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REIJVINDICACIONES

@. Un método para la produccién de un polipéptido en un
culti?o celular de produccién de gran escala, que comprende las
etapaé de:

ia provisién de un cultivo celular que comprende:

células de ovario de hamster Chino que contienen un gen
que cédifica un polipéptido de interés, donde dicho gen se
expresé en condiciones de cultivo celular; vy
! un medio que contiene glutamina, que tiene una cantidad
acumulada de aminodcidos por unidad de volumen mayor que 70 mM;
una rel?cién molar de glutamina acumulada a asparagina acumulada
.inferioﬁ a 2, Yy gque tiene una caracteristica de medio
selecciénada del grupo que consiste de: 1) una relacién molar de
glutami@a acumulada a aminoacidos totales acumulados inferior a
0,2; 2)2 una relacién molar de ion inorgadnico acumulado a
aminoécidos totales acumulados de entre 0,4 y 1; 3) una cantidad
acumuladé combinada de glutamina vy asparagina por unidad de
volumen, .superior a 16 mM; y sus combinaciones; donde la cantidad
acumuladai de histidina, isoleucina, leucina, metionina,
fenilalanina, triptdéfano, tirosina y prolina por wunidad de
volumen eﬁ el medio es mayor de 25 mM;

el méntenimiento de dicho cultivo en una fase de crecimiento
inicial, en un primer conjunto de condiciones de cultivo, durante
un primer periodo suficiente para permitir que dichas células se
reproduzcaﬁ hasta una densidad celular viable dentro de un rango

de 20%-80%'de la densidad celular viable posible maxima si dicho
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cultivo se mantuviera en el primer conjunto de condiciones de
cﬁltivo;
| el cambio de por lo menos una de las condiciones de cultivo,
del manera de aplicar un segundo conjunto de condiciones de
cultivo, en donde dicha condicién de cultivo de células en dicho
cambio de al menos una de las etapas de las condiciones de
cultivo se selecciona del grupo que consiste de: (i) temperatura,
(iii pH, (iii) osmoladidad, (iv) nivel de inductores quimicos, vy
comﬁ@naciones de los mismos;
lel mantenimiento de dicho cultivo durante wun segundo
periédo, en el segundo conjunto de condiciones y durante un
segunﬁo periodo, de manera de acumular el polipéptido en el

cultiVo celular.

2} Un método para la produccidén de un polipéptido en un
cultivé celular de produccién de gran escala, que comprende las
etapasade:

laEprovisién de un cultivo celular gue comprende:

células de ovario de hamster chino que contienen un gen
que codifica un polipéptido de interés, donde dicho gen se
expresa én condiciones de cultivo celular; vy
a un medio que contiene glutamina, que tiene una cantidad
de aminoépido acumulada por unidad de volumen mayor de 70 mM una
relacidn Emolar de glutamina acumulada a asparagina acumulada
inferior é 2, vy
éue tiene dos caracteristicas del medio seleccionadas

del grupo que consiste en: 1) una relacién molar de glutamina
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acumulada a aminoacidos totales acumulados inferior a 0,2; 2) una
relacidén molar de ion inorgdnico acumulado a aminodcidos totales
acumulados de entre 0,4 y 1;3) una cantidad acumulada combinada
de glutamina y asparagina por unidad de volumen, superior a 16
mM; vy sus combinaciones;

| en donde 1la cantidad total acumulada de histidina,
isoleuéina, leucina, metionina, fenilalanina, triptéfano,
tirosina y prolina por unidad de volumen en el medio es mayor de

25 mM

el mantenimiento de dicho cultivo en una fase de crecimiento

iniciaf, en un primer conjunto de condiciones de cultivo, durante

un primer periodo suficiente para permitir que dichas células se

reproduécan hasta una densidad celular viable dentro de un rango
.

de 20%-80% de la densidad celular viable posible mdxima si dicho

« I . . . . 0
cultivo se mantuviera en el primer conjunto de condiciones de

cultivo;

! .
el cambio de por lo menos una de las condiciones de cultivo,

de manera de aplicar un segundo conjunto de condiciones de

cultivof en donde dicha condicién de cultivo de células en dicho

cambio de al menos una de las etapas de las condiciones de

cultivo 'se selecciona del grupo que consiste de: (i) temperatura,

(ii) pH, (iii) osmoladidad, (iv) nivel de inductores quimicos, vy

combinaciones de los mismos;

el 'mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo

periodo, , en el segundo. conjunto de condiciones y durante un
i
i
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segundo periodo, de manera de acumular el polipéptido en el

cultivo celular.

3. El método de la reivindicacién 1, donde la
concentracién de glutamina inicial de dicho medio es inferior o
igual a 10 mM.

|

4. El método de la reivindicacién 1, donde la
concentracidén de glutamina inicial de dicho medio es inferior o
igual a 4 mM.

|
5. El método de 1la reivindicacién 1, donde la cantidad

acumulada total de glutamina, por unidad de volumen, de dicho

medio,ies inferior o igual a 10 mM.

6. El método de 1la reivindicacién 1, donde la cantidad
acumulada total de glutamina, por unidad de volumen, de dicho

medio,.es inferior o igual a 4 mM.

7. El método de la reivindicacidén 1, donde la glutamina
solo se provee en el medioc inicial, al comienzo del cultivo

|
celular.

8. El método de 1la reivindicacién 1, donde la densidad
iniciaﬂ de dichas células de ovario de hamster Chino es por 1lo

menos 2 x 10° células/ml.
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9. El método de la reivindicacién 1, donde la densidad
inicial de dichas células de ovario de hamster chino es por lo

menos 2 x 10° células/ml.

10. El método de la reivindicacidén 1, donde la etapa de
provisién comprende la provisién de por lo menos 1000 L de un

cultivo.
1

i

11. El método de la reivindicacién 1, donde la etapa de

provisibn comprende la provisién de por lo menos 10.000 L de un

cultivoL

12, El1 método de la reivindicacién 1, donde dicho primer
conjunto de condiciones comprende un primer rango de temperatura

que es de 30 a 42 grados Celsius.

13., El1 método de la reivindicacién 1, donde dicho primer
conjunto. de condiciones comprende un primer rango de temperatura

que es de 37 grados Celsius.

14. El método de la reivindicacién 1, donde dicho segundo

conjunto ‘de condiciones comprende un segundo rango de temperatura

que es de 25 a 41 grados Celsius.

15. 'El método de la reivindicacién 1, donde dicho segundo

conjunto de condiciones comprende un segundo rango de temperatura

que es de;29 a 35 grados Celsius.
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16. El método de la reivindicacién 1, donde dicho segundo
conjunto de condiciones comprende un segundo rango de temperatura

que eslde 31 grados Celsius.

17. El método de la reivindicacién 1, que ademés comprende
una segunda etapa de cambio posterior a dicho primer cambio de
por lo 'menos una de las condiciones de cultivo, que comprende el

cambio 'de por lo menos una de las condiciones de cultivo, de

manera de aplicar un tercer conjunto de condiciones al cultivo.
|
I

18, El método de la reivindicacién 17, donde la segunda
etapa de cambio comprende el cambio de por lo menos una condicién

de cultivo seleccionada del grupo que consiste en: 1) la

temperatura; (2) el pH; 3) la osmolalidad; 4) el nivel de

inductores quimicos; y sus combinaciones.

19., El1 método de la reivindicacién 17, donde dicho tercer
conjunto:de condiciones comprende un tercer rango de temperatura

que es dé 27 a 37 grados Celsius.

20."' E1 método de la reivindicacién 1, donde dicho primer

periodo es entre 1 y 7 dias.

21. ' El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer

periodo eﬁ de 4 dias.
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"22. El método de la reivindicacidén 1, donde el total de

dicho primer periodo y dicho segundo periodo es por lo menos 5

dias.

23. El método de la reivindicacién 1, donde, en la etapa de
mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo periodo, el
nivel;de lactato disminuye después de que el nivel de lactato en
el cultivo alcanza un nivel méximo.

2A. El método de la reivindicacidén 1, donde, en la etapa de
mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo periodo, el
nivel ée amonio disminuye después de que el nivel de amonio en el
cultivo alcanza un nivel maximo.

25. El método de la reivindicacién 1, donde diéha cantidad
total &e dicho polipéptido producido es por lo menos 1,5 veces
mayor que la cantidad de polipéptido producido en condiciones
idénticés, en medio idéntico, pero que carece de dichas

caracteristicas del medio.

26. El método de la reivindicacién 1, donde dicha cantidad
total de dicho polipéptido producido es por lo menos 2 veces
mayor que la cantidad de polipéptido producido en condiciones

idénticas, en medio idéntico, pero que carece de dichas

caracteristicas del medio.
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27. El método de la reivindicacién 1, donde dicho cultivo

celular se provee ademas con componentes suplementarios

seleccionados de un grupo que consiste de hormonas y/o otros
factores de crecimiento, iones particulares (tales como sodio,

cloro, calcio, magnesio y fosfato), amortiguadores, vitaminas,

nucleosidos o nucledtidos, elementos en trazas (compuestos

| .
inorgénicos usualmente presentes a concentraciones finales muy
i
bajas), aminoacidos, lipidos o glucosa u otra fuente de energia.
I
28. E1 método de la reivindicacién 27, donde dichos

componentes suplementarios se proveen en miltiples intervalos.

29. Un método para la produccién de un polipéptido en un
cﬁltivé celular de produccién de gran escala, que comprende las
etapas:de:

ld provisién de un cultivo celular que comprende:

' células de ovario de hamster chino que contienen un gen
que coﬁifica un polipéptido de interés, donde dicho gen se
expresaien condiciones de cultivo celular; vy

' un medio definido que contiene glutamina, que tiene una
cantidaa de aminodcido acumulada por unidad de volumen mayor de
70 mM,iuna relacidn molar_de glutamina acumulada a asparagina
acumulada menor de 2, y que tiene unas caracteristicas de medio

seleccionadas del grupo que consiste en: 1) una concentracién
inicial 'de aminodcidos mayor de 70 mM; 2) una relacién molar de
glutamina a aminodcidos totales inferior a 0,2; 3) una relacién

molar de ion inorganico a aminodcidos totales de entre 0,4 y 1; y
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4) una concentracién combinada de glutamina y asparagina superior
a 16 mM;

ien donde dicha cantidad total acumulada de histidina,
isoléucina, leucina, metionina, fenilalanina, triptéfano,
tiroéina y prolina por unidad de volumen en el medio es mayor de
25 mM;

lel mantenimiento de dicho cultivo en una fase de crecimiento
inicial, en un primer conjunto de condiciones de cultivo, durante
un-pfimer periodo suficiente para permitir gue dichas células se
reproauzcan dentro de un rango de 20%-80% de la densidad celular
viablé posible maxima si dicho cultivo se mantuviera en el primer
conjuéto de condiciones de cultivo;

él cambio de por lo menos una de las condiciones de cultivo,
de mahera de aplicar un segundo conjunto de condiciones de
cultiﬁo, en donde dicha condicidén de cultivo de células en dicho
cambiol de al menos una de las etapas de las condiciones de

|

cultivo se selecciona del grupo que consiste de: (i) temperatura,
(ii) pH, (iii) osmoladidad, (iv) nivel de inductores quimicos, vy
combinéciones de los mismos;

eﬂ mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo
periodé, en el segundo conjunto de condiciones y durante un
segundoz periodo, de manera de acumular el polipéptido en el

cultivo' celular.

30; Un método para la produccidén de un polipéptido en un
cultivoacelular de produccién de gran escala, que comprende las

etapas de:

1321487-vi\BOGDMS 9
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la provisidén de un cultivo celular que comprende:
' células de ovario de hamster chino que contienen un gen
que codifica un polipéptido de interés, donde dicho gen se

i
expresa en condiciones de cultivo celular; y
l

. un medio definido que contiene glutamina, caracterizado
por: 1) una concentracién inicial de aminodcidos mayor de 70 mM;
2) una relacién molar de glutamina a asparagina inferior a 2; 3)
una reélacidén molar de glutamina a aminodcidos totales inferior a
0,2; 4) wuna relacién molar de ion inorganico a aminoacidos
totalés de entre 0,4 y 1; vy 5) una concentracién combinada de
i
glutaqina y asparagina superior a 16 mM;
en donde la cantidad total acumulada de istidina,

isoleucina, = leucina, metionina, fenilalanina, triptéfano,

tirosina y prolina por unidad de volumen en el medio es mayor de

25Mm;

ei mantenimiento de dicho cultivo en una fase de crecimiento
i
inicial, en un primer conjunto de condiciones de cultivo, durante
|
un priyer periodo suficiente para permitir que dichas células se
reproduzcan dentro de un rango de 20%-80% de la densidad celular
viable;posible maxima si dicho cultivo se mantuviera en el primer

. | .. ,
conjunto de condiciones de cultivo;

! . L. \
el cambio de por lo menos una de las condiciones de cultivo,

de manera de aplicar un segundo conjunto de condiciones de
|

cultivo, en donde dicha condicién de cultivo de células en dicho
i

cambio de al menos una de las etapas de las condiciones de

cultivo; se selecciona del grupo que consiste de: (i) temperatura,
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(iiP pH, (iii) osmoladidad, (iv) nivel de inductores quimicos, y

|

compinaciones de los mismos;
\
\
|

| el mantenimiento de dicho «cultivo durante un

|

) . o
per;odo, en el segundo conjunto de condiciones

segundo

y durante un

segundo periodo, de manera de acumular el polipéptido en el
|
l

cultivo celular.

1 .
1 31. El1 método de la reivindicacién 1, donde dicho medio
)

i 0 . v «
comprende un medio que contiene glutamina y que tiene una

|

| .

caracteristica de medio seleccionada del grupo que consiste en:
|

I
11) una concentracién inicial de aminodcidos mayor de 70 mM;

| ;s . D . Ca
2) una relacidén molar de glutamina inicial a asparagina inicial
|

|

inferior a 2; 3) una relacién molar de glutamina inicial

a
|

. b, . . . . . . v .
amlnqa01dos totales iniciales inferior a 0,2; 4) una relacién

|
molar de

ion inorgdnico inicial a aminodcidos totales iniciales
\ » '

i
de entre 0,4 y 1; y 5) una concentracién combinada de glutamina

inicw l y asparagina inicial superior a 16 mM; ¥

I

sus

ﬁ
combipaciones.

|

i

i

|

i

32. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2 6

i
|
30—314 donde:
\
los niveles de lactato son inferiores a aquellos niveles
1
\ o o . C e s
obserqados en condiciones idénticas, en medio idéntico, pero que

|
carece, de dicha caracteristica de medio;

i
|
|
|
|
|
\

|
|
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+ los niveles de amonio son inferiores a aquellos niveles
observados en condiciones idénticas, en medio idéntico, pero que

carece de dicha caracteristica de medio; vy

la cantidad total de polipéptido producido es por lo menos
tan' alta como aquella observada en condiciones idénticas, en

medio idéntico, pero que carece de dicha caracteristica de medio.

- 33. El método de la reivindicacién 1, donde dicho cultivo

no es suplementado con componentes adicionales durante el

tran%curso de la produccidén de dicho polipéptido.

,34. El método de la reivindicacién 1, donde se sustituye la

glutamina con glicilglutamina en dicho cultivo.

35. El1 método de 1la reivindicacién 1, donde la cantidad

total acumulada de histidina, isoleucina, leucina, metionina,

fenilalanina, triptéfano, tirosina y prolina, por unidad de

voluﬁen en dicho medio, es mayor de 25 mM.

36. El1 método de la reivindicacién 1, donde 1la cantidad
total acumulada de histidina, isoleucina, leucina, metionina,
fenilalanina, triptéfano, tirosina y prolina, por unidad de

|
volumgn en dicho medio, es mayor de 35 mM.

|
37. El método de la reivindicacién 1, donde dicho medio

tiene  una caracteristica del medio seleccionada del grupo que
i .

consiste en:

1321487-v1\BOGDMS 12
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(1) una cantidad total acumulada de histidina, por unidad de
volumen, mayor de 1,7 mM;
| (2) una cantidad total acumulada de isoleucina, por unidad
de;volumen, mayor de 3,5 mM;
(3) una cantidad total acumulada de leucina, por unidad de
volumen, mayor de 5,5 mM;
i (4) una cantidad total acumulada de metionina, por unidad de
voiumen, mayor de 2,0 mM;
(5) una cantidad total acumulada de fenilalanina, por unidad
de volumen, mayor de 2,5 mM;
! (6) una cantidad total acumulada de prolina, por unidad de
vo;umen, mayor de 2,5 mM;
(7) una cantidad total acumulada de triptéfano, por unidad
detvolumen, mayor de 1,0 mM;

(8) una cantidad total acumulada de tirosina, por unidad de

volumen, mayor de 2,0 mM.

l 38. El1 método de la reivindicacién 1, donde 1la cantidad
total acumulada de serina, por unidad de volumen en dicho medio,

es mayor de 10 mM.
! 39. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad

total acumulada de asparagina, por unidad de volumen en dicho

medio, es mayor de 8 mM.
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40. El método de 1la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de asparagina, por unidad de volumen en dicho

meaio, es mayor de 12 mM.

| 41. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de fésforo, por unidad de volumen en dicho medio,

esimayor de 5 mM.

42. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
|
total acumulada de glutamato, por unidad de volumen en dicho
medio, es menor de 1 mM.
| .
43. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad

total acumulada de pantotenato de calcio, por unidad de wvolumen

en dicho medio, es mayor de 20 mg/l.

44. El1 método de la reivindicacién 1, donde 1la cantidad
total acumulada de nicotinamida, por unidad de volumen en dicho
|
medio, es mayor de 25 mg/l.

i
* 45. E1 método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de piridoxina y piridoxal, por unidad de volumen

en bicho medio, es mayor de 35 mg/l.

| 46. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de riboflavina, por unidad de volumen en dicho

medio, es mayor de 2,0 mg/l.
|
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47, El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad

total acumulada de clorhidrato de tiamina, por unidad de volumen

en dicho medio, es mayor de 35 mg/l.

1
i

48. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-7 o
las' reivindicaciones 8-31 o las reivindicaciones 33-47, en donde
el polipéptido es anti-GDF-8.

49. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 o
las reivindicaciones 8-31 o las reivindicaciones 33-47, en donde

el ﬁolipéptido es anti-LewY.

'50. El1 método de la reivindicacién 32, en donde el

polipéptido es anti-GDF-8.

.51. El1 método de 1la reivindicacidédn 32, en donde el
polipéptido es anti-LewY.

v

52, El método de la reivindicacidén 1, 2 o 29, en donde el

medioique contiene glutamina tiene una cantidad acumulada de
glutaﬁina a asparagina por unidad de volumen mayor de 16 mM; vy
tiene'unas caracteristicas de medio seleccionadas del grupo que

consiste en: i) una relacidén molar de glutamina acumulada a

aminoacido total acumulado menor de 0,2, ii) una relacién molar
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de  i6n inorgédnico acumulado a aminoadcido total acumulado entre

0,4 a 1, y combinaciones de los mismos.

BM_RAC/BOGDMS+#1282004-V1-P2007_000034-NUEVO_CAP{TULO_REIVINDICATORIO.DOC
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
k NIT : 800.176.089-2
i - / -
i
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA No. 12 - 141874

Bogot4 D.C., Diciembre 21 de 2012 - 16:04:13

!
RECIBIDO DE : BAKER & MCKENZIE
\

NI 900.034.906
| *** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUFNTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGN}‘\CION BANCO DE BOGOTA 062754387 189777980 21/12/2012 1.320.000.00
|
' *** Conceptos Pagados ***
CANT__ BENTISTICO CONCFPTO Ve UNDITARIO  Vr CONCFPTO
44 50005-01-01 %OLICITUDES 16AOIZA %E%lm%%lc/\l&bé UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 1.320.000.00
|

$1.320.000.00

SON: **UN I\?IILL&OACUTE;N TRESCIENTOS VEINTE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
: |

|
Responsable‘::
_**t *_ ;

1 Recibo de Ca{ja Aplicado al Expediente No.

b

SUPERINTEN NCIA D INDUSTRIAY COMERCIO
i i
\

* TR

i
No. 07- 35\1@29- ~00011-0000

UEVASCR

4056 Dep. 2020 DIRN

by 2%13%152&%?5\1\(6{\105 Eve 378 FASENACIONALI
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Act. 329 CTOINFORMACION  Folios: 20 3

|
1

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240
i
» Diciembre 21 de 2012 - 16:04:13
i




