como l% actividad

de rAl3 total producida por litro de cultivo §/fdia, y la
|

actividad de rAl3 total producida por célula y dia,
|

respectivamente, durante un periodo de 8 semanas! Los datos

QCﬂ
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l
especificos para cada semana de produccién de rAl% en los dos

cultivos se muestran en la Figura 5. A partir de %stos datos,
es claro que la suplementacién con cobre tien% un efecto
benéfico medible en metabolismo <celular, v%locidad de

crecimiento especifico y productividad de rAl3. ;

Tabla 16. Expresién de rAl3 en cultiv% celular de

mamifero realizado en modo de cultivo continuo huimostético

|

usando medio que contiene concentraciones de cobrk variables.

’Actividad
edia a Escalal2Z - NC P Frets (g Frets especifica
10L de 8[ 1o e i
semanas CST células * U/ (células
10E6mL] [0/ (L*d) ] | oEoxq) ] | U/mg
|
0.66 pg/L Cu?* |[1.29 1049 821 ‘I 1862
2 pg/L Ccu® 2.17 2470 1146 f 1749
T
|

Se entenderd que los ejemplos y: modalidades

descritas en la presente son para propdsitos filustrativos

solamente y que se pueden sugerir vario# cambios ©
modificaciones en vista de la misma a personas e%pertas en la

técnica y deben ser incluidos dentro del: espiritu vy

competencia de esta solicitud y alcan?e de las

reivindicaciones adjuntas. Todas las publlcac1o?es, patentes

y solicitudes de patentes citadas en la presente:son por este

medio incorporadas para referencia en su totalidad para todos

los propédsitos.
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REIVINDICACIONES

|
.. . . . |
Habiéndose descrito la invencidn como antec?de, se

reclama como propiedad lo contenido en las siguientes.!
|

|

|

1. Un método para producir una comﬁosicién
ADAMTS13 (rAl3) recombinante, caracterizado porque eﬂ método

comprende las etapas de:

|
J
f
|
(a) proporcionar un medio de cultivo de ;células
basales; |

(b) suplementar el medio de cultivo de ,células

basales con cobre para proporcionar una concentracién de

|
!
cobre final de al menos 1.0 pg/L; :

(c) proporcionar una o mas células que copprenden

|
un &cido nucleico que codifica una proteina rAl3; !
|

(d) cultivar una o més células en el ﬁedio de
cultivo de células suplementadas con cobre de maﬁera que
|

|
rAl3 se expresa y excreta de las células en un cqltivo de

sobrenadante; vy |
|

(e) recuperar al menos una porcién del! cultivo
|

sobrenadante, |
J

en donde al menos 1500 Unidades de actﬂvidad de
|
l

FRETS-VWF73 por litro suplementada con medio de c@ltivo de
|

células basales por litro estd presente en el sobrenadante de

cultivo recuperado.

|
|
|
1'
2. El método de conformidad con la reiv%ndicacién
|
|
|
{
|
{
|
|
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|
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1, caracterizado el medio de cultivo de células basa}es es un
medio de cultivo libre de proteina animal. (

3. El método de conformidad con la reiviPdicacién
1 6 2, caracterizado porque el medio de cultivo d$ células
basales es un medio de cultivo libre de proteina. ‘

4. El método de conformidad con cualquieka de las
reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el (medio de
cultivo de células basales es un medioc de cultivo libre
quimicamente definido. f

5. El método de conformidad con cualquiéra de las
reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porgue la con%entracién
final de cobre del medio de cultivo de célula% basales
suplementado es al menos 1 ug/L de cobre. ;

|
6. El método de conformidad con cualqui?ra de las

reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la con%entracién
final de cobre del medio de cultivo de célule basales
suplementado es al menos 2 pg/L de cobre. (

7. El método de conformidad con cualquigra de las
reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la co?centracién
final de cobre del medio de cultivo de célulés basales
suplementado es al menos 4 ug/L de cobre. f

8. El método de conformidad con la reiéindicacién
5, caracterizado porque la concentracién final dq cobre del

medio de cultivo de células basales suplementado'es entre 1

png/L y 6 pg/L de cobre.

f
|
|
|
|
|
|
|

>*
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9. E1l1 método de conformidad con la reivinqicacién

5, caracterizado porque la concentracién final de co%re del

|

medio de cultivo de células basales suplementado es entre 2

|

|

10. El método de conformidad con cualquierﬁ de las

pg/L y 4 ng/L de cobre.

reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque el deio de

|

cultivo de células basales suplementado con caobre se

proporciona como una sal de cobre, un guelato de cobri, O una

combinacidén de los mismos.

11. El1 método de conformidad con la reivinLicacién

|

10, caracterizado porque la sal de cobre se selecciona del

grupo que consiste de sulfato de cobre, acetato dé cobre,
|

. o, . |
carbonato de cobre, cloruro de cobre, hidrdéxido de cobre,
|

nitrato de cobre y éxido de cobre. !
|

12. El método de conformidad con cualquierh de las
|

. : . \ . | .
reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque una o mas
|

|
13. El método de conformidad con la reivindichcién 12,
|
caracterizado porque las células de mamifero son células ICHO.

|

14. El método de conformidad con cualquiera de las

células son células de mamifero.

reivindicaciones 1 a 13, caracterizado porque cultivar una o

|
més células comprende cultivacidén por lotes de las células.

15. EIl método de conformidad con cualquiera de las

|
reivindicaciones 1 a 13, caracterizado porque cultivar una o

mas células comprende cultivacién continua de las células.
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|

|
16. El método de conformidad con 1la reiv%ndicacién

|
15, caracterizado porque la cultivacién continua qe células

|
se realiza en modo guimiostatico. {

|
17. El método de conformidad con la reivindicacién

15, caracterizado porque la cultivacidén continua d% células

se realiza en modo de perfusidn.

|

18. El método de conformidad con cualquie%a de las

reivindicaciones 1 a 17, caracterizado porqgue uqa O mas

|
células se cultivan en al menos 100 L del medio dé cultivo

suplementado a base de células basales. ‘
l
19. El método de conformidad con cualquiefa de las
reivindicaciones 1 a 18, caracterizado porque la \densidad

l

celular se mantiene a menos de 4.5x10° células por m@ durante

|
la etapa de cultivar una o méas células. 1

{
20. El método de conformidad con la reiviqdicacién

|
19, caracterizado porque la densidad celular se mantiene a

menos de 3.5x10° células por mL durante la etapa de kultivar

|
. Py |
una o mas células.

|
I

21. El método de conformidad con la reivinbicacién

|
19, caracterizado porque la densidad celular se mantiene a

|
menos de 3.0x10° células por mL durante la etapa de ?ultivar

|
una o mas células. I
|
) . c .,
22. El1l método de conformidad con la reivindicacidn
|
19, caracterizado porque la densidad celular se n@nkiene a

|
menos de 3.0x10° células por mL y 4.0x10° células |por mL

2%
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durante la etapa de cultivar una o mas células.

23. El método de conformidad con cualquiera ée las
|

reivindicaciones 1 a 21, caracterizado porque la et%pa de

!

recuperar al menos una porcidén del cultivo sobrenadante
comprende filtracidén o centrifugacién para remover las

|

células de la porcidn del sobrenadante del cultivo. |
24. El método de conformidad con cualquiera/de las
[

4 . , |
reivindicaciones 1 a 23, caracterizado porque al menos 2000

Unidades de actividad de FRETS-VWF73 por litro de nedio de
|
1

cultivo de células basales suplementado por dia estéd presente
i

en el sobrenadante del cultivo recuperado. f
i

25. El1 método de conformidad con la reiviﬁdicacién
{

24, caracterizado porque al menos 2500 Unidades de éctividad

de FRETS-VWF73 por 1litro de medio de cultivo dé células
!
!

basales suplementado por dia estd presente en el so@renadante
|

de cultivo recuperado. |

i
|
i

26. El método de conformidad con cualquiéra de las
|

!
reivindicaciones 1 a 25, caracterizado porque el sdbrenadante

i
recuperado tiene una actividad de FRETS-VWF73 esa@cifica de

rAl3 de al menos 800 mU/ug.

27. E1 método de conformidad con cualquiera de las

|

reivindicaciones 1 a 25, caracterizado porque el #obrenadante
!

recuperado tiene una actividad de FRETS-VWEF73 e#pecifica de
i

rAl3 de al menos 1200 mU/ug.

28. E1 método de conformidad con cualqﬁiera de las
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reivindicaciones 1 a 25, caracterizado porque el sobrenadante
recuperado tiene una actividad de FRETS-VWE73 iespecifica de
rAl3 de al menos 1600 mU/ng.

29. El método de conformidad con cua%quiera de las
reivindicaciones 1 a 26, caracterizado porque e& contenido de
NH4" del sobrenadante de cultivo celular se mantiene a una
concentracién por debajo de 10 mM.

30. El método de conformidad con la reivindicacién
29, caracterizado porque el contenido de NH4" del
sobrenadante de cultivo celular se mantiene . a una

concentracién por debajo de 5 mM

31. El método de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones a 1 a 30, caracterizado porgue el método

|

comprende ademds una etapa de enriquecimiento de rAl3.
I
32. Un sobrenadante de culﬁivo celular

]

caracterizado porque comprende ADAMTS13 (rAl3) : recombinante,

en donde el sobrenadante se prepara por un método de
i

conformidad con cualquiera de las reivindicaciones
precedentes. .

i
b
|
f
[
e
F
{
r

33. Un sobrenadante de culﬁivo celular

caracterizado porque comprende ADAMTS13 (rAl3) | recombinante,

en donde el sobrenadante contiene al menos 6 U de actividad

{
i

de FRETS-VWE73 por mL.

34. ELl sobrenadante de cultivo | celular de
f

conformidad con la reivindicacién 33, caracteri%ado porque el
|

]
v




10

15

20

25

210

sobrenadante contiene al menos 8 U de actividad de FRETS-

VWE73 por mL.

35. El sobrenadante de cultivo . celular de
conformidad con la reivindicacién 33, caracteriz?do porque el

sobrenadante contiene al menos 10 U de activiqad de FRETS-
|

VWF73 por mL. |

36. Un sobrenadante de cultivo celular
caracterizado porque comprende ADMTS13 (rAl3) recombinante,
en donde el sobrenadante contiene al menos 3 pg de rAl3 por
mL.

37. El sobrenadante de cultivo celular de
conformidad con la reivindicacién 36, caracterizado porque el
sobrenadante contiene al menos 4 pug de rAl3 por mL.

38. El sobrenadante de cultivo : celular de
conformidad con la reivindicacidén 36, caracterizado porque el
sobrenadante contiene al menos 5 pug de rAl3 por mlL.

39. Una composicidn de ADAMTS13 (rAl3)
recombinante, caracterizada porque se prepara por un método

de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 31.

40. La composicién de conformidad con la
reivindicacién 39, caracterizada porque la composicidén es
formulada para administracidén farmacéutica.

41. La composicidn de conformidad con la
reivindicacidén 39 ¢ 40, caracterizada porque la composicién

es formulada para administracién intravenosa.




10

15

20

25

|
|
|
211 |

RESUMEN DE LA INVENCION

|
|
|
\
|
l

La presente 1invencidén se refiere %ntre otros

aspectos, a condiciones de cultivo celular para ﬂroducir vWE

de alto peso molecular, en particular, WE| altamente

multimérico con una alta actividad especifica y ADAMTS13 con

una alta actividad especifica. Las condiciones |de cultivo

celular de la presente invencidén pueden incluir, por ejemplo,

|
un medio de cultivo celular con una concentracisén

incrementada de cobre y/o sobrenadante de cultivo celular con

una baja concentracién de amonio (NH4™) . L%

l

invencién también proporciona métodos para cultivar células

presente

, . , ‘|
in las condiciones de cultivo celular para expresar vWE de
|

alto peso molecular y rAl3 gque tiene altas actividades

especificas.
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| Numero de | Namero de Indicador Cantidad
Linea _banda Int x mm relativa

! 1 1 809715.2 74.5
' 1 2 277519.7 25.5
2 1 681110.1 83.7
2 2 132376.5 16.3
3 1 568177 90.2

3 2 61619.3 9.8
4 1 500725.4 94.0

4 2 31815.3 6.0
5 1 4331944 95.9

5 4 18307.3 4.1

6 1 412190.2 95.9

6 2 17441 4.1

‘ 7 1 842215.1 72.0
. 7 2 327960.1 28.0

8 1 723836.4 70.5
8 2 303095.4 29.5
9 1 739912.7 68.7

9 2 337575.1 31.3
10 1 929848.4 68.6
10 2 425784.2 314
; ¥ T 6846799 786
‘ 11 2 185964.5 214
12 3 512298.6 | 66.7

12 4 256326.7 33.3

FIG. 1B
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P Frets contra Cobre
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Numero de | Numero de Indicador Cantidad
Linea _banda Int x mm relativa
1 1 155657.0 97.2
1 2 4453.3 2.8
2 1] 419998.6 87.6
2 2 59416.6 12.4
3 1 225344.4 97.4
3 2 5898.2 2.6
4 1 557340.0 73.2
4 2 203807.5 26.8
5 1 248653.8 97.8
5 2 5599.8 2.2
6 1 434040.2 95.4
6 2 20823.4 4,6
7 1 238580.2 97.9
7 2 5159.7 2.1
8 1 322940.6 77.3
8 2 94677.8 22.7
9 1 250356.6 98.0
9 2 5183.5 2.0
10 1 275819.1 97.7
10 2 6469.7 2.3
11 1 207447.3 97.3
11 2 5687.5 2.7
12 1 604779.1 76.2
12 2 189356.4 23.8

FIG. 6B
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ESTIPULACIONES: |
PRIMERA. Que obra en su calidad de representante legal de la sociedad ’
denominada CAVELIER ABOGADOS, NIT : 860,041.367-3 domiciliada en-
la Carrera 4 No. 72-35, Bogota, Colombia@, =« e e m e cc i amee . -II-
SEGUNDA: due BAXTER INTERNAT!GNAL INC. 4ciedad constituida |y
existente bajo las leyes del Estado de Delaware Estados Umdos de
América, domiciliada en One Baxter Parkway, Deerﬁeld Atfinois, Estad s
Unidos de Amenca designd a CAVELIER ABOGADOS  como su
representante para la Propzadad [ndustrial en Colombia con facultades ée
nombrar apoderados tal como consta en la copia auféntica del documenbto
de representacién que se protocoliza. == s uv —~ ool R -
TERCERA.- Que en su caracter de representante legal de CAVELIER
ABOGADOS, y en desarrollo de la facultad otorgada por BAXTER

INTERNATIONAL. INC., confiere pader & los abogados LUZ CLEMENCIA

DE PAEZ, T.P.A. No. 23.555, identificada con cédula de ciudadania ntmero
35.456.344 de Usaquen, NIDIA QSORIO LOPEZ, T.PA. No0.73.3686,
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identificada con cédula de ciudadania nimero 39.787.682 de Bogots,
OSCAR FERNANDO CORREA BARBOSA, T.P.A. No. 71.027 identificado
con cédula de cuudadama nimero 79. 524 634 de ‘Bogota, EDNA DARMELY
SARMIENTO GHARRY .T.RA. 85. 794 1dent1ﬁcada con cédula de
ciudadania namero 52.006.265 de Bogotd y JORGE CHAVARRO
AF.IZTIZABAL, T.P.A. No. 40.119, identificado con cédula de ciudadania
ntimero 16.209.380 de Cartago (Valle), mayores de edad, vecinos de
Bogotd, para que representen a la sociedad a cuyo nombre actda, ante
cualesdhi’eré entidades o personas, ejerzan o no jurisdiccién, incluyenda
las del orden adminisirativo, contencioso ',édh"ﬁh"rstraﬁvo y judicial, asf
como los tribunfa‘l‘e:s ;ie:"aébitramento, en todo lo. concerniente a lcs
siguientes asuntc;s: a) Obtencién de patentes de iﬁvencién, modelos de
utilidad, disefios industriales, trazado de circuitosintegrados, secretos
industriales; el registro de marcas de fabrica, colectivas, defensivas, de
servicio, lemas comerciales, nombres comerciales, ensefias, variedades
vegetales, denominaciones de origen ¢ indicaciones de procedencia, su
renovacion, ftraspaso, cambio de nombre o domicilio, cancelacién
voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos deqechos; b} Las
accicnes de competencia desleal, protepcién del consumidor, oposicicnes,
cancelacion admipistrativa o judicial, nulidad, medidas cautelares, accitn
por infraccién, ;:on'cesién de licencias, la proteccién de secretos
industriales y, de nombres de dominio junto con su administracién y pago;
acciones populares, de tutela y de cumplimiento; y en general los procesos
civi!es,. . penales, -administrativos o contencioso-administrativos, de

conciliacién, .arbitramento, tutela relacionados' con ' estos derechas;

.| acciones y procesos’ que promovamos o se nos promuevan CUARTA.-

Que 1os apoderados de31gnados estén facultados en todos los asuntos

i arnba determinados para sustituir este mandato fransigir, conciliar,

arbitrar, admitir los hechos de! proceso, desistir,‘cancelar. recibir, renunciar
y ratificar los actos de agentes oficiosos. QUINTA- Que protocoliza con la
presente gscritqra, un certificado expedide por la Camara de Comercio de
Bogotd, que acredita la constitucion y personeria de la sociedad

CAVELIER ABOGADOS, igualmente protocoliza copia autenticada del
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1. Country: United States of America
This public document
2. has been signed by MARCIA L. EARDING

3. acting in the capacity of NOTARY PUBLIC, MCHENRY CO

|

4. Dbears the seal/stamp of STATE Qf'iﬂﬁINOIS
. . Certified

5. Chiéaéo, Illinois

6. DECEMBER 14, 2009

7. by the Secretary of State, State of Illinois

.

8. No. CO98PR26267

10. Signature:

W7V)Qéa

JESSE WHITE ‘ o
SECRETARY OF STATE
STATE OF ILLINOIS

8. Seal/Stamp:
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CAVELIER
ABOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA da N* 7235
BOGOTA 8- COLOMBIA

REPRESENTACION

REPRESENTATION

Yo (osotros), abejo firmado {5)/I {we), the undersigned

BAXTER INTERNATIONAL INC.

J
i
f
l
|
|
|

ec/of

domicilizde () 410 Baxrer Parkway, Deerfield, Illfnois ," USA

[

Por e presente dombramos, a CAVELIER]
ABOGADOS, sociedad colectiva  constituida: ‘de
conformidad con las leyes de 1z Republicz de Colombia,
mediagte Esectuea Pillica No. 6233 del 10 de
septiembre de 1974, ororgzda en Iz Notrfa Sexm del
Citculo de Bogotd, domicilisda ea Bogoti D.C., con
matdeula mercantl No. 00820237 y NIT 860041367-3,
domiciliadz ea la Camrera 42 N°® 72-35, Bogoti,
Colombia, coro nuestra  representante en todos los
asantos de Propiedad Indusedal, con facultad parz
recibit notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales. '

CAVEITER ~ ABOGADOS  tmbife  podet

representamnos, con las mismas faculiades, arghal,

indicadas, ante cualesquica enddades o . personds,
cjerzan o no judsdiccién, autoridades administrativas o
jucsdicdonales, wribunales de arhitramento, en asuatas
de naturalera civil, comerdidl, penal, constitucional,
competencia, competeacia  desleal, administativa,
conterdoso administeativa, proteccidn del consumidor,
vazicdades vegetales, noobres de dominio, oposiciones
u observaciones, cancelacién administrativa y judicial,
nulidad, medidas cautclares, conecsidn de licencias,
aceiones de butels, I proteccidn de secretos industdales,
derecho regulatorio y en general pam que nos represente
en cualesquicss acciones ¥ procesos que promovamos o
se mos p:omucvan. - N

La represeotante podri, en nuestro nombre, designar
apoderados para achuar antd antotidades administeativas
y  judiciales, por via' extrjudicial v  tambiéa
procesalmente en nuestro nombre, coma demandantes,
como demandados, come lidscoasbitesw como Agantes
ofitiosos, como texeesos, ‘por llagiamicnto ¢a garantia o
Somo jdterviniediEs 4d" ‘xchidendym, Dentro de esta
gitorizacién, la- representante’ podsd faddltae 4 16y

apodenados que cllz designe para tralisipic, concliar,
® CAVELIER ABOGADOS

sy
.

f

Do hereby appoint CAVELIER AB&GADOS, a
general partnership organized unader tthlaws of the
Republic of Colombia by meaas of Public Deed No.
6233 of Septembez 10, 1974, graated at Notury Sixth of
the Bogota Clxcuit, domidiled in .Bogeta D.C, with
Mexcantile Registration No.. 00820237 aod Tarpayer
Identification Number 860041367-3, |Gomiciled at
Cazrera 42 N° 72-35, Bogowm, Colombia, a5 our
representative for all Industrial Propc:d masters with
faculty to seceive potifications aod appoint attoraeys in
and ows of Cowst, ) i

f

CAVELIER ABOGADOS may also rcglrcsmt us, with
the same faculties stated above, beforc|any entities or
pezsons, with or without jurisdieton, administrative or
judsdictional anthodties, counts of abitation, in v,
commercial, criminal, constitational, corhpetition, unfair
competition, administrative, administrative contentious,
coaswmer protection, plant varicties, domain names,
opposition or chsetvation mattars, adj:nin.ismﬁvc and
Court caccelladon, nullity, p:emudénaxy ImeasuLes,
licensing, action for writ mandamus, psbrection of trade
sccrets, regulatory law and in general zepreseat us in any
actions 2ad suits instituted by vs or agaif‘ast us.

|

I

i

|
The reprosearative xay, o our Ifnnmc, designate
attoraeys to act befors administrative and judical
authodtics, through out-of-court cil{mncls, and also
proceduraly in our hame 4s phintff, defeadaat, joiac
litigant, representative without power of attomey, third
party, when summoned, to ‘appead In court or as
intervencr ad éxcludendun. Under lthis authosization,
the epresentative may coapawes the dttotacys appointed
thezeby to compromise, conettiate, admit the facts 6f the

A3 LIV '
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case, desist, cancel, receive, resign and substtuié Jhe
power of attorney granted thereto, Likewise, the
tepresentative shall have the facdlty of revoldng the
power of aromey thus granted at any fme jt gy deem -
conveaicat. ‘The tepreseatative may in any ease ratify the

2dmitir los bechos del proceso, desistir, cancelar, tecibis,
renunciar 7 sustireir e poder que se ke otorgue. Asi
mismo, la representante tendrd Iz facultad para revacar
¢l poder asf otorgado en ol momeato que considere
pertinente, La represcatante en todo caso podrd ratificar

.

los actos de agentes oficiosos.

En/in

acts of representatives without a powes of attorgey.

[

Por/by

James Smith

!

Firma/Signatate, W

Nota: : 0

PARA SOCIEDADES

El documcato de Representacién débert ser firmado

por el representante legal deda cdmpadia, Debech ser

presentado ante Notado Piblico para que certifique
. quela persona que firma ez quien. dice ser. Ta ficma

del sefior Notatio debess set [epalizada¥.

Adicionalmente deberd 2nexarse gopia Jegnlinada®
del documento que pmche Iz existeacia y
‘represeatacién legal delx sociedad.

*La legalizacién podek ser por Aposeilla si el pais del
arorgante hace patte de la Convencidn de La Haya
del 5 de octubre de 1961 o smte el Cénsul de
Colombia en caso coatsado. Una sola legalizaciés
guc incluyz ambos documentos setfs suficiente.

PARAPERSONAS NATURALES

El doctunento de Representacién debees ser frmado

poz cl otorgante: B Notado Piiblico debers certificar |

que fa persoma que fimaa es guicn dice set.

Posteriormente el documento de Repeesentacion
deberd ser Jegalizade por Apostilla si of pafs del
otorgante hace paste de 1a Convencién de La Haya
del 5 de octubte de 1961 o ante el Cénsul de
" Colombia en caso contrade.

Note;

;. FOR CORPOBATIONS
The Representation document should be signed by
the Legal Representative of the compeany. Tt should
be productd before 3 Notary Publie, who should
certify that the petson signing the same i3 in fact
whio be/she purporta to be. The Notary's signature
should then be legalized*.

In :\d'dilion a lepalized_copy* of the docrment

proving the existence and legal repregentation of the
company should also be attached.

“Legalizaton may he mede by Apostille i the
issuing country s a ‘member of the The Hague
Convendon of Octaber 5, 1961, or before the
Colombizn  Consuiste if otherwise. A single
legalizatlon that would jnclude both documents
would be sufficient,

FOR INDIVIDUALS

"The Rcixes:atzdon should be signed by the
grantor. The Notary Pubfic should aertify that the
" person signiag is whe he/she purports to ba,

Scheequently, the Ropresentation document should
be legalized by Apostille*if the Issuing country is 2
member of the The Hague Convention of October
5, 1961 or before the Colomblan Consulate if
otherwise,

Subscribed erd aworn befora ma, this_/ =

Dado y firmado hoy/Givea and signad thig - f ';jolav ¥ Aivesbe— o7
. . 7 ’
Deerfield, Tlldinois, USA .

" day ot VALY, .ﬁﬂw%k
inandfor : County,
S Stawof NIRRT .
© CAVELIER ABOGADOS | : M}W P
. . [Signature) °
- A NOTARY RUBLS .
3 OFFICIAL SEAL ? My Commission expiras JSAC o6~ | St
} - MARCIAL HARDING :
 NOTARY PUBLIG . STATE OF LLINGES |
§ WYCoMusIONEvRESIAT §
= THE BOBOTA: bt
TNOTARIA: SEXTALDER Ofngm%e.z
)k CONSTARBUE LA FOTE AT, ey
o }"ﬁw’%ﬁ“&ﬁ““’@&w



‘CERTIFICACION NOTARIAL (SQC,IEDAI))

El infrascrito Notagio Certifica: Que la firma que aparece a;
continuacién del sefior

No&.d;im;L CERTIFICATION (COMPANY)

The undersxgned Notary cernﬁcs That thL following sigunature of
Mr. James{Smith

es autéﬁﬁca; que el signatacio desempefia actualmente el cargo
de,

1
|

is authenticl/that the signatory currcnzly ac

s in the position of
Associate Gemeral Cmmse.‘l.

& Chief IP Counsel

de Ja compafiia,

sociedad que actualmente existe y est4 orgamzada de acuerdo a
Ias leyes de,

of the company BAXTER MERNATIONAL INC.

2 company cntrenﬂy exxstnng and organized under the faws of

- Delaware
que 12 direceidn de dicha compaiiia es that the address is . l
One Baxter Parkway, Deerfield; Ilinois, United States of
Axmerica, '

¥y que ¢l signatarie tiene facultad para otorgar este docomento.
Todos los bechos anteriores le constan por haber examinado
los documentas respectivos y de todo eIlo da fe.

and that the signatory has the power to grant this document

The Notary Public is aware and attests to the above facts upon
examiration of the comresponding documents,

Dado y firmado en__ vaenands:gnedm:)t-e/‘vcr e/c/ T L LSy
EL w [ebrey ¢ 8010
7
} OFFICIALSEAL. | ¢
- macmmmmsJ
- NOTARY PUBLIC « STATE OF [LLINOIS
wcomssronmmssosrzsho 3
ORI I"
, APOSTILLE ~ * "' - - ‘
(Convention: de La Haye du 5 octobre 1961) R (
L CounHY: e isnnsssiasans ]|
" This public document
2. Dhasheen SIENA DY ceeriuvviiaeriiinrrereerineesennnionss Ceeenirnes ‘
3. cacting Inthe Capacity 0f ceevrerruniricevrerseresereanioessveraresnens |
4. bears the Seal/Stamp OF «vvvevvvvverierireeesriveersinersnesrossionn ; :
Certified | .
. o |
5. L A PUOUPUPOTU - 6. the ..
7. by.. . Vet iteetiien b caiaenn .
8. No..... . v ren
9. Sealstamp 10. Signatwre
e r e er i taretassararees C rermaers SRR
oo
Subscribed and swom beform me, mr‘&-— f\{\G\\Q,%j
dayo( Lbrusey 20 aNotary Piblo iZe
mandfor. 1 SHHenn/ Cotmty, AN
Stato of . I ; AT S % . i
. \
: .//mm%/y// was
“(Sianaue) o
NOTARY PUBL[CQS; ?-C)lfc
My Comm[ssxor oxpires.




 TRADUCCION OFICIAL 061/2010 DE UN DOCUMENTO EN IDIOMA INGLES
REALIZADA POR EDUARDO CALADO:xﬁdGﬁﬁRA}‘ TRADUCTOR OFICIAL
APROBADO EOR REséLchoN 541 DAL 27 DE FEBRERO DE 1976
EXPEDIDA POR EL MINISTERIO DE JUSTICIA DE COLOMBIA Y
DEBIDAMENTE REGISTRADO ANTE EL MINTSTERIO DE RELACTONES
EXTERTORES DE COLOMBIA, POR EIL CUAL BAXTER INTERNATIONAL ING.
DOMICILIADA EN ONE BAXTER PARKWAY, DEERFIELD, TLLINOIS,
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA, OTORGA REPRESENTACION EN ASUNTOS _
RELACIONADOS CON PROPIEDAD INDUSTRIAL A CAVELTER ABOGADOS. di’
DADO ¥ FIRMADO HOY 11 DE NOVIEMBRE DE 2009 EN DEERFIELD,
ILLIONIS, ESTADOS. UNIDOS DE AMERICA, POR JAMES SMITH. FTRMADO
ILEGIBLE, :

FIRMADO Y JURAMENTADO ANTE MI, HOY 11 DE NOVIEMBRE DE 2009,

NOTARICO PUBLICO PARA EL CONDADO DE LAKE, ESTADO DE ILLINOIS.

MI CARGO VENCE EL 28 DE JUNIO DE 2010

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD) .

El infrascrito certifica que ia

" e -

continvacién del sefior J SMITH es auténtica; gque el

signatario deé'empeﬁa actualmente el cargo .de abogado ge.neral
asociado y abog_ado principal de propiedad industrial de la
compafila BAXTER INTERNATIONAL INC., una compafiiz gque
actualrmente existe ? estd organizada de acuerdo con las leyes
de Delaware. Que la direccidn gg di;&a compaiia és ONE BAXTER
PARKWAY, DEE%EIELD, ILLINOIS, ESTADOS UNIDOS DE AMERICA Y que

A °
-
K352

o el signatario tiene facultad para -otorgar este documento.




Todos los hechos anteriores le constan por haber examinado
los documentos respeétivés y de todo ello da fe.
Dado y firmado en Deerfield, IL, Estados Unidos ﬁe.América,
el 9 de febrero dé 2010, SELLO: SELLO OFICIAL, MARCiA. L
* HARDING, NOTARIO PﬁBLICO, ESTADO DE ILLINOIS; MI CARGO VENCE
EL 28 DE JUNIO DE 2010.
ESTADO DE ILLINOIS SECRETARIA D@.ESTADO
| - SPRINGPIELD, ILLINOTS
APOSTILLA

(CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961}
1. PAIS: ESTADOé ONIDOS DE AMERICA
2. Este docﬁﬁenté pdblico ha sido fiimadb por MARCIA L.
HARDI&G .
3. quien act@a en su calidad de NOTARIO PUBLICO, CONDADO DE
MCHENRY
4. lleva &l sello/estampilla del ESTADO DE ILLINOIS.

' CERTIFICADO '

5. En Chicago, Illinois 6. el 14 de ciciembre de 2009
7. Por la.secfetaria de estado dei estado de Illinois
8. Yo. COQSPRé6267
9. Sello/estampilla, SELLO HEALZADO EN FORMA DE ESTRELLA DE
COLOR DORADO CON LA-LEYENDA: SELTO DEL ESTADG.DE ILLINOIS, 26
DE AGOSTO DE 1818.

10. Firma: JESSE WHITE

JESSE WHITE, SECRETARIO DE ESTADO, ESTADO DE TLLINOIS .

. . MO N OTAR A S A BET
:DICLHAGD COMBTAR LR 1.
COLO-13836-841~029~2 OO Sk ORI LA KO

ECN\ECN\ID~-166803\WEPCL0O02G
Bogotd, 1 de marzo de 2010.
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' CAMARA DE COMERCIO DE: BOGOTA
SEDE :CHARTNERO '
24 DE FESRERO DE 2010  HORA 15:29:39 |

R027619924 . PAGINA: 1 de 3 f

*************-*;*******'*J

CAVELRIER.

' ’ CERTIFICA : ;

QUE ©POR ESCRITURA PUBEIQA‘NO:‘OOOIOOO DE NOTARE S
D.C. DEL 10 DE MARZO DE 1983 ', INSCRITA EL ‘oipiusl

‘P.‘*‘k‘k'k******’k‘k****,**"k*****************************'k*************'k'k****

EN JONIO DE ESTE' aNoO SE ELEGIRAN JUNTA DIRECTIVA Y REVISOR FISCAL *
DE LA CAMARK DE COMERCIO DB BOGOTA, IAS INSGRIPCIONES DE +
CANDIDATOS DEBEN HACERSE EN T2 PRIMERA ‘QUINCENA DE  MAYO. *f
PARZ. INFORMACION DETALLADA DIRIGIRSE A LA SEDE PRINCIPAL, QUINTO *il

PISO, O COMUNICARSE Al SIGUIENTE TELEFONO: 5541000 EXTENSION 2899.%

****‘ﬂ‘******‘k****'k'k**'k**'k**********************‘k*********************i’!

* % X £ F

DOCUMENTOS

CERTIFICADG DE EXISTENCIA Y REPRESENTACION LEGAL O INSCRIPCLON 4E
: CERTXFICA: |

NOMBRE : CAVELIER ABOGADOS ' |
N.I.T. : 860041367-3 |
DOMICILIO : BOGOTA D.C..

CERTIFICA: f
NO: 00820237

CERTIFICA.: ,
CONSIITUCION : QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. FRRpevih

SEXTA DE BOGOTA D.C. DEL 10 DE SEPTIEMERE DE CONPAE L
26 DE SEPTIEMBRE DE 1974 BAJO EL NUMERO 000213
CONSTITUYO LA SOCIEDAD CIVIL DENOMINADA: .

BAJO EL NUMERO 00130769 DEL LIBRO IX, LA SOCIEDAD CAMBIO SU !
NOMBRE DE : CAVELIER PERDOMO ¥ CAVELIER. POR EL DE : CAVELIER |
ABOGADOS ; L. i
CERTIFICA: - |
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NUMERO 1.000 OTORGADA EN LA NOTARYA 6A.
DE BOGOTA EL 10 DE MARZO DE 1.983, INSCRITA EN ESTA CAMARA DE |
COMERCTO EL S DE ABRIL DE 1.983 BAJO EL NUMERO 130769 DEL LIBRO
IX, LA SOCIEDAD CAMBIO SU NOMERE DE: CAVELIER PERDOMO Y CAVELIER, |
POR EL DE: CAVELIER ABOGADOS, E INTRODUJO OTRAS REFORMAS. * - B
' CERTIFICA: . el -
CERTIFICA S
QUE PCR E.P.NO. 2.034 DE LA NOTARIA 6 DE SANTAFE DE BOGOTA DEL. 18 |
DE ABRIL DE 1.595, INSCRITA/EL 27 DE ABRIL DE 1.995 BAJO .EL NO, |
5.237 DEL LIBRO XIIT,LA SOCIEDAD TRASLADO SU DOMICILIO DE LA -GIUT |
DAD DE SANTAFE DE BOGOTA D.C. AL MUNICIPIO DE TABIO ( cunp:NAMﬁ%}mﬁ‘

CA ) .-, ‘

CERTIFICA: : Cor
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 7710 DE LA NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
DEL 10 DE OCTUERE-DE 1984, INSCRITA EL 15 DE NOVIEMBRE DE 1984 f
BAJO EL NO. 1559 DEL LIBRO XIII, LA SOCIEDAD CAMBIO SU .

P

S

el
P,
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——NATURALEZA~JURLDLCA~DE- SOCIEDAD- COMERCIAL-A- SOCIEDAD.-CIVID sir vioonv e ¥ smaimon
CERTIFICA: -
REFORMAS : ’ .
ESCRITURAS NO. FECHA NOTARIA INSCRIPCION -
842 10-~V-1.977 18. BTA. 27-V-1.877-NO. 46.204
3.430 1-vII~1.980 6A. BTA. 3-IX-1.580-NO. .89.582
4.844 10-IX~1,980 6A. BTA. 8-X-1.980-NO. 91.261
432 10-T1-1.883 62, BTA. 1-ITI~1.983-N0.128.337
7.710 10-X-1.984 6A. BTA. 15-XI-1.984-ND. 1.559
: 7.305 21-X-1.385 6A. BTA. 184xz—1.985—n0. 1.506
2.567 25-IV-1.987 6A. BTA. T-V- 1.987-NO. 2.286
4.278 ' 3~-VII-1.987 GA. BTA. 23-VII-1987 NO.215.652
2.657 '25- IV-1.988 6A. BTA. - 19- V -1988-NO. 2,740
5.033 21-XIX-1.999 6A. BTA. 10- I - 1991-NO., 3.786
25 3- I ~1.951 6A. BTA. 10~ I - 1991-NO. 3.787
1.608 8-ITI-1.991 6A., BTA. 14~III- 1991-NO. 3.841 !
2.155 2-IV~ 1.991 6A. BTA. 8-IV - 1591-NO. 3.862 '
797 7-IT -1.991  6A. BTA. 7- V. -1991-NO. 3.882 i
1.739 14-ITI-1.991 6R. BTA. 7- ¥ ' -1991-NO. 3.881
5.886 21-VIIX-1.351 6A. BTL 27-VIII-1991 NO. 4.019
. 8.596 4-XII -1.3%1 6A. BTA 16-YII -1992 NO. 4.430
1.494 10-IXX -1.392 6A. BTA.  19-TII -1922 NO. 4.436
4.205 . 8 -VIT -1.992 6A. BTA. 15-VII -1992 NO. 4.554
8.829 16-XII.--1.992 6A. BTA. 24-XII -2992 NO. 4.819
12 5+1 - 21.993 6 STAFE BTA 13-I - '-1993 NO. 4.850
4.877 .29-VI "-1.993 6 STAFE BTA 7-VII -1993 NO. 5.065
"5.216 12-VIX -1.993 6 STAFE BTR 16-VII -1993 NO. 5.077

ACTA NG.7L -2~IX-- 1.993 JUNTA DE SOCIOS 29-IX- 1993 NO. 5.174
2.034 - 18-IV~- 1.335.. 6 STAFE BTA 27- IV -1955 NO. 5.937
2.227¢ (28~ -Iv-1% 995 € STIAFE BTA 18-VIII-1.995 NO. 6.092
7.594 . 12-XTT-1: 395 § STAFE BTA 19- XTI- -2.3895 NO. 6£.254

676 11- I'_‘f-l 2387 6 STAFE BTA 14- IT -1.997 NO. 6.873

S, CERTIFICA: : :
REFORMAS: . ) ' e _ :
E.P. NO. FECHA . ' NOTARIA CIUDAD *FECHA NO. INSC. :
0004506 1997/07)%B:"0B06 BOGOTA D.C. 1997/09/02 00007115 :
0002103 1398/04/08 0006 BOGOTA D.C. 1998/04/21 000067426
| 0005326 1998/08/06 0006 BOGOTA D.C. 1998/08/13 00007544
0005538 ,1998/08/14 0006 BOGOTA D.C. 1998/08/27 000057564
0007760.1998/11/10, 0006 BOGOTA D.C. 1958/11/12 00007644
0006709 [1997/11/04 0006 BOGOTA D.C. 200¢/12/04 00008482 i
0003634, 2007/05/30 .0006 BOGOTA D.C.. 2003/06/04 00882729 f
0003786 72004/077167600% BOGOTA D.C. 2004/07/28 00003703 :
0001432 2005/03/18 0006 BOGOTA D.C. 2005/04/07 00009917
OPLR SERTA 3 " BOGOTA D.C. 2005/08/26 00010008

8 BOGOTA D.C. 2007/07/24 00010841

GOTA D.C. 2009/10/21 00012243

: CERTIFICA:

‘e ﬂman NO SE HALLA DISUELTA. DURACION HASTA EL

ﬁM-AD TENDRA POR OBJETO : EL EJERCICIO DE LA ;
ACTTVIDAD PROFESIONAL DE ABOGADOS. EN DESARROLLO DE ESTE OBJETO
LA SOCIEDAD PODRA ADQUIRTR, CONTRAER OBLIGACIONES Y CELEERAR TODA
CLASE DE CONTRATOS DIRECTAMENTE RELACIONADOS Y. SUEORDINADOS AT
MISMO, INCLUSIVE LOS" DE: ARRENDAMIENTO, HIPOTECA, MUTUO CON O SIN
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m DE COMERCIO DE EOGOTA ) i

SEDE CHAPINERO
24 DE FEBRERO DE 2010 HORA. 15:29:35_;

R027619924 PAGINA: 2 Ge (3

*‘******************J***

INTERES, MANDATO CIVIL Y COMERCIAL, <Y SOCIEDAD, ASI  COMO
PARTICIPAR EN ASOCIACIONES CIENTIFICAS, GREMIALES O PROFESTONALES
SIN ANIMO DE LUCRO.

. . CERTIFICA: : : L
CAPITAL ¥ SCCIOS: $10,000.00 DIVIDIDO EN 10,000.00 CUOTAS CoN. VALOR
NOMINAL DE £1.00 CADA UNA, DISTRIBUIDO AST
- SOCIO CAPITALISTA (S)

ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.ILT. 000008001722568
NO. cuoTaS: 8,800.00 7 . VALOR: $8,800.00° ' j
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100 - ° i
NO. CUOTAS: 1,200.00 VALOR: $1,2080.00 . . :
- SOCIO INDUSTRIAL (S) ) , {
CHAVARRO JORGE - C.C. 0000000162098380 .
- o NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00 '
SUAREZ DE PARZ LUZ CLEMENCIA C.C. 000000035456344
) NO. CUQTAS: 0,00 VALOR: $£0.00
. PENR VALENZUELA DANIEL C.C. 000000079518915
NO. CUOTAS: 0,00 -, VALOR: %0.00
MARIN RUBLES GERMAN HUMBERTO C.C.  000000079155665
NO. CUOTAS: 0.00 _ VALOR: $0.00 ) }
TOTALES s . ! :
NO. CUQTAS: 10,000.00 . VALOR: $10,000.00 ]
. CERTIFICA:
. QUE POR ESCRITURAS PUBLICAS NO. 001431 Y 001432 DEL 18 DE MARZO
DE 2005 DE LA NOTARIA 06 DE BOGOTA D.C., INSCRITA EL 07 DE ABRIT
DE 2005 BAJO EL NO. 0009918 ¥ 0009517, RESPECTIVAMENTE DEL LIBRO
XILII, DE DLAS MIL DOSCIENTAS ( 1200 ) PARTES DE INTERES SOCTAL
RADICADAS EN CABEZA DE AGNES GAUDEBERT DE CAVELIZR, SEISCIENTAS
(600) PARTES ESTAN GRAVADAS O AFECTADAS EN PROPIEDAD FIDUCIARTA| 2

FAVOR DE LAS SIGUIENTES PERSONAS : GERM2
ERNESTO CAVELLER FRANCO, JORGE CAVELIER FR3
FRANCO, GUILLERMO CAVELIER FRANCO, ELENE
ALEJANDRC CAVELIER FRANCO, BEATRIZ CAVELIH
CAVELTER FRANCO. :

CERTIFICA:

REPRESENTACION LEGAL: EL REPRESENTANTE LEGA R AT o
FONDADOR GERMAN CAVELIER GAVIRIA TENDRA - %% W GBS S B

DIRECTOR VITALICIO, PARTICIPARA POR DERECHO'..;‘E?RQ?IQA EN "B T
SUPBRIOR ¥ EN EL CONSEJO DIRECTIVC Y LLEVARA LA REPRESENTACION LEGAL
DE Ia SOCIEDAD CUANDO LO ESTIME PERTINENTE:SIN LIMITACION ATCUND.,
IGUAL PARTICIPACION Y ATRIBRUCIONES TENDRA SU SUPLENTE. AGNES . GAUDEBERT
DE CAVELIER CUANDO OCUPE EL CARGO, EN CASO DE FALTA ABSOLUTA DE| &

' CAVELIER GRVIRIA. LOS SOCIOS COLECTIVOS ESTAN AUTORIZADOS PARA

LA REPRESENTACION DE LA SOCIEDAD EN CUALQUIER TIEMPO, SIN PERJU

LAS DELEGACIONS CONFERIDAS A LOS ORGANOS CREADOS POR LOS PR

_|._




CERTIFICA:
*% NOMBRAMIENTOS *%*
QUE POR NCO. 12 DE JUNTA DE SQOCIOS DEL 14 DE AGOSTO DE 2003, INSCRITA

EL 24 DZ - SEPTIEMBRE DE 20092 BAJO EL NUMERO 00012200 DEL LISRO XIII,

FUE (RON) NOMBR.ADO {8):
' NOMBRE IDENTIFICACION
DIRECTOR (REPRESENTANTE LEGAL DE LA ASOGIACION CAVELIER DEL DERECEQ)
GALLON GIRALDO CARLOS €.C. 0000000190656425
QUE QPOR ESCRITURA RUBLICA NO. 0004818 DE NOTARIA § DE BOGOTA D.C. DEL
22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGOSTO DE 2005 BAJO EL NUMERO
00010008 DEL LIBRC XIII, FUE (RON) NOMERADO (S)

NOMBRE IDENTIFICACIQN
PRESIDENTE DIRECTOR VITALICTIO
CAVELIER GAVIRIA GERMAN €.C. 0000D0002877924
SUPLENTE DEL. PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
CERTIFICA:

FACULTADES DEL: REPRESENTANTE LBGAL: APARTE DE LAS FACULTADES Y
DEBERES QUE DE TIEMPC EN TIEMPO SE LE ASIGNEN POR EL CONSEJO
SUPERIOR, EL DIRECTOR TENDRA L3S SIGULENTES FUNCIONES : A) LA IR
REFPRESENTAR LEGALMENTE A LA SOCIEDAD ANTE LAS AUTORIDADES DE
CUALQUIER ORDEN O NATURALEZA Y ANTE OTRAS PERSONAS NATURALES O
JURIDICAS, CON FACULTADES PARA NOVAR, TRANSIGIR, COMPROMETER Y
DESISTIR Y PARA COMPRRECER EN JULCIOS INCLUSIVE EN AQUELLOS EN
DONDE SE DISPUTE Li* 'PROPIEDAD DE BIENES INMUEBLES; B} CUMPLIR Y
HACER CUMPLIR LOS ESTATUTOS Y REGLAMENTOS DE LA SOCIEDAD; Y C )
CREAR O SUPRIMIR TODOS “LOS EMPLECS, QUE. SEAN NECESARIOS DE ACUERDO
CON EL .CONSEJO , SUPERIOR . PARA EL- BUEN FUNCIONEMIENTC DE La
SOCIEDAD, ASIGNARLES: FUNCIONES, FIJAR SUS, SALARIOS Y NOMBRAR LAS
PERSONAS QUE DEBAN, . DESEMPENARLOS, ASI COMO RETIRARLOS Y
REEMPLAZARLOS CUANDO HAYA LUGAR. CUANDO CUALQUIERA DE ILOS ACTOS
INDICADCS EN LA CLAUSULA ANTERIOR $E REFIERA A OPERACTONES CUYO
MONTO EXCEDA DE LA.SUMA’- EQUIVALENTE A ,CIENTO OCHENTA ( 180 )
SALARYIOS MINIMOS MENSUALES, SU  CELEBRACION REQUERIRA Ia
APROBACTON DREVIA DEL: CONSEJC SUPERIOR.

CERTIFICA:
*% REVISOR FISCAL +*
QUE POR ACTA NO. 0000071 DEL 2 DE SEPTIEMBRE DE 1993, INSCRITA EL 29
DE SEPTIEMBRE DE . . 1993 "BAJO EL NUMERO 00005175 DEL LIBRO XIIT, FUE
(RONP NOMBRADO (8)+

"IDENTIFICACION

RINEDI WA TR OMERD corowals el C.C. 000000002877024

‘ WSCIDO POR LA LEY 962 DE 2005, LOS ACTOS DE
DL TR RIRIRna 4 QUEDAN EN  FIRME CINCO (S5) DIAS EABILES
DEspnwiﬁp'«-"ij USRI INSCRTIPCION, SIEMPRE QUE NO SEAN OBJETO DE

vliba ARG

X ok % EL PRESE&QTE CERTIFICADO NO CONSTITUYE PERMISO DE ok ok
* ko FUNCIONAMIENTO EN NINGUN CASO koK

SENOR EMPRESARIO, SI SU EMPRESA TIENE ACTIVOS INFERIOREES A 30.000
SMLMV ¥ TUNA PLANTA DE PERSONAL DE MENOS DE 200 TRABAJADORES, USTED
TIENE DERECHO A RECIBIR UN DESCUENTO EN EL PAGO DE LOS PARAFISCALES DE
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CAMARA

* k% A

75% EN EL PRIMER aRo
SEGUNDC afNo
DE 2009.

EL SECRETARIO DE LA CAMARA DE
VALOR : § 3,600°

DE CONFORMIDAD CON EI DECRET

DEL. 18 DE NOVIEMBRE DE 19298,

SEDE CHAPINERO
' 2¢ DE FEBRERO DE 2010

R027619924

DE CONSTITUCION DE U EMPRESA,, DEJSO% EN EL
¥ DE 25% EN EL TERCER ANO. LEY 530 DE 2000 ¥ D

COMERCIO, . ¢ :

[0°2150 DE 1995 ¥ LA AUTORTZACION
POR LA SUPERINTENDENCIA DE .INDUS

CONTINUACION TIENE PLENA VALIDEZ D

DE COMERCIO DE BOGOTA:

HORA 15:29:39

*****'k****'*** * % 4 &
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IMPARTTDA
TRIA Y COMERCIO, MEDIANTE EL OFTCTO

1A FIRMA MECENICA QUE ADPARECE a
ARA TODOS LOS EFECTOS LEGALES
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e K A 7 documents de representacion otorgado el —
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por J. SMITE Abogado General de ﬂa Compafiia
BAXTER INTERNATIONAL ING - - -

(11) de poviemdre de 2009

documento que est4 debidamente iegaliza!do por - —-

- s e e o e
——-—-ﬂ_—-—_amm_——_.—_..—-.-.

Presente el sefior CARLOS ALBERTO GALLAN GIRALDO, dfmiciliado en

Bogots, fdentirﬁc,.ado como ap:?rece al pie de su firgﬁ.a Y maniflété gque esta

conforme con el contenido de esta escritura pablica. - -« < — -~ oo
HASTR AQUI LA MINUTA |

OTORGAMIENTO Y AUTORIZACION : leida [a presente escritura publica

por el Compareciente y habiéndosele hecho las édvedénclas sobre los

framites y formalidadss de rigor le impartié su aprobacién Y en constancia

|
la firma por ante mi e} Notario gue AUTORIZA. - f .
DERECHOS NOTARIALES : RESOLUCION 10301, del 17 |de diciembre
afic 2009, §42.860.00" - - mom = = IVA § 16.497.08 = = = ~d o o _

PAPEL NOTARIAL : Estg escritura se extendié en las hojas de papel

seilado nimeros : - 7=700004~-347349 -'-/ 7-700004~347332 ’-/- - - -

M"’M@.
CARLOS ALBERTO GALLON GIRALDO

CCNo. (V.006. ag™ #LZ

Representante legal CAVELIER ABOGADOS

AMPARO QUINTERG ARTURGY
NOTARIO SEXTO (6°) DE BOGOT}

PAPEL DE USQ EXCLUSIVO DEL PROTOCOLO NOTARIAL . NO TIENE COSTO PARA{ EL USUARIO

|
|
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ES FIEL ELY DECIMA TERCERA COPIA{ FOTOCORLA | TOMADA DE LA

ESCRITURAPUBLICAMUMERO 1148 DE FECHA (4 DE MARZC DE 2010, COPLA

QUE EXPIRG CON DESTING AL INTERESADD EN 08 HODUJAS RUBRICADAS ENSUS

MARGEMES, LA CUAL CARECE DE NOTA DE REVOCATORIA, MOIHFICACIOMN G

SUSTITUCION, POR TAN'!'O SE PRESUME VESEMTE EL FODER EMN ELLA
COMTENIDO. .o

BOGOTA DD, MARZO 28 DE 2070
RESOLUCION €1 DE 2009

POR LA MOTARIA SEXTA DE BOGOTAD G,

N@TA:#.‘E?X’“ENMRGA@A
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CERTIFICADO
! D STION

DE LA CALIDAD

CERTIFICACO SC 3680

- PRESTAGION DEL
BERVICIO PUBLICQ
NOTARIAL

1SO P00 1:2000

NTC~S0 9001:2000

\_

COPIS MMERD 7 -
RE LA ESCRITURA NUMEROY NS R
FEGHA: 18/Ensro/20L0

ALTH O CONTRATOR

PFORER ESPECLAL
OTURGANIES

CAVELIER ARDGADOS

FOBs NARGARITA SANTA CRUZ

-

=~ [::Net =.
% & : |
' . AMPARO QU!NT’ERO ARTURO

B

CARRERA 9 No. 69-31 - PBX: 317 01 00 - FAX: 314 56 41
Correo Electréonico: notariasdebgta@etb.n!’et.co

NOTARIA ,,éEXTA
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DEL ANO DOS ML DIEZ (2.0 0} rermemememe
OTORGADA EN LA NOTARIA SEXTA (6%)

@Zﬁa’!&%&: .
= \{W’”

DEL CIRCULC NOTARIAL DE BOGOTA, D.C, . !
ACTO: PODER ESPECIAL. - ' /

ACTO SIN CUANTIA: $ -0 -,
En la ciudad de Bogota, Distrito Capital, Departamento de

Cundinamarca, Reptblica de Colombia, ante mi - .. .. AMPARO QUINTERO Z: -

ARUTO m = = = m e o o Notaria Sexta (62.) m = = = = w e o o = — o

de este Clrculo Notarial, se otorgo la escritura publica que se conszgna[l

en los mgu:entes termmos

18.066.425 de Bogots, y duo..
ESTIPULACIONES: — ek : :
PRIMERA Que abra en § cahdad de Represent Ate Legal de la soc:edlad
denominada CAVELIER ABO, .'6s’zdomrc1had 2n la Carrera 4 No. 72- 35
Bogots, Colombia. s ‘ I

SEGUNDA Que BAXTER HEALTHCARE S.A., sociedad constltuldé Y
existente bajo las leyes de Suiza, domscmada en Thurgauerstrasse 130 8152
| Glattpark (Opfikon), Suiza, designé a CAVELIER ABOGADOS, com?’ su

representante para ta Propiedad Industrial en Colombia con facultade$ de

nombrar apoderados tal como consta en Ia copia auténtica del documen;fo de
|

representacién que se protocoliza. ,
YERCERA.- Que en su caricter de Representante Legal de CAVéLIER

ABOGADOS, y en desamollo de l2 facultad otorgada por BAXT ER
HEALTHCARE S.A., confiere poder a los abogados OSCAR FERNANDO

!

]
ESTE PAPEL NO TIENE COSTO ALGUNG PARA EL USUARIO 'f
!
I

CORREA BARBOSA, T.P.A. No. 71.027, ldentlflcado con cedl!a de NS=d

743
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ciudadania ,nimero 79.524.634 de Bogota, ROSA MARGARITA’
SANTACRUZ, T.PA. No. 4.9.434, identificada con cédula de ciudadania
namero 35..501.911 de Suba (Bogotad, D.E.), , LUZ CLEMENCIA DE
PAEZ, T.P.A. No. 23.555, identificada con cédula de ciudadania nimero
35.456.344 ‘de Usaquen y GERMAN HUMBERTO MARIN RUALES,
T.P.A. No. £4.239, identificado con cédula de ciudadania nimero
79,155,665 de Bogotd, mayores de edad, vecinos de Bogota, para que
represenien 2 la sociedad a cuyo nombre actia, ante cualesquiera entidades o
personas,' glerzan o no jurisdiccién, incluyendo las del orden administrativo,
contencioso administrativo y judicial, asi como los tribunales de arbitramento, en todo
jo concerniente 2 los siguientes asuntos: a) Obtencién de pateﬁtes de mvencidn,
modelos de utilidad, disefios industriales, trazado de circuitos integrados, secretos
industriales; el registro de marcas de fabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas
comerciales, nombres comerciales, ensefias, variedades vegetales, denominaciones
de origen e indicaciones de procedencia, st renovacién, raspaso, cambio de nombre
o domicilio, cancelacion voluntaﬁa; y el registro de licencias de uso de esos derechos;
b) Las acciones de coms;etencia desleal, prote;:cién del consumidor, oposiciones,
cancelacion administrativa o judicial, nulidad, medidas cautelares, concesién de
licencias, la tutela, la proteccion de sectefos induLstriales y de x}ombres de dominio
junto con su administracion y pago; y en general los procesos civiles, penales,
administrativos o contencioso-administratives, de conciliacién, arbitramento, tutela
relacionadoes con estos c;Iere'chos; accioneé Y Procesns que promovamos O se nos ‘

promuevan.

CUARTO.- Que los apoderados designados estén facultados en todos los
asuntos arriba determinados para sustitUir este mandato, transigir, conciliar,
arhitrar, admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar v

ratificar los actos de agentes oficiosos.

QUINTO- Que proteceliza con la presente escritura, un cerifficado expedido

“al por la Camara de Comercio de Bogotd, que acredita la constitucién vy

. 'personen’a de la sociedad CAVELIER ABOGADQS, igualmente protocoliza
- copia autenticada de! documento de représentacién otorgado 8l dfa once {11)

de Noviembre de dos mil nueve (2.009), por BAXTER HEALTHCARE S.A.,
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CAMARA DE COMERCIO DE BOGOTA
|
SEDE CHAPINERO ,
17 DE DICIEMBRE DE 2008 HORA 111:11: 00

R027136832 PAGINA: er de 3

*****************,*****

CERTIFICADO DE EXISTENCIA Y REPRESENTACION LEGAL O INS(IDRIPCION DE

DOCUMENTOS
CERTIFICA: (
NOMBRE : CAVELIER ABQGADOS ) f
N.I.T. : 860041367-3
DOMICILIO : BOGOTA D.C.
CERTIFICA:
. NO: 00820237
. . CERTIFICA; )
CONSTITUCION : QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0006233 DE NOTARTA

SEXTA DE  BOGOTA D.C. DEL 10 DE SEPTIEMBRE DE 1974 , INSCRITA EL
26 DE SEPTIEMERE DE 1974 BAJO EL NUMERO 00021234 DEr: LIBRO IX, SE
CONSTITUYO LA SOCIEDAD CIVIL DENOMINADA: CAVELIER PER;DOMO b

CAVELIER. nl)

, CERTIFICA :
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0001000 DE NOTARYA SEXTA DE |BOGOTA
D.C. DEL 10 DE MARZO DE 1983 , INSCRITA EL 5 DE ABRIL DE 1983
BAJO EL NUMERO 00130769 DEL LIBRO IX, LA SOCTEDAD CAMBIO SU
NOMBRE DE : CAVELIER PERDOMO ¥ CAVELIER. POR EL DE : VELIER

ABOGADOS

CERTIFICA:
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NUMERO.1.000 OTORGADD EN LA NOTAﬁIA 64.
DE BOGOTA EL 10 DE MARZO DE 1.983, INSCRITA EN ESTA \RA  DE
COMERCIC EL 5 DE ABRIL DE 1.983 BAJO EL NUMERO 130769 . DET| LIBRO
IX, LA SOCIEDAD CAMBIO.SU NOMBRE DE: CAVELIER PERDOMO Y CAVELIER,
POR EL DE: CAVELIER ABOGADOS, E INTRODUJO OTRAS REFORMAS.
. CERTIFICA:

) ' CERTIPICA L : |
QUE POR E.P.NO. 2.034 DE LA NOTARIA 6 DE SANTAFE DF BOGOTA DEL 18
DE ABRIL DE 1,995, INSCRITA EL 27 DE ABRTL DE 1.995 BAJO | EL NO.
5.937 DEL LIBRO XIIT,LA SOCIEDAD TRASLADO SU DOMICILIO DE [LA CTU-
DAD DE SANTAFE DE BOGOTA D.C. AL MUNICIPIO DE TABIO ( CUNDINAMAR-
CA }.-. :

CERTIFICA:

CERTIFICA:
REFORMAS :
BSCRITURAS NO. FECHA NOTARIA SRR
842 10-V-1.977 18. BTA. 27-V-1.977-NO. 46.204
3.430 1-VII-1,980 6A. BTA. 3-IX-1.980-NO|, 89.582 e
4,844 10-IX-1.980 6. BTA. 8-X-1.980-NO. 91.261 ~

432 10-II-1.983, 6A. BTA. 1-II¥-1.983-N0.129.337
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10-X~1.984 15-XI-1,984~NO.

7.710 6A. BTA. 1.559 .
77308 ZIX=1. 985 TG AT BTAL TR~ TT885-N0. 1508 '
2.567 29~IV-1.987  6A. BTA. 7-V- 1.387-NO. 2.386
4.278 3~VII-1.987 6A. BTA. 23-VII-1987 NO.215.652
2.657 25- IV-1.988 6A. BTA. 19- V¥ -1888-NO, 2,740 !
9.033 21-XII-1.990 6A. BTA. 10- I - 1991-NO, 3.786 :
25 3~ I -1.991 6A. BTA. 10~ I - 1591-NO. 3.787
1.608 8-1III-1.981 6A. BTA.  14-IXI- 1991-NO. 3.841
2.155 2-IV- 1.991 6A. BTA. 8-IV - 1991-NO. 3.862 !
797 7-I1 -1.981 6A. BTA. 7- V -1991-NO., 3.882 ’
1.739 14-TIT~1.991 6A. BTA. 7- ¥ =-1991-NC. 3.881 :
5.886 21-VIII-1.991 6A. ETA 27-VIIT-1581 NO. 4.019 i
8.596 4-XII -1.951 6A. BTA 16-ITT -1832 NO. 4.430 i
1.494 10-IIT ~-1.892 6A. BTA.  19-IIT -1992 NO. 4.436 !
4.205 8 -VII -1.992 62. BTA. 15-VIE -1992 NO. 4.554
8.829 16-¥IT -1.992 6A. BTA, 24~XIT -1992 NO. 4.819 i
. 12 §~-I ~1.993 & STAFE BTA 13-I  -1993 NO. 4.850 i
| 4.877 29~VI -1.993 6 STAFE BTA 7~-VII -1993 NO. 5.065 ;
' 5.216 12-VII -1.993 § STAFE BTA 16-VIT -1993 NO. 5.077 }
ACTA NO.71 2-~IX- 1.993 JUNTA DE SOCIOS 29-IX- 1393 NO. 5.174 :
2.024 18-IV~ 1.995 6 STAFE BTA 27- IV -1995 NO. 5.537 :
2.227 25-IV-1.995 6 STAFE BTA 18-VIII-1.995 NO. 6.092 i
7.594  12-XII-1.995 6 STAFE BTA 13- XII-1,995 NO. 6.294 :
676  11- II-1.997 6§ STAFE BTA 14- II -1.997 NO. 6.873 i
CERTIFICA: ;
REFORMAS : i
E.P. NO. FECHA NOTARIA CIUDAD FECHA NO.INSC. * }
0004506 1997/07/28 0006 BOGOTA D.C. 1997/09/02 60007115 i
0002103 1998/04/08 0006 BOGOTA D.C. 1598/04/21 00007426 ;
0005326 1998/08/06 0066 BOGOTA D.C. 1598/08/13 Q0007544 i
0005538 1598/08/14 0006 BOGOTA D.C. 1998/08/27 00007564 :
i 0007760 1998/11/10 0006 BOGOTA D.C. 1998/11/12 00007644 . :
i 0006709 1997/11/04 0006 BOGOTA D.C. 2000/12/04 00008481 - i
{ 0003034 2003/05/30 0006 BOGOTA D.C. 2003/06/04 00882729 :
0003786 2004/07/16 0006 BOGOTA D.C. 2004/07/28 00009703 :
0001432 2005/03/18 0006 BOGOTA D.C. 2005/04/07 00009917 ;
0004818 2005/08/22 0006 BOGOTA D.C. 2005/08/26 00010008 ;
0005506 2007/07/17 0006 BOGOTA D.C. 2007/07/24 00010841 :

CERTIFICA:

5453 2009/10/19 0006 BGGOTA D.C. 2009/10/21 00012243

VIGENCIA: QUE LA SOCIEDAD NO SE HALLA DISUELTA. DURACION HASTA EL
10 DE SEPTIEMERE DE 2024 .

CERTIFICA:
OBJETC SOCIAL: LA SOCIEDAD TENDRA BEOR OBJETO : EL EJERCICIO DE LA
RCTIVIDAD PROFESIONAL DE ABOGADOS. EN DESARROLLO DE ESTE OBJETO

i LA SOCIEDAD PGDRA ARDQUIRIR, 'CONTRAER OBLIGACIONES ¥ CELERRAR TODA

|  CLASE DE CONTRATOS DIRECTAMENTE RELACIONADOS Y SUBORDINADOS AL

; ,DE ARRENDAMIENTO, HIPOTECA, MUTUO CON O SIN

- ¥ SOCIEDAD, ASI  COMO

GREMIALES O PROFESIONALES

2l UNA, DISTRIBUIDO AST :

N.I.T. 000Q008001722568

e e s e v e Wy = i i p e f——



M

T CAMARKDE-COMERCICDE~BOGOTA

SEDE CHAPINERO

17 DE DICIEMBRE DE 2009 HORA 11:11:00

R027136832 PAGINA: 2 de 3

**,**‘k‘k************l{w*
NO. CUOTAS: 8,800.00 VALOR: $8,800.00 \
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100 |
NO. CUOTAS: 1,200.00 VALOR: $1,200.00 |
- SOCIC INDUSTRIAL (S) :
CHAVARRO JORGE C.C. 000000016209380 \
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00
SUBREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA C.C. 000000035456344
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: %0.00 |
PENA VALENZUELA DANTEL C.C. 000000079518915 \
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00 .
MARIN RUALES GERMAN HUMBERTO C.C. 000000079155665
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00
TOTALES

|

I

|
NO. CUOTZS: 10,000.00 VALOR: $10,000.00 .
| CERTIFICA: |
QUE POR ESCRITURAS PUBLICAS NO. 001431 ¥ 00
DE 2005 DE LA NOTARIA 06 DE BOGOTA D.C., INSCRITA EL 07 DE ABRTL
DE 2005 BAJO EL NO. 0009918 Y 0009917, RESPECTIVAMENTE DEL LIBRO
XIII, DE LAS MIL DOSCIENTAS { 1200 ) DARTES DE INTERES SOCTAL

RADICADAS EN CABEZA DE AGNES GAUDEBERT

DE CAVELIER, SEISCIENTAS
(600) PARTES ESTAN GRAVADAS O AFECTADAS
FAVOR DE LAS SIGUIENTES PERSONAS : i
ERNESTO CAVELTER FRANCO, JORGE CAVELYER FRANCO, INES CAVELIER
FRANCO, GUILLERMO CAVELIER FRANCO, ELENA CAVELIER FRANCO,)
ALEJANDRO CAVELIER FRANCO, BEATRIZ CAVELIER FRANCO, Y LUGTA
CAVELTER FRANCO.

1432 DEL 18 DE MARZE

EN PROPIEDAD FIDUCIARIA A
GERMAN CAVELIER FRANCO |

CERTIFICA:
REPRESENTACION LEGAL: EL REPRESENTANTE
.FUNDADOR GERMAN CAVELIER GAVIRIA TENDRA EL CARACTER DE PRESIDENTE

DIRECTOR VITALICIO, PARTICIPARA POR: DERECHO PROPIO EN EL co$SEJo
SUPERIOR ¥ EN EL CONSEJO DIRECTIVO Y LLEVARA LA REPRESENTACION LEGAL
DE LA SOCIEDAD CUANDO IO ESTIME PERTINENTE SIN LIMITACTON ALGUNA..
IGUAL PARTICIPACION Y ATRIBUCIONES TENDRA SU SUPLENTE AGNES GAUDEBERT
DE CAVELIER CUANDO OCUPE EIL CARGO, EN CASO DE ATTA BBSOLUTA DE GERMAN
CAVELIER GAVIRIA. LOS SOCIOS COLECTIVOS RSTANS NGRS

LA REPRESENTACION DE LA SOCTEDAD EN CUALOUTER

LAS DELEGACIONS CONFERIDAS 2 LOS ORGANOS §
ESTATUTOS : ;

LEGAL ES EL DIRECTOR. EL 50CTO

RERYR DT Db

CERTIFICA:
*% NOMBRAMIENTOS *
QUE POR NO. 12 DB JUNTA DE SOCIOS DEL 14 I

EL 24 DE SEPTIEMBRE DE 2009 BAJO EL

18.ENE, 2019
FUE (RON) NOMBRADO (8):
NOMBRE

IDENTTFICACION \5
DIRECTOR (REPRESENTANTE LEGAL DE LA ASOCIACTON

g CBR -
a

*

A'S

INO
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GALLON GIRALDO CARLOS C.C. 000000012066425

T UE T PUR RS CRITURA T PUBTECA RO T 0004818 TDE NOTARTA € DE BOGOTA D.O. DEL

22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL- 26 DE AGOSTO DE 2005 BAJO EL NUMERO
00010008 DEL LIBRO XIII, FUE (RON) NOMBRADO (S):

NOMBRE IDENTIFICACION
PRESIDENTE DIRECTCOR VITALICIO '
CAVELIER GAVIRIA CERMAN C.C. 000000002877924
SUPLENTE DEL PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
CERTIFICA:

FACULTADES DEL REFRESENTANTE LEGAL: APARTE DE LAS FACULTADES Y
DEBERES QUE DE TIEMPO EN TIEMPO SE LE ASIGNEN POR EL CONSEJO
SUPERTIOR, EL DIRECTOR TENDRAZ LAS SIGUIENTES FUNCIONES : &) LA DE
REPRESENTAR LEGALMENTE A LA SOCIEDAD ANTE LAS AUTCRYDADES DE
CUALQUIER ORDEN O NATURALEZA Y ANTE OTRAS PERSONAS NATURALES O
JURIDICAS, CON FACULTADES PARA NOVAR, TRANSIGIR, COMPROMETER Y
DESESTIR ¥ PARA COMPARECER EN JUICIOS INCLUSIVE EN ' AQUELLOS EN
DONDE SE DISPUTE LA PROPIEDAD DE BIENES INMUEBLES; B) CUMPLIR Y
HACER CUMPLIR LOS ESTATUTOS ¥ REGLAMENTOS DE LA SOCIEDAD; Y C )
CREAR O SUPRIMIR TODOS LOS EMPLEOS QUE SEAN NECESARIOS DE ACUERDO
CON EL CONSEJO SUPERIOR PARA EL BUEN FUNCIONAMIENTO DE LA
SOCIEDAD, ASIGNARLES FUNCIONES, FIJAR SUS SALARIOS Y NOMBRAR LAS
PERSONAS QUE DEBAN DESEMPENARLOS, ASI COMO  RETIRARIOS b4
REEMPLAZARLOS CUANDO HAYA LUGAR. CUANDO CUALQUIERA DE LOS ACTOS
INDICADOS EN LA CLAUSULA ANTERTOR SE REFIERA A OPERACIONES CUYO
MONTO EXCEDA DE LA SUMA EQUIVALENTE 32 . CIENTO OCHENTA ( 180 )
SALARIOS MINIMCS MENSUALES, SU  CELEBRACION REQUERIRA IA
APROBACION PREVIZ DEL CONSEJO SUPERIOR.

CERTIFICA;
** REVISOR FISCAL +*
QUE POR ACTA NO. 0000071 DEIL: 2 DE SEPTIEMBRE DE 1993, INSCRITA EL 29
DE SEPTIEMBRE DE 1993 BAJO EL NUMERO 00005175 DEL LIBRO XIII, FUE
(RON} NOMBRADO (S):

NOMBRE IDENTIFICACION
REVISOR FISCAL
RINCON FANDINO MIGUEL ALFONSO C.C. 000000002877024
CERTIFICA:

DE CONFORMIDAD CON LO ESTABLECIDO POR LA LEY 962 DE 2005, LOS ACTOS DE
REGISTRO AQUI CERTIFICADOS QUEDAN EN FIRME CINCO (S) DIAS HABILES

ZERRTIFICADO NO CONSTITUYE PERMISO DE * x ok
NCTONAMIENTO EN NINGUN CASO . %
il
W vara DE COMERCIO,

R e T T

*******#***************************************t****t*************i***
**********************k****************t******************1***********
********k************%*%**********************************************
**********************************************************************
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CAMARA "DE COMERCIU TE BOCOTA
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SEDE CHAPINERO
17 DE DICIEMBRE DE 2009 HORA 11:11:230

R027136832 PAGINA: 3 de é
J

-A-*-k*****-k*a—********f*«*

VALOR : § 3,500 .
DE CONFORMIDAD CON EL DECRETO 2150 DE 1995 Y LA AUTORIZACION IMPARTIDA

POR LA SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCTIO, MEDIANTE EL bFICIO
DEL 18 DE NOVIEMBRE DE 1998, TA FIRMA MECANICA QUE APARECE A
CONTINUACION TIENE PLENA VALIDEZ PARA TODOS LOS EFECTOS LEGALES l .

AP TSI st n L DI SO

“COMOINDTARIA SEXTALDEL CREDLE: DEGOUEA

2DC COMSTARQUE LAROTOCORIACOMGIL
;EL;ORIGINAN QUEZRE TENIDOSAY A

BOGOTA DL REPGBLICADE COLONGIA
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SERINGEEELD, ILLINOLS

APOSTILLE

l
|
|
APQSTILLE ' |
|
l
|

(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document
2. has been signed by ATIDA BLEKHMAN
3. acting in the capacity of NOTARY PUBLIC, COOK COUNTY ;
4. bears the seal/stamp of STATE OF ILLINOIS :
Certified
5. Chicago, Illinois .

6. NOVEMBER 16, 2009

‘8. by the Secretary of State, State of Illinois
8. No. C05TJ20887 |

10. Seal/Stamp: . 10. Signature: T

|

l

JESSE WHITE ‘

SECRETARY OF STATE

STATE OF ILLINOIS ’
|
1
l




CAVELIER

ABOGADOS
E0IFICIO SISK)
CARPERAda N 7235
HUGW&B—CD{.DMB!A
REPRESENTACION REPRESENTATION
Yo (nosotres), abajo fimmado (5)/1 (we), the ux'gdusigncd
BAXTER HEALTHCARE S.A.

" Domiclado (3

ec/of Thurgauerstrasse 130 8152, Glattoark (Opfikon), Switzeriand
Pot ol presente  nombmmos 2 CAVELIER{ Do hemby appoint CAVELIER ABOGADOS, o
ABOGADOS, sededad colective constimidz de| genomal pactmesship orgenized undes the laws of the

conformidad coan [as lepes e Ja Repiiblica de Colombia,
mediante  Bscitora Péblim Na. 6233 del 10 de
septicmbze de 1974, ctomgada en la Nomda Sexe del
Cirenlo de Bogoti, dumiclindn en Bogotd D.C., con
matdcola mereans! Neo. 00820237 y NIT 860041367-3,
domicilinds en K Catrera 42 N° 72.35, Bogots,
Colombia, como auestra  represeataate en todos los

dﬂP 'JJT‘,'Iwntl’Pm
zecibix sodfeaciones ¥ nombrar apoderados judiciales o
exterjndicialex.

CAVELIER ~ ABCGADOS  wmbids  podsi
teprescamenos, - con lag mistws facuimdes arribr
aate  cualeaqui cnudzdm © peswonas,

Republic of Colombiz by means of Public Deed Na.
6233 of Seprember 10, 1974, gmnxnd a¢ Notary Sixth of
the Bogota Circuit, domidled in Bogotn D.C, with
Mercntle Repisteadon Mo, 00820237 and Taxpayer
Idenficaioni  Numbex BG0041367-3, ‘domiclled at
Cazeera 42 N° 72.35, Bogotn, Colombia, as onr
representadve for all Indusmn. Property mareers with
faculty to reesive notificarions and appoiat awomeys ia
acd out of Coust.

CAVELIER ABOGADOS may also represeat v, with
the same facnltics stated above, before any enrifies or
pemons, vmh or withour judsdiction, administazive or

cjerzan o 0o judsdiccién, autoridad, s 0

| aathositics, coutts of arbitration, in civil,

judsdicdianales, tdbrnales de acbitvamento, ¢g asuntos
de anmumlezy civil, comercal, pemal,  cosstitucional,
competeacia, competenca  desleal,  2dministeativa,
cogencioss administrative, proteccién del consumidar,
vagdedades vegerales, sombres de Qominio, opasicioncs
u obscrvaciones, cancelacién administertiva y judicial,
oxlidad, medidas cnntelaxes, conceslSn de leeneias,
acciones dr tuiels, p:oltcaén. de secretos mdmtnziu,
derecha regulatozio ¥ ¥ &% genemi para quc 0os Feg

[:s§ cu:dcsqmcm :mom:s Y PIUCQOS qm‘. yromovnmos o
4¢ 0O PIOMBCVAD,

La represcomnic podsd, oo nucsteo nombre, designar
apoderados pa actuar ante anzoddades administrativas
y judicales,  por vh  ctmindical Ri uuubx:n

conmcma.l crinital, coosttutional, compedtion, unkic
competidon, admigistradve, administratve contendous,
consumer prateetion, pladt vadedies, domain gzmes,
opposition or obscrvation mattes, aministeative 2nd
Court cancelladon, zmllity, precautionasy measies,
licensing, action for wit m:uermns, protection of trade
searots, regulatory law and In genert represent bs i aoy
actions and, suits imatitated by us ar sgainst us,

The representadve may, in owr name, desigamre
attorneys o act before administative and Jadical
authoritics, through out-of-court chzaads, and abso

[

proccsalmente ¢n tuesto nombye, como d
como demandados, ome lidsconsortes, como Sgentes
oficiosos, como rerceres, por lamamiento oo gatantia o
<omo intervinicntes ad  excludendum, Dentro de esm
autorizacién, 12 representante podri freolar a log
apodetados que ella designe pars txnsigir, condliar,
admitr los bechos del proceso, desistix, cancelar, rccibu:.
© CAVELIER ABOGADOS

F io our pame as plaintf, defendant, joint
hng-.mr, Tepreseptative withour power of actomey, third
posty, when summoned o appear in court or s
intervener 2d excludendarn. Under this authodzaton,
the represemative mmay empower the Wwomeys appainted
thereby to compromize, eonciliste, admit te fets of the
cose, desst, eanccl, receive, resign and substtue the

“GQH NOTARIA §E TSEXTA DEE ClRCules L& 2udlia
5 DL HAGD CONETA RQUELAFomcomAcva?ne

ex;c.emelw\wcms PENIDE
SOGOTAY. CYREPUBLICN OF




reaundiar y - sugdrsic cl poder que se le otorgue, Asi
mismo, [a represenmante oded Ja faculiad P revocar
¢l poder adf oworgado ca el momento que considers

i La 1te co todo caso podrd satificar

P P
los actos de agentes oBciosos.

powee of awocncy gramed thereto, Likewise, the
veprescatative shall have the faculty of scvolsng the
poseee of avorney thus graated at any dme ic may deer
coqvenient, The sepresentative may in any case ratify the
scts of representatives without 1 power of artonsey,

Dado y firmado boy/Given xod sigoed this

En/in  Deerfteld, llinals

Poz/by John W. Comatt

Fimoo/Signanze ; E ‘/J} M

Nota:
PmsomADES
El 4 de Rep idn deberd xer Gonado

pot ¢l represeatante legal de In compadds, apregticade
ame Notacdo Piblico y legalixado®.

EI'Neotagio deberd cerdficac: ) que la compasia exlate;
i) que ejerce st objoto social; y i) que Ia peesons que
Lo estd avtonzada pucn ororgas care d

Note:

FOR CORPORATIONS

The Repeescatution document eught to be rigaed by
the logl sy tve of the dzed and
legalized®,

! o]

The Notary Public must cenify: i) thae the company
Jegally exizes; 3i) that it is jo exercise of ita cotpamte

*La fegulizacidn podrd ser por Apostilla i £l pas de}
otorganee hace pucte de In Convencitn de Xa Haya del
5 dr ocrubre de 1961 o 2ote of Cénsul de: Coloxbia ca
casp contratio,

PARA PERSONAS NATURALES

Eld de Rey i6n deberd acr Somado
por ¢l otarante: El Notado Piblico debech camdboar
que 13 peraonz que fiemz cs quien dice ace

T, o d A ‘lc . p 3
debers ser lepalizado por Apostifla si el pads ded
otorgante hoce parte de la Convencién de Lo Haya
del 5 do octubre de 1961 o mnte &l Cénsul de
Colombia ea caso ?

He

purpoves; and iif) that che pemon who figns the
R ton d tia aothork

P d to de co.

* Legalization may be made by Apostilie if the isening
countey is x member of the The Hague Copvention of
Qetober 5, 1061, or before the Calombiag Conaulata if
otherwize.

FOR INDIVIDUALS

Tbe Repeesentation sheuld be signed by the
grantor, The Norary Public rhonld ceetify that the
prmon signing is who he/she parponts (0 be.

Subsequently, the Rep jon d should
be Jegalized by Apostllc if the insning conawy i &
member of the The Hague Canveation of October
5, 1961 or befoxe the Colombim Copaulaze if
otherwize.

Signed to before me omn this [/

/412(&_% Lesitdas cw__

day of November, 2008.

Notary Public

AIDA BLEKHMAN
) OFFICIAL SEAL
4| Notary Public, State of ltineis
My Commission Expires
Seplember 30, 2010

"A"‘»\é 0%
i‘\g‘\‘ @

- J——




Baxter

l
Opfikon, December\S, 2009

To Whom It May Concemn,

John W. Cornell is Assistant General Counsel

- intellectual Property for Baxter
Healthcare Corporation and as such a portion of his responsibilities are to

!
|
|

t
represent all Baxter entities worldwide regarding IP matters \
Itis in this capacity that John W. Comell was given authority, via Power of \
Attorney, to sigh any and all pertinent documents for the business

Thank you.

|
Sincerely, ’

. ((r"/

lgnacio'Martinéz de Lecea Mwanajuma P. Lugogo J
Sr. Counsel Corporate Counsel a

2o GRIG!ML‘ nue T g
G cn‘zmﬁ:m%esmco

Baxtar Haalthcare SA
R 0.Box / 8010 Zurioh/ Switzerland

T+414487686000 F+4144378635D
www.baxter.com

18 ENE 201!]




" ‘Official Cerfification

Seen for authentication of reverse side signatures of

Mr. Ignacio MARTINEZ DE LECEA NOAIN, Nationality: Spain, in Zurich,

personally known to us,

Ms. Mwanajuma_Pietrina LUGOGO, Nationality: Great Britain, in Setrzach,
identified by passport,

‘who are entered in the Register of Commerce of the Canton of Zurich as person with the right to -
sign jeintly by two (Ignacio Martinez de Lecea Noain) resp. as person with the right to sign jointly
by two (Mwanajuma Pietrina Lugogo) for the

Baxter Healthcare SA, corporation with registered head office in Opfikon.

The signature was acknowledged before us by an authorized third party.

The jnspection of the commercial register has taken piace directly befere the official cerfification by
internet inquiry,

\

Wallisellen, 15th December 2009
BK no. 20792, 20793
Fee CHF 60.00

~smrmang

EPOSTILLE
. Lenvention S La Maye du 5 ectobre 1881)

1. Pale: Confedorasisn Suiza, Camtdn de Zurich
Confederagdo Suica, Carifio de Zurique
& presante decumerito noslico / Zeie documento plhilco
{
2. Ha sito firmade po(rp-@ Oy\ H/Uf SR

fol 835inade POr ..

&, Aztuando eh callcad &b@}fuh w\\(&\}d@i/ i %QJ.\ C_

n3 sua qualidade do

Certificado )
[
5. En/em 8020 Zurleh/Iivigus & Elnocla 18, Dez, VALTE

X s Zurich

pele Chanesion S 80 Duifo t-:'a:;{urlc_us Q

= (= 2, T A, Ten
7. Por iz Sanciidvia o

0. Brennwald




TRADUCCION OFICIAL 010/2010 DE UN DOCUMENTO EN TDIOMA INGLES
REALIZADA POR EDUARDO 'CALADO NOGUERA, TRADUCTOR OFICTAL
APROBADO POR RESOLUCION 541 DEL 27 DE FEBRERO DE 1076

EXPEDIDA POR EL MINISTERIO DE JUSTICIA .DE COLOMBIA | Y

. DEBIDAMENTE REGISTRADO ANTE FL MINISTERIO DE RELACIONES
EXTERICRES DE COLOMBIA, PéR EL CUAL BAXTER HEALTHCARE §.
DOMICILIADA  EN THURGAUERSTRASSE 130 8152, GLATTPARK
(OPFIKON), SUIZA, CTORGA REPRESENTACION EN ASUNTPS
RELACIONADOS CON BROPIEDAD INDUSTRIAL 2 CAVELIER ABOGADOS.
DADO Y FIRMADO EN DEERFIELD, ILLINOIS, POR JOHN W. CORNELL.

FIRMADO ANTE MI HOY 11 DE NOVIEMBRE DE 2009.

AIDA BLEKHMAN, notario piiblico

SELLO: AIDA BLEKHMAN, sello oficial, notario publico,mestado
A
de Illinois. Mi cargo vence el 30 de septiembre de FEL

¥
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ESTADO DE ILLINOIS
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SECRETARTA DE ESTADO
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SPRINGFIELD, ILLINCIS

Y

APOSTILLA : |

(CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1%6l)

¥
4

=2
1. PAIS: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA =5 o i
S F |mSx
2. Este documento ptblico ha sido firmado por AIDA;@E}\N :;};gﬁ,
3. quien actda en su calidad de NOTARIO PUBLICO, COREEBOPCOORGH
= & =
Ex]
4. lleva el sello/estampilla del estado de ILLINOIS® =Y
CERTIFICADO o
5. Chicago, Illinois 6. el 16 de nofEiRuREssm e kO Bocari |

- ORIGINAL QUE L E TENDOSRSLANY
BOGOTAD G ERGRLIGK DE COLEMTA

9. No. C09TJ20887




10, SELLO‘DEL ESTADO DE ILLINOIS, 26 DE AGOSTO DE 1818
10. FIRMA: JESSE WHITE, SECRETARIO DE ESTADO, ESTADC DE
ILLINOIS.
MEMBRETE: BAXTER
BAXTER BEALTHCARE SA
P.C. BOX/8010 ZURICH, SUIZA
www.baxter. com
Opfikon, 3 de diciembrs de 2009

A quien correspenda:
John W. <Cornell es el abogado asistente general para
propiedad intelectual para BAXTER HEATTHCARE CORPORATION Y en
su calidad de tal, parte de sus responsabilidades consisten
en representar todas las entidades de BAXER en todo el mundo
en asuntos relacicnados con propiedad intelectual.
En esta calidad a JOHN W. CORNELL se le ha conferide
éutoridad, mediante un Dpoder, para firmar todos los
documentos relacionados con este negacio.
Gracias
Atentamente,
FIRMADO: IGNACIO MARTINEZ DE LECEA
ABOGADO PRiNCIPAL

FIRMADO: MWANAJUMA P. LUGOGO, ABOGADO EMPRESARIAIL

CERTIFICACION OFICIAL




/

1
Quienes aparecen en el registro de comercio del cantén'l de
Zurich como " las persona gue tienen derecho a firmar
conjuntamente (dos) IGNACIO MARTINEZ DE LECEA NOAIN, comcib la

persona con el derecho a firmar conjuntamente MWANAT'EUMA

PIETRINA LUGOGO a nombre de ' ;

BAXTER HEALTHCARE SA, sociedad cuyo domicilio registrado ksta

en OPFIKON |

La firma fue reccnocida .ante nosotros por un teﬁcero

|

autorizado. {

La inspeccién del registro comercial .ha sido realizada

directamente ante la certificacién oficial mediante( una
consulta por internet. !
Wallisellen, 15 de diciembze de 2009 .‘I
BK no, 20792, 20793 : |
|
Honorarios. 60 francos suizos.
NOTARIA DE WALLISELLEN
- FIRMADRO:. ROLAND FURRER, NOTARIO PUBLICO SUPLENTE
APOSTILLA '
{CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1%61) f
1. PAIS: CONFEDERACION SUIZA, CANTON DE ZURICH

f
l
j
2. Este documento pUblico ha sido £J.rmado por ROLAND E‘UFT

3. quien actta en su calidad de NOTARTIO PUBLICO SUPLENT%

LLEN

4. lleva el sello/estampilla de LA NOTAR :

NSTARQIE 14 EgTa
S emsmmus S YENIDO A e
BO50TA D CYRERDRL Iy DE O A

CERTIFICADO
5. En 8090, ZURICH. 6. el 16 de diciembre de 2008

7. Por la Cancilleria de Estado del Cantén de Zurich

v Ciderh e Dy,
Béeards Gz Plogrrery |
TRADUOTON 0% AT, )
TN RTDIAT
|

- "

LISEL]
SEXTADEE Slnaiino. oEs souo’m

25\



8. Con el nimero 28875/2009

9. Sello(estampilla: chf 30 .
10. Firma: D. BRENNWALD

COLO-13936~841-030~0 .
ECN\ECN\ID-163938\WPCLO02G

Bogotd, 13 de enerxro de 2010.
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* EL IMOLDE GRAFICAS LYDA « 2008
s

3 AA jagriang|

documento que esta debidamente lega!izad;o por
* el Notario Piblico del Estado de 107, po....
Presente el sefior CARLOS ALBERTO GALLGN
GIRALBO, dorhipi[iado en Bogotd, identificado

R como aparece al pie de su firma y manifests que
/ ,4;,4//@{{‘1.;;6 .‘:'Filg& A P P Y q
) esta conforme con el contenido de esta escritura
publica.

f
- HASTA AQUI LAS DECLARACIONES DEL INTERESADO - |

"Se a&virtié al otorgante de esta escritura de leer la totalidad éle su
texto, a fin de verificar la exactitud de todos los détos en ella
consignados, con ef fin de aclarar, modificar o corregir lo pertinente
antes de firmarla, la firma de la misma demuestra su aprobacién; total:
en consecuencia, la notaria no asume ninguna responsabilida!d por
errores o inexactitudes establecidas con posterioridad a la ﬂmAa del
otorgante y de la Notaria. Enﬁtalcaso, ‘estos deben ser corregidos

, . NN . , |
mediante el otorgamiento de una, Rugva escritura, suscrita por todos los

(l

o

que intervinieron en la inicial o p'or' el actual titular del derefcho y

sufragados ‘los gastos por los mismos (ARTICULO 35, DECRETQ LEY
|

.960 DE 1.970)". ;

LEIDO, el presente instrumento ptblico por e]_oto}'gante y. adver?ido de
su Registro dentro del términa legal, dio su asentimiento y en pruéba de

elfo lo firma junto con la suscrita Notaria quien en esta fo!'ma lo

autoriza.- —
DERECHOS $ 42,860700 = ~ = = = ~ = m = — = ~ = = — - = = . _ ff -----
IVA 16% $20.133‘004'------——--—-~-—~-——-—T--~——
El presente instrumento publico se extendid y firmé en las hc;ajas de
papel notarial nimeros: AA 1 42874073~ 42874276 = ~ — — ~ — A

ENMENDADO: "140" SI VALE. ‘

ESTE PAPEL NO TIENE COSTQ ALGUNO PARA El USUARIQ

2%




2 YRR =~
CARLOS ALEERTO GALLON GIRALDO
co (Gl & AT

TEL. 21l éde)
Representanie Legal de CAVELIER ABOGADOS

AMPARO QUINTERO ARTURG
NOTARIA SEXTA (6%.) DE BOGOTA, d.C.

BRL. POD GEN. CAVELIER BAXTER/10.~




——— e

ES FIEL v SEPTIMS SOETS FTROOPESY TOMSDA DE L& BESCRITURA
PUBLICA MIAMERLO 140 DE FELHA 18 DE EMERD DE 2010,

COPTS QUE EXPIDC BN 12 HOOMS RUSRICADAS BN SUS E‘-"l.ﬁFK'EIET[\UEE? o L&
AL CAREZE DE WIS OF BEWVCIINTORIA, MODIFIZACION O
SUISTITRCIIN, POR TAMTO SE PRESLME WISEMTE EL FODER IEM ElrA
TN IET .

BOGOTS, Tl 10 DE FEBRERC DE 2010
FESCLUZIOMN O1 DE 2008

FOR L& MOTERIA SELTH DE BOGOTA 0.C.

nshenecasonns + ot - e ———— et ¢ W ¢ emetsemvmsen et b . i



u

CAVELIER

ABOGADOS
Teléfono: (57-1) 347 3611
] . EDIFICIO SISK) Telefax: (57-1) 217 8650
www:cavelxer.cpm CARRERA 4 No.72- 35 (57-1) 700 4814
cavehpr@cavaher.com BOGCTA 8, COLOMBIA Fax in U.S.A.: {1-305) 381 8860

Sefiora Directora
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Superintendencia de Industria y Comercio

E. S. ' D.
Solicitante : BAXTER HEALTECARE S.A.
Poder conferido el : 18/01/2010

Yo, OSCAR CORRER, obrando’ en mi calidad de apoderado ?rincipal del
solicitante arriba mencionado, atentamente manifiesto a Usted y sustituyo el
poder que me ha sido conferido en la persona de la doctora LUZ CLEMENCIA DE
PARZ, Abogada con Tarjeta Profesional N° 23.555, para continuar con el

tréamite de la pateﬁte del asunto de la referencia.

Eago la anterior sustitucidén conforme ‘al articulo 66 del Cddigo de

Procedimiento .Civil.

Sefiora Directora, :: —
OSCAR CORREA géfX\/i::>
T.P.A. No. 71.027

C.C. No.79.524.634 de Bogotéd

Acepto:

’ : N
iz G@m.«va,a @éé&%‘g;
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

T.P.A. N. 23.555
C.C. No. '35.456.344 de.Usaquén

Colo 13836-843-001-8
DVE/vge

NIT 860.041.367-3
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

|
|
|

/-
(}7@ RECIBO DE CAJA No. 13 - 006537
Industria y Comercio |
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Enero 212 de 2013 - 16:27:53

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI é60.041 .367

*** Soporte del Pago ***

TIPQ PAGO BANCO CUENTA Na. PAGO FECHA PAGO II VB.PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 495399866 22/01/2013 215.446.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT._ BENTISTICO CONCFPTO Ve UNDITARIO \l/r CONCFPTO

SON: **QUINIENTOS MIL PESDS MONEDA CORRIENTE***
Responsable: l
-R*;ac:i)o de Ca.ja Aplicado al Expediente No. ’
|
|
|
|
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y ‘
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Fecha: 2013-02-07 16:07:55 D
07: ep. 2020 DIR.N
Zg l 1 PATENTEIVI| Eve: 378 FA$ENA<UJEI\)/£EISR
-411 PRESENTACION  Folios: 257!
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Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571),
|
i

. Enoro 23 de 2013 - 07:34:05
H

6513240
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/-

Industria y Comercio
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.13 -0011017

G RECIBO DE CAJA N

SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Fel[.Lrero 05 de 2013 - 09:22:20

NI 860.041.367

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS '
** Soporte del Pago *** !
l

VR.PAGO

RE

TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO EECHA PAGQO
RECIBO DE CA 999999999 249 02/01/2013 ; 480.000.00
RECIBO DE CA 999999999 1708 09/01/2013 If 175.000.00
RECIBO DE CA 999999999 4225 16/01/2013 i 5.000.00
RECIBO DE CA 999999999 6734 23/01/2013 |l 270.000.00
|

*** Conceptos Pagados ***
Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO

CANT. RENTISTICO CONCEPTO
31 50005-01-01 SOLICITUDES 60 % R‘/ DICA 01(13 ¢ /‘\gENTE UNITARIA 30.000.00 930.000.00
$930.000.00

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
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Fecha: 201 3-02 07 16 07 55 Dep 2020 D|R NUEVASCR
Tsa 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONAL!

Act. 411 PRESENTACION Follos 257

o 2SI - ZUFQIO "

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Cotombia

Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5670284 Linea: 018000-910165 Call Cen tl 1 (671) 6513240

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co
, Fobrero 5 de 2013 - 09:22:24 l
|

|
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

22) Fecha de solicitud:

(30) Prioridad ~ (31)  Prioridad
61/362,635

(32)

Fecha  (33) Pais
2010/07/08 us

. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD FASE NACIONAL PCT

(21) N° de solicitud: (57) Intcr C12N 005/010

(71)Solicitante(s)  BAXTER INTERNATIONAL INC. y BAXTER
HEALTHCARE S.A.

(72) Inventor(es)  LEOPOLD GRILLBERGER
Y OTROS

(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEJ

(85) Fecha limite inicio fase nacional:
(86) Datos relativos ala presentacion de la solicitud PCT Fecha: 2012/01/112
Fecha de presentacién de la solicitud:
No. de solicitud PCT/US2011/043459

2013/02/08 (87)  Publicacion internacional 1

2011/07/08 N° publicacién: WO 2012/006594 A1

(54) Titulo: ~ METODO PARA PRODUCIR ADAMTS13 RECOMBINANTE EN CULTIVO CELULAR

Resumen:

La presente invencion se refiere entre otros aspectos, a
condiciones de cultivo celular para producir vVWF de alto peso
molecular, en particular, WF altamente multimérico con una
alta actividad especifica y ADAMTS13 con una alta actividad
especifica. Las condiciones de cultivo celular de la presente
invencion pueden incluir, por ejemplo, un medio de cultivo
celular con una concentracion incrementada de cobre yfo
sobrenadante de cultivo celular con una baja concentracién de
amonio (NH4+). La presente invencion también proporciona
métodos para cultivar células in las condiciones de cultivo

celular para expresar VWF de alto peso molecular y rA13 que

tiene altas actividades especificas.
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LISTA DE CHEQUEO
ADMISION A lRAMlTE NUEVAS ¢

&EACIONES

PATENTE DE INVENGION [ ]

|
MODELO DE UTiLipAD || Art 33 Decibién 486/00
Indicacién que se solicita una patente

O

DPescripeién de la invencion

|
Datos de Identificacion del solicttante o de la persona que presenta la solicitud '1
. |
Dibujos de ser estos pertinentes

\
!
|
Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser &l caso formato de des
Completa

|cuenlo)
Incompleta l:] ‘

“

PATENTE DENVENGION PoT A ODELO b UriLiman et [ Artss Decision 4g6io0,cire

|
!
‘ ’
, Circllar Unica
_ |
Indicacion que se soliclta una PCT '

a

' 1
Copia de la solicitud en espafiol, tal coma fue presentada inicialmente (capltulo descnptlvo,
rejvindicatoric, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

‘\
‘
Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de desc‘pento)
|
Completa ‘

. Incompleta D
= -

L
_ \
DISENO INDUSTRIAL ||

]

(Art, 119 Decision 486/00) |

=
L1
L

|
Indicacién que se solicita. Disefio industrial ' ‘
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud |

|
Representacidn gréfica y fotogréfica del Disefio industrial o muestra del material due incorpora el
disefio.

|
i
Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D .

Incompleta D

ESQUEMA DETRAZADO ||

. (Art. 92 Declsion 486/00)

nfulnEn

: -
Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica de un esquema de frazado

N
Comprobante de pago de las tasas establecidas '

Completa D

Incompleta ]:l '

RID-FNA 00944ARY
1
]
'l
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Fecha: 2013-02.,
Tra 19 02-07 16:0
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PATENTE Y| P, 0 DIR NUEVASCR.
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