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Related Applications

[0001]  This epplication claim priority to Provisicnal Patent Application
Numbers 60/605,097, 60/604,941, and 60/605,074, each of which was filod Augost
27, 2004, and each of which is incorporated hereln by refirence In its entirety.

Backgrouad of the Invention
[0002) Proteins and polypeptides have become increasingly important as
therapeutic agents. In most cases, therapeutio proteins and polypeptides are
produced in cell culture, from colls that have beon engineorod and/or salocted to
produce unusually high lovels of the particular protein or polypeptide of interest,
Control and optimization of cell cultare conditions is critically importent for
successful commercial production of proteins snd polypoptides.
[0003]) Many proteins and polypeptides produced in coll culture are made ina
batch or fed-baich procoss, in which cells are cultured for a period of time, and then
the culture is terminated and the produced protein or polypeptide is isolated. The
ulimato smount end quality of protein or polypeptide produced can be dramaticslly
affected by the conditions of the cell culture. For example, traditional batch and
fed-batch culture processes often rosult in production of metabolio waste products
that have detrimental effects on cell growth, viability, and production or stability of
the protein or polypeptide of Interest. While offorts have been made to improve
production of protoins and poiypeptides in baich and fod-batch oulture prooesses,
there remeins a noed for additional improvemeonts.
[0004] Additionally, significant effort has boen invested in the development of
defined media (l.c., madia assernbled from known individual components and
Iacking serum or other animal byproducts) for use in culturing cells, particularly
mammalian cells. Cell growth cheractoristica can be very difftrent in defined media
as contragted with serum-derived media. There is a particolar need for the
development of improved systems for producing proteins and polypeptides by cell
culture in definad media.
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Summary of the Invention nen
[0005] The present invention provides an improved system for largo scale
production of proteins and/or polypeptides In coll culture. For example, the present
invention provides commervial scale (0.8, 500 L or more) culturo methods that
utilize » medium characterizod by one or more of: f) a cumulative amino acid
emount por unit volume greater than about 70 mM; if) & molar cumulative glutamine
to cumulstive asparagine retio of less than about 2; 1if) a moler cumulative
glutenine to cumulative total emino acid ratio of less than ebout 0.2; iv) & molar
curmuistive Inorganic ion to cumulative total amino acld mtio between about 0.4 to
l;orv)abhadmﬂlﬂvomunnofghmlnondw::nmlﬂm
per unit volume greater than about 16 mM. Ono of ordinary skill In the ert will
understand that “cumulative”, as used above, refiers to the total amount of a
particular component or components added over the course of the cell culture,
inchiding components added at the beginning of the culture and subsequently added
components. In certain proferred embodiments of the invention, It is desinbloto -
minimize “foeds” of the culture over timo, 50 that it s desirable to maximize
amounts present Inttially. Of course, medium components are metabolized during
culture ao that cultures with the same cummlative amounts of given components will
have different absoluts lovels if those components aro added at different times (8.2
all prosent initially vs. some edded by feeds).
[0006] Acconding to the proscat invention, uso of such 3 medium allows high
levels of protein production and lessens accumuiation of certain undesirable factors
such as ammonium and/or Inotate,
[0007]  One of ordinary skill in the art will understand that the media
formulstions of the present invention encompass both defined and non-defined
modia. In certain proferred embodiments of the present tnvention, the cultare
medium is a defined mediom in which the composition of the medium 1s known and
controllad.
[0008]  In certain preferred embodiments of the present Invention, the culture
meothods include changing the culture from a first set of culture conditions to a
. socond set of culture conditiona so that & metabolic shift of the cells is achieved. In
some embodiments, this change is performed when tho oulture has reached about
20-80% of Its maximal oell density. In some embodiments, the change involves
changing the tempersture {(or tempersture renge) at which the culture is maintsined.



\O
WO 2006026445 PCT/US2005M030437
: ﬂﬂﬂ/‘f’ﬂ/
Alternatively or additionally, the present invention provides methods edjusted so
that, after reaching a peak, lactate and/or ammonium Jovels in the culture decroase
over time. In other embodiments, the shift involves shifting the pH, osmolarlity or
lovel of chemical inductants, such as alkanoic acids or thelr salts.

[0009)  Cell cultures of the present invention may optionaily bo supplemented
with nutrients and/or other medium components inciuding hormones and/or other
growth factors, partioulr lons (such as sodium, chloride, calcium, magnesium, and
phosphete), buffirs, vitamins, nucleosides or nucleotides, trace elements (inorganic
compounds usually present at very low final concentrations), amino aclds, lipids, or
glucose or other enargy source. In corteain embodiments of the present inveation, it
may be boneficlal to supplement the media with chemioal inductents such ss
hexamethylone-bis(acetamide) (“HMBA™) and sodium butyrate (“NaB”™). These
optional supplements may be added at the beginning of the culture or may be added
at a later point in order to replenish depleted mutricats or for ancther reason. In
goneral, it is desimable to select tho initls] medium composition to minimizo
supplcmentation in accordance with tho prosent invention. .

[0010]  Various caliure conditions may be monitored in scoordance with the
present invention, inchuding pH, cell denaity, coll visbility, lactats levels,
ammonium levels, osmolarity, or titer of the expressod polypeptide or protein,

Brief Description of the Drawing
[0011] Figure ] shows a comparison of Modium 1 and Medium 2 in shake
flasks using anti-GDP-8 cells.

[0012])  Figure 2 shows coll growth and viability of anti-GDF-3 cells in Mediom
1.
[0013]  PFigure 3 shows cell growth of anti-GDF-8 cell oultures in contro] and no
glutamine feed oylture conditions. :

{0014)  Figure 4 abows cell viability of anti-GDF-8 cell cultures in control and
no glutamine feed culture conditions.

[0015] Figure 5 shows ammonium levels of anti-GD¥-8 cell cultures in control
and no ghutamine foed culture conditions.

[0016]  Figure 6 shows lactate lcvels of anti-GDF-8 cell cultures in control and
no glutamine feed calture conditions,
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[0017]  Figure 7 shows anti-GDF-8 titer in control and no glutamine feed culture
conditions.

[0018]  Figure 8 showa cell density of enti-GDF-8 cell cultures in control and
ghitemine-gtarved feed culture conditions.

[0019])  Figure 9 shows cell viability of entl-GDF-8 cell cultures in control and
glutamine-starved foed culture conditions,

[0020] Figuro 10 shows ammonium levels of anti-GDF-8 coll cultures in conirol
and glutamine-sterved culture conditions.

{0021)  Figure 11 shows lactate levels of anti-GDF-8 cell cultures in control and
glutamine-starved culture conditions.

[0022] Figuare 12 shows anti-GDF-8 titer in control and glutamine-starved
oulture conditions.

[0023]  Figure 13 shows irom dose response of anti-GDF-8 colls In Modium 1
and Medium 2.

[0024]  Figure 14 shows cell density of Glutamate and Glutamine fed cuttures.
[0025] Figure 15 shows cell viability of Glutamsts and Glutamine fed cultures.
[0026] Figure 16 shows anti-Lowis Y titer in Glutamate and Glutamine fed
cultores. )

[0027)  Figure 17 shows lactate lovels In Glutemate and Glutamine fod cultures.
[0028]  Figure 18 shows ammonium lovels in Glutemate and Glutamine fod
cultures.

[0029] Figure 19 shows csmolerity of Glutamate and Glutamine fid cultures.
[0030]  Figure 20 shows cell demsity of ntl-Lowls Y colls. Bach plot is the
averago of two shake flasks grown using the same conditions.

[0031]  Figure 21 shows cell viability of anti-Lewis Y oells. Each plot is the
svernge of two shake flasks grown using the sume conditions,

[0032] Figure 22 shows average titer of anti-Lewis Y culture. Each plot is the
average of two shako flasks grown using the seme conditions.

[0033]  Figure 23 shows ammontum lovels of enti-Lowis Y cells. Bach plot is
tho average of two shako flasks grown using the same conditions.

[0034)  Figure 24 shows an impeller jump used in fod-batch cultures,

[0035]  Pigure 25 shows cell growth of anti-GDF-8 colls under various
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[0036]  Figure 26 shows visbility of anti-GDF-§ cells under varions
experimontal conditions.

[0037]  Figuro 27 shows suti-GDF-8 titer under various experimental conditions.
[0038)  Figure 28 shows lactats levels of anti-GDF-3 cultures under verions
enperimontal conditions, .

[0039]  Figuro 29 shows ammonium levels of amti-GDF-8 cultures under various
exporimentsl] conditions.

[0040]  Figuro 30 shows coll growth of anti-GDF-§ cells under various
experimental conditions.

[004]1] Figuro 31 shows anti-GDF-8 titer under various experimental conditions,
[0042]  Figuro 32 shows lactate lovels of anti-GDP-3 cultures under various
exparimental cooditions.

[0043]  Figuro 33 shows emmonium lovels of anti-GDF-8 cultures under varions
experimental conditions.

[0044]  Figure 34 shows cell growth of antl-GDF-3 cells in modificd Medium 9
ooutaining various levels of glutamine and asparagine,

[0045] ' Figure 35 show cell viability of antl-GDF-8 cells in modified Modhum 9
ocontaining verious lovels of giutamine end asparagine.

[0046]  Figure 36 shows lactate levels of anti-GDP-8 cultures in modified
Medium 9 contalning various levels of glutamine and asparagine.

[0047] Figure 37 shows smmonium levels of ant-GIDF-8 oultures in modified
Madium 9 containing various levels of glutamine and ssparagine.

[0048]  Figure 38 shown glutemine levels of entl-GDF-§ cultures in modified
Modium 9 containing verlos lovels of giutamine and asparagine.

[0049]  Figure 39 shows anti-GDF-8 titer in modified Medium 9 containing
varioas levels of glutamine und asparngine,

[0050] Figure 40 shows camolarity of entl-GDF-8 cultures in modificd Medhum
9 containing various levols of glutamine and aspamgine.

[0051] Figure 41 shows oell growth of anti-GDF-8 cells in media containing
various lovels of asparagine end oysteine,

[0052]  Figure 42 shows lactate lovols of anti-GDF-8 cultures in modia
containing various levels of asparagine and cysicine.

[0053]  Figure 43 shows smmonium levels of anti-GDF-8 cultures in media
contsining various lovels of asparsgine and cysteine.
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[0054]  Figure 44 shows glutamine levels of anti-GDF-$ cultures in media
containing varicus levels of asparagine end cysteins. .
[0055]  Pigure 45 shows glutamate levels of anti-GDF-§ cultures in media
containing various lovels of asperegine and oysteine.
[0056]  Figure 46 shows anti-GDF-8 titer in media containing various lovels of
saparsgino and cysteine.
[0057])  Figure 47 shows osmolarity of anti-GDP-8 cultures in media containing
varlous levels of asparagine and cysteine.
[0058] Figure 48 shows cell growth of anti-GDF-8 cells in media containing
various levels of amino acids and vitamins.
. [0059]  Figure 49 shows lactato lovels of anti-GDF-§ cultures in modia
containing various levels of emino aclds and vitamins.
[0060] Figure 50 shows smmonium levels of anti-GDF-8 cultures in media
contrining various levels of amino acids and vitamins.
[0061]  Flgure 51 shows giutamine lovels of nti-GDF-8 cultures in media
containing various lsvels of amino acids end vitamins,
[0062]  Figure 52 shows anti-GDF-3 titer In media containing various lovels of
amino acids and vitamins,
[0063]) Figure 53 shows cell growth of enti-GDF-8 cells in modia containing
various lovels of vitamins, trace elements E and iron.
[0064] Figure 54 shows Inctate lovels of antl-GDF-§ cultures in media
containing various levels of vitamins, trace elements E and fron.
[0065]  Figure 55 shows ammonium levels of nti-GDF-8 culturee in media
containing various lovels of vitamina, trace elemonts E and Iron.
[0066] Figuro 56 shows anti-GDF-8 titer in media containing various lovela of
vitamins, trace elcments E and iron.
[0067]  Figure 57 shows cell growth of anti-GDF-8 cells in-Modiums 1, 3 and 9.
[0068] Figure 58 shows sntl-GDP-8 titer in Medium 1,3 end 9.
[0069]  Figure 59 shows extrapolsted ant-GDF-§ titers fbr various levels of
glutemine alono and total combined glutamine and asparagine.
[0070] Figure 60 shows cell growth of anti-ABcta cells under various modia
[0071]  Figure 61 shows cell viability of antl-ABets cells under various media
conditions tested.
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[0072]  Figuro 62 shows Inctats Iovels of enti-ABeta cultures under various i m/(
media conditions tosted.
[0073] Figure 63 shows ammonium lovels of antl-ABcta cultures under varions
media conditions tosted.
[0074]  Figuro 64 shows anti-ABeta titer in various media conditions tesbed.
[0075] Figuro 65 shows osmolarity of anti-ABetn cultures under various media
conditions tosted,
[0076] Figure 66 shows oell growth of cells expressing TNFR-Ig under varions
experimental conditiona, _ :
[0077]  Figuro 67 shows visbllity of cells exprossing TNFR-Ig under various
experimental conditions. .
[0078]  Figure 68 shows residual glucosc in cultures of colls exprossing TNFR-
Ig under various experimental conditions,
[0079) Figure 69 shows glutzinine levels in cultares of cells expressing TNFR-
Ig under various axperimental conditions.
[0080] Figure 70 shows lactate concentration in cultures of colls exprossing
‘TNFR-Ig under varions experimental conditions.
[0081] Figure 71 shows ammonium levels in culinres of cells expressing TNFR-
Ig under various experimental conditions,
[0082] Figure 72 shows TNFR-Ig relative titer under various experimental
conditions.
[0083]  Figuro 73 shows coll densitios of entl-GDF-8 cells grown in 6000 L and
1 L bioroactors.
[0084]  Figure 74 shows titers of anti-GDF-8 cells grown in 6000 L.and 1 L
bioroactors.
[0085]  Figure 75 shows lactzte lovels of antl-GDF-8 oclls grown in 6000 L and
1 L, bioreaciors.
[0086] Figuro 76 shows ammonium levels of antl-GDF-8 cells grown in 6000 L.
#nd 1 L bioreactors.

Definitions
[0087] “About”, “Approximately”: As used horein, thoe terms “about”™ snd
“approximately”™, as applied to one or more particular cell culiure conditions, refer
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to & range of valnes that are similar to the stated refirence value for that oulture \<
condition or conditions. In cartain embodiments, the term “about” refors to & range
of values that fall within 25, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14,13, 12,11, 10,9,8,7, 6, 5, 4,
3,2, 1 percent or less of the stated refevence value for thet culture condition or
conditions.

[0088] *“Amino acld”: The term “amino acid™ as wod heroin refer to any of the
twenty naturally occurring amino aclde that are normally wsed in the formation of
polypeptides, or analogs or derivatives of thoso amino acids. Amino acids of the
present invention are provided in medium to coll cultures. The amino acids
provided in the medium may be provided as salts or in hydrato form.

[0089)  *“Antibody™: The term "sntibody” as nsed herein refors to an
immunoglobulin molecule or an Immunologically active portion of an
immunogiobulin molecule, such as a Fab or F(ab’); fragment, that contains one or
more antigen binding sites which specifically bind (mmunoreact with) an antigen.
The terms "monocional antibodies” and "monoclonal antibody composition”, as
used herein, refor to a clonal population of antfbody molecules that contain only one
spocios of an antigen binding sito capeble of immuncreacting with a particular
opltope of en antigen, whereas the torms "polyclonal antibodies” and "potycional
antibody composition” refir to a population of entibody molecules that contain
multiple spocies of antigen binding sites capable of Interacting with a particular
antigen,  The definition of monocional antibodies includes both clonal molocules
derived by traditional technologies as well as molecules of defined sequence derived
by manipulation or mutstion of spocific residucs, for example, humantzed
antibodios,

[0090] “Batch culture™: ‘The term “batch culture™ ¢s used herein refersto a
mothod of culturing cells in which all the components that will ultimately be used in
culturing the ocells, including the medium (seo definition of “medium™ below) as
woll as the cells themselves, are provided et the begining of the culturing process.
A batch culture is typically stopped st some point and the cells and/or components
in the medium are harvested and optionally purified.

[0091]  “Biloreactor™: The term “bicreactor™ as used herein refers to any vessel
used for tho growih of a mammalian cell culture. The bioreactor can be of any gize
30 long es 1t is usefiil for the culturing of mammalian cells. Typically, the



WO 2006/026445 PCTUS2005/030437

bicreactor will be at least 1 liter and may be 10, 100, 250, 500, 1000, 2500, 5000,
8000, 10,000, 12,0000 liters or more, or any volume in between, The internal
conditions of the bioreactor, including, but not limited to pH and temperature, aro
typically controlled during the cultaring period. The bloreastor can be composed of
any matorial thet is sgltablo for holding mammalian cefl cultures suspended in
media mder the culture conditions of the present invention, including glazs, plastio
or metal. The term “production bioreactor” as used herein refiers to the final
bioreactor used in tho production of the polypeptide or protoin of Intcrest. The
volume of the large-scale cell culture production bioreactor Is typically at least 500
liters and may be 1000, 2500, 5000, 8000, 10,000, 12,0000 liters or more, or mry
volume in between. One of ordinary akill in the art will bo sware of and will be sble
to choose muitable bioreactors for use in practicing the present invention.

[0092]  “Cell donsity”: Tho torm “cell density™ as usod horein refirs to that
number of cells prescut In & given volume of mediom, -

[0093]  “Cell viability”; The term “oell viability” s used herein refers to the
sbility of cells in culture to survive under a given set of culture conditions or
experimental variations. The torm as used herein also refers to that portion of colls
which are alive at a particular time in relation to the total number of cells, living and
dead, In the cglture st thet time.

[0094] “Culture”, “Coll culture” and “Mammalian cell colture™: These terms as
used herein refor to a mammalian cell populstion that is suspended in 8 modium (see
definition of “medium” below) under conditions suttable to survival and/or growth
of the cell population. As will be clear to thoso of ordinary skill in the art, those
torms a3 used horein may refer to the combination comprising tho mammalian oell
population and the modium In which the population Is suspended.

[0095] “Fed-batch culturo™ The term “fed-batch culturv” as used hereln refors
to a method of culturing cells in which additional components aro provided to the
culture st some time subsequent to the beginning of the culture process. The
provided components typlouily comprise mitritional supplements for the oolls which
have been depleted during the culturing process, A fed-batch culture Is typloally
stopped at some point and the cells and/or components in the medium are harvested
and optionelly purified,

[0096] ‘“Fragment™: The term “fragment” as used heroin rofers to polypeptides
and is defined s any disorete portion of a given polypeptide that Is unique to or
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characteristio of that polypeptids. The torm as used heroin also refors to any
discroto portion of a given polypeptide that retains at icast a fraction of the activity
of the fall-lmgth polypeptide. Preferably the fimction of activity retained is st loast
10% of the ectivity of the full-length polypeptide. More preferably the fraction of
activity retained in at loast 20%, 30%, 4094, 50%, 6094, 70%, 80% or 90% of the
sotivity of the full-length polypeptide. More preferably still the fraction of activity
retained Is at least 95%, 96%, 9794, 98% or 99% of the activity of the full-longth
polypeptide. Most prefizrably, the fiaction of activity retained is 100% of the
activity of the full-lmgth polypeptide. The term as used hersin also refers to any
portion of a given polypeptide that includes at least an established sequence element
found in the full-ength polypeptide. Prefirably, the sequence cloment spans at Jeast
4-3, more preferably at least about 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 or more amino
acids of the full-length polypeptide.

[0097]  *“Gene™: The torm “gono™ ag used hereln refers to any nuclootide
sequence, DNA or RNA, at least some portion of which encodes a discrete final
product, typlcally, but not limited to, a polypeptide, which functions in some aspect
of cellular metabolism or development. The torm Is not meant to rofer only to the
coding sequence that encodes the polypeptide or other discreto final product, but
may also enoompass regions preceding and following the coding sequence that
modulate the basal lovel of expression (seo definition of “genetic control element”
below), as well as Intervening sequences (“introns™) botween Individual coding
segments (Mexons™),

[0098] “Genetio control olement”™: The term “genetio control cloment” as usod
bercin refers to eny sequence element that modulates tho expression of a gene to
which it is operably linked. Genetio control eloments may finction by either
increasing or decroasing the expression levels and may be located before, within or
after the coding sequence. Genetic control olaments may act st any stage of gone
expression by regulating, for example, initiation, elongation or termination of
transcription, mRNA splicing, mRNA editing, mRNA stability, mRNA localization
within the cell, initietion, elongation or termination of transiation, or eny other stage
of geno expression. Genetic control oloments may function individually or in
oombination with ons another.

[0099] “Hybridoma™: Tho term “hybridoma” as used horein rofers to a cell
created by fusion of an immortalized cell derived from an immunologic source and
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an antibody-producing cell. The resulting hybridoma is an immortalized celf that
produces antibodics, The individual colls used to creats the hybridoma can be from
any mammalien source, Including, but not imited to, rat, pig, rabbit, sheep, pig,
goat, and human. The term also encompasscs trioma cell lines, which result when
progeny of heterchybrid myeloma fusions, which are the product of a fusion
botween human cells and 8 murine myeloma cell line, are subsequently fused with s
plasma cell, Furthermors, the term is meant to inchude eny immortalized hybrid cell
line that produces antibodies such as, for example, quadromas (See, e.g., Milstein et
al., Nature, 537:3053 (1983)). '
[00100] “Integrated Vieble Cell Density™: The term “integrated viable coll
doensity™ as used hereln refers to the average density of viable cells over the course
of the culturc multiplied by the amount of timo the culture bas run. Assuming the
amount of polypeptiie and/or protein produced is proportional to tho mumber of
viable cells present over the course of the culture, integrated viable ccll density is a
useful tool for estimating the amount of polypeptide and/or protein produced over
the course of the culture.

[00101] “Medium™, “Cell culture medium”, “Culture medium™: These terms as
used berein refer to s solution containing notricats which nourish growing
mammalien cells. Typically, these solutions provide essontial and non-essential
amino acids, vitamins, energy sources, lipids, and trace clements required by the
cell for minimal growth and/or survival. The solution may also contain components
that onhanoe growth and/or survival above the minimal rate, including hormones
and growth factors. The solution is preforebly formulated to a pH and salt
concentration optimal for cell survival and proliftrstion. The medium may also be a
“defined media”™ — & serum-freo media that contains 0o proteins, hydrolysates or
components of unknown composition. Defined media are free of animal-derived
companents and all components have a known chamical structure.

[00102] “Motabolic waste product™: The term “metabolic waste product® as used
hereln refirs to compounds produced by the cell culturs as a result of normal or
non-normal metabolic prooasses that are in some way detrirmental to the cell culture,
particularly In relation to the expression or activity of a desired recombinant
polypeptide or protein. For example, the metabolic waste products may be
detrimentul to the growth or viability of the ceil culture, may decrease the amount of
recombinant polypeptido or protein produced, may alter the folding, stability,
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glycoslystion or other post-translationat modification of tho expressed polypeptide
or protein, or may be detrimental to the cells and/or exprossion or activity of the
recombinant polypeptide or protein in sny number of other ways. Exomplary
metabolic waste products include lactate, which is produced as a result of glucose
metabolism, and ammonium, which is produced as a result of glutamine
metabolism. One goal of the present invention is to slow production of, reduco or
oven oliminate metabolic waste products in mammalisn ocll coltures.

[00103] *‘Osmolarity” and “Osmolality™: "Osmolality” is 8 measure of the
osmotic pressure of dissolved solute particles in an aqueous solution. The solute
particles include both ions and non-fonized molecules. Osmolality is expressed as
the concentration of osmotically active particles (1.e., osmoles) dissolved in 1 kg of
solution (1 mO=mm/kg H,0 =t 38°C is equivalent to an oamotio pressure of 19mm
Hg). "Osmolarity,” bry contrast, refers to the number of solute particlea dissolved in
1 Iiter of solution. When used herein, the abbroviation "mOsm” means
"millicamoles/kg sohution".

[00104] “Perfusion culture™: The term “perfusion culhure® as used herein refers to
& method of culturing cells in which additional components are provided
continuousty or semi-continuously to the culture subsequent to the begimning of the
culture process. The provided components typlcally comprise nutritional
supplements for the cells which have been depleted during the culturing process. A
portion of the cells and/or components in the medium are typically harvested on a
oontinuous or semi-continuous basis and are optionally purified.

[00105] *Polypoptide™: The term “polypeptide”™ as used herein refers a sequential
chain of amino acids linked together via peptide bonds. The term is used to refer to
an amino acid chain of any length, but one of ordinary skill In the art will
understand thet the term 1s not limited to lengthy chains and oan refer to & minimal
chain comprising two amino acids linked together via a peptide bond.

[00106] “Protein™;: The term “protein™ as used hereln rofors to one or more
polypeptides thet finction as a discroto unit. ifs single polypeptide is the disoreto
functioning unit and does require permanent phrysical association with other
polypeptides in order to form the disoreto fanctioning nit, the teems “polypeptide™
and “protein” as used herein are used inteychangeably. If discrete fimotional unit is
comprised of more than one polypeptide that physically assoclate with one another,

12
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the term “protein” as used hercin rofers to the multiple polypeptides that are n n/)
physically coupled and function together as the discrete unit.
[00107] “Recombinantly expreased polypeptide™ and “Rocombinant
polypeptide™: These terms as used herein refer to a polypeptide expressed from a
mammalian host ocll that has been genetically enginecred to exproas that
polypeptide. The rocombinantly expreased polypeptide can be identical or similar
to polypeptidos that are normally expressed in the mammalian host cell. The
recombinantly expressed polypoptide can also foreign to the host coll, I.c.
heterologous to peptides normally exprossed in the mammalisn host cell.
Altemnatively, the recombinantly expressod polypeptide can be chimeric in that
portions of the polypeptide contain amino acid sequences that aro identical or
similsr to polypeptides normally expressed in the mammalian host coll, while other
portions are foreign to the host cell.
[00108] “Seeding™: The term “sceding” as used herein refors to the process of
providing & cell culture to a bioreactor or ancther vossel, The oells may have boen
propagated previously in another biareactor or vessel, Alternatively, the cells may
have been frozen and thawed immediately prior to providing them to the bloreactor
or vessol. The torm refers to any number of cells, including a singlo cell.
{00109]) *Tiber™: The term “titer” as used horein refers to the total emount of
recombinantly exproeased polypeptide or protein produced by & mammalian coll
culture divided by a given amount of medium volume. Titer is typlcally expressed
in units of milligrams of polypeptide or protein per milliliter of medium.

Detailed Description of Cerfain Prefesred Embodiments
[00110] The present Invention provides improved systems for the production of
proteins sad/or polypeptides by cell cultwre, In particular, the invention provides
systerns that minimize production of ane or more metabolic products detrimentl to
ooll growth, viabillty, and/or pratein production or quality. In a preferred
embodiment of the present invention, the cell culture is 8 betch or fod-batch culture.
Other cortain preferred embodiments of the invention aro discussed in detail below.
‘Those of ordinary skill in tho art will understand, however, that various
modifications to these preforred embodiments are within the scope of the appended
claims. I is the claims and equivalents thereof that define the scope of the prosent
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invention, which is not and should not bo limited to or by this description of certain
preferred embodiments.

Polypentides
[00111] Any polypeptide that is expressible in a host cell may be produced in
accordance with the present invention. The polypeptide may bo expreased from a
gene that Is endogenous to the bost cell, or from a geno that Is introduoed into the
host cell through genetic engincering. The polypeptide may be one that ococurs in
nature, or may altermatively have a soquence that was engineered or selected by the
hand of men. An engineered polypeptide may bo assembled from other polypeptide
segments that individually occur in nature, or may includs one or more segments
that are not naturally ococurring.
[00112] Polypeptidos that may desirably be expressed in sccordance with tho
present invention will often be selected on tho basis of en interesting biological or
chemical activity. For example, the present invention may be employed to express
sny pharmaceutically or commerclally relevant enzymo, recoptor, antibody,
hormone, rogulatory factor, antigen, binding agent, ctc.

Antibodies
[00113] Given tho large number of antibodies currently in use or under
investigation as pharmecsutical or other commercial agents, production of
antibodies is of particular interest in accordanoe with the present invention.
Antibodies aro proteins that have the ability to specifically bind a particular antigen.
Any antibody that can be expressed in a host cell may be used in socordance with
the present invention. In a prefasrod ombodiment, the antibody to be expressed is a
monoclonal antibody. _
[00114] In encther preferred embodimeant, the monocional antibody 18 a chimeric
antibody. A chimeric antibody contains amino acld fragments that are derived from
moro than one organism. Chimeric antibody molecules can include, for example, an
sntigen binding domain from an antibody of a mouse, rut, or other specles, with
himaen constant regions. A varisty of approaches for making chimeric antibodies
bavo been desoribed. See e.g, Motrison ef al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, B1,
6851 (1985); Tekeda et al., Nahore 314, 452 (1985), Cabilly et al., U.S. Patent No.
4,316,567; Boss et al., U.S. Patent No. 4,816,397, Tanaguchl ez al., Buropoan Patent
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Publication EP171496; European Patent Publication 0173494, United Kingdom ne ﬂ}é
Patent GB 2177096B.

[001]15) In another preferred embodiment, the monoclonal antibody is 8 human
antibody derived, e.g., through the use of ribosome-display or phage-display
Iibrerics (see, ¢.g., Winter e/ al., U.S. Patont No, 6,291,159 and Kawasaki, U.S.
Patent No. 5,658,754) or the use of xenographic species in which tho native
antibody genes are inactivated and fimctionally roplaced with human antibody
genes, whilo leaving intact the other components of the native Immune system (see,
8.8, Kucherizpat! ¢ al, U.S, Patent No. 6,657,103). .

[00116] In another proferred embodiment, the monoolonal antibody is a
humanized antibody, A humanized antibody Is a chimeric antibody wherein the
large majority of the amino acid residucs are devived from human antibodies, thus
minimizing any potential immune reaction when delivered to a human subject. In
humanized antibodies, amine acld residues in the complementarity determining
rogions arc replaced, at loast in part, with residucs from a non-human specics that
confhr 8 desired antigen specificity or effinity. Such altorod immumoglobulin
molecules can be made by any of several techniques known In the art, (e.g;, Teng et
al., Proc. Nail. Acad. Scl. US.A., 80, 7308-7312 (1983); Kazbor et al.,, Inmnmology
Today, 4, 7279 (1983); Olsson ez al., Meth. Ensymol., 92, 3-16 (1982)), and are
preferably mado according to the toachings of PCT Publicstion WO92/06193 or EP
0239400, all of which are Incorporated herein by reference). Humanized antibodies
can be commercially produced by, for cumple, Scotgen Limited, 2 Holly Road,
Twickenham, Middlesax, Great Britain. For further reforenoe, see Jones of al.,
Nature 321:522-525 (1986); Rlechmann et al, Nature 332:323-329 (1988); and
Preata, Cyrr. Op. Struct, Biol. 2:393-596 (1992), all of which are Incorporated
hereln by roference,

[00117] In another proferred embodiment, the monoclonal, chimeric, or
bumanized sntibodies described above may contain amino acld residues that do not
naturally occur in any antibody In any species in nature. Theae foreign residucs can
be utilized, for example, to confer novel or modified specificity, sffinity or effector
function on the monoclonal, chimerio or humenized antibody. In another prefirred
ombodiment, the antibodies described above may be conjugated to drugs for
systcmic pharmacotherapy, such as toxins, low-molecular-weight cytotoxio druga,
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hmloglcnlmmdlﬂm.mdndlmohdu (scoec.g., Kunzetal, 7‘}
pamicin dertvative-camrior conjugates, US20040082764 Al).
[0011!] Inmunbodlmmt.ﬂnmﬂbodyhmnﬂbodythtmlﬂuﬂybindsb
the AP fragment of amyloid precursor protein or to other components of an
amyloid plagus, and is useful in combating the acoummlation of amyloid plaques in
the brain which characterize Aizheimer's disease. (Ses, e.g., US Provislonal
Application 60/636,684.)

[00119] In ancther embodiment, antibodies of the present invention are directed
egainst coll surface antigens expressed on target cells and/or tissues In proliferstive
disorders such as cancer. In one embodiment, the antibody is an Ig01 antl-Lowis Y
antibody, Lewis Y is a carbohydrate entigen with the structure Fucql — 2GalB1 —»
A[Fucal — 3]GlcNacBl-—3R (Abe et al, (1983) J. Blol. Chem., 258 11793-11797).
Lewis Y entigen is exprossed on the surface of 60% to 90% of bumen cpithellal
tumors (inoluding those of tho breast, colon, lung, and prostate), at loast 40% of
which overexpress this antigen, and has limited expression In normal tissues.
[00120] In order to.terget Loy and effectively target a tumor, an antibody with
exclusive specificity to the antigen is ideally required. Thus, preferably, the anti-
Lowis Y antibodies of the present Invention do not cross-react with the typo 1
structures (l.e,, the lacio-sesies of blood groups (Lea and Leb)) and, preferably, do
not bind other type 2 epitopes (i.¢., neolacto-structure) like Lex and H-type 2
structures. An example of a preferred antl-Lewis Y antibody s deslgnated hu38193
(sco U.S. Patont Nos, 6,310,185; 6,518,415; 5,874,060, incorporuted herein in their
entirety). The humanized antibody hu3S193 (Attia, MLA., et al. 1787-1800) was
generated by CDR-grafting from 35193, which Is a murine monoclonal antibody
raised against adenocarcinoma cell with exceptional specificity for Ley (Kitamura,
K,, 12957-12961). Hu3$193 not only retains the speolfioity of 35193 for Ley but
has nlso gained in the capability to mediate complement dopendent cytotoxicity
(bereinafier referred to as CDC) and antibody dependont oellular cytotoxicity
(hevolnafter refirred to as ADCC) (Attla, M.A., ot al. 1787-1800). This antibody
targets Ley expressing xenografts in nude mice as demonstrated by biodistribution
studies with hu35193 labeled with 125I, 1111n, or 18F, as woll as other radiolabels
that require a chelating agent, such as 111, 99mTeo, or 90Y (Clark, et al. 4304~
4811),
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{00121} In enother embodiment, the antibody is ans of the human anti-GDF-8
antibodies tormed Myo29, Myo28, end Myo22, snd antibodies and antigen- binding
fragments derived therefrom, These antibodiss are capable of binding mature GDF-
B with high affinity, inhibit GDF-8 activity in vitro and i» vivo as dcmonstrated, for
example, by inhibition of ActRIIB binding and reporter genc assays, and may
inhibit GDF-8 activity sasoclsted with negative regulation of skoletal muscle mass
and bone density, See, a.g., Veldman, e al, U.S, Patent Application No.
20040142382,

Recepiors
[00122] Ancther class of polypeptides that bave been shown to be sifective ay
pharmacoutical and/or commercial agents includes receptors. Receptors ere
typlcally trans-membrane glycoproteins that fimetion by recognizing an extra-
coljular signaling ligand. Recoptors typically have s protein kinase domain in
addition to the ligand recognizing domeln, which initiates a signaling pathway by
phosphorylating target intracellular molecules upon binding the ligand, leading to
developmental or metabolic changes within the cell. In one embodiment, the
receptors of inierest are modified 50 a5 to remove the transmembrene md/or
intracelluler domain(s), in place of which there may optionally be attached an Ig-
domain. In a preforred embodiment, receptors to be produced in accordance with
tho present invention are receptor tyrosine kinases (RTKs). The RTK family
includes receptors that are crucial for a variety of funotions oumerous cell types
(see, ¢.g., Yarden and Ulirich, Ann. Rev. Biochem. 57:433-478, 1988; Ulirich and
Schiossinger, Csll 61:243-234, 1990, Incorporated herein by reference). Non-
limiting examples of RTKs includs members of the fibroblast growth factor (FGF)
receptor family, members of the epldermal growth factor receptor (EQF) family,
platelet derived growth factor (PDGF) recoptor, tyrosine kipase with
immunogiobulin and EGF homology domains-] (TIE-1) and TIE-2 reccptors (Sato
et al, Nature 376(6535):70-74 (1995), Incorporsted herein be refirence) and c-Met
receptor, some of which have been suggested to promote anglogenesis, directly or
indirectly (Mustonen and Alltalo, J. Cell Biol. 129:895-898, 1995). Other non-
limiting examples of RTK"s include fital liver kinnse 1 (FLK-1) (sometimes
referred to as kinass Insert domain-containing receptor (KDR) (Terman ct al.,
Oncogene 6:1677-83, 1991) or vascular endothelial cell growth factor receptor 2
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(VEGFR-2)), fins-like tyrosino kinase-1 (Fit-1) (DeVries et al. Science 255;989-
991, 1992; Shibuya et al., Oncogeno 5:519-524, 1990), sometimes referred to ay
vascular endothelial coll growth fictor receptor 1 (VEGFR-1), neuropilin-1,
endoglin, endosialin, end Ax]. Those of ordinary skill in the art will be awsre of
other receptors that can prefiqubly be expressed in aceordance with the prosent
[00123] In a particularty preferred embodiment, tamor necrosis factor inhibitors,
in the form of tumor necrosls fiotor alpha and beta receptors (TNFR-1; EP 417,563
published Mar. 20, 1991; and TNFR-2, EP 417,014 pyblished Mir. 20, 1991} are
expressed in accordance with the present invention (for review, soo Naismith and
Sprang, J Liflamm. 47(1-2):1-7 (1995-96), incorporated herein by reforence).
Acconding to one embodiment, the tumor nocrosia fiastor inhibitor comprises &
saluble TNF recoptor and preforably a TNFR-Ig. In one embodiment, the prefocred
‘TNF inhibitors of the present invention are soluble forms of TNFRI and TNFRIIL, as
well as soluble TNF binding proteins, in another embodiment, the TNFR-Ig fusion
is a TNFR:Fc, a term which as used herein rofors to "efansrcspy,” which is a dimer
of two molecules of the axtraceilular portion of the p75 TNF-.alpha. receptor, each
molocule consisting of 1 235 amino acld Fo portion of human IgG.sub.1.

Growth Factors and Other Signaling Molecules
[00124] Another class of polypeptidos that have been shown to be effective s
pharmaceutical and/or commercial agants includes growth fhotors and ofher
signaling moleoules. Growth fisctors are typically glycoproteins that are secreted by
cells and bind to and activats reoeptors on other cells, initiating 2 metabolic or
developmontal change in the receptor cell, In one embodiment, the protein of
Interest is en ActRIIB fusion polypeptide comprising the extracellular domain of the
ActRlIBraupﬂormdﬂnPoporﬂonofmmﬂbody(meg,Wolﬂmn.eul

lon polypeptides ang . US2004/0223966 Al). In another

US2003/0104406 AI) Alh'lllﬂ\mly ﬂb]lntﬂn of interest coukd be a follistatin-
domain-containing protein (see, e.g., Hill, ot al, GASP1: o follistatin domain
soutpining protejn, US 2003/0162714 Al, Hill, et al, GASP]: & follisiutin domain
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sonfaining protein, US 2005/0106154 A1, Hill, et al, Follistatin domain containing
proteins, US 2003/0180306 Al).

[00125] Non-limlting examples of mammalizn growth facters and other signaling
molecules include cytokines; spldermal growth factor (EGF); platelet-derived
growth factor (PDGF); fibroblast growth factors (FGFs) such as aFGF and bPGF;
tranaforming growth fectors (TGFs) such as TGF-alpha and TGF-beta, including
TGF-beta 1, TGF-beta 2, TGF-beta 3, TGF-betn 4, or TGF-beta S; insulin-like
growth frotor-I and -II (JGF-] and YGF-II); des(1-3) -IGF-I (brain iGF-T), insulin-
liko growth fhctor binding proteins; CD protoins such as CD-3, CD-4, CD-8, and
CD-19; erythropoletin; ostecinductive factors; immunctoxins; a bone
morphogenetic protein (BMP); mn interfiron such as Interforon-alpha, -bets, and -
gamma; colomy stimulating factors (CSFs), o.8., M-CSF, GM-CSF, and G-CSPF;
interleukins (TLa), e.g., IL~1 to IL-10; tumor necrosis factor (TNF) alpha and beta;
insulin A-chain; insulin B-chain; proinsulin; follicle stimulating hormone;
calcitonin; luteinizing hormone; glucagon; clotting factors such as factor VIIIC,
factor DX, tissue factor, mnd von Willchrands factor; anti-clotting factors such as
Protein C; atrial natriuretic factor; lung surfactant; & plesminogen activator, such as
urokinase or humen urine or tissue-type plasminogen activator (t-PA); bombesin;
thrombin, hemopoietic growth factor; enkephalinase; RANTES (regulated on
activation normally T-cell expressed and secreted); human macrophage
inflammatory protein (MIP-1-alpha); mullerian-inhibiting substance; rolaxin A-
chain; relaxin B-chain; prorelaxin; mouse gonadotropin-associated peptide;
nourotrophic factors such as bone-derived nourotrophic factor (BDNF),
neuratrophin-3, 4, -5, or -6 (NT-3, NT-4, NT-5, or NT-6), or a nerve growth fhotor
such as NGF-beta. One of ordinary skill in the art will be aware of other growth
factors or signaling molecules that can be expressed in accordance with the present
invention.

G-Protein Coupled Receptors
[00126] Another class of polypeptides that have been shown to be effective as
pharmaceutical and/or commercial agents includes growth factors and other
signaling molecules. G-protein coupled receptors (GPCRs) are proteins that have
soven transmembrane domains. Upon binding of a ligand to a GPCR, a signal is
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transduced within the coll which results in » change in a biological or physiological
property of the cell.

[00127] GPCRs, along with G-proteins and effectors (intracolinlar enzymos and
channels which are modulated by G-proieins), are the components of a mocdular
signaling sysiom that connocts the state of intracellular scoond messcugers to
extracelhular inputs. Thesc genes and gene-products are potential causative agents of
dliscasc. .

[00128] Specific defects in the rhodopsin gene and the V2 vasopressin receptor
gouo have been shown to oause various forms of sutosomal dominant and autosoroal
recessive retinitls pigmentoss, nephrogenic disbetes insipidus. These receptors are
of critical importunce to both the central nervous systom and peripheral
physiological prooesses. The GPCR protein suporfamily now contains over 250
types of paralogues, receptors that represant variants generated by gone duplications
(or other processes), as opposed to orthologues, the same receptor from different
specles. The suparfkmily can be broken down nto five families: Family L, reocptors
typified by rhodopsin and the beta2-adrensrgic roceptor and currently represented
by over 200 unique members; Family I1, the recently characterized paratiryroid
bormone/calcitonin/socretin receptor family; Family II1, the metabotropic glutamate
roceptor fhmily in mammais; Family IV, the cAMP receptor family, important in the
chemotaxis and development of D, discoldoum; and Family V, the fimgal mating
pheromone receptors such as STH2,

[00129] GPCRs includs receptors for biogenio amines, for lipid medlators of
Inflammation, peptide hormonos, and sensory signal mediators. The GPCR becomes
activated when the receptor binds its extracellular ligand. Conformational changes
in the GPCR, which result from the ligand-recoptor interaction, affect the binding
affinity of a G protein to the GPCR intracollular domains. This enables GTP to bind
with enhanced affinity to the G protein.

[00130] Activation of tho G protoin by GTP leads to the interaction of the G
protein o, subunit with adenylate oyclase or other second messenger molecule
genorators. This intoraction regulsics the activity of adenylate oyclase and hence
production of a sscond messenger moleculs, cAMP, cAMP regulstes
phosphorylation and activation of other intracellular proteins. Alternsatively, cellular
lovels of other second mosscnger molecules, such as 0GMP or elcosinolds, may be
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upregulated or downregulated by the activity of GPCRa, The G protein a sobumit is
deactivated by hydrolysls of the GTP by GTPase, and the a, B, and 7 subunits
reassociete. The hetorotrimeric G protoin then dissociates from the adenylate
cyclase or other socond messenger moleoule generator, Activity of GPCR may also
be regulsted by phosphorylation of the intra- and oxtracellular domains or loops.
[00131] Ghutamats receptors form a group of GPCRa that sre Important in
neurotransmission. Glutamete is the major newrotransmitter in the CNS and is
believed to have important roles in neurona! plasticity, cognition, momory, leaming
and somo neurologioal disorders such as epilopsy, stroks, and nearodegenaration
(Watson, 8. and 8. Arkinstell (1994) The G- Proteln Linked Reoeptor Faots Book,
Academic Press, San Diego CA, pp. 130-132). Theso effects of glutamate are
medieted by two distinct classes of receptors tesmed ionotropic and metabotropic.
Ionotropic receptors contain an ntrinsic ontion channel and mediato fhst excitatory
actions of glutamste. Metabotropic receptors are modulatory, noreesing the
membrane excitability of neurons by inhibiting calcium dependent potassium
conductances end both inhibiting and potentiating excitstory tranamission of
jonotropic receptors. Metabotropic receptors are classificd Into five subtypes besed
on agonist pharmacology end signal transduction pathways and are widely
distributed in brain tissucs. _

[00132] Tho vasoactive intestinal polypeptide (VIP) family Is a group of related
polypeptides whose actions are also medisted by GPCRs. Key members of this
family aro VIP fizclf, secrotin, and growth hormone releasing factor (GRF), VIP has
a wide profile of physiological actions including relaxation of smooth muscles,
stimulation or Inhibition of secretion in various tissues, modulation of various
immune cell activitios. and various excitatory and inhibitory actlvities in the CNS.
Secretin stimulates secretion of enzymes and ions in the pancreas and intestine and
is also present in small smounts in the brain. GRF is an important neurcendocrine
agent rogulating synthesis and release of growth hormone from the anterlor pitaitary
(Watson, S. and S. Arkinstall supra, pp. 278-283).

[00133] Following ligand binding to the GPCR, & conformational change is
transmitted to the G protein, which causes the a-subunit to exchange a bound GDP
molecule for 8 GTP molecule and to dissociate from the By-subunits. The GTP-

bound form of the a-subunit typically functions as an effector-modulating moiety,
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leading to the production of second messengers, such as cyclic AMP (e.g., by
sctivation of sdenylate cyolase), discylglycerol or inosito] phosphaies. Greater than
20 different types of a-subunits are known in man, which associate with  smaller
pool of B and y subunits, Examples of mammaliant G proteins inolude Gl, Go, Gg,
Gs and Gt. G proteins are described extensively in Lodish H. et al. Molecular Coll
Biology, (Sclentific American Books Ino., New York, N.Y., 1995), the contents of
. which is incorporated horeln by reforence.
[00134] GPCRs aro n major targot for drug action and development. In fct,
receptors have led to more than half of the currently known drogs (Drews, Nature
Biotecknology, 1996, 14: 1516) and GPCRS reprosent the most important target for
therepoutic intervention with 30% of olinically prescribed drugs elther antugonizing
or agonizing a GPCR (Milligan, G. and Rees, 8., (1999) TIPS, 20: 118-124). This
demonstrates that these receptors have an established, proven history as therapeutic
targets.
[00135] In general, practitioners of the present invention will solocted their
polypeptide of Iterest, end will know Its precise amino acid scquence. The
techniques of the present invention have been succesafully applied to production of
diverse polypeptides including, for example, & buman monoclopal antibody directed
o growth and diffbrontiation fictor 8 (Examples 1, 3, 4, 7-14), humenized antt-
Lewis Y antibody (Examples 5 and 6), anti-ABeta (Example 15) and s dimeric Fe-
fusion protein of tomor necrosis factor receptor (Example 16), indicating that the
present invention will bo usefly] for expresaion of a varioty of different polypeptides
and proteins, Amy given protein that 1s to bo exprossed in accordance with the
prosent invention will have its own idiosyncratio charactoristics end may Influence
the cell density or viability of the cultured cells, and may be expressed at lower
levels than another polypeptide or protein grown under identical culture conditions.
One of ordinary skill in the art will be able to appropriately modify the steps and
compositions of tho preseat lnvention in order to optimize cell growth and/or
production of any given expressed polypeptide or protein.

Qepetio Coptrol Elements

[00136]  As will bo clear to thoss of ordinary skill in the art, genetic control
slements may be employed to regulate geno expression of the polypoptide or
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protein, Such genetic control elements should be selected to be active In the
relevant host cell. Control elements may be constitutively active or may bo
inducible under defined circumstances. Inducible control clements are particalarly
useful when the expressed protein is toxic or has otherwise deleterious effibcts on
cell growth mnd/or viability. In such instances, regnisting expreasion of the
polypeptide or protein through inducible control clements msy improve cell
vinbility, cell density, and /or total yleld of the expreased polypeptide or protein. A
large mumber of control clements useful in tho practice of the present invention are
known and available in the art.

[00137] Representative constitutive mammalian promoters that may be used in
accordance with the present invention include, but are not limited to, the
hypoxsnthine phosphoribosy] transferase (HPTR) promoter, the adenosine
desminase promater, the pyruvate kinase promoter, the beta-actin promoter as well
as other constitutive promoters known to those of ordinary skill in the art.
Additionally, viral promotars that have beon shown to drive constitutive oxprossion
of coding soquomces in cukuryotic cells include, for example, simian virs
promoters, herpes simplex virus promoters, papilloma virus promoters, adenovirus
promoters, human immunodeficlency virus (HIV) promoters, Rous sarcoma virus
promoters, cytomegalovirus (CMV) promoters, the long terminal repeats (LTRs) of
Moloney murine leukemia virus and other retroviruses, the @rymidine kinase
promoter of herpes simplex virus as well as other viral promoters known to thoss of
ordinary skill in the art.

[00138] Inducible promotery drive expression of operably linked coding
sequences in the presence of an inducing agent and may also be used in acoordance
with the present invention, For example, in mammalian colls, the metallothionein
promoter is induces transcription of downatream coding sequences in the presence
of certain metal ions. Other inducible promoters will be recognized by and/or
known to those of ordinary skill in the art.

(00139] In generul, the gene expression sequence will also Include 5' non-
transcribing and 3' non-translating sequences involved with the initistion of
transcription and translation, respectively, such as 8 TATA box, capping sequence,
CAAT sequence, and the like. Enhancer olements can optionally be used to
Incresse expreszion levels of the polypeptides or proteins o be axpressed. Bxamples
of enhancer elements that have been shown to fimction o mammalian cells inolude
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tho SV40 carly geno enhancer, as desorlbed in Dijkema ct al, EMBO J. (1985) 4;
761 and the enhancer/promoter derived from the long terminal repeat (LTR) of the
Rous Sarcora Virus (RSVY), as desoribed in Gorman et al., Proc. Natl. Acad. Scl.
USA (1982b) 79:6777 and human cytomegaloviros, 83 deacribed in Boshart etal.,
Cel] (1985) 41:521.

[00140] Systems for linking control elements to coding sequences are well
known tn the art (genecal molecnlar blological and recombinant DNA techniques
are described in Sambrook, Fritsch, and Menistls, Molecular Cloning: A Laboratory
Mamual, Second Edition, Cold Spring Harbor Laborstory Press, Cold Spring
Harbor, N, 1989, which is incorposated herein by reference). Commercial vectors
suitablo for inscrting prefirred coding soquence for expression in various
mammalian cells under a variety of growth and induction conditions are also well
known in the mt.

BGE
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[00141]) Mothods sultable for into memmalian host cells nucleio aclds
sufficient to achieve expression of the polypeptides or proteins of interest are well
known in the art. See, for example, Gething et al., Nature, 293:620-625 (1981);
Msnizl ot al., Narure, 281:40-46 (1979); Leovinson et al.; EP 117,060; and EP
117,058, all incorporated hereln by reference,

[00142] For mammalian cells, preferred methods of transformation include the
calclum phosphate preciplintion method of Graham and van der Erb, Virology,
52:456-457 (1978) or the lipofectamine™. (Gibeo BRL) Method of Hawley-Nelson,
Focus 15:73 (1193). Genorul aspects of mammalian ccll host system transformations
have been described by Axel in U.S. Pat. No. 4,399,216 lssued Aug. 16, 1983. For
various techniques for transforming mammalian cells, see Keown et al., Mathods in
Engymology (1989), Keown et o), Methods in Exsymology, 185:527-537 (1990),
and Mansour et al,, Netwre, 336:348-352 (1988). Non-limiting representative
axsmples of suitable vectors for expression of polypoptides or proteina in
mammalisn ceils include pCDNA1; pCD, see Okryama, ot al. (1985) Mo, Cell
Biol, 5:1136-1142; pMClneo Poly-A, soo Thomas, et al. (1987) Cell 51:503-512;
and a baculovirus vector such as pAC 373 or pAC 610,

[00143] In proforred embodiments, the polypeptide or protein is stably
transfocted Into the host cell. However, one of ordinary skill in the art will
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recognizo that the present invention osn be used with elther transiently or stably
transfocted mammalian cells.

Culls
[00144] Any mammalian cell or oell type susceptibls to cell culiure, and to
expression of polypeptides, may be utilized in accordance with the present
invention. Non-limiting examples of mammalian cells that may be used in
accordance with the present Invention inolude BALB/c mouse myeloma line
(NSO/1, ECACC No: 85110503); humen retinoblasts (PER.C6 (CruCell, Leiden,
Tho Netherlands)); monkey kidney CV1 line transformed by 8V40 (COS-7, ATCC
CRL 1651); human embryonic kidney line (293 or 293 cells subcloned for growth in
sespension culture, Graham of al,, J, Gen Virol, 36:59 (1977)); baby hamster
kidney cells (BHK, ATCC CCL 10); Chinese hamster ovary cells +/-DHFR (CHO,
Urlsub and Chasin, Proc, Nail. Acad. Sci. USA, 77:4216 (15980)); mouse scatoli
celis (TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:243-25] (1980)); monkey kidney cells (CV1
ATCC CCL 70); African green monkey kidney cells (VERO-76, ATCC CRL-1
587); human cervical carcinoma cells (HeLa, ATCC CCL 2); canine kidnoy cells
(MDCK, ATCC CCL 34); bufflo rat liver cells (BRL 3A, ATCC CRL 1442);
human lung cells (W138, ATCC CCL 75); human Hver cells (Hep G2, HB B065);
mougse mammary tumor (MMT 060562, ATCC CCLS1); TRI cells (Mather et al,,
Annals N,Y. Acad. Sci., 383:44-68 (1982)); MRC 3 colls; F54 cells; and « human
hepatoma line (Hep G2). In s particularly preferred embodiment, the present
invention is used in the culturing of and oxpression of polypeptides and proteins
from CHO cell lines.
[00145] Additionally, any number of commercially and non-commerclally
available hybridoma cell lines that express polypeptides or proteins may be utilized
In accordance with the prescxt Invention. One skilled in the art will appreciate that
hybridoma cell lines might have different nutrition requirements and/or might
roquire different culture conditions for optimal growth and polypeptide or protein
expression, and will be able to modify conditions as neoded.
[00146] As noted above, in many instances the celis will be selected or
engineered to produce high levels of protein or polypeptide. Often, oells are
genetically enginecred to produce high levels of protein, for example by
introduction of s gens encoding the protein ar polypeptide of intorest and/or by
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introduction of control elemants that regulate cxpression of the gene (whether
endogenous or introduced) encoding the polypeptide of Interest.

{00147] Certain polypeptides may have detrimental effects on cell growth, cell
viability or some other charaoteristic of the colls that ultimately limits production of
the polypeptide or protein of interest in some way. Even amongat a population of
cclla of one particnlar type engineered to express a specific polypeptide, varlability
within the ocllular population exists such that certain individual cells will grow
better and/or produce more polypeptido of intorest. In certain preferred
embodiments of the present invention, the cell line Is ompirically solocted by the
practitioner for robust growth under the particular conditions chosen for culturing
the cells. In particularly preferred embodiments, individual celis engincered to
express a partioular polypeptide are chosen for large-scale production based on cell
growth, final cell density, percent coll viability, titer of the expressed polypeptide or
any combination of these or any other conditions deemed important by the
practitioner.

Coll Culture Phase
[00148] Typical procedures for producing a polypeptide of interest includo batch
cultures and fed-batoh cultures. Batch culture processes traditionally comprise
inoculating a Iarge-scale production culture with a seed culture of a particular cell
density, growing the cells under conditions conducive to cell growth and viability,
harvesting the culture whe tho cells reach a specified coll density, and purifying the
expressed polypeptide. Fed-bstch culture procedures include an additional stop or
steps of supplementing the batch culture with nutrients and other components that
are consumed during the growth of the cells. A persistent and unsolved problem
with traditional batch and fed-batoh cultures is the production of metabolic waste
products, which have detrimental effocty on coll growth, viability, and production of
expressed polypeptides. Two metabolic wasto products that have partioularly
detrimental offects are lactats and ammonium, which are produced as a result of
glucose and glutemine metabolism, respoctively. In addition to the enzymatic
production of ammonium as a result of glutamine metaboliam, ammonium also
sccumuletes in cell cultures as a result of non-metabolic degradation over time. The
present inveation provides an improved method of large-scale production of
polypeptides that minimizes the detrimental effects of ammonium and lactato by



oo oot 21

slowing and even reversing the accumulation of theso waste products in coll
cultaores, One of ordinary skill in the art will recogntze that tho present invention
oan be empioyed in any system in which colis are cultured including, but not limited
to, batch, fed-batch and perfusion systems, In certain preferred embodiments of the
prescot invention, the cells aro grown In batch or fed-batch systems,

Media
[00149] Trmxditional media formulations, including commercially available media
such as Ham's F10 (Sigma), Minimal Bssential Mediom ((MEM], Sigma), RPMI-
1640 (Sigma), and Dulbeceo's Modified Bagle's Medlum (JDMEM], Sigms), have
contained relatively high lovels of glucose and glutamine in comperison to other
amino acids. These components have beon thougltt to be required in abundance
since they are the primary metabolic energy sources for the cells. However, rapid
consumption of these nutrients leads to the eccumulation of lactate and ammonium
as described sbove. Additionally, high initlal lovels of glucose and glutamine and
the subscquent accumulation of lactate and ammontum result in high osmolarity, a
condition that by Hiself Is often detrimental to cell growth, cell viebility and the
production of polypeptides.
[00150] The present invention provides a varicty of media formulations that,
when used in accordance with other culturing steps described hereln, minimize and
oven reverse accumulation of laciate and ammonium. Media formulations of the
present invention that have been shown to have beneficial effects on cell prowth
and/or viability or on expression of polypeptide or protoin include one or more of: i)
a curmnulative amino acld amount per unit volume greater than about 70 mM, 1i) a
molar cumulative glutamine to cumulative asparagino ratio of less than about 2, Jif)
a moler cumulative ghutamine to cumulative total amino acid ratio of less than about
0.2, iv) a molar cumulative inorganio ion to comulative total amino ecld ratio
between about 0.4 to 1, and v) a combined cumulutive amount of glutamine and
asparagine per unit volume greater than about 16 mM. One of ordinary skill in the
art will understand that “cumulative”, as used above, refers to the total amount of a
particular component or components added over the course of the cell culture,
including components added at the boginning of the culture and subsequently added
compenents. One of ordinary skill in the art will understand that the media

n”
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formulations of the present inventicn oncompuss both dafined and non-defined
media.

[00151] Traditional media frmulations begin with a relatively low lcvet of total
amino aclds in comparison with the media formulations of the present invention.
For oxample, the traditional coll culture medium known as DME-F12 (a 50:50
mixture of Dulbscoo’s Modified Bagle's medium end Ham's F12 medium) has a total
amino scid content of 7.29 mM, e the traditional cell culture medium known as
RPMI-1640 has a total amino acid content of 6.44 mM (Seo o.g., HJ, Motton, In
Vitro, 6:89-108 (1970), R.G. Ham, Proc. Nat. Assoc. Sci. (USA), 5§3:288-293
(1965), G.B. Moore et al., J. Am. Medical Asn., 199:519-24 (1967), all
incorporated herein by reference). In certain embodiments of the present Invention,
the amino acid concentration in the culture media is preferably greater than about 70
mM. More preferably still, tho media formulstions of the prosant inveation contaln
amino acld concentrations greeter then about 70 mM in the starting media. It has
been shown that when amino acld concentrations of the starting media are in this
rangp, coll density and titer aro increased throughout the growth period of the
culture (see Example 13).

[00152] Additionally, in certain embodiments of the present invention, tho molar
ratio of glutamine to asparagine in the culture media Is reduoed compared to other
commeroially snd non-commercially avallablo media. Proferably the molar ratio of
glutamine to sspamgine in tho culturc mexdis Is loss than about two.

[00153] Additionally, in certain crmbodiments of the present Invention, the molar
ratio of glutamine to total amino aclds in the culture media is reduced compared to
other commercially and non-commercially available media. Prefembly the molar
ratio of glutamine to total amino acids in the culture media loss than about 0.2.
[00154] An intercsting and mexpected result of lowering the molar ratio of
glutamine to asparagine or to the total concentration of emino acids in the starting
mediz acoording to the present invention was that in addition to an observed
doecrease in the acournulation of ammonium, a decreass n the accumulation of
lactate was seen as well. In certain embodiments, the accumulated levels of
ammonium and lactate are not only lower than those In control cultures, but in fact
actually decrease after an initial accumulation (for example, see Examples 3 and 7).
[00155] Boraston (US Patent Number 5,871,999) has disclosed a culture medium
in which the molar ratio of total Inorganic ions to total amino acids is between 1 and
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10. Boraston showed that by providing culture medium in which the molar retio of
total inorganic ions to total emino aclds is in this range, aggrogation of CHO celis
grown in the medium is docreased. In another prefirrod embodiment of the present
invention, tho molar ratic of total inorganio fona to total amino acids in the culiure
medium s reduced even further, to between about 04 to 1. As shown in Example
13, reducing this ratio from 1.75 to spproximately 0.7 results in 2 marked inoroase
in cell density and production of expreased polypeptide or protein throughout the
growth period of the oulture.

[00156] In ancther preferred embodiment of the present invention, the culture
medium contains a combined ghitsmine and asparagine concentration of between
sbout 16 and 36 mM. As shown in Example 14, Table 22, mediz which contain &
combined total concentration of glutamine end asparagine within this range exhibit
higher titers of expressed polypeptide than media which contain a combined total
glutamine and asparagine oulside this range. One of ordinary skill in the art will be
able to choose the exact combined ghitamine and asparagine concentration within
this range in order to optimize coll growth and/or viability and to maximize the
production of the expressed polypeptide.

[00157] Furthermore, one of ordinary skill in the art will recognize that any of
the conditions listed ebove may be used elther singly or in varions combinations
with one ancther, By utilizing media fonmulation which exhibit one, some or all of
the sbove characteristica, one of ordinary skill in the art will be able to optimize cell
growth and/or visbility and to maximize the production of the expressed
polypeptide.

[00158] Any of these media formulations disclosed in the present invention may
optionally be supplementod as necessary with hormones and/or other growth
factors, particular ions (such as sodium, chioride, calcium, magnesium, and
phosphate), buffers, vitsmina, nucleosides or mucleotidos, trace clements (inorganic
oompounds usually prescnt st very low final concentrations), amino aolds, lipids,
protein hydrolysates, or ghicose or other energy source. In certain embodiments of
the present invention, it may bo beneficial to supplement tho media with chemiocal
inductants such as hexamethylene-biz(acetamide) ("HMBA™) and sodium butyrate
{(“NaB"™). Theso optional supplements may be added at the beginning of the culture
or may bo added st a later point in order to repleniah depleted nutrieuts or for
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another reason. One of ordinary skill in the art will be sware of any desirablc or
necessary supplements that may be included in the disclosed mediz formulations,

Providing a mammalian cell culture
[00159] Various methods of preparing mammalian cells for production of
proteins or polypeptides by batoh and fixi-batch calture are well known in the art.
As described above, a nucleic acld sufficient to achieve expression (typically a
vector contalning the gene encoding the polypeptide or protein of Interest and suy
operably linked genetic control clements) may be introduced into the host cell lino
by any number of well-known techniqoes. Typioally, oclla are screoned to
determine which of the host cells have sctually taken up the vector and express the
polypoptide or protein of interest. Tmditional methods of detecting a partioular
polypoptide or protein of interest expressed by mammalian cells include but are not
limited to immunchistochemistry, immunoprecipitation, flow cytometry,
Immunofiuorescence microsoopy, SDS-FPAGE, Western blots, enzyme-linked
immuncsorbentassey (ELISA), high performenco liquid chromatogrephy (HPLC)
techniques, biological activity assays and affinity chromatography. One of ordinary
kil In the art will be xware of other appropriate techniques for detecting exprossed
polypeptides or proteins. 1f multiple host colls express the polypeptide or protein of
interest, some or all of the Hated techniquos can bo used to determine which of the

+  cells expresses that polypeptide or protein st the highest levels.
[00160] Onoe a oel] that expresses the polypeptide or protein of interest has been
{dentified, the cell Is propagated in culturc by any of the variety of methods well-
known to one of ordinary skill in the art. The cell expressing the polypeptide or
protsin of interest is typically propagated by growing it st a temperaiuro and in a
medjum that is conduolve to tho survival, growth and viability of the cell. The
Initial cultgre volume can be of any size, but is often smaller then the cultore
volume of the production bioreactor used In the final production of the polypeptide
or profuin of interest, and frequently cells are passaged soveral times in bioreactors
of increasing volume prior to seeding the production bioreactor. The cell culture
can be agitated or shaken to increase oxygenation of the medium and disporsion of
nutrients to the cells. Alternatively or additionally, special sparging devices that are
well known In the art can be used to incroase end comtrol oxygenstion of the sulture,
In sccordanco with the present invention, one of ordinary sldll in the art will
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understand that it can be beneficial to control or regulste certain internal conditions
of the bioreactor, including but not limited to pH, tempersture, oxygenation, eto.
[00161] ‘The starting cell density in the production bioreactor can be chosen by
ono of ordinary skill in the art. In accordance with the present Invention, the
stasting cel] density in the production bioreactor can bo as Jow a8 a single cell per
culture volume. In preforred anbodiments of the present invention, starting cell
densitics in the production bioreactor cen range from about 2 x 10* visble cells per
mL to about 2 x 10%, 2x 10%, 2 x 10°, 2 x 105, 5 x 10° or 10 x 10° viable cells per
mL and higher.

[00162] Initial and intermediate cell cultures may be grown to any desired
density before secding the next intermediate or final production biaresctor. It is
preferred that most of the cells remain allve prior to seoding, aithough total or near
total viability is not required. In ono embodiment of the present inventicn, the colls
muyummmmmmbymwmmm. it
may also be desirable to wash the removed cclls with 8 modium before sceding the
next bloreactor to remove mny unwanted metabolic waste products:or medhmn
components. The medium may be the medhum in which the cells were previousty
grown or it may be a different medium or a washing solution aclected by the
practitioner of the present invention,

[00163] The oclls may then be diluted to an appropriate density for sceding the
production bioreactor. In a preferred embodiment of the present invention, the cells
are dlluted into the seme medium that will bo used in the production bicreactor,
Altcroatively, the cells can be diiuted into another medium or solution, depending
on the needs and desires of the practitioner of the present invention or to
scoommodate partioular requirements of the cells themsolves, for example, if thoy
are to be stored for a short period of time prior to soeding the production bioreactor.

Initial Growth Phase
[00164] Once the production bioreactor has bean secded as described above, the
call culture is maintained in the initial growth phase under conditions conduclve to
the survival, growth and visbility of the cell culture. The precise conditions will
vary depending on the cell type, the organism from which the coll was decived, and
the nature and character of the expressed polypeptide or protoin.
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[00165] In accordance with the present invention, the production bjoreactor can
be any volume that is sppropriste for large-scale production of polypeptides or
proteins. In a prefirred embodiment, the volums of the production bioreastor is at
least SO0 liters. In other prefirred ombodiments, the volume of the production
bloreactor is 1000, 2500, 5000, 8000, 10,000, 12,000 liters or more, or any volume
in between. One of ordinary akill in tho art will be aware of and will be able to
choose a suitable bjoreactor for use in practicing the present invention. The
production bloreactor may be constructed of any material that is conducive to cell
growth and viabllity that does not interfere with expression or stability of the
produced polypeptide or protein.

[00166] The temperature of the cell culture in the initial growth phase will be
selocted based primarily on the rengo of temperatures at which the cell culture
romaing viable. For example, during the initial growth phase, CHO cells grow well
at 37°C. In genoral, most mammalien oells grow well within & range of about 23°C
10 42°C. Preferably, mammalian cells grow well within the range of sbout 35°C to
40°C. Those of ordinary skill In the art will be sble to select appropriate '
temperature or temperatures in which to grow oells, depending on the needs of the
cells end tho production requirements of the practitioner.

[00167] In one embodiment of the present Invention, the temperaturo of the
Initial growth phase is maintained ot a single, constant temporature. In anothor
embodiment, the temperature of the initial growth phase is maintained within e
range of temperatures. For example, the temperature may bo steadily inoreased or
decroased during the initial growth phase. Alternatively, the temperature may be
increased or decreased by digcrete amounts ot various times during the initial
growth pbaso. Ono of ordinary skill in tho art will be able to determine whether a
single or multiplo tempersatorcs should be used, and whather the temperature should
be adjusted steadily or by discreto amounts.

[00168] The cells may be grown during the initial growth phase for a greater or
lesser smount of time, depending on the noeds of the practitioner and the
requirement of the cells themselves. In one embodiment, the cells aro grown fora
period of time sufficlent to achiove u viablo ocll density that is a given percentage of
the maximal viable cell donsity that the cells would eventually reach if allowed to
grow undisturbed. For example, the colls may be grown for a period of time
sufficlent to achiove & desired vigble cell density of 1, 3, 10, 15, 20, 23, 30, 35, 40,
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45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 or 99 percent of maximal viable cell
denslty.

[00169] In ancther emnbodiment the cells are allowed to grow for a defined period
oftime. For example, depending on the starting concentration of the cell culture,
the tempeyature at which the cells are grown, and the infrinsic growth rate of the
calls, the cells may be grown fiw 0, 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20 or more days. In some cases, the cells may be allowed to grow fora
month or more. The oells would be grown for 0 deys in the production bloreactor If
their growth in a seod bioreactor, at the initial growth phase temperaturs, was
sufficlent that tho viable oell density in the production bloreactor at the time of Its
inoculation is already at the desired percontage of the maximal visble cell density.
The practitioner of the present invention will be able to choose the duration of the
initial growth phase depending on polypeptide or protein production requirements
and the nocds of the cells themselves.

{00170] The el culturo may be agitsted or shaken during the initia! culture
phase in order to increase oxygenation and dispersion of nutrients to the cells. In
accordanco with the present invention, one of ordinary skill in the art will
understund that it can bo beneficial to control or rogulate certain intornal conditions
of the bloreactor during the initial growth phase, Including but not limited to pH,
tamperature, oxygenation, eto. For example, pH can be controlled by supplying an
eppropriate emount of acid or base and cxygenstion can be controlled with sparging
devices that are well known in the art.

Shifting Culture Conditions
[00171] In accordance with the teaching of the present invention, at the end of
the initial growth phase, at least one of the culture conditions may be shifted so that
a sccond set of culture conditions is applied and a metabolic shift ocours in the
culture, The accumulation of inhibltory metabolites, most notably lactate and
ammonis, Inhibits growth, A metabolie shift, sccomplished by, e.g.. a change In the
temperzture, pH, osmolality or chamical inductant level of the cell culture, may be
characterized by a reduction in the ratio of a specific lactate produstion rate to a
speoific glucose consumption mto. In one non-limiting embodiment, the culture
conditions are shifted by shifting the temperature of the culture. However, a3 Is
known in the art, shifting temperaturo is not the only mechanism through which an
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appropriste metabolic shift can bo achicved. For example, such a metabolic shift
can also bo achisved by shifting other culture conditions including, but not limited
to, pH, osmolality, and sodium butyrate levels. As discussed above, the timing of
the culture shift will bo determined by the practitioner of the present Invontion,
based on polypeptide or protsin production requirements or the needs of the cells
themselves.

[00172] When shifting the tamperature of the culture, the temperature shift may
be relatively gradual. For example, it may take several hours or days to completo
the temperature change. Alternatively, the tempersiure shift may be relatively
abrupt. For example, the temperature changs may be complete In.less then several
hours, Given the eppropriate production and control equipment, such as Is standard
in the commerclal large-scale production of polypeptides or proteins, the
temperature change may evan be complete within less than an hoar.,

[00173] The temperature of the cell culture in the subsequent growth phase wilt
bo selected bascd primarily on the rango of temperatures at which the cell culture
remains visble and expresses recombinant polypeptides or proteins at commerclally
adequate lovels. In general, most memmalian cells remain viable and expross
recombinant polypeptides or protoins at commercially adequsts lovels within &
range of about 25°C to 42°C. Preferably, mammalian cells remain visble and
express recombinant polypeptides or proteins at commercially adequato levels
within a renge of about 25°C to 35°C. Those of ordinary skill in tho art will be able
to select appmpriatc tempersture or temperatures in which to grow cells, dspending
on the neoda of the cells end the production requirements of the practitioner.
[00174] In one embodiment of the present invention, the temperature of the
subsequent growth phase is maintained at a single, constant temperature. In another
embodiment, the temperature of the subsequent growth phaso is maintained within a
rangs of temperatures. For axample, the temperatare mey be steadily incroased o
decreased during the subsequent growth phase, Alternatively, the temperature may
be increased or decreased by dlscrete amounts at various times during the
subsequent growth phase. One of ordinary skill In the art will understand that
multiple discrete temperature shifts are encompassod In this embodiment, For
example, the temperaturo may be shifted once, the cells maintained at this
temperature or temperature range for a certain period of time, after which the
temperature may bo shifted again - either to a higher or lower tomperature. The
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temperature of the culture after esch discroto shift may be constant or may be
maintained within a cortain range of temperstures.

[00175) In Example 16, data are shown that demonstrte the cfficacy of
employing two sucoessive tempersture changes, although It will be understood by
those of ordinary skill in the art that in accordance with the present invention, thres
wmmmmdmiumhwmlnmemvhbﬂnym
donsity and/or incroase expression of recomblnant polypeptides or proteins. The
tomperature or temperature renges of the cell culture after each successive
temperature shift may be higher or lower than the temperature(s) or temperaturc
range(s) preceding the shift. In a preferrod embodiment of the present invention,
oach succeasive temparsture or tomperture range is lower than the preceding
‘tamporature or temporsture range.

Subsegusnt Production Phase
[00176) In accordance with tho present lnvention, once the conditions of the cell
culture have been shifted as discussed above, the coll culture is maintained for a
subsoquent production phaso under a second set of culture conditions conducive to
the survival and viablility of the cell culture and appropriate for expression of the
desired polypeptide or protein «t commerclally adequate lovels,
[00177] As discussed above, the culturo may be shifted by shifting ane or more
of a number of culture conditions inoluding, but not limited to, terxperature, pH,
oamolality, and sodium butyrate levels. In gne embodiment, the temperature of the
culture is shified. According to this embodiment, during the subsequent production
phase, the culture Is malntalned at a temperstare or temperature range that is lower
than the tamperature or temperature range of the initial growth phass. For exemple,
during the subscquent production phase, CHO cells express recombinent
polypeptides and proteins well within 4 rnge of 25°C to 35°C, Aas discussed ahove,
multiple disorete temperature shifts may be employed to increase cell density or
viability or to incresse expression of the recombinant polypeptide or protsin.
[00178] In acoordance with the present irvention, the colls may bo maintained In
the subsequent production phase until a desired cell density or production titer Is
reached. In one embodiment, the cells are maintained In the subsequent production
phase until the titer to tho recombinant palypeptide or protein reaches a maximum,
In other embodiments, the culture may be harvested prior to this point, depending
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on the production requirement of the practitioner ar the nceda of the cells
themselves. ¥or example, the cells may be maintained for a period of time
sufficient to achieve a visble coll density of 1, 5, 10, 13, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, BS, 50, 95 or 99 percent of maximal viable coll density. In
somo cases, it may be desimble to allow the viable cell density to reach 4 maximom, °
and then allow the viable cell density to decline to some level befire harvesting the
culture. In an extreme example, it may be desirsble to allow the viable cell density
to epproach or reach zero before harvesting the oulture.

[00179] In another embodiment of the present invention, the cells are allowed to
grow for a defined period of time during the subsequent production phass. For
oxample, deponding on the concentration of the eell culture st the start of the
subsequent growth phase, the temperature at which the cells are grown, and the
intrinsic growth rate of the colls, the cells may be grown for 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 or more days. In some cases, the cells may
be allowed to grow for 2 month or more. The practitioner of the present invention
will be sble to chooss the duration of the subsequent production phese depending on
polypeptide or protein production requirements and the needs of the cells
themsaclves.

[00180] In certain cases, it may be beneficlal or necessary to supplement the cell
cultyre during the subsequent production phase with nutrients or other medium
components that have been deploted or metabolized by the cells. For example, it
might be advantageous to supplament the cell culture with nutrients or other
medium components cbserved to have been depleted during monitaring of the cell
culture (seo ‘Monitoring Culture Conditions’ section below). Altcenatively or
sdditionally, it may be beneficlal or neceasary to supplement the cell culture prior to
the subsequent production phase. As non-limiting examples, it may bo beneficial or
necessary to supplement the cell culture with hormones and/or other growth factors,
particular ions (such as sodium, chioride, calchmm, magnesium, and phosphate),
buffers, vitamins, ncleosides or nuoleotides, trace elements (inorganio compounds
usually present at very low final concentrations), amino acids, lipids, or glucose or
other onergy source,

[00181] These supplementary components may all bo added to the cell culture at
one timo, or they may be provided to the coll culture in & serles of additions. In one
embodiment of the present invention, the supplomentary componcnts are provided
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to the cell culture at multiple times in proportional amovmts. In another
embodiment, it may be desirable to provide only certain of the supplementary
components initially, and provide the remaining components at a later timo. In yet
ancther embodiment of the present invention, the ccll culture is fod continually with
theso supplementary components,

[00182] In accordance with the present Invention, the total volume added to the
cell culture should optimally be kept to a minimal emount. Por example, the total
volume of the medium or solution containing the supplomentary components added
to the coll culture may be 1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,45 or
50% of the volume of the cell culture prior to providing the supplementary
components. _

[00183] The cell culture may be agitated or shaken during the subsoquent
production phase in order to increaso oxygenstion and dispersion of nutrients o the
cells. In accordance with the present Invontion, ono of crdinary skill in the art will
understand that it can be beneficial to control or regulate ocrtain internal conditions
of the bloreactor during the subscquent growth phase, including but not limited to
PH, temperature, oxygenstion, eto. For example, pH can be controlled by supplying
an appropriate amount of acld or base and cxcygenation can be controlled with
sparging dovicos that are well known in the at.

Moniloring culture condifions
[00184] In cortain embodiments of the present invention, the protitioner may
find it boneficial or necessary to periodically monitor particular conditions of the
growing cell culture, Monitoring cell culture conditions allows the practitioner to
detormine whether the cell culture is producing recombinant polypeptide or protein
st suboptimal lovels or whether the culture Is about to enter into a suboptimal
produstion phase. In order to monitor certain cell culture conditions, it will be
nocessary to remove small aliquots of the culture for analysis. One of ordinary skill
in the art will understand that such removal may potentially introduce contamination
[nto the cell culture, and will take appropriate care to minimize the risk of such
comtamination.
[00185] As non-limiting example, it may be bencficial or necessary to monitor
temperature, pH, ccll density, cell viability, integruted viable cell density, lactate
lovols, ammonium levels, osmolarity, or titer of the expressed polypeptide or
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protein. Numerous techniques aro well imown in the art that will allow one of
ordinary skill in the art to measure theso conditions. For example, cell donsity mey
be measured using & hemacytometer, a Coulter counter, or Coll density exsmination
(CEDEX). Viablo cell density may be determined by staining s culture samplo with
Trypan blue. Since only dead cells take up the Trypan biue, visblo coll density can
be determined by counting the total oumber of cells, dividing the number of cells
that take up the dye by the total oumber of cells, and taking the reciprocal. HPLC
can bo used to determine the levels of lectate, ammonium or the expressed
polypoptide or protein. Altemnatively, the level of the exprossed polypeptide or
protein can be determined by standard molecular biology techniques such as
cocmasslo steining of SDS-PAGE gels, Woestern blotting, Bradford assays, Lowry
assays, Biuret assays, and UV absorbancs. It may also be beneficial or necessary to
. monitor the post-transiational modifications of the expreased polypeptide or protein,
including phosphorylation and glyoosylation.

[00186] In goneral, it will typically be desirable to isolate and/or purify proteins
" or polypoptides expressed aocording to tho prosent invention. In a preferred
embodiment, the expressed polypeptide ar protein is secreted into the medium and
thus colls and other solids may be removed, as by centrifugation or filtering for
example, us a first step in the purification proocess. This embodiment is particularly
usefol when used fn accordance with the present invention, since the methods snd
compositions described herein result In increased cell visbility. As a result, fewer
oells die during the culture process, and fewer proteolytic enzymes are released Into
the modium which can potoutially decrease the yiold of the exprossed polypeptide or
protein,
[00187] Alternatively, the expressed polypeptide or protein Is bound to the
surface of the host cell. In this embodiment, the medie ia removed and the host cells
cupronsing the polypeptide or protaln are lysad as & first stop in the purifioation
procoss, Lysis of memmalian host cells oan be achicved by any oumber of moans
well imown to those of ordinary skill in the at, including physical disruption by
glass beads and exposure to high pH conditions,
[00188] Thopowdaorpwunmuybelnolm'dndwrlﬁedbymdrd
methods including, bat not limited to, chromatography (e.g., lon exchange, affinity,
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size exolugion, and hydroxyapatite chromatography), gel Gliration, centrifugation,
or differcntial solubility, ethanol precipitation or by any other available technique
for the purification of proteins (See, .g. Soopes, Protein Pur{fication Principles
and Practice 2nd Edition, Springer-Verlag, Now York, 1987; Higgins, 8.J. and
Hames, B.D. (eds.), Protein Expreasion : A Practical Approach, Oxford Univ Press,
1999; and Deutscher, MLP., Simon, MLL, Abelson, J.N. (eds.), Guide fo Profein
Purification : Methods in Ensymology (Methods in Exzymology Serles, Vol 182),
Academic Preas, 1997, all incorporated herein by referencs). For immunoaffinity
ohromatography in particular, the protein may be isolated by binding it to an affinity
column comprising antibodies that were raised againat that protein and were affixed
to a stationary support. Altematively, affinity tags such as an infiuenzs coat
secquence, poly-histidine, or glutathiono-S-transferase can be atiached to the protein
by standard recombinant teohniques to allow for easy purification by passage over
the sppropriate affinity column. Proteass Inhibltors such as phenyl methyl sulfony)
fiworide (PMSF), leupoptin, pepstatin or aprotinin may be added st any or all stages
in order to reduce or eliminate degradation of the polypeptids or protein during the
purification process. Protsase inhibitors are particularly desired whon cells must be
lysed in order to isolnte and purify the expressed polypeptide or protein. One of
ordinary skil} in the art will appreciute that the exact purification technique will vary
depending on the cheracter of the polypeptide or protein to bo purified, the character

of the cells from which the polypeptide or protein is expreased, and the composition
of the medium in which the colls were grown.

[00189] Inmmpufmednhndnnmhofﬂuhvmﬂmpmduud
polypeptides or protoins will have pharmacologio sctivity and will bo useful in the
proparation of pharmaceuticals. Inventive compositions as described above may be
sdministered to & subjoot or may first be formulated for delivery by any available
route including, but not limited to parenteral (e.g., Intravencus), intradermal,
subcutaneous, oral, nasal, bronchial, opthaimic, transdermal (topical), transmucosal,
reotnl, and vaginal routes. Inventive pharmaoeutical compositions typically include
s purified polypeptide or protein expressed from a mammalian cell line, a delivery
sgent (L., a cationic polymer, peptide molecular transporter, surfictant, ote., as
described ebove) in combination with a pharmaceutically acceptable carrier. As



nnn?/

W 2006026448 PCT/US2005/030437 0\9(

used berein the language “pharmaceutically noceptablo carrier” Includes solvents,
disparsion modia, coatings, antibacterial and antifungal agents, isoctonic and
absorption delaying agents, and the liks, compatible with pharmaceutical
administration. Supplementary active compounds can also be incorporated into the
compositions.

[00190] A pharmaceutics] composition Is formulated to be compatible with its
intended route of administration. Solutions or suspensions used for parenteral,
intradermal, or subcutaneous application can include the following components: a
storile dituent such as water for injection, saline solution, fixed oils, polyethylens
glycols, glycerine, propylene glycol or other synthetio solvents; antibaoterial agents
such as benzy! aloohol or metiryl parabens; antioxidants such as ascorbioc acid or
sodlum bisulfite; chelating agents such as sthylenediaminetutraacetic acld; buffers
such as acetutes, oitrates or phosphetes and agents for the adjustment of tonicity
such as sodium chloride or dextrose. pH can bo adjusted with acids or bases, such
as hydrochloric acid or sodlum hydroxide. The parentoral preparation can be
enclosed in ampoules, dispossble syringoes or multiple doss vials made of glass or
plastic.

[00191] Phamneceutical compositions sultable for injectable use typically include
sterllo aquecns solutions (where water solublo) or dispersions and sterile powders
for the extemporaneous preparation of sterilo injectable solutions or dispersion. For
intravenous administration, suitable carriers include physiological. saline,
bacteriostatic water, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, NJ) or phosphate
buffiered ssline (PBS). In all cases, the composition shouki be sterlle and should be
finid to the oxtent that easy syringability exists. Proforred pharmaceutical
formulations are stable under the conditions of manufacture and storage and must
be preserved against the contaminating action of microorganisms such as bacterla
and fimgi. In genoral, the relevant carrier can be a solvent or dispersion medhm
containing, for example, water, ethanol, potyol (for example, glyoercl, propylene
glycol, and liquid polyetheylens glycol, and the like), and suitable mixtures thereof.
The praper fluidity can be maintained, for axample, by the use of a coating such as
lecithin, by the maintenance of the required particle sizo in the case of dispersion
and by the use of surfactants, Prevention of tho action of microorganisms oan be
achieved by various antibacterial and antifungal agents, for example, parabens,
chlorobutanol, phenol, ascorble acid, thimerosal, and the Jike. In many cases, it will
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be prefarable to Include {sotonic agents, for example, sugars, polyalcohols such as
manttol, sorbitol, or sodium chiloride in the composition. Prolonged absorption of
the injectable compositions can be brought about by including In the composition an
agent which delays absorption, for example, ahuninum monostearste and gelatin,
[00192] Sterile injoctable solutions can be prepared by incorporating the purified
polypeptide or protein in the required amount in an appropriate solvent with one or
s combination of ingredients enumerstod above, as required, followed by filtered
sterilization. Generally, disparsions ere prepared by incorporating the purificd
polypoptide or protein expressed from a mammalisn cell line into a starile vehicle
which contains a basic disporsion medium and the required other ingredients from
those enumerated shove. In the case of sterile powders for the preparstion of sterile
injectable solutions, the preferred methods of preparation are vacuum drying and
freeze-drying which ylelds s powder of the active Ingredient plus any additional
desired ingredient from a previousty sterlle-filtared solution thereof.

[00193] Oml compositions generally include an inert diluent or an ediblo carrier.
For the purpose of oral thernpoutic administration, the purified polypeptide or
protoin can be incorporated with excipients and used in the form of tablets, troches,
or capsules, e.g., gelatin capsules. Oml compositions can slso be prepared using a
fluid carrier for mo a8 a mouthwash. Pharmaceutically competible binding agents,
and/or adjuvant materials can be incloded as part of the composition, The tablets,
pillz, oapsules, troches and the like can contain any of the fhllowing ingredients, or
compounds of & similar naturc: s binder such as microorystaltine cellulose, gum
tragacanth or gelatin; an exciplent such as starch or lactose, & disintograting agent
such as alginic acid, Primogel, or corn starch; & lubricant such as magnesium
stearste or Sterotes; s glidant such as colloldal silicon dioxide; a sweetaning sgent
such as sucrose or saccharin; or a flavoring egent such as pepparmint, methyl
salicylate, or orange flavoring. Formulations for oral delivery may advantagecusly
inoorporeto agents to improve stability within the gastrointestinal tract and/or to
onhance absorption.

[00194] For administration by inhalation, the inventive compositions comprising
a purified polypeptide or protein expressed from a mammalian cell linc and a
delivery agent are prefembly delivered in the form of an serosol spray from s
pressured container or dispenser which contains a sultable propollent, e.g., a gas
such as carbon dioxlde, or a nebulizer, The present invention particularly
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contemplates delivery of the compositions using » nasal spray, inhaler, or other
direct deltvery to the upper and/or lower alrway. Intranasal administration of DNA
vaccines directed against influsrza viruses has beon shown to induce CD8 T cell
responses, indicating that &t least some cells in the respimtory tract can take up
DNA when delivered by this route, and the delivery agents of the Invention will
enhance collular uptake. According to cextain embodiments of the invention the
compositions comprising a purified polypeptido expressed from 8 mammalian cell
line and a delivery agent aro formuliated as large porous particles for asrosol
administration,

[00195] Systomic administration oan also be by transmucosal or transdermal
means, For transmucosal or transdermal administration, penotrants appropriate to
tho berrier to be permeated are used in the fbrmulation. Such penetrants are
generally known in the art, and inchude, for example, for transmucosal
administration, detergents, bile salts, and fusidio acid derivatives. Transmucosal
administration can be accomplished through the use of neaal sprays or
suppositories. For transdermal administration, the purified polypeptids or protein
and delivery agents are formulated into ointments, salves, gels, or creams as
generally known in the art.

[00196]) The compositions can also be prepared In the form of suppositories (e.g.,°
with conventional suppository bases such as cocoa butter end other glycerides) or
retention enemas for rectal delivery.

[00197] In ome embodiment, the compositions are propared with carriors that will
protect the polypeptids or protein against rapid elimination from the body, such as a
controfled rolease formulation, including implants and microencapsulated delivery
" systems, Blodegradable, biocompatible polymers can be used, such as ethylene
vinyl ncetats, polyanhydrides, potyglyoolis acld, collagen, polyorthoesters, and
polylactio acld. Methods for preparation of such formulations will be apparent to
those skilled in the art. The muiwrials can slso bo obtained commercially from Alza
Corporztion and Nova Pharmaceuticals, Inc. Liposomal suspensions {(including
liposomes targeted to infected cells with monoclonal antibodles to virl antigens)
can also be used as pharmaceutically acceptable carriers. These can be prepared
according to methods kmown fo those akilled in the art, for example, as described in
U.S. Patent No. 4,522,811.
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[00198] kt is advaniageous to formulste oral or parentoral compositions in dosage
unkt form for ease of administration and umiformity of dosage. Dosage unit form as
used heyoin refers to physically discroto unity suited as unltary dosages for the
subject to be treated; cach unit containing a predetormined quantity of active
polypeptide or protein calculated to produce the desired therapeutic effect In
association with the required pharmaceutical carrler.

[00199] Ths polypeptide or protein expressed according to the present lnvention
can be administerod st various intervals and over diffrent periods of time as
required, ¢.g., one time per week for between about 1 to 10 weeks, between 2 to 8
wooks, botween about 3 to 7 weeks, about 4, 5, or 6 woeks, etc. The skilled artisan
will appreciate that cartain fiactors can influence the dosage and iming required to
effectively treat » subject, inchuding but not limited to the severity of the discase or
disorder, previous troatmont, the general health and/or age of the subject, snd other
disonscs prosent. Generslly, treatment of s subject with a pofypeptide or protein as -
described herein can include a single treatment or, in many cases, can include a
sorics of treatments. It is furthermore understood that appropriste doses may depend
upon the potency of the polypeptide or protein and may optionally, be tailored to the
particular reclplent, for example, through administration of Increasing doses until 8
preselected desired response Is achieved. It is understood that the specific dose
level for any partiouler animal subject may depend upon n varlety of factors
including the activity of the specific polypeptide or protein employed, the age, body
welght, general hoalth, gender, and diet of the subject, the time of administration,
the routo of administration, the rate of exoretion, any drug combination, and the
degreo of exprossion or activity to be modulatod.

[00200] ‘The prosent invention includes the use of inventive compositions for
trestment of nonhumaen enlmals. Accordingly, doscs and methods. of administration
may be selected in accordance with known principles of veterinary pharmacology
and medicine. Guidanoe may be found, for example, in Adsmas, R. (cd.), Veterinary
Pharmacology and Thergpewiics, 8® edition, Towa State Unlversity Press; ISBN:
0813817439; 2001.

[00201] Imventive pharmaceutical compositions can be included in 8 container,
pack, or dispenser together with instructions for edministration.
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[00202] The foregoing desaription Is to be understood s being reprosentative
only and is not intonded to bo Hmiting. Altemative methods and materials for
implementing the invention and also additional spplications will bo apparent to ane
of skill in the art, and are intended 10 be included within the acoompanying claims.

Examples

Example 1: Enhaunced Mediom 1 for anti-GD¥-8§ Fed-batch Process
[00203] Traditional fed-batoh processes for cultivating cell lines have several
drawbacks including the time and effort required to administer the foeds and the
need for speclal oquipment in large-scale bloreactors. The objective was to develop
a batch media for the production of proteins of interest in large-scale blorcactors
that requires minimal feeds.

Materials and Methods
[00204]) STRAINS AND MEDIA: Chincse Hamster Ovary (“CHO™) colls were
engineered to cupress a monoclonal antfbody against growth and differentistion
factor 8 (“anti-GDF-8 cells™) (see Veldman et al., Neutmalizing Antibodies Agningt
GDF-8 and Uses Therefor, US20040142382 Al). Anti-GDF-3 cells were used to
test & now batch media. Medium 1 and Medium 2 were compared for their abllitics
to support high cell density and viability. The compositions of theso modis, as well
as Medium 3 are listed in Table 1. Media are mado by adding all the components
save for FoSO7H;0. The media is then adjusted to pH 7,25, the osmolarity is
recorded and FeSOy7Hz0O are then added.
[00205] CULTURE CONDITIONS: For flask experiments, anti-GDF-8 cells
wore grown in shake flasks and passaged three times. For bloreactor experiments,
anti-GDF-8 cells wore grown in media for 12 days, supplemented daily with either
2% by volume of 20X Medium 4 fbod medium (Table 3) or 3% by volume of 16X
Medium 4 (Table 4) after day 5. For the first 4 days, cells were grown st 37°C. On
day 5, cells weze shifted to 31°C.
[00206] SAMPLE ANALYSIS: Daily samples wore taken from the cultures and
were snalyzed for amino scid, vitamin, iron, phosphate, glucose and ghitamine
levels.
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Tablo 1. Compositions of Medium 1, Medium 2 and Medium 3.

“Mediom3 |
Medium 1 Medhon 2
Amino Ackds | mgL, mM | mglL mM| mpi{ mM |
smw | W0 188| Tis0| o020 2487 028 |
spine [ 110009 B2 | IST| 00| 4BA| 243
——"2:"
T3 41| 7800 os0| traso 1.8
mpwtoncd | 31.03 29| 2030 02| &n 0.40
oGO0 || TO01 040 | 7010 040 To01 040 |
osledid | 2.0 098 | &228 o] o= 030
vk scld [ Y] 08|  =9A0 | o0 4108 —lifl
ouimmine | 109240 1200 | 110388 | 747 | 11640 71.98 |
oy 1) 128 | 3000 OAG| 3682 048
T TRRGHR0 | 3010 | 178 4800 0.3 627 038 |
T woleuce | ozm A | 104.00 0001 18100 1.19
Bodm || 0631 61| 10450 17200 132 |
ol || Wa88 | &d0 | 14 680 | Zi&ss 1.20
T meitionine || &84 1| W] o3| o 050 |
phenyRiaine | 426.02 200| 65| 0A0| 681 | 680
proline | 97228 34| oL o080 9040 084 |
R e e e %]
Tweorim | 5139 | 6w 080 | 1aZ8i| 142
Wyplophan | 1002 o 600 000 | 2N o
. yroskwr2NCRRO || BO0.81 218 | 01D 0A0| 14590 59 |
valio | g0s.38 ax2| o o.8a| 13117 1.12
Viamine | mplL | mgll | mgi ]
Blotin 200 [11] 020 O0Bz| 038 140
CalRa paniothense 20 wxT| 24 r% ] 03 0AT
choline chicikle G A L) Mb0| 1011 1w |
Wloecd | 208 034 | 288 oo | 48| 1080
ol | 1259 88047 | 1iB0| 00| Xo4| B9
TRCORnide 80| 180.70| 22| 1088 S| |
T pyncaaeicl 10 B 00 B | o8|
priodne-il | 1600 | 5147 | LK [] 5| G0
TDotevin 20| 088 0.2 0.0 040 | 1.08
[ tlemmediCi | 61| 84 | 27| oM 02| 1104
. vamihBiZ| &8 5} (¥ ] 058 134 | 099
Tnorgenic Salts | mgiL ml | mgil mgiL ol |
ek | e[|  1oa] 1608 108] 1a78| 104
KRG 31004 ar| 410 3094 417
[ ) T 05| T8 om] 708 Y

45
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1104.08 1852 oswo0| 430 aU40e| 6344
L e L ] AN | 48| Tam| 053
MSG | san 0al| «am 041| eT0 0A1
MgBOsTHO 00 08.00 .80 98.00
wWel =am x| =m 03| =an 030
—
2000.00 2ot | M000| 04 304000| 2004
T TreceElements | poll M| wgiL| nWM Pl [ oM
[ SodumSelerka | ab00| 101.98| 600| 4802| 7.00| 4040
T TFeNOSA | Wl 1B k| 1By Ww| 1542
CuliG, 2, 18.80 5.00 o 0.08
| B0 S0 1M 45.00 740 | %000
FoSOCTHO | 200080 | 000004 | B39.00 | 202140 | 154285 | soensn
InBOCTHD | arae77| vamsse| «mmse| 148812 | 1383.00 | 4821.00
ViS00 [T 15 017 1.0
NS TR TR ||
[ (O a0 ) 750 14 150 |
NHVO, o (T} 588 |
[ D00 00 (%7 (X[ 040 |
GOy | 018 050 5.2 05
Other Comporents | mg/l. | mplL W mpt |
Fiydromrisons oD 0| oo 0.70 o8| 034 |
e BT | A RE|[ | sw| a1
Inoielo wcd (X7 050 0.4 (X7 e o=z
[~ Giccioady | 058 Z73 o0 (X7 80
D-glucces (Dudioas) | 1003043 | WOI0T.02 | S100.72 | 3417004 | 1104034 | 134870
~ PVA | 2580.00 240000 90
hedn [ 5400 1000 4.00
T SodumPyvaie | B8] 40088 | GAD0| 40008 CABs | 4NE
Results and Conclusions

[00207]) Figure 1 shows that growth rate of mnti-GDF-8 cells was similar in both
Medium | and Modium 2 in the flask experiments.

[00208] Figure 2 shows that in bioreactors, Modium 1 exhibited a significant
inoreaso in final ocll density snd viability over Medium 3, The fina) titer also
increased significantly, from 551 mg/L for the platform process to 976 mg/L with
Medium 1(data not shown). Tempersture was shifted from 37°C to 31°C on day 5.
Due to the unexpected high oell growth, the cultures were fed dally after day 5 with
either 29 by volume of 20X Medium 4 or 3% by volumo of 16X Medium 4, Thus,

A 6D
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thiy is not a true batch experiment as originally intonded. Asparagine and thismine
were supplemented in the foed media bogiuning on day 10.

[00209] In developing a concentrated batch media, soveral possible concerns
necd to bo considered. First, conoontrated nutrients might prove toxic to the cells.
In the media developed in this Bxample, all nutrienis snd components were
detearmined to be below the toxicity limits (dats not shown).

[00210] Second, tho concentrated baich media necessarily has a higher
esmolarity than non-concentrated media, which has been shown to have detrimental
effects on cell growth and viability. This problem can be circumvented by lowering
tho amount of NaCl In the starting media. Purthermore, the concentrated batch
media contalns ingufficlent levels of glucose to sustain growth for the entire culturs
period. Thus, caltures were supplemented daily after dxy 5 with a glucoses feed.
[00211] Third, insulin and glutamine are susceptible to degradation during the 12
day culture period, Thus, the culiure was supplementecd with these components in
addition to glucose. .

[00212) Finally, lron will precipitate out of solution containing high
concentrations of phosphate at high pH. This problem can be ciroumvented by
adding iron et the end of the media prepamtion process, after the pH has been
adjusted to an appropriate level.

Example 2: Development of concentrated feed medium (Mediwm 5) for anti-

GDF-3 ceils In fed-batch procesa. '
[00213] InExample I, a batch process for culturing anti-GDF-8 cells using
Medium 1 was developed. Duoe to the high oell density that resulted during the
process, it was determined that supplementation of nutrients In addition to glucose
and ghitamine was still advantagoous. Howover, supplementing the batch with 8X
Medium 4 fied media would result in excessive dilution of the culture. A more
ooncentrated feed modia was developed in order to circumvent this problem.

Materials and Methods and Resulls

[00214] Table 2 lists the compositions of Medium 4A-1, Medium 4B, Trace B
and Trace D used in the formulations of Tables 3-7.

47
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Table 2. Compositions of Medium 4A-1, Medium 4B, Trace B and Trace D used In

s

the formulations of Tables 3-7.
Trace Elements | Trece Elements
Madhum 4A-1 Modiumn 48 B D
Amino Ackia mgL. |mM |mgl |mM mgl. |mM |mgl |ml
T
wpnne 191,00 1.1
eeparsgine e 130.00 0.50
separiic scid Y )
Shrimmio sod AT | [T ]
r ™ —18.00 080
Tl 0 =) 0.3
holsucne 11000 0.90
e — 17000 1%
iﬁﬁ — 18200 100
watiioning N T T E ]
250 050
W 00.00
e 168.00 %0
Treonne [ —0.80
Typloghan — 8 L 50)
oW 104.00 040
Vine [T % Y "]
[Vitaming mgll | moi. [pM [mgl [mM (mgL |mM
Tiolin 7] 88
[ eaiium panioihensis Y] 940
tholine dhibride 150 128,78
Tolo add 830 F1-]
Toskol W0 | 1400
Tiotnemice ~4.00 | ]
s T
[ Thoiavin 04 130
[ TiamineHica A0 1308
ViaminB12 140 1.0
Trace Elsments pgt. [0l mgiL._|pW | Bl |nW pgh. | ol
| GTOMOO D 14 | [ ]
- GuBiOq 043 280
CUBO#0R0 748 30.00
TeBO,THO [T] 2000
L 1 L E)
[Na OO0
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NBOSHO 0.13 049
[§F] o5

[ZnBOCTHRO 00| w1 883 007

Other Comporwnts | pgll nM

T S
== =rs
1000000 |

[ Dglicces (Duirosa)

20X Mediym 4,
[00215] The first concentrated media was developed as 20X Medium 4. The
media formulation for 20X Medium 4 is provided in Tablo 3.

Table 3. 20X Medium 4 foed media workshoet.

Part Component Amount Unit
1 Medium 4A-1 31.120 gL
Nucellin™ 40.000 mlL
H/P stock 20.000 mlV/L
Solenite Stock 2.000 mlL
PYA 2.400 gL
NaH;POsHO 2.610 /L
_ MgBO, THO 0430 gL
Aspartic acid 1.330 gL
Glutamic acid 0.388 __ gL
Linolelc acld 0.840 ml/L
Thioctic acid 2.100 mVL
Tyrosine-2Na (Mw 225) 1.790 __ gL
1000X Traoo B 6.000 ml/L
Glucose 100,000 gL
Glutamine 14.600 gl
pH to 7.0 '
Record Osmolarity .1064.000 mOsm
Add 108 m Trace D, 025 g
I FeS0y+7TH40 to 280 mi Cystolne
Cysteine (400 mM) Stock
m Folic acid 720 ml 6 mM Folic acid

NnMWhMWNHlUGMNUM):WPM-DMSm
hydrocortisone, 1,08 mg/inl, Putrescines2HCL
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[00216] The media formulation consists of 3 parts: I, I, I, PartIiathe
conoontrated version of 8X Medium 4 with the individual components of Medium
4B except folic acid due to the concemns of the solubility of this vitamin. Part Il is
iron stock, Trace D and acidic cysteine, to avold possible precipitetion of iron if
added in part I. Part I is folic acid stook, Part 1 is added 2% by volume daily
starting on day 5 and parts II and IIT are addod once on day 5 together with Part I,
[00217] The final pH of the food media was adjusind to 7.0 and osmolarity was
sbout 1064 mOsm. AZ%fudwﬂImultinlzgngluooqa!mMGlmimmd
2 14 mOsm osmolarity increase to the cultore.

216X Modinm 4.
[00218] To reduce the inorease in osmolarity, the feed media was changed from
20X Medium 4 (2% by volume daily) to 16X Medium 4 (3% by volume daily). The
media formulation for 16X Medium 4 is provided in Tuble 4.

Table 4, 16X Medium 4 feed media workzheet.

Part Component _Amount Unit
| Modium 4A-1 24.896 gL
Nucellin™ 32.000 ml/L
R/P stock 16.000 ml/L
Selenite Stook 1.600 ml/L
PVA 2.400 gL
NaH,POCHZ0 2.088 gL
MgS0, THO 0344 _ L
Aspartic acid 1.064 gL
Glutamio acid 0.470 g/L
Linolelo acid 0.672 mUL
‘Thioctic acid 1.680 mb/L
Tyrosine'7Ns (Mw 223) 1432 oL
1000X Trace B 9.000 mVL
Glutamine 6280 oL
pH to 7.0
Record Osmolarity 295.000 mOsm
1 Add 108 ml Trace D, 0.25 g
FeSO4-THz0 to 280 ml Cysteine
_ Cysteine (400 mM) Stock
m Folio acid 720 m1 6 mM Folic acld

Notas Nuceliln™ i menufsatured By Bli Lily (indlanapolis, IN, UBA); /P stock = 0,036 mg/mL
hydrocortizons, 1.08 mg/mL Putrescine-2HCY.
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[00219] In this modified 16X Medium 4, glucose was &lso oliminated to further
reduce the osmolarity end give somo flexibility of the ghucose food. Total osmolarity
of the fecd media s now 295 mOsm.

3, 16X Mpdium 4.
[00220]) Changes were made to the 16X Medium 4 formulation. Iron stock
solution was added in the feed resulting in a 0.45 pM eddition cach foed.
Additionally, glucose was added back o give a 1.5 g/L addition every feed, The

medis formulation for this modified 16X Medium 4 s provided in Table 5.

Table 5. 16X Medium 4 focd media worksheet.

Notez Nucellin™ s menufsotured by Bil Lilly (Indleaspolls, IN, USA); B/P stock = 0.036
hydrooortisons, 1,08 my/mL Putresclne-2HCI.

4, 16X Medivm 4,

Part Component Amount Unit
I Mediom 4A-1 24.896 gL
MNucellin™ 32.000 mVL
H/P stock 16,000 ml/L
Selenite Stock 1.600 mi/L
PVA 2.400 __glL
NaB;PO, H;0 2,088 gL |
MO, TH0 0344 P
Aspartic acid 1.064 BL
Ghutamic sckd 0.470 gL
Linolsio acid 0.672 mi/L
Thioctic acid 1,680 mi/,
TyrosineZNs (Mw 225) 1432 gL |
1000X Trace B . 9.000 mVL
Glucoso 50.000 L
Glutamins 7300 gL
pHto 7.0
FeSO4 TH;O (1 mM stock) 15,000 miL
— Record Osmolarity 607.000 mOgm
I Folio acid 720 ml 6 mM Folic acld
m Add 108 ml Trece D, 0.25 g
FeSOy 7H20 to 280 m] Cysteine
400 Stock

mg/ml
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{00221]) Here, the fted media (16X Medium 4) was made in combined media
instead of 3 separate feods as in the last severs] batches. Tests were done to ensure
that fblic acid could be dissolved at tho concentration required and that neither iron
nor folic acid precipitated out of solution after storage at elther 4°C or at room
tempershure for 6 days, The media formulation for the combined 16X Medium 4 is
provided in Table 6.

Table 6. 16X Medlum 4 feed media worksheet,

Component Ainoust Unit
Medium 4A-1 24.996 pL
Nucellin™ 32.000 ml/L
H/P stock ' 16.000 mVL
Selentts Stook 1.600 mi/L
PVA 2400 gL
| NaHPOCH0 2.088 gL
MgSOy7H,0 0344 gL
Aspartio acid 1.064 gL
Glutamio acid 0.470 gL
Linclelo acld 0.672 mb/L
Thioctio acld 1.680 mVL
| Tyrosing2Na (Mw 225) 1432 gL
Glucoss 66.700 gL
Glutsmine 7.300 gL
Follo acid 70.560 mp/L
Acldic cysteine (400 mM) 6.250 mVL
FeSOy Stock (1 mM) 23.000 mlL
1000x Trace B ' 9.000 miL
1000x Tmoo D | 3.300 mVL

pH expected 6.11 Adjust to 7.0
| RecordOmmolarity | 724000 | ___ mOsm

Nots: Nucclln'™ b menufhcburod By B Lilly (Indisrapolis, N, USAY; FUP stock = 0.036 mp/mL
hydrocortisons, 1.08 mg/tm, Putrescine-2HCI, )

[00222] ‘The final osmolarity of the media is 724 mOsm, with a daily glucose
addition of 2g/L, and ghutamine addition of 1.5 mM.

2.12X Medium 4,
[00223]) Hexre, several changes were mado to the foed media. Medium 4B powder
was used instoad of addition of each individual ingrediont in Medium 4B. Medium
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4B powder was mixed with gluocso and dissolved scparately under basic conditions
by titrating the solution to pH 1025, Additional asparagine snd thismine were
components were axhausted by the end of fed-batch process. Use of 12X Modium 4
further reduced the oamolarity increase when fied to the oultgre, The media
formulation for 12X Medlum 4 is provided in Table 7.

Table 7. 12X Medium 4 feed medis workshest.

|___Compoment | Amoust 1 Unit_ |
Medium 4A-1 18.672 gL
Nucollin™ 24.000 mlL
H/P stock 12.000 mlL
Selenite Stock 1.200 ml/L
PVA 2.400 Rl
{__Aspangina F20 1.620 gL
NelH2PO4.H20 1.566 gl
_ MgS04.7H20 0.258 L
Glutamine 5475 _pL
Thismine 0.040 gL
vod Madlum 4B &
Glucoso ~]75 mi/L
Acidio cysteine(400 mM) 4.688 ml/L
Rocond pH
Adjust pH to 7.2 with 3N
HCl1
FeSO, Stook (1 mM) 17.250 ml/L
1000x Trace B 6.750 ml/L
1000x Trace D 2475 mVL
Record pH (expect 7.18)
Record Osm__ __ 566.000
ssolved Medium 4B
Glucose * (for 1L foed
media)
Water 150 ml
Mix Modium 4B (14.3g)
with glucose (383 ) Add in
Adjust pH using 25%
NeOH until dissolved (pH
about 10.25)

"~ Nots Nuoelfin™ s mamutasizred by Bl Lilly (Indianapolls, IN, USA); H/P siook = 0,036 mg/mL
hydrooostisone, 1.08 mg/ml, Putrescine-2HCL,
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[00224] The final ommolsrity is 566 mOam. A daily feed of 4% by volume gives
an epproximats osmolarity increase of 8.6, an incroase in glucose of 2g/L and an
increase in glutemine of 1.5 mM. The 12X Modium 4 media formulation Is also
known as Medium 5. Medium 5 is casy to make compered to 20X Medium 4 or
16X Medtum 4, and stable over 10 days cither at room temporsture or at 4°C (deta
not shown). '

Example 3: Glutamine Starvation Fed-batch Process for anti-GDF-§ Cell

Culture
[00225] CHO cells require glutamine in the starting media to sarvive.
Traditionally, initial glutamine jevels are high end glutamine is fed daily after day 5
until the end of the fed-baich process. Traditional foed-batch proceshes normally
rosult in high lactate and ammonium levels in the cell cultures, which aro known to
havoe inhibitory cffects on ceil growth, cell density and recombinant protsin
axpression. Fed-batch processes In which glucose Is slowly added to the culture
have boen shown to lower lactate production and tmprove cell growth, cell density
end recombinent protein expression. However, prior art mothods for manipulation
of glucose addition are not practios] for large-scalo menufacturing. Horo, by
utilizing culture media with lower starting levels of glutamine and eltminating
glutamine from the feed, it is shown that lower levels of ammonium and Iactate are
produced, leading to Increased oel] viability. Additionally, in glutsmine-starved
cultures, reoombinant protoin expression is increased end final osmolarity is
roduced,

Materials and Methods )

[00226) STRAINS AND MEDIA: anti-GDF-8 cells were cultured in a fed-batoh
mode in Mediom 1 in 1 L Bioreactor.

[00227] CULTURE CONDITIONS: Cells were grown for twelve days in 1L
Bioroactors. ‘Tempersture was shifted from 37°C to 31°C on either day 4 or day 5
depending on the cell growth. Three fd-batch prooesses were tosted: a normal
{control) process, a no glutamine foed prooess and a ghutamine starvation process.
Pertinent details of those processes are listad In Table 8 and Table .

Tablo 8. Fed-batch process in 1L Bioreaciors with no ghutemine foed process.
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Control process No glutamine food
_ process

Sterting media 13 mM 13 mM

Glutamine (mM) _

Glutamine fised 5 mM on Dey 4 No feed of glutamine

Feod media Medium 5 (with 37.5 Modium 5 without
mM giutemine) glutamine

Feed schedule 4% dally from Day § 4% daily from Day §

Temperature shift to Day 4 Day 5

3i°C

‘Table 9. Fed-batch process in 1 L, Bioreaotors with glutamine starvation process

_ __ Control proces Low glutemino procoss |

Starting media 13 mM 4 mM

Qlutamine (mM)

Glutemine feed SmMon Dey 4 No feed of glutamine

Foed media Medium 5 (with 37.5 Medium 5 without
mM glutamine) glutemine

Feed schedule 4% daily from Day 5 4% daily from Day 5

Temporature shift to Day 4 Day 5

31°C

[00228] SAMPLE ANALYSIS: Daily ssmples were taken from the culturcs and
wero analyzed for cell density, ool viability, Inctate, glutamine, and ammoniom
lovels. Titer of expressed anti-GDF-8 antibody was 2lso measured daily.

Results and Conclusions

[00229] Figure 3 shows the cell density of cultures grown in either no glutamine
feed or control fed-batch conditions. In both cases, cell density was sim)iar over the
course of the experiment.

[00230) Figure 4 shows percent cell viability In culiures grown In cither no
glutamine feed or control fed-baich conditions. The no glutamine feed culture
showed a markedly higher cell viability toward the and of the experiment, boginning
on day 6.

[00231] Figure 5 shows ammonium levols in cultures grown in either no
ghutamine feed or control fed-batch conditions. The no glutamine feed culture
showed a marked docrease In ammonium levels toward the end of the experiment,
beginning on day 4.
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[00232] Figure 6 shows lactate lcvels in cultures grown in elther no glutamine
foed or coutrol fod-batch conditions. Lactate lovels wero slightly lower In the no
glutamine feed culture throughout the course of the expariment.

[00233] Figure 7 shows anti-GDF-8 antibody titer in cultures grown In cither no
glutamine feed or control fod-batoh conditions. Final anti-GDF-8 entibody titer was
higher In the no gluiamine feed culturs. .

[00234] Figure 8 showa tho coll density of cultares grown in either glutemine-
starved or control fod-batch conditions. In both cases, cell density was stmilar over
tho course of the experiment,

[00235] Figure 9 shows cell viability in cultures grown in sither glutamine-
starved or control fad-batch conditions. In both cases, cell viability was simlilar over
the course of the experiment.

[00236] Figure 10 shows ammonium levels in culturos grown in either
glutamine-starved ar control fied-batch conditions. The glutemine-starved culture
showed a marked decrease in ammontum lovels throughout the course of the
experiment. :

[00237] Figuro 11 shows lactato lcvols in culiures grown in either glutamine-
starved or control fcd-batch conditions. The glutemine-starved culture showed &
marked decrease In lactsto levels throughout towards the end of the experiment,
.beginning cn day 4.

[00238] Figuro 12 shows anti-GDPF-8 antibody titer In cultures grown in either
ghutemine-starved or control fod-batoh conditions. Final anti-GDF-8 antibody titer
was higher in the glutamine-starved culture.

[00239] Collectively these results indicate that deoreased ghrismine levols are
benoficial to cell cultures by reducing tho amount of ammonium production,
incromsing cell visbility and incronsing titer of exprossed antl-GDF-8 mtibody. In
addition, in the glutamine-starved cultures, low lactate levels were observed,
possibly due to the decreased glucose consumption rate. Decreased ammonium and
Iactatn levels also have the effect of reducing total osmolarity. Elevated osmolarity
is elso known to have inhibltory effects on cell growth and viability. Low initial
glutamine levels together with the olimination of the glutamine feed also has the
positive effect of reducing smmonium produced as a result of non-enxymatic
ghutamine degradation In stored media. Elimination of glutamine in the foed also
simplifios tho proceas of culturing anti-GDF-8 colls,
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Example 4, Iron dose response of anti-GDF-8 cells in Medinm 1'and Medium 2.
[00240] Medium 1 is much more concentrated in nutrionts than Medium 2. The
optimum iron levels for cell growth in Medium 1 were detarmined in order to avoid
problems with Iron deficiency during cell culture.

Materials and Methods
[0024]] Antl-GDF-8 cells wero cultured in dishes for ono passage In elther
Medium 1 or Medium 2. Iron concentrations of these media were manipulated by
addition of different amounts of stock iron solution. Final cell densities were
moasured by CEDEX. '

Results and Conchisions
[00242] Figure 13 shows the Fe dose response of anti-GDF-8 cells in Medivm 1
and Medium 2 containing different iron concentrations, In Medium 2, the cell
density was relatively constant for iron concontrations ranging from 3 pM to 15 uM,
In Medium 1, oell donsity increascs with increasing iron concentration but resches a
maximum after spproximately 5 uM. This diffsrence could be due to tho high
nutrient content in Medium 1, which might reduce iron avellability to the celisasa
consequence of chelation of irom in the media. These resuits indicate that iron lovels
should be kept above 5 M to avoid problems with iron deficiency in Medium 1.

Example 5. Substitution of Glutamate for Gluiamine in the Bloreactor Process.
[00243] Threo experiments were performed to test the effocts of substituting
ghutamate for glutamine in an anti-Lewis Y ccll culture process.

Materials and Methods
[00244] Tho experiments were performed in 10L bloreactors at pH 7.1, 30%
dissolved oxygen, and a starting temperature of 37°C with a shift to 31°C on day 5.
Sparge and hoadspace gassos were 88% of a 939 air/7% CO; mix and 12% oxygen.
The starting media in all experimonts was Modium 1, which contains glutamine.
Feod media and feed schedule including supplements] glucoso and glutamine fecds
are shown in Table 10. Columns labeled "Ghitsmate”™ were fed with modified
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Medium 5, containing no ghitamine, but contalning & molar concentration of
giutamate equal to tho molar glutamine concentration in standsrd Modium 5.
Columns Iaboled glutamine were fed with stendard Medium 5.

Table 10. Feed schedule.

[ Day 9040-44 _9040-56 904064
Glutamate 1 | Glutamine 1 | Glutemate 2 | Glutaming 2 | Glutamate 3 | Glutamine 3
0 .
1
2
3 h—
4 SmMgin SmMgin | 3sLghuad | 7.7mMgln
2.9g/1 giua |
5 3.6 g/ gloo SmMghn ]|35gLlgiuc| SmMgin | 3g/lghio | 3glghe
sSgghe | | 6ellgho
6 T 12% 12% 1™ 1™% . 29% 29%
16XMedhu | 16XMedium | Medlun s | 16XMediu | McdiomS | Medhm 5
m4 4 m4
7 4 mM gin
8
9 2.5 p/L giuo
10 10% 10% 8% Medium 5%
16XMediu | 16XMedtum 5 16XMedlu
m4 4 m 4
11 1 g/L. gluc
12
13 T gL ghic
Results and Conclusions

[00245] Within each exporiment, cell density is similar as shown in Figure 14.
Cell donsities are low In the Glutamine 2 and Glutamate 2 experiments due to & pH
doviation to about 6.7 on day 3 on tho process, The drop in demsity between day 6
and 7 in the Glutamine 3 and Glutamate 3 experiments is due to the 29% media foed
on day 6.

[00246] Pigure 15 shows cell viability of the glutamate and glutamine fed
cultures, Viabilitics ramained higher during the second half of the procesa in the
bloreactors containing ghutamate fed cultures.

[00247] In Experiment 1, anti-Lewis Y titer is similar betwoon the giutamate and
glutamine fod cultures. Figure 16 shows that in Bxperiments 2 and 3, enti-Lowls Y
titers are lower In the glutsmine fid reactors. The lower anti-Lewis Y titer obsarved



in these reactors could be due to the high levels of lactste produced, as shown in
Figure 17.

[00248] Bioreactors run with glutamate in tho food media heave & lowor
ammonium concentration (Figure 18) and a lower osmolarity (Figure 19).
[00249] The binding BELISA assay was used tp test activity of samples from the
Glutamine 1 and Glutamate 1 experiments, The activities were similar: 110% of
reference for the Glutamine 1 sample and 122% of reference for the Glutamate |
semple (data not shown).

[00250] Tho substitation of glutamate for glutamine in theso experiments doos
not have a significant effect on cell density. However, coll viability is lower In the
Bioroactors fod with glutamine. Ammonium, lactate and csmolarity aro lower in
the Bloreactors fed with glutamate compared to those fod with glutamine, On
Bverago, anti-Lewis Y titer is higher in the Bioreactors fod with glutamate and
actlvity is essentially the samo under both conditions,

Example 6. Substitution of Glucose and Glutamine In the Anti-Lewis Y Cell
Culinre Process.
[00251] The purpose of this experiment was to test the effiscts of substitution of
glucose and ghutamine with the feod media listod in Table 11 below In the culturing
of anti-Lowis Y colls (sco Boghemet al., Antibog

m Clin. Can. Res. 10:4538-49 (2004)). Call dmnlty. cell vllblllty.
anti-Lowls Y titer and ammonium levels wore measnred,

Matsrials and Methods
[00252] The experiment was performed in 250 ml shake flasks at a starting
volume of 75 mi. All shake fissks wero scoded at 0.25 x 107 cella/ml in Medium 2.
The flasks were incubsted at 37°C in 8 7% CO; incubstor for 14 days. On days 3
and 4, the flasks were fed with 5% by volume of Medtom 6 feed mediom. The
composition of Medium 6 is Histed in Table 11. On days 5-13 the flasks were fed
with 5% by volume of onc of the focd solutions listed In Table 12. Bach condition
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was performed in duplicate. Samples weve taken daily for cell counts by CEDEX
and assays for ammonium, glucose, and Inctate

Tablo 11. Composition of Medium 6.

Amino Akl | mon | mu TreceElements | Lon | nm

sonine | 44745| 1p0| SodumBelenis] 4000 | 231.36 |

erginine | 4g28.84 CuBOs | s44| 2.81]
aspwrsgine-HO | 108080 | 720 CuBO,EHLO 7.49 | 30.00
ssparicocd | gaz 40 | 4.00 FoBOCTHO | 2534 | g118
ontneZHC | 473.00| 151 ZnSOTHO | 7704 | a2t
gutamoeckd | 23538 |  1.80 Mri80,H0 0.17| 1.09
ghutemine | 4500.00 | 33.01 Ny 810,-9H,0 140 | 492.84
oyoine | 15007 | 1.60 | NHuMOrOur4Fe0 124 | 1.00
histidine"HCFHO |  gsaaa2 | 280 NH\VO, oes| sse
boleucine | 94482 | 721 RO | 013| ous
leucine | 1380.75 | 10.39 SnCk2H0 042| 053
lysine-HCl | 1458.80 | 8,00 mﬂ_"{ 120 agv
methionine | 47708 | 320 AGNO, 017 ] 100
phenylelanine | e80.38 | 4.00 Ba(CstOx 258 |  9.98
proine | g52.31 | 480 KBr 012] 1.0
__lﬂ"l'ﬂ 128470 | 12.04 CdCly'2.6H0 228 0.09
threonine | 78202 | 640 CoChORO | 238 | 10.00
byptophan |  zen.4 | 128 crCh 02| 202

yrosine-2Ne2HO | gaze2| 3.9 NeF | 420 10002
valne | 74921 | @40 Ge0, Y

_ W| o1r| 4.02]
Viamin | mon | mi RO 4] 1001
__bltin 328 | o001 ZOCL8HO 32| e

ﬂdl.lngm 38.02 0.08 _

143.28 |  1.03 g.;n;ﬂgr_._ pg | oM
folcncd] 4243] o1o] Hyrocothone] aas| o7y
nositol | 29171 | 142 Putreacine«2HC 8000 | 49.88

micotinamide | a202 | 026 Bnoleloeckl | 33825 | 120
pyridoddneHC | 3om2 | o0.18 thiocticeckd | a4pe3| 408
__Thoflavin] 380 0.4 _
thiamina- Othwer
%22{ 010 Components mi
viamin B12 D-glucoee
1921] 00t] = (Dextross) | 33006.69 | 183.37 |
PVA | 2400.00
morganic Salts mgh. | ma Nucelin™ 80.00
KHPO4 | 4p35.00 | 12.02
Mg8OsTHO | 17108| 070
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Table 12. Feeds on days 5-13. Modified Medium 6 contains no glucose or glutamine.

GiuGin | Modified Modium 0 + 43 g/l giucose + 4,82 g/ ghitemine (controf)
Giu Modified Medium 6 + 43 g/L glucoss + 4.82 g/L giutamats
GluAsp | Modified Modium 6 + 43 p/L giucose + 4.36 g/l asparagine

" GiuGlyGin | Modiied Medium 6 + 43 g/L giucoss + 6.71 g/L. glycyigiutamine
[GiuGiu_~_ | Modified Miedium © + 43 giL. gaiacioss + 4.62 giL. ghimmine

[GalGiu | Modiied Medium 6 + 43 g/L guiacioee + 4.52 g/L guamete
[GalGin__ | Modied Medium 6 + 43 giL galactose + 4.30 gL asparagine
_“&——_mm  Modified Madium 8 + 43 g/L gaiactoss + 6.71 giL giyoyigutamine

GalAsp Medium 6 + 43 g/L glucose

Revults and Conclusiony
[00253] The highest cell density was sven when glutamate or glycylghutamine
was substituted for giutamine in the presence of either ghicose or galactose In the
feod media. Cell dengity was genorelly lower in the cultures fed with
glucose/glutamine, galactose/glutamine, or glucose ouly (Figure 20). Final viability
was highest in the cuitures fod with gluoose only, followad by the culiures fed with
glucose/glutamate. The lowest viability was seen in the cultures fod with glutamine
or asparagine combined with either glucose or galactase (Figure 21).
[00254] Day 14 titer was higheat In the glucose/glyoylglutamine snd the
ghucose/glutamato fed coltures at about 700 pg/ml. Titer was lowost in the
galactose/glycylghitamnine and the galactose/asparagine fod cultures at about 500
pg/ml. Titer in the glucose/glutamine control was about 570 pg/mi (Figure 22).
[00255] The lowest ammonium levels wero seen in the flaske fed with
glucosa/glutamate or glucose only. The flasks fied with galactose/glutamate,
glucose/glutamine, glucoso/glycylgiutamine, and glucose/asparagine showed
intermedists lovels of sammonium. The flasks fed with galaciose/asparagine,
galactose/glycylglutumine, and galactose/glutemine had the highest levels of
smmontum (Figure 23).
[00256] Glucoso levels remained above 1 g/L in all flasks fed with galactose until
day 11. From day 11 through day 14, the glucose in theso cultures was never
completely depleted, romaining botwoen 0.6 and 1 g/L, with no significant
differances betwoen the different cultures,
[00257] Glucose lovels Increased in all flasks fod with glucoss or glucose
combined with another substrate until day 10. From day 10 through day 14 in these
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cultures, glucoso levels remained fuirly constant and similer to each other. Ou day
14 sbout 8.4 g/L glucoso remained In the glucose/ghritamate fed culturce md about
10.8g/L glucoso remeained in the cultures fod with glucose only.

[00255] Lactate lsvels reached s high of about 2.4 g/L on day 5, when conditions
wore the pame for all oells, and dropped to assentially zevo in all cultures by day 14.
Lactue lovels wero highest from day 10 through day 14 In the glucose/ghtamine
control, but were below 1 g/, during this time (data not shown).

[00259) All conditions teated In this experiment resulted in higher cell density
than the control ghucose/glutamine condition. All conditions tested except the
galactose/asparagine condition resulted in higher final viability than either the
glucose/glutamine control or the galactose/giutemine fod condition. Thor in the
glucose/glutamine control was sbout 570 pg/mi compared to & high of about 700
pg/ml in the glucose/glyoylghutamine fid condition and the glucose/glutamate fod
condition.

Example 7. Evaluation of 8 Glutamine Starved Batch Process for the Production

of anti-GDF-8.
{00260] Typical fed-baitch production methods require multiplo feads over the
culture period. These feods are designed to replace nutrjents in the medium that
may have boen depleted by the cells or may have degraded during the beich. ‘These
foods create complications when the procoss is scaled up to be used In largor
reactors, such as the need for an Impeller jump (see Figure 24). Furthermore, the
feeds dilute the amount of enti-GDF-§ alroady secreted into the culture and
therefore affect the harvest titer. The use of a batch process would allow
inooulation of the bloreactor at full volume, instead of at a partial volume 30 as to
scoommodate the feeds, which would remove the necessity of an impeller jump and
greatly reduce any dilution effect on productivity.
[00261] Qlutamine is one of the most important rossons that a fed-baich approach
Is used sinoc It is not stable at 37°C and it had been thought that it needed to be
roplonished during a batch culture. However, results of Examples 2, 5, and 6, In
which a glutamine starvation stratogy waas tested, showed a significant increase in
productivity compared to a control reactor that was fed glutamine. This result was
combined with the batch prooess to create a giutamine starvation batch procoss that
was tested In this Example.
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Materialy and Methods
{00262] AnthGDF-8 cells were grown in IL Bloreactors for 12 days according to
the following four growth conditions. Bloreactor parameters for all conditions were
kept the same, Dissolved cxygen was maintsined st no lower than 23% of air
saturstion by sparging with air and pH was maintained at 7.00 by the eddition of a
solution containing sodium bicarbonatc at 0.58 M end sodium carbonate at 0.71 M.,
Tho tempersture of all cultures was maintained st 37°C for the first four days of the
batch. On the fourth day of the betch the temperature of all the blorsastors was
lowared to 31°C and maintained st this point for the duretion of the batch. The
control and fed-batch cultures were fod with 8%, 12%, and 8% total reactor volume
of thelr respoctive feed media on days 5, 7, and 10, respectively.

[00263) 1) Control.
- Inoculation medium Medium 7 (sec Tablo 13).
= Feod Medium 8, fod on days 3, 7, and 10 (soo Table 13).
- Pood 5 mM of glutamine on day 4. )
~ Lower the temperature to 31°C on day 4.

[00264] 2) Fed-batch ghutamine starvation.
~ Inoculstion medium Medium 7 with only 4 mM of glutamine (see
Table 13).
~ Foed Meadium 8 without glutamine, fed on days 5, 7, and 10 (see
Table 13).
= No glutamine feed on day 4.
- Lower the temperature to 31°C on day 4.

[00265] 3) Baich glutamine starvation.
- Inoculetion medium new batch medium with only 4 mM of
ghutamine (see Table 13).
No foed medium.
No glutamine feed.
Lower the tamperature to 31°C on day 4.
Add 5g/L of glucose on day 8.
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[00266] 4) Batch glutamine starvation supplemented on day 8.

- Inoculation medium new batch medium with only 4 mM of
glutamine (see Table 13).

No fscd medium.

No glutamine feed.

Lower the temperature to 31°C on dsy 4.

Add 4g of glucoss, 375 mg of Asparagine, 3 mL of 1 mM FeSO,
stook, 3.33 mL of § g/ Nucellin™ stock, 2.57 mL of 36 mg/L
Hydrocortisone and 1.0 g/I, Putrescine stock solution, 0.23 mL of
50 mg/L Sodium Selenite stock, and 13.] mg of Thiemine on dey
8

Table 13. Compositions of media used.

MW __ [ Medium 7 | Madium 8 | Batch media
Amino acide mi (] ] mM
L -Alanine 800 | 1.08 24 0.2
L~ Arginine 174.0 6.84 13.2 4
 L-Aspsragine-H,0 | 150.0 | 4.78 214 7.8
| LAsparioecd | 1330 | 240 | o 1.85
L-CystainesHC}

HO 178.0 040 0 04
L-Cysitina-2HC| 313 0.68 1.076 1
L-Ghtarmioncld | 147.0 1.08 24 1.08

L-Glutamine 148.0 13.00 37.5 4
Giycine 78.0 128 24 164
HCHHO 210.0 1.78 42 178
L-isolevaine 131.0 4.76 10.8 283
L4sucine 131.0 08.52 168 47
Lysine-HCI 182.0 520 12 6.2
L-Methionine 148.0 1.08 48 28
L-Phenylalenine | 1850 | 260 8 22
| L-profine 1160 | 324 12 41
L~serine 1060 | 8.0 1 88
L-threonine 118.0 4.32 28 32
L-typtophan 2040 | 078 | 1392 1.04
L-yrusine
2Ne-2H0 2610 | 218 4.8 1.75
L-veaiine 117.0 432 | 98 4
Vilamina ult uM _um
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____Biotin 2440 | 831 204 1
D-Calcium
|_peniothenate | 476.0 | 48.08 | 1128 48.08
| chobnechloride | 139.0 | 8322 | 1648 B40
fofic acld 4410 | 588 144 58.8
Hnositol 1000 | @688 1680 811
| _nicotinemide | 1220 | 1817 | 398 218
 pyridoxine-HCi | 206.0 80.18 240 ]
|__pyridooabHC1 ] 2030 | 10 | 0 10
ribofiavin 37e.0 | 537 132 1.4
__Biamine-HCl | 357.0 | 63.7 | 2747 17
| vieminB12 | 13580 | 48 12 78 |
|_Inorganic salts
NaCl 888|188 mM
KOt 740 | 42mM 4.10 mM
CaCl 111 | 1.06mM 1.06 mM
Sodium Selenite | 173 | 27 B0upl | eoign
| NeHPOSHO | 142 |468mM| 11mM | 488mM
| NagHPO, | 138 | 0.5mM 0.3888 mM
MgSO0, 120 | 498 mM | 1.06mM | 1.15mM
MgCh 95| 0.3mM 0.3 mM
| FeSOcTHO | 278 SuM 14875uM| BuM
| _Fa(NODw0H,0 | 404 |0.125uM 0.124 um
| ZnS0e7TH,0 | 287 | 82uM | 17uM | 9.2um
CuS0, 160 | 0.05uM }0.074uM| 0.084 um
NsHCO, 84 [238mM 23.8 mM
Othere
Glucose 180 | 18pn |3e3pn | 16590
Polyviny alcohol 2581 | 2490 | 2561
| Hydrocortisone | 363 [0.23 mpA 043 mgn.| 028 mgn
Putrescine2HC! | 161 |84mgh | 12mgh | 7.7mgh
Sodumpyruvale | 110 | 500 uM 500 uM
Inolelc acid 280 |08tuM ] 1.8uM | 081uM
thiocticacld | 208 | 27uM | 6uwM | 27uM
Nuceflin™ S4moh [120mgl | 50 mph
1000x Trace B 1.5mA Jo75min| 16m |
Rasults and Conclusions

[002677 Cell growth for the first 4 days was similar for the control and batch
processes, while the glutamins starved fed-batch process had a slightly lower cell
density and remained & litle lower for the rest of the batch, Both batch processes
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maintnined higher cell donsities for the duration of the betch, probably due to the
lack of any significant dilution (seo Figure 25). Viabilities of all the cultures were
the same up to day 8. However, it Is intaresting to note that on day 11, the viability
of the batoh process that was not supplemented was lower than the other three
bioreactors and ended up signifioantly Jower by the final day. This suggests that the
batch medium could still be optimized since tho supplomented batch process had &
viability that was the samo as the fed-batch bicreactors (seo Figure 26).

[00268] Colls cultured in either glutmmine stexved batch process or in the
ghutamine starved fod-betch prooess outperformed the semo colls cultured in the
oomtrol fix-batoh process in productivity. The control fod-batch process had &
harvost day titer of 685 pg/mL, as expected, while the glutamine starved fed-batch
process had a harvest titer of 1080 pg/mL, about 58% higher than the control. This
{s similar to results seen previcusly. The glutamine starved non-supplomented betoh
process had a harvest day titer of 960 pg/mL, 40% higher than the control, similar fo
tho glutamine starved fed-batch process, while the supplemented glutamine starved
batch process had the highest titer at 1296 pg/ml. This is an 89% increase over the
control (see Figure 27).

[00269] When the inhibitor levels for the four conditions were analyzed the
rosults showed that the lactate and ammonia levels for all three glutamine starved
procosses wero significantly lower than the control, In fict, after day 4, those three
conditions either stopped producing or started conmmming lactate while the control
continued to produce lactate thronghont the batch (see Figure 28). As expected, the
ammonia levels wero much lower in the glutsmine starved processes and declined
after day 4, while the control continued to produce smmonla (see Figure 29).
[00270] In this Bxample, combining a batoh process with a glutamine starvation
strategy resulted in a 40% improvement in productivity over the control fed-batch
process for enti~GDF-8 oells, The data also suggest that with some optimization of
the batch medium, an almost 2-fold improvement in productivity can be sitained,
This improvement in productivity can be attributed to two fhctors. First, glutamine
starvation increases productivity cither directly or by keeping ammeonia-and lactate
lovels very low. Second, becanse of the absence of foeds, the titer is not dihsted
during the batch. Increased productivity together with the ease of operation inherest
in » baich process makes this an sitractive option for producing recombinant
polypeptides.
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Example 8. Effects of Glutamine and Asparagine conceatrations in batch media

on anti-GDF-§ cell calture process.
[0027t] In Examples 2, 5 and 6, it was demonstrated that glutamine starvation
confirred benefits on fod-batch cultures in two cell lines, including inoroased coll
growth, cell viability and titer as woll as decreased production of lactsto and
ammonium. Asparagine also scems fo play & role in batch media.

Materials and Methods
[00272] Anti-GDF-8 cells were cultured for twelve days in 1L Bioreactors in
modified Medium 9 with differing concentrstions of glutsmine and asparagine.
Baso Medium 9 composition is listed in Table 14. Experimental variations on this
base composition are listed in Table 15. The cultures were inoubsted st 37°C for
the first 5 days with the exception of Reactor 4, whose temperaturs was 30°C for the
first day due to temperature control probloms. The cultures were shified to 31°C on
day 6. On day 7, the cultures were fod onco with 5% by volume Medijum 5 Incking
glutamine. Cultures were measured daily for coll density, anti-GDF-8 titer, lactate
and ammonium lovels.

Table 14, Composition of Medium 9.

Amino Ackis

Trace Elements

mglL | mM pgl nM

slanine |  4780| 020 Sodlum Belenits |  gp, 16 | 400.00

srginine |  ggs.00| 4.00 Fo(NO):#HO | 5000 | 123.78
sspermpine-HhO | 3000.00 | 20.00 CuBOs| 1024 8400
ssparficack | 2448 | 185 CuSOe6HO |  9o.88 | 400.00
Cystoine-HCFHWO |  7040| 040 FeBOsTHO | 4470 | 15000
cysioine2HCI |  488.75 | 1.60 Zn80¢TH,O 2640 | 9200
monosodium Mn80#H;0 — | |
temate | 33.80| 020 33.80 | 200.00
gutamine | sa400! 4.00 NaBIO8HO | 28407 ] 4000
ghyce | 49880 | 154 — (NHJuMorOa-4H0 | 247.20 | 200.00
hietiine~HCFHO | 47480 220 NHVO, 2.4 | 20,00
solowcks | 57073 | 430 NiSO,8H,0 628 | 20.00
leucine | 403070 | 747 SnCly2HyO 0.80] 400
WineHCT | 140140 | 770 ACWEH0|  og7]| 400
phenylslanine | go7on | 207 CCh|  15.83 | 100.00
poine | s3pE0| 480 NeF 0.17] 400

serine | 4052.00 | 10.02 GeO; 042} 40
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threonine | g480| 475 K| 3320]20000
Typlophen | 27448 | 134 RO 048] 400]

yrosine-2Ne2HO | 74878 | 266 FeBOs | 1237 {200.00
voina | “ 74000 840 UG]  o47] 400
Vitamina mglL mad o&-rcompu:lm- pL il
biotin 208 | 0.01 Hydrocortiscne | 54000 |  1.49
calckimn pendothenate | 2152 | 0.08 utres 16000 | 83.11
cholne chilorids | 1s348| 1.14 _Wnoleloacid | 20000 1,04
folcacd | 2593| 008 thioctiosald | 74800 |  3.48
__nowol | 4g308| o001
pyridoxabHCl | 203 | 0.1 D-ghuoose (Dexirowo) | 15000.00 | 83.33
pyrkdoxineHCl |  3a43| o0.18 PVA | 2860.00
Moofivin ! 241] 001 Nuceln™ | 60,00
Wamine'HCT| 2043 | 042] —SodumPywwete| sso0 oo
ViaminBi2| 2947] o002
Inorganic luJ! moh| mM
CaCh| 196.85 1.08 )
KOl 31200] 4.9
NagtPO. | 5880 | o040
NaCl [ 4400.00 | 18.80
NsHPOLHO | 4684 4.8
MgSOs | 13800 1.15
MyCh| 2850| 0.0
NaHCO; | 2000.00 | 23.81

Table 15. Glutamine and Asparagine conditions teated.

non 7,76

Reaotor 1 |Ruﬂul‘2 |Rndur3 |Rmtor4 st lRmS
Cell lino ant-GDF-8 )
Medis Batch modia (Medium 9) -
Glotamine 1 mM I1mM 1 M 4 mM 4 mM 4mM
ievels

§mM 12 mM 20 mM §mM 12mM 20 mM
jovels
Seading 0310035
density
| (x10%mD) ——
| Food media | Medium 5-Glutamine, 5% on Day 7
| Culture Daya | 12

Day 6 Day 6 Day 6 Day 5 Day 5 Dsy 4
shift (37-
31°C)_
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[00273] Figures 30, 31, 32 and 33 show the cell growth of anti-GDF-8 cells, anti-
GDF-8 titer, lactate lovels and ammontum levols, respectively, throughout the
courso of the experiments under tho various experimental conditions.

[00274) Under all experimental conditions, 4 mM glutamine is bottor then 1 mM
glutamine st all the Asparagine levels tested, At comparable glutamine levels, 12
mM and 20 mM asparagine conditions are bettor than 8 mM asparagine conditians.
Deoreased lactate end NH, levels were obscrved at the end of the culture for all
conditions tested.

Example 9. Effects of Glutamine and Asparagine concentrations in batch media
on antl-GOF-8 cell culture process.
[00275] In Example 8, it was demonstrated that Medium 9 containing an initiel

concentration of 4 mM glutemine performs better than media contalning 1 mM
glutamine, regardless of asparagine levols. This example demonstrates the effect of
meodia containing 13 mM ghutamine levels and various asparagine lovels.

Materials and Methods
[00276] Anti-GDF-8 cells were cultured for twelve dayz in 1L Bloreactors in
modified Modium 9 with differing concentrations of glutamine and asperagine sz
listed In Tublo 16. The cultures wero Incubated at 37°C for the first 3 days. The
qhuuumﬂ:mahlﬂndtoSI'Cmdaﬂ. On day 7, the oultures were fed once
with 5% by volume Medium 5 Incking glutamine. Cultures were measored
periodically for cell density, cell viability, lactate, ammonium levels and ghrtamine
lovels, enti-GDF-8 titer, and osmolerity.

Table 16. Glutamine and Asparagine conditions tested.

NP7

Reactor 1| Rescior2 | Rescior 3 | Reactr 4 | Rewclor B | Reoector 8
Coll Ine an-ODF-8
Madia Baich madia
Ghitamine 4 mM 4mM 13 mM 13 mM 13 mM 13 mM
laveis _ _
Asparagine 20 mM 20 mM 20 MM 12mM 12 mM amM
Beeding 0.3%00.35
duyy
Feed media Madlum 6 mine, 5% on 7
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Culure 12

Tempersbwre | Day 4 Day 4 Day 4 Dey 4 Day 4 Dey 4
shift (37-31

Results and Conclusions
[00277] Figures 34, 35, 36, 37, 38, 39 and 40 show the cell growth of antl-GDF-8
colls, percent viability of anti-GDF-8 cells, lectate levels, ammonium levels,
glutamine levels, antl-GDF-8 titer, and osmolarity, respoctively, throughout the
course of the experiments under the various experimental conditions.
[00278] Among all the conditions tested, onty Modium 9 containing 13 mM
glutamine and 20 mM asparagine showed aignificant adverse effects on cell growth
end titer. Glutamine is exhansted in all the cultures at approximately the same time,
rogardiess of whother the culture begins with 4 mM or 13 mM glutamine. The
highost anti-GDF-8 titer is obtained in cultures that contain 13 mM glutamine and
12 mM asparsgine. All culture conditions exhibit decreased lactats and ammanium
lovols near the end of the cultwre, Ammoniom lovels were highest in the culture
ocontaining 13 mM glutamine and 20 mM ssperagine.

Example 16, The effect of asparagine and cysteine lovels on the observed
decrease In lactate and ammonium Jevels in anti-GDF-§ cells cultured in Medium
9
[00279] In Examples2, 5 and 6, it was found that cultures grown under
glutamine starvation conditions exhibit decressed lactate and ammonium levels at
the end of the culture process. However, cultures grown in Medium 9 under non-
giutamine stervetion conditions still exhibit decreased Iactate and ammonium levels
st the end of the culture process. This offect was not observed in other media such
as Medium 1, whero glutamine stxrvation appears necessery for the decreased lovols
of lactats and emmonium. Medium 9 and Medium 1 differ in the levels of
asparagine (20 mM in Medium 9 versus 11 mM total in Medhum 1 plus fhed) and
acidio cystine (1.5 mM in Mediom 9 versus 0.95 mM in Medium 1). This example
tests whother these two components were responaible for the observed decrease in
the lactate and ammonium levels at the end of the culture.

Muterials and Methods
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[00280] Anti-GDF-8 colls were cultured in 1L BioReactors for 12 days. Colls
were initially cultured at 37°C and were shifted to 31°C on day 4 or day 5 at 8-
10x10%m]. Teble 17 lists the various experimentel conditions tosted. Samples were
taken daily and saved for titer analysis by Protein A HPLC.

Tablo 17. Asparagine and cysteine oonditions tested.

Hodin Oin (nall) | Asn (i) | Tota] Gin (wil) | Total Ask ¢mill)|  Feed
Modhu 8, 30%
T T s n 1 Yot © mid Gin, dey 4
Madikun 8-Gin,
Mok 1 4 ’ 4 T 30% fotsd
Madkim §-Gin,
Batch rmedia (Wedhum U) 4 o 4 2 % dey 7
Mectium 1+ § mM Aan + 0.8 mid Meodium 8, 30%
Cysishe n ) ) 18 oial S mM Gin, dey 4
_ Nudum 8, 30%
Buich moda (Medium §) [T 20 o 7 totad 6 mM Gin, day 4

Note: Modium 5-Gln = Medium 5 lacking ghitamine.

Results and Conclusions

[00281] Antl-GDPF-8 cells grown in Medhum 9 exhibited decreased Iactate end
ammonium levels at the ond of tho cultoro process, regardless of whether the
cultures were started with 4 mM or 13 mM ghutamine (see Figures 42 and 43). In
contrast, Medium 1 only exhibited decroased lactute and mmmonivm levels at the
end of the culture process when the cultures were startod with 4 mM glutamine (sco
Figuroes 42 and 43). Addition of extra asperagine aud cystine to Medium 1
containing 13 mM ghtamine did not result in decroased lactate and ammontum
levels at the end of the culture process (soe Figures 42 and 43).

[002§2] Cultures that exhibited decreased lactsio and ammonium levels at the
end of the culture process (Medium 1 with 4 mM giutamine, Medium 9 with 4 mM
ghutamine end Medium 9 with i3 mM ghitamine) were also observed to have lower
total osmolarity st the end of the culture process (see Figure 47).

[00283) Medium 9 with 4 mM glutamine exhibited the highest antl-GDF-8 titer,
followed by Medium 9 with 13 mM glutamine fod on duy 4 (soe Flgure 46). Taking
the offect of dilution of the feed into account, Medium S containing 4 mM

n
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glutamine had equivalont anti-GDF-8 titor to Modium 9 containing 13 mM

glutamine.

Example 11. The effect of amine acid and vitamin levels on the observed
decrense in lactute and ammoninm levels in anti-GDF-8 cells cultured in Mediaom

[00284] Examplie 10 tested whethor difference in the asparagino and cysteine
lovels between Medium 1 and Medium 9 were responsiblo for the observed decrease
in Iactate and ammonium levels at the end of the culture process in Medium $ that
was not starved for glutamine. It was determined that these factors were not
responsible for the observed decrease. Medium 1 and Modium 9 also differ in their
amino acld and vitemin concentrations. This examplo tests whether differences in
amino aclds end vitamin concentrations between these two media are responsible

for the observed docroase,

Masrialz and Methods

[00285] Amti-GDP-3 colls were cultured in 1L BloReactors for 12 days. Colls
were intially cultured st 37°C and were shifted to 31°C on day 4 at 8-10x10%ml.
Table 18 lists the various experimental conditions tosted. Amino acids, vitamins,
hydrocortisons and putrescine, tracs elemonts E (composition listed in Table 19)
and lron were added to the various experimontal Madium 1 conditions such that the
levels of thess components were equal to the lovels in Medlum 9. Samples were

taken daily and seved for titer analysis by Protein A HPLC.

Table 18. Amino acid and vitamin conditions tosted.

1 Medium 8 30% fotal & mM Gin, duy 4

ds OR ] Zsn(mil) Foud TeyS Oay7? Dwyw Doyl
2% Medum  12% ]
Madum 1 1 8  MeRepB30%bted SmMOIndays §  bsdumd Medum$
O% Medlum  17% ]
Modium 1+AA 13 17 MeimS30%ioie) SmMQindey4 5 Medum® Medumd
Medhun M Medum 2% "
HHPEFe 13 6 IMedhmSaW0Nild SmMGLdeyd O Medum & Mechsn B 4gA. ghusos|
o% Medm  12% ()
Mastum 1+al 7 % MedumS20% il SmMGindey4 5  MedumS Medum 8 4pA plucoss
Medium 9 with 13 mM 9% Madlum  12% "
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Note: AA = Amino ecids, H/P: = 0.036 mg/mL hydrocortisone, 1.08 mg/mL
Putrescine*2HC], E: Trace Elements E.

Table 19: Composition of Trace Elements E.

Trace Elements pon nM
(NH8M0;05+4H,0 123.60 | 100.00
| ACLBH,O 048| 200
| HiBO, a.18 | 100.00
Crch ' 7.52 | 50.00
| CuBO,~8HO 40.84 | 200.00
] 021! 200
| KBr 024 200
L 19.80 | 100.00
b 008 200
Mn80,HO 18.90 | 100.00
| Nag8104-8H,0 142.03 | 600.00
NaF 008| 200]
NHVO, 1.97] 10.00
| NIEO,8HO 283| 10.00
RbCl 024] 200
8nClr2H0 045 200
Godlum Selenits 34,68 | 200.00 |

Results and Conclusions

[00286] All conditions tested exhibited decroased Inctate and ammonium levels st
the end of the culture process except for Medium 1 contalning added amino acids,
indicating that increased amino acid lovels in Medium 9 compared to Medium 1 aro
probebly not responsible for the decreases in lactate and ammonium lovels (seo
Figures 49 and 50). Howover, Medium 1 containing added vitamins,
hydrocortisone and putresoine, trace olements E and iron exhibited lower lactate and
ammonium lovols at the end of the culture process compared to Medium 1
containing added amino acids (seo Figures 49 and 50). This indicates that these
components may be responsible for the observed docreases in Medium 9.

[00287] Cultures grown in Medium 1 containing added vitamins, hydrocortisone
and putrescine, trace elements E and fron exhibited ths lowest lovels of ammonium
throughout the experiment due to the lower total amounts of aspamgine and
glutamine in the starting media (seo Figure 50).
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Example 12. The cffect of vitamin, trace elemants E and iron levels on the

observed decrease in lactats and smmontum levels in anti-GDF-3 cells cultured

in Medium 9.
[00288] In Example 11, it was determined that the increased lovels of vitamins,
hydrocortisone and putrescine, trece elements E and iron in Medium 9 relative to
Modium 1 might be responsible for the decrease in lactate and emmonium levels
observed at the ond of the culture process, Here, these components were tostod
individually and in combination to determine which, if any, were responsible for the
observed decrease.

Materials and Methods
[00289] Anti~GDF-8 cells were oultured in 1L BioReactors for 12 days. Cells
waro Initially cultured at 37°C and were shified to 31°C on day 4 at 8-10x10°
cells/ml, with the exception of Medfum 1 containing trece B elements, which were
shifted on day 4 at sbout 6x10° colls/ml. Table 20 lists the various experimental
conditions tested. Hydrocortisone and putrescine were added to all Medium 1
conditions such that the levels of these components wers equal to the lovels in
Medium 9. Vitamins, Trace elements E (composition listed In Table 19) and iron
were added to the various experimental Medium 1 conditions such that the levels of
these componsnts were oqual to the levels in Modium 9. Samples wero taken daily
and saved for titer analysis by Protein A HPLC.

Twblo 20. Amino ecid and vitamin conditions tested.

[ eda _ Gh(ril)  Asn[mll) Toud Yomp SEIR Day®  Dey§ Dy? Dmyi0
Mecium B 30% 0% Medium  12%

Madium 1+Fe 13 1@ folal deyd SmMGndayd 8 Madium 5 8% Madium
Medium 8 30% M Medun  12%

Modium HE 13 18 ol deyd  OmMGinduy4 L] fecium § 8% Medum
Madum B 30% % Medom  12%

Modium 14V 1 18 total dey4 BmMGindeyd 8 Madium 8 5% Medhun
Mediun 8 30% % Madlum 2%

Medium Fe+E " 13 tots deyd SmMGindayd B Modiom 8 8% Maflum
Madhun 5 30% M Medun 2%

Medium HFeVit 13 1 toted day4 SmMOIndsy4 8 Medhum & 8% Madhum
Medium 5 30% 2% Mechun  12%

Madium 1424Vt 7 18 ol dyd EmMOndye & Medium § 8% Medium
Nigcin 9 with 13 Madhun 5 30% 0% Medum  12%

mM Gin 7 20 total day4 3 mM Gin, dey 4 [ Modium § 8% Madium
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Note: B: Trace Elements E.

Resits and Concluzions

[00290] Ofall the conditions tested, only Madium 9 containing 13 mM glutamine
and Modium 1 contuining traco elements E exhibited decreased levels of lactate and
smmoniom at the end of the culiure prooess (sce Figures 54 and 35). It should be

noted that the docreased levels obeerved for Medium 1 containing trace clements E
oould bo due to the faot that this culture was temperature shifted when the cells were
at about 6x10° cells/mlL.

[00291] Modium 9 contalning 13 mM glutemine exhibited higher antl-GDF-8

titer than any of the Modium 1 formulations.

Example 13. Comparison of Mediumas 1, 3 sad 9 on cell growth avd anti-GDF-8
titer.
f00292] ‘This experiment was performed to measure the differences-in cell growth
and antl-GDF-§ titer using Modiums 1, 3 and 9.

Materials and Methods
[00293] Anti-GDF-8 cells were cultured in various media and under feeding
conditions as listed in Table 21. Pertinent media information is listed in Table 22,
Cells were grown in 1L Biareactors for 12 dsys and were shifted ffom 37°C 10 31°C
onday4.

Tablo 21. Media and feed conditions tested,

n"ﬂ%du

Poed

| Mote | aee | om | Deys | bwe
mumimum

Medum3 |j4mi] 4mM |~ 5OMm 50l
mmlaﬂm

| Moun3 | vt | smit | sGn Sin_

Mo 1 | 14 | 4 iy g'—lmn-

| Medhun 9 | 20 | o

mid | 4mM | -
Note: Medium 5-Gin — Medium § Incking ghutamine.

Table 22, Media summaery.

(L
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meda | Aow | OB Feod _ANSirgiTomg | iowTotsl aa
Mot [vomin] o | oewmemmpon | semmssemm 178

0120m] 4mM | % Mediom 8-Gn A i £ 94.3 o4 T2
Madium ¢ | 44 | siouvedmecn | 78 mmIoasmis J4

mi mil
Note: Medium 5-Gin — Medium $ lacking gutamine.

Rexults and Concluvions
[00294) Anti-GDF-8 cells cultured in Medium § exhibited the highest cell
density and anti-GDF-8 titer, whils anti-GDF-8 cells cultured in Modium.-3
oxhiblted the lowest cell density and anti-GDP-8 titer (seo Figures 57 and 58). The
fact that Medhum 9 produces superior resulta than Medhum lindicates that it is better
to provide the media components-in the starting media rather than supplying them
through multiple fecds. Additionally, the fact that both Medium 1 and Medium 9
perform better than Medium 3 indioatea that providing amino acids in
concentrations grester than about 70 mM provide superior results than providing
amino acids in concentrations legs than about 70 mM. Finally, providing amino
acids in concentrations greater then about 70 mM in the starting media results in the
highest cell densitics and titers (compare Medhim 9 va. Medium 1).

Example 14, Statistical aualysis of optimum total glutamine and asparagine

levels in Meodiem 9 for auti-GD¥-8 cell culture in Bloreactors.

Materials and Methods
[00295] Anti-GDF-8 cells were grown in 1L Bioreactors and were shifted from
37°C to 31°C on the days indiceted in Tablo 23, Pinal titers wero subjected to a T-
test in order to determine the optimum level of glutamine alone and tho optimum
lovel of total combined glutamine and asparagine. Table 23 summarizes some
relovant experimontal conditions and end results for snti-GDF-8 oclls grown in
Medium 9.

Table 23. Relevant experimental conditions and end results for snti-GDP-8 cella
grown in Medium 9. '

nnne3

8 8 i Madhim 8-Gin

0 M NeRmsan

) § 0% ladum$Gin

3l &f of o

SREE:
§|§|§FEI

dul bl =bf -
=l
]

— 11 4 OXidAmEan

bl
[ ]

76



WO 2006/026445 rcrmsmsnm:] ) r%%v\

d 4 4 5% Maslum 8-Gin b1 084 1 n .
el T 5 DReamoon | 08 | 13 0
amd 4 0 4 R Risdian 0-Gin 10 1.00 4 I I
oy 4 B i hekmian | MWa | a0 L L
—k 0 4 5% Medun 5-Gin WA | ow 4 ]
Nindim O o T Hmdnmsan | a8 | 10 | H
o ¥ T T 7 ke Gh e | 17 | B | 1B
e § T8 T Wikskmtan | W&y | 1% | 1 [ ©
oo ¢ B | 4 Wekmeen | Wme | ow | W | H
piaciom § o 7 hledummsGn | 104 | 6ae » 3]
iadion 4 O B 1 T r RSB W TR Rt R
fAacion § K ¢ A O oXNedumsan | wasz | OB1 283 1]
i D] 4 AnOhKWeaumoon | &9 | 0N | @38 | ®™ |
& ndun §, 50% i, 5 mi Gin
EIIIJ 1 n dey 4 [ 11 ¥ ) o »ma ]
4 Whedium 8, S0 otk 6 mM Gin
Llll{ 13 20 day 4 ms os1 mns .

Note: Medium 5-Gin — Medium 3 lacking glutamine.

Regulty and Conclusions
[00296] Pigure 59 shows extrapolsted anti-GDP-8 titsrs for various levels of
glutamine alone and total combined glutamine and asparagine. Tabie 24 shows the
rosults of & T-test comparing normalized titer of glutamine levels between 2 and 15
mM and glutemine lovels outside this range. Table 25 shows the results of & T-test
comparing normalized titer of combined ghutamine and asparagine levels betweoen
16 and 36 mM and combined glutamine and asparagino levels outside this range.
[00297] Both T-tost results Indicated significant differences in antl-GDF-8 titors
between the two groups thet woro compared. Cultures grown in Medium 9
containing between 2 and 15 mM glutamine and between 16 and 36 mM combined
glutamine and asparagine exhibited higher antl-GDF-8 titers than oultures grown in
media with glutamine and combined glutamine and asparagine levels that full
outside these ranges. In all experiments, asparagine levels were greater than 9 mM.

Tabls 24, T-Test results comparing normalized titor of 2 mM<Gin<15 mM versus
Gin>15 mM, Gin<2 mM conditions.

Oln>15, Qln <2 | 2<Cin<is
0.724846017! _ 1.033147.

0.01 0.0389341
1

0.337381'
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M_MM a
17
_-3.839791
0.00085621
1.13
0.00131243¢
2.109818524]

Table 25, T-Test rosuits compering normalized titer of 16 mM<Gin+Asn<36 mM
versus OlrtAsn>36 mM, Glnt+Asn<16 mM conditions.

Nommalltzed Ther AamGIn>38, Asr+Gin<ts_[16<Asn+Gin<ss
Mosn 0.735000584  1.0270711
NVarianoe 0.0120811 0.04450408
Pooled Variance 0.03111

Mean Difference
1
Stat

one-taf
Critical one-tail

two-tall
} Criical two-tal

Example 15, Effects of Medium on Cell Culture.
[00298] This example investigatcd the performance of three cell culture medivm
variations st intormediats scale utilizing high density seed oultures. All of the media
tosted were axpected to show improvements over the Phase 1 medium (Medhun 10
fed with Medium 11 feed medium), basod on small scalo bioresctor data.

Materials and Methods

[00299] CHO cells expressing a humenized anti-Abeta peptido IgG1 monoolonal
antibody (“anti-ABeta cells™) wero testod in various media, as shown in Table 26
(soc Baa ct al., Humanized Antibodies that Recognize Beta Amyloid Peptids,
W002/46237). The pH low end set point was 7.0 controlled with 0.95M NayCO, +
0.05M K;COs, except for Phaso 1, which was controlled with a solution containing
sodium bicarbonate at 0.58 M and sodium carbonate at 0.71 M. Dissolved oxygen
wus controlled at 30% by sparging on demand with alr, agitation was at 60 rpm, and
the feed medium was Medium 5 (with or without glutamine, as noted). All cultures
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were grown at 130L scale except for 03P49B501, which was grown at SO0L scale.
In brief, Medium 1 1s enriched in all nutrients, without consideration for relative
uptake rates, while Medium 12 was balanced by removing spparantly unnccessary
mutrients from the Indiscriminately enriched version. The compositions of Mediums
10, 11 and 12 are listed in Table 27,

Table 26. Initlal medium, feed quantities and seed sources for Pilot runs.

Batch No. | Desoription | Initlel Amount | Gin Beed Sead Deneity
Machun Fed fed? | Source (Viables/ml.)
1 Phesa 1 Macium 10 W% Yo | Wave bange o2x10*
2 Rich Medium, | Medium 1 10% Yos | Wavebage o2x10"
High Gin (1) -
3 Rich Med, Mediurn 1 1% Ya | Wevmbage azx 10"
High Gin {2)
4 Rich Mad, Medium 1 %% No | Wavebege ozx10*
Lower Gin
6 Balanced Med, | Medium 12 10% No | Wavebegs 02x10*
Low Gin (1)
[ Bal Med, Low | Medhum 12 "™ No | Wavebage 0.2 x 10°
Gin (2)
7 Bal Med, Low | Medium 12 % No High 20x10*
Gin, Dense density
Bead Bloresctor

* The Phase 1 process was fiad with Medhum 12, which is not s rich as Modium 5.

Table 27, Compositions of Mediums 10, 11 and 12,

Medium 10 Medium 11 Medium 12
Amino Ackds mM| mgl| mM| mgt| mM
slanin® | 24.67| o28| 14248 te0f 780! 020
mrginine | 42343] 243| 182884] 679| 68600 4.00
asparagne*H:O | 47300 118 108080] 7.20| 1600.00 10.00
weparticeckd |  g272| 040 53240 400| 21046| 165
" cysteineeHCFRO | 7001] 040 7040  0.40
cysteie-2HCI |  @208| 020| 47000 150 31250]| 1.00
guamicack |  4108] o028 23538| 180
monosodium —
33.80| 020
ghtamine | 418240] 7.96 | eoo0.00] 4110| 68400 4.00
gyene | 3592 | 048] 2007| 160| 11880] 1.54

n }g(%b
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histidineHCHEO |  7527| o8| ee832| 280| sses0| 178
Moleucie | 15190 116| os462| 721| srors| 283 |
ke ) 17289 | 1.32| 138075 1099 | @61870| 470
oloweHCl ) 2qa38] 120) 14se80| 800| 94640| 620
methionine | 5365| 036] 4770e] 320| 38740 260
phenylalenine | 9861]| oe0| #8038 400) 36300 220
9840 | o084) sE231| 480| 47150 410
2ra.07| 280 128470 1204| oo3.00| se0
13281 1.12) 76202] e40| 38080

proline

serine

threonine

yplophan | 2800 | o014 20004{ 128| 21216] 1.04
rosne2Ne2HO | 148.10| osce] ese2| 319| 45676 175

valine

Viamine

S

19117 ] 1.12] 74921 .40} 4088.00 4.00

- mgiLi pM| mol mgl| pW

__blotin 0.38| 149 328 | 1348 288 | 11.00
cholinechiorids | 1841 {11692 | 14328] 1080]| 11678 840.00
folcacki |  478] 1080 4243] e622| 2503] semo

Wosiiol | 2204 [ 12670 | 20071 ] 9120 183.08 ] e11.00
nicotinemide | 159 | 29.02 20244| 2823| 215.00
pyridosakHCI 180 | o8 203| 10.00
pyidoxineHCl | 1a7] pt0]| 282|18931| 18143| seo0
_ fhofvin | o040 s08| 260| 58] 041] 110
thiamine-HCI 362| 1104| 3522[10451| 30.43) 117.00 |
vitamin B12 134 ose| 121]| sx| 1087| 780
Inorganic Salte mi mghl! mM mgiL mM
Ch) 1mm7e| 104| 41327) 102] 116885] 1.08]
KA| s1004] 417 31200 ] 418
KHePO, 1640.00 | 12.08
NaHPOs |  7081] 050 8880| o040
NeCl | 370408 | 8344
NaHWPOSHO | 41483 | 083 845841 488
MgSO| 4870 o041 13800 116
MgSQrTHO! 30| o003| 17000| 0.9 ' '
MoCal 2853] 0% 28.50] 030
NaHCOs | 129000 | 14.52 2000.00 | 2381
Trace Elements o]  pgn| o] ponl| oM
Sodium Bolens | 700 | 4048 | 40.00 | 231.395]  63.6s | 31027
Fo(NOBHO | 40,88 | 123.42 ' 50.00 | 123.78

ﬁg.

740 | 30.00 748 | 30.00 49.04

_087]| o608 344 | 21.51 10.00 | @260
200.00
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FeSOrTHO | 4542 | o849]| 2634] e196| 3368 | 12000
Zn80,THO | 4383 Zroa | 0421| 2840| o108
MnSQ,HO 017 101). oa7]| 101 16.90 | 100.00
NegSI0-6H0 140 | 49284 | 1400048284 | 142.03 | 500.00
(NHeMo;O4HO 124| 1.00 124] 100| 12380 100.00
NHVO, oss| 858 085| ©8.88 117 10.00
NISO,6H,O 0.13] o048 093] o4 263 10.00

SCr2HO|  o042| o083| 012] 065 045 200

120| 487 048 | 200

AgNO, 017 | 1.00 ]
Ba{CaHeOns _255| 068

L 121 101 024 200
CdCh2.5H,0 2281 990
CoClrfite0 238{ 10.00

Crcy 032] 202| 782 e000

_ NeF 4.20 | 100.02 o08| 200

GeO, 063 | 5.07 021 200

K o17| 102| 1880 100

RbCI 121} 1001] o24] 200
Z0Ck,-8H0 32| 080

1R8O, 8.18 | 100.00

e 00s] 200

Other Components pgr| pmi pgn | pw

_ Hydmoortisone | sss0| 24| 20800| 070! 380.00] o8]
Putrescine-2HC 2480 | 15.39 8000 | 4888 | 10000

82.07
Inolsicacld |  sg80] o020] 33828 .
thiocticadd | 14171| o8| s40e3| 408] 71800] 348

Other Componants mgh| mm

| D-ghucoss (Dextrose) | 11042 24 | 61,38 | 43006.08 | 288.02 | 18000.00 | 83,33
_PVA ! 282000 2400.00 _2580.00
Nucelln™ | 44,00 B80.00 80.00
Sodum Pyruvele | — 5403 ]| 050 g5.00] 0.0
Reruits and Conchusions

[00300) Media changes led to steady Improvement through the course of these
experiments. In terms of cell growth, viebility, reduced lactate lovels, reduced
ammonium levols, and titer, reduced glutamine lcvels were botter than slevated anes
(s00 Figures 60-64) and balunced (betch) medium was better than rich medium
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(Miodium 1, soe Figures 60-64). Cultures started from high density inoculum
exhibited higher final titer than did cultures started from lower density tnoculums
(sce Figure 64).

[00301] Unlike what was observed in small scale bioreactors, the first medium
(Modium 1 with high Gin) resulted in lower titers than did tho original process (see
Figure 64). There also was no shift to lactsto uptake aftor the tamperature change
(sce Figure 62). This suggesty that thero may be some soalo vensitivity with this
medium. This conclusion is supported by small-scale (2L) paralle] runs that were
dono along with these intermediste scalo experiments (data not shown), The later
medium formulstions containing Jess glutamine were not sensitive to scalo, at least
in these experiments (see Figures 60-65). The duplicated processos (Batches 2 and 3
and Batches 5 and 6) show very good run-to-ran reproducibility (see Figures 60-65),
Increasing the confidence in all of the data gathared In this campaign.

Example 16. Production of TNFR-Ig usiag Medium 9.

Materials and Mathody
[00302] CHO cells expressing a dimeric fosion protein consisting of the
exctracellular ligand-binding portion of the human 75 kilodalton (p75) tamear
nearosia fhotor recoptor (TNFR) linked to the Fo portion of IgG1 (“TNFR-Ig oells™)
were sceded at high density from a perfusion bioreector and diluted to 3x10° visble
cells/ml in Medium 9 for the production bioreactor stop.

Results and Conclusions -
[00303] Figures 66, 67, 68, 69, 70, 71 and 72 show oell growth, cell viability,
residual glucoss, glutamins levels, Iactate concantration, smmoniun concentrstion,
and relative product titer, respectively, Under the range of minor modifications to
the process, all conditions ylelded good cell growth, high cellular viability, and high
overal! final titer,
[00304] For all the conditions of this experiment, the metabolio Inhibitory
byproduct lactate was either consumed, or the concentration platsaucd, suggesting
thet lactate production was arrested. Similarly, for the inhibitory metabolite
ammonjum, levols rose initially, but st some time after the temperature shift the
ammonjum started to be consumed by the colls, In this Bxample, the TNFR-Ig cell
cultures were subjected to the chemical inductants sodium butyrate, and HMBA.
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Example 17. Comparison of Large and Small-scale Culiure Conditions
Materials and Methods
[00305] To determine whether the sizs of the culture affocted relevant culture
characteristics, antl-GDP-8 cells were grown in cither small-scale 1 liter bioreactors
or lurge-scale 6000 liter blaresctors, Cells were grown at 37°C and shifted to 31°C
on day 4.

Results and Conclusions
[00306) As can be soen In Figures 73, 74, 75 and 76 (which show coll density,
titer, lactate lovels and ammonium lovels, respectively), there were no relevant
differencos betwoen the 6000 liter large-acale and 1 liter small-acale cultures for
these chamcteristics. Both lactate and ammonium levels began to decreass after the
temperature shift on day 4. This example demonstrates that the skzo of the culture
does not affect coll density, cell viability, lactate levels and ammontum levels when
the cultures are subjected to the same growth conditions,

PCT/US2008030357 n}( 0\,0
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‘What is claimed {s:

1 A method of producing a polypeptide in » large-scale production cell culture
comprising the steps of:

providing & oell culture comprising; .

mammalian cells that contain a gene encoding & polypeptide of
interest, which gene Is expressed under condition of cell culture; and
a medium containing gintamine and having s modium charecteristio

eclected from the group consisting oft (T) & cumuletive amino acid amount per unit
yolume greater than sbout 70 mM, (i) & molar cumulative glutamine to cumulative
asparagine ratio of less than about 2, (iif) a molar cumulative glutemine to cumulative
total amino acid ratio of less than about 0.2, (iv) a molar cumulative inorganic jon to
cumulstive total amino acid ratio between about 0.4 to 1, (V) a combined cumulative
amount of glutamine end asparagine per unit volume of greater than sbout 16 mM,
and combinations thereof}

maintaining said culture in an initial growth phase under a first set of cultare
conditiony fbr a first perlod of time sufficient to allow sald cells to reproduce to a
viable cell density within & rango of about 20%-80% of the mmimal possible viable
ooll density if said culture wore maintained under the first sot of culturo conditions;

ochanging at Josst ane of the culture conditions, so that a second set of culture
conditions is applied;

maintaining sald culture for a second period of time under the second set of
conditions and for a second perlod of time so that the polypeptide acoummulates in the
oell culture,

2. A method of producing a polypeptide in & large-scale production coll culture
comprising the steps oft
providing a cell culture comprising;

mammalian cells that contain a gene encoding & polypeptide of
Interest, which gene Is exprossed under condition of cell culture; and

a medium containing 8 cummistive amino acid emount per unit volume
greater than about 70 mM; and

sald medium containing glutamine; and



. o0

W 2006026445 PCT/US2005030437

said mediom having two medium characteristics selected from the
group consisting of: (7) 8 molar cumulstive glvtamine to cumulative
asparagine ratio of less than about 2, (i) 8 molar cumulative giutamine to
oumuylative total amino sold ratio of less than about 0.2, (ilf) » moler
cumulative inorganic lon to cumulative total amino acid ratio between about
0.4 to 1, (iv) a combined cumnulative amount of glutamine and asparagine per
unit volume of greater than about 16 mM, and combinations thereof;
maintaining sajd culture in an initial growth phase under n first set of culture
conditions for a first period of time sufficient to allow sald colls to reproducs to 8
viable ocll density within a range of sbout 20%-80% of the maximal possible viable
cell density iff sald culture were maintained under the first set of cutture conditions;
changing at lcast one of the culture conditions, so that a second set of culture
conditions is applied;
maintaining said culture for a second period of time under the second set of
conditions and for s second period of time so that the polypeptide accumulates in the
cell cultare.

3. A method of producing a polypeptide in a large-scale production cell cultture
comprising the steps oft
providing s cell culture comprising;
mammalisn colls that contain a geno encoding a polypeptide of
Interest, which gemo Is expressed under condition of oell culture; and
s medium containing a molar cumulative glutamine to cumulative
asparagine ratio of less than about 2; and
sald medivm containing glutamine; and
sald medium having two medium characteristics sslected from the
group consisting of: (i) a medium containing a cumulative amino acld amount
per unit volume groatar than about 70 mM, (if) & molar cumulative glutamine
to cumulative total amino acld ratio of loss than about 0.2, (1il) 2 molsr
cumulative inorganic jon to cumulative total amino acld ratio between about
0.4 to 1, (iv) a combined cumulstive emount of glutamine and asparagine per
unit volume of greater than about 16 mM, and combinations thereof:
maintaining said culture in an initial growth phase under a first set of culture
conditions for a first period of time sufficient to allow sald cells to reproducs to a

n}g’ C"D
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viable cell density within a range of sbout 20%-80% of the maximal possible viable
oal] density if said cultare were maintained under the first set of culture conditions;
chenging at least one of the culture conditions, so that a scoond set of culture
conditions is applied;
maintaining sald culture for a second period of time under the second set of
conditions and for a second period of time so that the polypeptide accumulstes in the
coll culture,

4, A msthod of producing a polypeptide in a large-soalo production cell culture
comprising the steps oft
providing a cell culture comprising;
mammalizn colls that contain a gene encoding & polypeptide of
interest, which gene is exprassed under condition of col] culture; and
& madium conteining a molar cumulative ghutamine to cumulative total
aming acld ratio of less than about 0.2; end
sald medium containing glutamine; and
sald medium having two medium characteristics selected from the
group consisting of* () a medium containing & cumulstive amino scid amount
pet unit volume greater then about 70 mM, (i) « molar cumulative giutamine
to cumulative asparagine ratio of less than sbout 2, (1if) a molar cumulative
inorganic ion to cumulative total amino acid ratio betweon about 0.4 to 1, (iv)
a combined cumulative amount of giutamine and ssparagine per unit volume
of grestor than about 16 mM, and combinations thereof;
maintaining said culturo in sn initlal growth phase under & first sct of culture
conditions for a first period of time sufficlent to allow said oolls to reproduce to a
visble cell density within 2 range of sbout 20%-80% of the maximal possible viable
cell demsity if said culture wore maintained under the first set of culture conditions;
changing st least one of the culture conditions, so that a second set of oulture
conditions is applied;
maintaining sald culture for a second perlod of time under the second set of
conditions and for a second period of time 50 that the polypeptide accumulstes in the
cell culture, :
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5. A mothod of producing s polypeptide in a large-scale production cell culture
comprising the steps oft
poviding a cell culture comprising;
mammalian cclls that contain a geno cocoding a polypeptide of
interest, which gene Is expressed under condition of cell culture; and
a medium containing 8 molsr comalative inorganic lon to cunnlative
total amino acid ratio between about 0.4 to 1; and
sald medium conteining ghutamine; and
sald moedium having two medium chamcteristics selected from the
group conaisting of: () a medium contalning a cumulative amine acid amoumt
per unit volume greater than about 70 mM, (iI) & molar cumulative glutamine
to cumulative asparagine ratio of less than about 2, (1li) a molar cumulative
glutamins to comulative total amino acid ratio of less tham about 0.2, (iv) s
combined cumulative emount of glutemine and asparagine per wnit volume of
greater than sbout 16 mM, and combinations thereof
maintaining sald culture in en initial growth phase under & first set of culture
conditions for a first period of time sufficlent to allow said cells to reproduce fo &
viable coll density within a range of sbout 20%-80% of the maximal possible viable
cell density if said culture were maintained under the first set of culture conditions;
changing at least one of the culture conditions, so that a second set of culture
conditions is applied;
maintaining said culture for a seoond period of time under the second set of
conditions and for a second period of time so that the polypeptido accumulstes in the
coll culture,

6. A method of producing s polypeptide in a large-soale production cell culture
comprising the steps of:
providing a cell cylture comprising;

mammalian colls that contain a gene encoding a polypeptide of
interest, which gene is expressed under condition of cell culture; and

& medium containing a combined cumulative amount of glutamine and
asparagine per unit volumme of greater than about 16 mM; and

said medium confaining glutamine; and

1
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said medium baving two modium charsctoristics solected from the

group consisting of: (T) s medium containing & cumulative amino sokl amount

per unit volume greater than about 70 mM, (i) 8 molar cumulative glutamine

to cumulative asparegine ratio of less than about 2, (jil) a molar cumulative

glutamine to cumulative total amino acid mtio of less than about 0.2, (Iv) &

molar cumulstive Inorganic {on to cumulative total amino acld ratio between

about 0.4 to 1, and combinations thersof

maintaining said culture In an initial growth phase under s first set of cultwe
conditions for a first period of time sufficient to allow sald cells to reproduce to 8
viable cell denaity within a range of about 20%-80% of the maximal possible viable
cell density If said ouiture were maintained under the first set of culture conditions;

changing et least one of the culture conditions, so that a second sct of culture
conditions Is applied;

maintaining said culture for a second period of time umder the second set of
conditions and for a second perlod of time so that the polypeptide sccumulates in the
coll culture.

7.  The method of claim 1, wherein sald cell culture condition in sald changing st
Jeast one of the culture conditions stop 1s selocted from the group consisting of: ()
tempersture, (1) pH, (iii) csmolality, (Iv) chemical inductant level, and combinations
thoroof.

8. Tho method of claim 1, whorein the initial glutamine concentration of sald
medium is less than or equal to 13 mM.

9. The method of claim 1, wherein the initial glutamine concentration of said
medium s Jeas than or equal to 10 mM.

10.  The method of claim 1, wherein the initial glotamine concentration of sald
medium is less then or equal to 7 mM.

11,  The method of claim 1, wherein the Initial giutamine concentration of said
medium is less than or equal to 4 mM.

Vel
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12. The method of clalm l.whm'.ein the total cumulative amoumt per unit volume
of glutamine of sald medium is less than or equal to 13 mM.

i3. Themethod of olaim 1, wherein the total cumulstive amount per unit volome
of glutemine of said medium Is less than or equal to 10 mM.

14.  Thomethod of claim 1, wheren the fotal cumulstive amount per unit volume
of glutamine of sald medium is less then or equal to 7 mM.

i5.  The method of olaim 1, wherein the total cumulative amount per unit volume
of glutamine of sald medium is less than or equal to 4 mM.

16. The method of claim 1, wherein glutemine is only provided in the initial
medium at the beginning of the cell cultwre,

17. The methad of claim 1, whesein the concentration of soluble iron in the media
is greater than 5 pM.

18. The method of claim 1, whereln viable cell deusity of said culture is measured
on a pexlodic basis,

19. The method of claim 1, wherein viabllity of said cultnre is measured on a
periodic basis.

20. The method of claim 1, whereln sald Inctate lovels of sald culture Is measured
on a petlodic basis.

21,  The method of olalm 1, wherein sald ammoniym levels of said culture Is
measured on a periodic basis.

22. The method of claim 1, wherein said titer of sald culture Is measured on a



nﬂﬂ,ﬂ"‘fo\,,f

WO 2006026443 PCT/US2003030437

23,  The method of claim 1, wherein osmolarity of said culturo is measured on a

24.  The method of claims 18-23, whercin said measurcments are taken daily.

25.  Themeothod of claim 1, wherel the initial density of said mammalian cells is
utlulthlo'eelldm_l..

26. The method of claim 1, wherein the initial dengity of sald mammalian cells ia
at loast 2x10° cells/mL.

27.  Thomethod of claim 1, wherein the Initial density of said mammalian cells Is
at least 2x10* colls/mL.

28.  Thomethod of claim 1, wherein the initial density of said mammalian cells is
ut least 2x10° colls/ml.

29.  ‘The method of claim 1, wherein the initial density of said mammalian cells Is
ut least 2x10° cells/mL.

30. The method of claim 1, wherein the initial density of said mammalian cells is
at loast 5x10° cells/mL.

31. 'The mothod of claim 1, whereln the initlal density of sald mammalian cells is
at least 10x10° cells/mL.

32.  Thomethod of claim 1, wherein the stop of providing comprises providing st
least about 1000 L of & culture,

33.  Thomethod of claim 1, wherein the stcp of providing comprises providing at
lcast about 2500 L. of a culture.

34.  Tho method of claim 1, wherein the step of providing comprises providing at
least about 5000 L of a culture.
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35. Themethod of claim 1, whercin the step of providing compriscs providing st
least about 8000 L of a calture.

36. The method of claim 1, wherein the step of providing comprises providing at
least about 10,000 L of a culture.

37.  Thomethod of claim 1, wherein the step of providing comprises providing at
loast about 12,000 L of a culture.

38. The mothod of claim 1, whereln said first set of conditions comprises a first
temperature range that is approximately 30 to 42 degrees Celslus.

39. The method of claim 1, wherein said first set of conditiona comprises a first
temperature mnge that is approximately 32 to 40 dogrees Celsius,

40, Tho method of claim 1, wherein said first set of conditions comprises a first
twlpultuumgathtlupprwdmlhlyuhpn_mcgllim.

41. Tho method of claim 1, wherein sald first set of conditions comprises a first
temperature range that is approximately 36 to 37 dogreos Celsius,

42. Themethod of clalm 1, wherein said first set of conditions comprises a first
temperature rango that is approximately 37 degrooa Celsius.

43,  The method of claim 1, wherein sald second set of conditions comprises a
second temperature range that is approximately 25 to 41 degrees Celsius,

44. The method of claim 1, wheroin seld second set of conditions comprises 2
socond temperature range that is approximately 27 to 38 degrees Celsius,

45. Tho mcthod of claim 1, wherein sald socond set of conditions comprises a
socond temperature renge that Is approximately 29 to 35 degrees Celsius,



WO 2006026445 PCT/US2005/0300437

46, Tho method of claim 1, wherein sld second set of conditions comprises a
second tempersture range that is approximately 29 to 33 degrees Celsius.

47. The method of claim 1, whorein ssid second set of conditions comprises a
socond temperature range that is approximately 30 to 32 degrees Colslus.

48. The mothod of clalm 1, wherein said second set of conditions comprisos 8
socond temperature range that is approximately 31 degrees Celaius.

49. Tho mothod of claim 1, further comprising s socond changing stop subsequent
to first said changing at least one of the culture conditions comprizing changing st
Joust one of tho culture conditions, so that a third set of conditions Is applied 1o the
culture.

50. Tho method of claim 49, whercin the second changing step comprises
changing at least one culture condition selected from the group consisting of: (T)

tompersture, () pH, (1) osmolality, (iv) chomical Inductant level, end combinations
thereof.

51.  The mothod of claim 49, wherein said third set of conditions comprises a third
tomperxture range that is spproximately 25 to 40 degrees Celsius,

52. ‘The mothod of claim 49, wherein said third set of conditions compriscs a third
temperaturo range that is approximately 27 to 37 degrees Colsius.

53.  The method of claim 49, wherein sald third set of conditions comprises a third
temporature range that Is approximatoly 29 to 34 dogroes Celsius,

54. The method of claim 49, whereln said third sct of conditions comprises s third
tomperature range that s spproximately 30 to 32 degroes Celsius.

55,  'The method of claim 1, wherein mid first period of time is between 0-8 days.

56. ‘The method of claim 1, wherein said fivst period of time Is betwoen 1-7 days.
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57. The method of claim 1, wherein said first pariod of timo is betweoen 2-6 days.
58.  The method of claim 1, wherein said first period of time Is between 3-5 days.

59.  The method of claim 1, wherein sid first period of thno is approximately 4
days.

60. The method of claim 1, whorein sald first period of time is approximatoly 5
days.

61.  The method of claim 1, whoreln said first period of time Is approximstely 6
dxys.

62. The method of olaim 1, wharein the total of said first period of time and said
second period of time is ot loast 5 days.

63. The method of claim 1, wherein In tho step of maintaining sald culture for &
nemdpﬁhd_ofﬂma.ﬂmhmhvddmm:moﬂnlmlwellnﬂn
culture reaching a maximal level.

64, Tho mothod of clalm 1, wherein in the step of maintaining said culture for a
sccond perlod of time, the ammonjum lovel decreases subsequent to the ammonjum
lovel in the culture reaching a maximal lovel,

65. Thomethod of claim 1, wherein ssid total smount of ssid produced
polypeptide is at least 1.5-fold higher that the smount of polypeptide produced under
othorwise identical conditions in atherwise identioal medium that lacks said medium
; .

66. Tho method of claim 1, wherein said total amount of said produced
polypeptido is st least 2-fold higher that the amount of polypeptide produced under
otherwise identical conditions in otherwise identical medium that Incks said medium
characteristio.

nn‘t L
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67. The method of claim 1, wherein said cell culture is further provided with
supplementary companents,

68. The method of olalm 67, wherein said supplementary components are
provided at muttiple intervals.

69. Themethod of claim 67 wherain sald supplementary components are selected
from a group consisting of hormones and/er other growth fictors, particular ions
(such as sodium, chloride, calchun, magnesium, and phosphate), buffers, vitamina,
nuclecsides or nuclootides, trace eloments (inorganis compounds usually prosent at
very low final concentrations), amino acids, lipids, or glucoss or other energy source.

70. A mcthod of producing a polypeptide in a large-scale production coll oulture
comprising steps of;

providing a call culture comprising;

mammalian cells thet contain a gene encoding a polypeptide of
interest, which gene 1s exprossed under condition of cell culturs; and
a defined medium containing glutamine and having at least two

meodium chamcteristice solected from the group consisting of: ) a starting amino acid
conoontretion grester than about 70 mM, i) s moler ghutemine to asparagine ratio of
loss than about 2, 1il) a molar giutamine to total amino acld ratio of Icss than about
0.2, iv) a molar inorgenic ion to total amino acld ratio between about 0.4 to 1, and v) a
combinod giutamine and asparagine ooncontration greater than about 16 mM;

mainteining said culture in an initial growth phase ynder a first st of culture
conditions for & first perlod of time sufficient to allow sald cells to reproduce within a
range of sbout 20%-80% of the mmximel passible viable cell density if said culture
were maintained under the first set of culture conditions;

changing at lesst one of the culturo conditions, so that & second set of culture
conditions is applied;

maintaining said culture for & second period of timo under the second set of
conditions and for & second period of time so that the polypeptide acownulates in the
coll culture.
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71. A method of producing a polypoptide in a lerge-scale production coll calturs
comprising stepa of;

providing a cell culture comprising;

mammalian cells that contain & gene encoding a polypeptide of
. interost, which gene Is exxpreased under condition of cell culture; and
a defined medium containing glutamine and having at least three

medium characteristic selected from the group consisting of: 1) a starting amino acid
concentration greatoer than about 70 mM, 1i) a molar glutamine to asparagine ratio of
less then about 2, 1if) a molar glutemine to totel amino acid ratio of less than about
0.2, iv) a molar Inorganic ion to total amino acld ratio between about 0.4 to 1, and v) &
combinod ghitamine and asparagine concentration groator thean about 16 mM;

maintaining seid culture in an initlal growth phaso under a first set of cultwre
conditions for a first period of time sufficient to allow said oclls to reproduce within a
range of about 20%-80% of the maximal poasible viable coll density if said culture
wero maintained under the first set of culture conditions;

changing &t lcast one of tho culture conditions, so that a second sot of culture
conditions Is applied;

maintaining sald culture for a seoond period of time under the second set of
conditions and for a second period of time so that the polypeptide accumulstes in the
cell culture,

2. Ameﬁodofwoduéingnpolypepddeinnlnrp—nalepmdwﬁmeollwm
comprising stops of;
providing a cell culture comprising;
mammzlian cells thet contain & gene encoding a polypeptide of
interest, which geno is expressed under condition of cell oultore; and
a defined medium containing glutamine and having et least four
medium chamcteristio salocted from the group consisting of: 1) a starting amino acid
conoantration greater than about 70 mM, 1i) a molar glutamine to esparagine ratio of
loss than about 2, 1ii) 8 molar ghstamine to total amino acid ratio of less than about
02, iv) 8 molar Inorganic lon to total amino acid ratio between ebout 0.4 to 1, and v) a
combined glutamine and asparagine concentration greater than about 16 mM;
maintaining said oulture in an initlal growth phase under a first set of culture
conditions for a first poriod of time sufficient to allow sald cells to reproduce within s
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rango of about 20%-80% of the meximal possible visble cell density if said culture
wero maintained under the first set of culture conditicns;

changing at least ono of the culture conditions, 5o that a second sct of culture
conditions is spplied;

maintaining said culture for s second period of time under tho second set of
conditions and for a second period of time so that the polypeptide accumulatos in the
coll culture.

73. A method of producing a polypeptide in & large-scale production cell culture
comprising steps of;

providing a cell culture comprising;

mammalian cells that contain a gene encoding a polypeptide of
intevest, which gene is oxpressed under condition of call culture; and
a defined medium containing glutamine, characterized by: i) a starting

amino ecid concentration gromter than about 70 mM, ii) a molar glutamine to
asparugine ratio of less than about 2, iil) a molar glutamine to total amino acid rtio of
loas than about 0.2, iv) a molar inorganic lon to total amino acid ratio betwean about
0.4 to 1, and v) a combined glutamine and asparagine concentration greates than about
16 mM; '

maintaining said culture in an inftial growth phase under a first set of culture
conditions for a first period of time sufficient to allow said cells to reproduce within a
mngo of about 20%-80% of tho maximal possible visble cell density if said culture
wexe maintained under the first set of cufture conditions;

changing et least ane of the culture conditions, so that a second set of culture
conditions is applied;

maintaining said culture for a second period of time under the second set of
conditions and for a second period of time so that the polypeptide accunmlates In the
ool cuitare.

74. A method of producing a polypeptide in a large-scale production cell culture
comprising the steps oft
providing a cell culture comprising;
mammalian cells that contain a gene encoding a polypeptide of
intorost, which gene is expressed under condition of cell calture; and



a medium containing glutamine and having a combined cumulative

amount of glutamine and ssparsgine per unit volume of grester then about 16 mM;

muinteining said culture In an initial growth phase under a first set of culture
conditions for a first period of time sufficicnt to allow said cells to reproduce within a
range of about 20%-80% of the maximal possible viable cell density if sald culturo
'wero maintained under the first set of culture conditions;

changing at least one of the culture conditions, so that u second set of culture
conditions s appiied;

maintaining said calture for a second period of time under the second set of
conditions and for a second period of time so that that the polypoptide accumulates in
the cell culture.

75. ‘Tho method of claim 1, wherein seid medium comprises a medium containing
glutamine and having a medium characteristic selected from the group conalating oft

(1) a starting amino acid concentration greater than about 70 mM, (i) s molar
starting ghutamine to starting asparagine ratio of less than about 2, (Lil) 8 molar
starting glutamine to siarting total amino acld ratio of less than about 0.2, (iv) a molar
starting inorganic ion to starting total amino soid ratio betwean about 0.4 to 1, (v) s
combined starting glutamine and starting asparagine concentration greater than about
16 mM, and combinations thereof.

76. The method of any one of clalms 1-6 or 70-75, whervin:

lactate levels are lower than those lovels observed under otherwise
identical conditions in otherwise identical medium that lacks said medium
characteristio;

ammonium. tevels are lower than those lovels observed under otharwise
identical conditions in otherwise identical medium that lacks said medium
chamcteristic; and

total samount of produced polypeptide is at loast as high as that
observed under otherwise Jdentioal conditions in otherwise identical medium that
Iacks said medium characteristic,

77.  The method of claim 1, wherein said culture is not supplomentod with
edditional components aver the course of producing said polypeptide.
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78.  Tho method of claim 1, whorein said colture is not supplementod with
additional glutamine over the conrso of producing said polypeptide.

79.  Tbemethod of claim 1, whereln the glutamine conceutretion in said culture is
substentially dopleted prior to said step of changing to & second set of culture
conditions.

80.  The method of clalm 1, wherein the glutamine concentration In seld culture is

substentislly dopleted at approximetely the same time as said stop of changing o &
socond set of oulture conditions.

81. The mothod of claim 1, wherein glycyigiutamine is substituted for glutemine
in sald culture.

82. The method of claim 1, whereln sald medium contains: (7) a comulative amino
acid amount per unit volume grester than about 70 mM, (i) a molar cumulative
glutamine to cumulative asparagine ratio of less than about 2, (117) a molar cumulative
glutamine to cumulative total amino acid ratio of leas than shout 0.2, (tv) 8 molar
cumulative norganic lon fo cumulative total emino scid mtio between sbout 0.4 to 1,
end (v) a combined cumuistive amount of glutamine end asperagine per unit volume
groater than about 16 mM,

83. Thomethod of claim 1, wherein seld modium contains; (i) a cumulative amino
acid emount per unit volume groater than about 70 mM, () s molar cumulative
ghutamine to cummlative total amine acid ratic of less than about 0.2, (1if) a molar
oumulative inorganic ion to comulative total amino acid retio between sbout 0.4 to 1,
and (iv) a combined cumulative amount of glutamine and asperagine per unit volume
greator than about 16 a mM,

84. Theo method of claim 1, wherein the cumulative toial amount of histidine,
inoleucine, leucine, methionine, phenylalanine, proline, tryptophan, tyrosine, and
proline per unit volume In said medium is greater than approximately 25 mM.
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85. The method of claim 1, wherein the cumuiative total amount of histidine,

isoleucine, leucine, methionins, phenylalanine, proline, tryptophan, tyrosine, and
profine per unit volumo In sald mediom 1s greater than spproximately 35 mM,

86. The method of claim 1, wherein the initial totel emount of histidine,

isoleucine, loucine, methionine, phonylalauine, proline, tryptophan, tyrosine, and
proline per unit volume in said mediom is greater than approximetely 25 mM.

§7. Tho method of olsim 1, wherein the initial total amount of bistidine,

isoleucine, loucine, methionine, phenylalanine, proline, tryptophen, tyrosine, and
prolino per unit votume in ssid medium is greator than epproximatoly 35 mM.

88. The method of claim 1, wherein said medimn has 8 modium characteristic
solocind from the group consisting of:

(D & cumulative total amount of histidine per unlt volume greater than
approximately 1.7 mM; )

(i) a cumulative total amount of isoleucine per unit volume greater than
approximately 3.5 mM;

(ill) a cumulative total emount of leucine per unit volume greater than
approximately 5.5 mM;

(iv) a cumulative totel amount of methionine per unit volume greator than
approximately 2.0 mM;

(v) e cumulstive tofal amount of phenylalanine per unit volume greater than
approximately 2.5 mM;

(vl) a oumulative iotal emount of proline per unit volume greater than
approximately 2.5 mM;

(vi) a cumulative totel amount of tryptophan per unit volume groater than
spproximately 1.0 mM;

(viil) a cumulative total amount of tyrosine per unit volume greater than
approximately 2.0 mM: and

(ix) a cumulstive total amount of proline per unit volume greater than
epproximately 2.5 mM.



89,  The method of claim 1, wherein said medium has a medium characteristio
selected from the group consisting of '

() an initial smount of histidine per unit volumo grester than approximately
1.7 mM;

(i) en initlal amount of isoleucine per unit volume greater than approximately
35 mM;

(1) an initial amount of leucine per unit volume groater than approximately
5.5 mM;

(iv) an initial amount of methionine per unit volume grestor than
epproximately 2.0 mM;

(v) an initial amount of phenylalanine pee unit vohmne greater than
epproximately 2.5 mM;

(vi) an initial amount of proline per unit volume reater than approximately 2.5
mM;

(vh) an initial amount of tryptophan per unit vohmne grester then
approximately 1.0 mM;

(vill) an injtial amount of tyrosine per unit volume greator than approximately
2.0 mM:; and

(ix) an initial amount of proline per unit volume greater than approodimately
25mM

90. The method of claim 1, wherein the cumulative total amount of serine per mit
volume in said medium is greater than approximatoly 7 mM.

91,  The method of claim 1, whereln tho cumulative total amount of serine per unit
volume in sald medium is greator than approximately 10 mM.

92.  The method of claim 1, wherein the cumulative total amount of asparagine per
unit volune in sald medium is greater than approximetely 8 mM.

93. Tho method of claim 1, wherein the cumulative total amount of asparagine per
unit volume in said medium is groater than approxirnately 12 mM,

100



: nmry( \g@
PCT/US2005/030437

54, Tho method of claim 1, wherein the injtial total amoant of asparagine per unit
volume In said medium I8 groater than approximately 8 mM.

WO 2006/026445

95.  The method of clalm 1, wherein the initial total amount of asparagino per unit
volumne In sald modium is greater than approximately 12 mM.

96. The method of claim 1, whereln the curnulstive total amount of phosphorons
per unit volume in sald medium is greater than approximately 2.5 mM.

97.  The method of claim 1, wherein the cumulstive total smount of phosphorous
per unit volume in sald medium is greater than approximately 5 mM.

98. The method of olaim 1, wherein the cumulative total smount of glutemate per
unit volume in said medium is less than spproximately 1 mM,

99,  Tho method of claim 1, whesein the cumulative total amount of calclum
pantothenate per unit volume in said medium Is greater than approximately 8 mg/L.

100. Theo method of claim 1, wherein the cumulstive total amount of calolum
pantothenate per unit vohme In sald medium is greater than approximately 20 mg/L..

101. ‘The method of claim 1, wherein the cumulative total amount of nicotinamide
per unit volume in said medium is groater than approximately 7 mg/L.

102. The methad of claim 1, whereln the cumulstive totsl amount of nicotinamide
per unit volume In sald medium is greater than approximately 25 mg/L.

103. The method of claim 1, whereln the cumulstive total amount of pyridoxine
and pyridoxal per unit volume in said medium is grester than approximately 5 mg/L.

104. The method.of claim 1, wherein the cumulative total amount of pyridoxine
and pyridoxal per unit volume in said medium is greater than approximately 35 mg/L.
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108.

The method of claim 1, wherein the cumulstive total amount of ribofiavin per

unit volums In said medium Is grester than approximately 1.0 mg/L.

106.

The method of clabm 1, wherein the oumulstive total amount of riboflavin per

unit volume in sald medium is grester than approximately 2.0 mg/L.

107.

The method of olaim 1, wherein the cumulative total amount of thismine

kydrochloride per unit volume In sald medium is greater than approximately 7 mg/L.

108.

The method of claim 1, wherein the cumulative total amount of thiamine

hrydrochloride per unit volume in sald medium is grester than appeoximately 35 mg/L.

7

109.

The method of any of Giaims 1-23 or claims 2575 o claims 77-108, wheroin

the polypeptide is anti-GDF-8,

110.

The method of any of claims 1-23 or claims 25-75 or claima 77-108, wherein

the polypoptido is anti-LowY.

111.

112.

113,

114,

The method of claim 24, wharein the polypeptide is anti-GDF-8.
The mothod of claim 24, wherein the polypeptide is anti-LewY,
The method of claim 76, whereln the polypeptide Is antl-GDF-§.

The method of claim 76, wherein the polypeptide Is anti-LewY.

102



WO 2006026445
178

Figure 1. Comparison of Medium 1 and Medtum 2 in shake fiasks nsing antt-GDF-§

cells,

nntz

PCT.

EMedium 2
B Medlum 1

Figure 2. Cell growth and viability of antl-GDF-8 cells in Medium 1.
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Figure 3. Cell growth of anti-GDF-8 cell culiures in control and no gintamine feed
cultwre conditions.
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Figure 4. Cell vinbility of anti-GDF-3 cell cultures in control and no glutrmine feed
culture conditions.
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Figure 5, Ammonfam levels of anti-GDF-8 cell cultures in control and no glutamise
foed culinre conditions. - '
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" Figure 6. Lactate levels of anth-GDF-5 cell cultwros in control and no glutamine foed
culture conditions,
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Figure 7. Anti-GDF-8 iiter in m&dndnoghhmhol’ndul-hnundlﬂul.
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Figure 8. Cell density of anth-GDF-8 cell cultures In control and glutumine-starved
feod culture conditions.
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Figure 9. Call viability of anti-GDF-$ csll cultures in control and glutamine-starved
feed culture conditjous.
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Figure 10, Ammonium levels of suth-GDF-8 cell cultures in control and glatamine-
starved eunlture conditions.

10 »

9

8 +

..

1]

§ 2]

4 %

83

19

0 |

0 2 4 8 8
Dayw




S
WO 2006026445 PCT/US2005/030437
6/38
nos )a/

Figure 11. Lactate levels of anti-GDF-8 coll cultures in control and glutamine-
starved culture conditions.
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Figure 14, Cell density of Glutamate and Glutamine fed colinres,
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Figure 16. Antl-Lewh Y titer In Glutamate and Glutamine fed cultures.

-5.

[ —a—Ghtamste 3

—— Glutmmine 3
= & = Gutemats 2
1~ %~ owtemine 2
st e Qiustmmutte 4

| l—e—ontamine 1

g

=x

-l

anil-Lowh Y Ther (ughrd)




WO 2006/026445

Figure 17, Lactate lovels in Glutamate and Glatamine fed enltures.
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Figure 19, Osmolarity of Glutamate and Glutamine fed cultures.
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Figure 20. Cell Density. Each plot is the average of two shake flasks grown using
the same conditions.
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Figare 21. Cell Viability. Each plot is the avernge of two shake flagks grown using
the same conditions, .
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Figure 22, Average Titer. Esch plot fs the average of two shake fiasky grown using
the same conditions,
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Figure 23. Ammounium levels. Each plot Is the aversge of two shaks finsks grown
using the same conditions.

18
10J
14 -
12 1
10 H

Figure 24. Impeller Jump

’ l Impelisr Jump of MY0-29 Fed-Bateh Cuitarn i 2500 L

_u;llﬂdlhﬂ--ﬂ.ul.

' K}—'“?EL Tuide Dlamaterof TRk = 4010

[ r—————ri
» | 7 s e il =iy

Ty e e
=
-

b l Ty 3 ol alher o ol €19 |
Yyl commnl Mimie = 90 L
L ts- el of ) Mk = 179 L

"R | Y



WO 2006026445
1238

PCT/US2005030437

nnto

Figure 25. Cell growth of anti-GDF-8 cells undor varions experimental cond
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Figure 26. Viabiity of anti-GDF-8 cells under various experimental conditions,
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Figare 27. Anti-GDF-8 titer under various experimental conditions.
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Figure 28. Lactate levels of anti-GDF-8 cultures under various experimental
condjtions,

Dally Lactate Lovels
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Figure 29. Ammonium levels of anth-GD¥F-8 ealtures under various tal
conditions.
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Figure 30. Cell growth of anti-GDF-8 cells under vyarlous experimental conditions.
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Figure 31. Anti-GDF-8 titer under various experimental conditions.

Titer {ug/mi)

-8888

1400

1200 §
1000 2%

S —0—1mM Gin, & mM Asn
B ——1 mM Gin, 12 mM A

= 1mM Gin, 20 mM Asn

BRI —4—4 mM Gin, 8 mM Ash

—&—4 mM Gin, 12 mM Aen
=84 mM Gin, 20 mM Aan

ot

¥igure 32, Lactate levels of anti-GDF-8 cultures under various experimentsl

conditions.
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Figure 33. Ammonium levels of anti-GDF-8 cultures under various experimental
conditions,
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Figure 34. Cell growth of anti-GDF-3 cells in modified Medium 9 containing
variouns levels of glutamine and asparagine. .
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Figure 35. Cell viability of anti-GDF-8 cells In modified Medium 9 containing
various levels of gintamine and asparagine.
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Figure 36. Lactnte lovels of anti-GDF-8 cultures in modified Medium 9 containing
various levels of glutamine and asparagine.
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¥igure 38. Glutamine levels of santi-GDF-8 cultures in modified Medium 9
contuiniug various levels of glutamine and nsparugine.
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Figure 39. Anti-GDF-8 titer in modified Medium 9 containing various levels of
glutamine and asparagine.
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Figure 40. Osmolarity of anti-GDF-8 cultures in modificd Medium 9 containing
various levels of glutamine and ssparagine.
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Figure 41. Cell growth of anti-GDF-8 cells in media containing various levels of
asparagine and cysteine.
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Figure 42, Lactate levels of anti-GDF-8 culiures in media coninining various

levels ofu?mglno and cysteine.

Figure 43. Ammonium levels of anti-GDF-8 cultures In media containing various

lovels of asparagiue and cysteine.
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Figure 44. Glutamine levels of antl-GDF-8 culiures in media containing various
lovels of saparagine and cysteine.
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Figure 45. Glutamate Jevels of anti-GDF-8 cultures in media containing various
Jovels of asparagine and cysteine. .
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Figure 46, Anti-GDF-§ titer in media containing various levels of asparagine
and cysteine.
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Figure 47. Osmolarity of anti-GDF-8 culinres in media containing various levels
of asparagine and cywsteine.
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Figare 48. Cell growth of anti-GDF-8 cells In media containing varions levels of
amine acids and vitamins.
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Figare 49. Lactate levels of anti-GDF-3 cultures n medis contnining vaxious
levels of amino aclds and vitamins. '
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Figare 50. Ammonium levels of anti-GDF-8 culiurey in media containing various
levels of aming aeids and vitamins, : :

Figure 51. Glutamine levels of anti~-GDF-$ cultures in media containing varions
[evels of amino scids and vitamins.
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Figure 52. anti-GDF-8 titer in medin containing various levels of amino ncida
and vitaming,
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Figare 53. Cell growth of anti-GDY¥-3 cells In media containing varions levely of
vitamins, trace eloments E and iron.
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Figure 54, Lactats lovels of anti-GDF-8 cultares ln medis contaluiug various
lovels of vitamins, trace elements E and iron.,
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Figure 55. Ammonium lovels of anti-GDF-8 cultures In media containing various
level of vitamins, trace elsments E and iron.
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Figure 56. Anti-GDF-8 titer in media containing various levels of vitamins, trace

sioments E and iron.
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Figurc 57. Cell growth of anti-GDF-8 cells in Modlums 1,3 and 9.
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Figure 38, Ant-GDF-8 thter in Mediums 1,3 and 9.

Figure 59. Extrapolated anti-GD¥-8 titers for various levels of glutamine alone
and total combined glutamine and asparagine.
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Figure 60. Growth of anti-ABetu cells under various media conditions tested.
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Figure 61. Viability of anti-ABeta cells under various media conditions tested.
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Figure 62. Lactate lovels of antl-ABeta cultures under various medix conditions
tested.
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Figure 64. Anti-ABeta titer In varicus media conditions tested.
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Figure 65, Osmolarity of anti-ABetn cultures under various media conditions
teated.
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Figure 66. Growth of cells expressing TNFR-Ig under various experimontnl
conditions.
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Figure 67. Viability of cells expressiug TNFR-Ig under various experimental

conditions.
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Figure 68. Residual giucose in cultares of cells expressing TNFR-Ig under
various experimental conditions.
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Figure 69. Glutamine lovels in cultures of cells oxpre.lllng TNFR-Ig under
various experimental conditions.
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Figure 70. Lactate concentration in cultures of cells expressing TNFR-Ig under
various experimeutal conditions.
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Figure 71. Ammonium levels in cultures of cells expressing TNFR-Ig under
varions experimental conditions. :
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Figure 72. TNFR-Ig relative titer under varions experimental conditions,
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Figure 73. Cell Deusities of Anti-GD¥-8 Cells Grown in 6000 L and 1 L. Bloreactors.
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Figure 74. Titers of Anth-GDF-8 Cells Grown In 6000 L and 1 L Bioreactors.
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Figure 75. Lactate Levels of Anti-GDF-8 Colls Grown in 6000 L and 1 L Bloreactors.
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Figare 76. Ammonium Levels of Anti-GDF-8 Calls Grown n 6000 L and 1 L,
Blorsactors.
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" PRODUCCION DE POLIPEPTIDOS

Antecedentes de la invencidn

[0001] Las proteinas y 1los polipéptidose han cobrado
creciente importancia como agentes terapéuticos. En la mayoria de
los casos, las proteinas y los polipéptidos terapéuticos se
producen en cultivo celular, a partir de células disefiadas o
Beleccionadas para producir niveles inusualmente altos de 1la
proteina o del polipéptido particular de interés. El control y la
optimizacién de 1las condiciones de cultivo celular son
decisivamente importantes para la produccibén comercial exitosa de
proteinas y polipéptidos.

[o002] Muchas proteinas y polipéptidos producidos en
cultivo celular se elaboran en un proceso de lote, o de
alimentacién de lote, donde las células se cultivan durante un
periodo, luego se finaliza el cultivo, y se aisla la proteina o
el polipéptido producido. La cantidad y calidad finales de
protefina o polipéptide producide pueden ser afectadas
drasticamente por las condiciones del cultivo celular. Por
ejemplo, los procesos tradicionales de cultivo de lote y de
alimentacién de lote a menudo obtienen productos de desecho
metab6licos que poseen efectos nocivos sobre el crecimiento y la
viabilidad de las células, y sobre la produccién o estabilidad de
la proteina o el polipéptido de interés. Si bien se han hecho
esfuerzos por mejorar la produccién de proteinas y polipéptidos
en procesos de cultivo de lote y de alimentacifn de 1lote,
continGa la necesidad de perfeccionamientos adicionales.

[0003] Ademds, se han invertido significativos esfuerzos
en el desarrollo.de medios definidos (esto es, medios reunidos a
partir de componentes individuales conocidos, y que carecen de
suero u otros subproductos de animales) para el uso en el cultivo
de células, en particular, células de mamiferos. Las
caracteristicas del crecimiento celular pueden ser muy diferentes

en medios definidos, en contraste con medics derivados de suero.



WO2008/026445 PCT/USZ005/030437 \“’ﬂ

L Vs

Se observa una necesidad particular de formulacién de mejores
sistemas para la produccién de proteinas y polipéptidos mediante

el cultivo de cé&lulas en medios definidos.

Sumario de la invencién

[0004] La presente invencién proporciona un sistema
mejorado para 1la produccién a gran escala de proteinas y
polipéptidos en cultive de células. Por ejemplo, la presente
invencién provee métodos de cultivo de escala comercial (por
ejemplo, S00 litros o méds) que utilizan un medio caracterizado
por una o mis de las siguientes caracteristicas: 1) una cantidad
acumulada de aminodcidos por unidad de volumen mayor que
aproximadamente 70 mM; 2) una relaci6n molar de glutamina
acumulada a asparagina acumulada inferior a aproximadamente 2; 3)
una relacién molar de glutamina acumulada a aminodcidos totales
acumulados inferior a aproximadamente 0,2; 4) una relacién molar
de ion inorgénico acumulado a aminodcidos totales acumulados de
entre alrededor de 0,4 y 1; o 5) una cantidad acumulada combinada
de concentracién de glutamina y asparagina por unidad de volumen,
superior a aproximadamente 16 wmwM. El experto en el arte
comprender8 gque el término “acumulado/a”, como se emplea
anteriormente, se refiere a la cantidad total de un componente
particular o de componentes particulares agregados en el
transcurso del cultivo celular, entre ellos, componentes
agregados al comienzo del cultivo y componentes agregades
posteriormente. En ciertas realizaciones preferidas de la
invencién, es conveniente minimizar las ™alimentaciones” del
cultivo con el transcursc del tiempo, de manera que sea
conveniente maximizar las cantidades presentes al comienzo.
Naturalmente, los componentes del medio son metabolizados durante
el cultivo, de manera que los cultivos con las mismas cantidades
acumuladas de componentes determinados tendrén diferentes niveles

absolutos si dichos componentes se agregan en momentos distintos
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(por ejemplo, el caso donde todos estdn inicialmente presentes,
en comparacién con el caso donde se agregan algunos con las
alimentaciones).
[0005] De acuerdo con la presente invencién, el uso de
dicho medio permite altoa nivelea de produccién de proteina, y
disminuye la acumulacién de ciertos factores indeseables, tales
como amonio o lactato.
[0006] El experto en el arte entenderdi que las
formulaciones de medios de la presente invencién abarcan tanto
medios definidos como no definidos. En ciertas realizaciones
preferidas de la presente invencién, el medio de cultivo es un
medio definido, donde la composicién del medio es conocida y
controlada.
[0007] En ciertas realizaciones preferidas de la presente
invencién, los métodos de cultivo comprenden el cambio del
cultivo, de un primer conjunto de condiciones de cultivo, a un
segundo conjunto de condiciones de cultivo, de manera de lograr
un cambio metabdlico de las células. En algunas realizaciones,
este cambic 8e realiza <cuando el cultivo ha alcanzado
aproximadamente 20%-80% de su densidad celular mixima. En algunas
realizaciones, el cambio supone el cambio de la temperatura {o
range de temperatura) a la cual se mantiene el cultivo.
Alternativa o adicionalmente, la presente invencién provee
métodos ajustados de manera que, después de alcanzar un pico, los
niveles de lactato o amonio en el cultive disminuyen con el
tiempo. En otras realizaciones, el cambio supone el cambio del
pH, de la osmolaridad o el nivel de inductores quimicos, tales
como &dcidos alcanoicos o sus sales.
[0008] Los cultivos de células de la presente invencién
pueden, opcionalmente, estar suplementados con nutrientes u otros
componentes para medios, entre ellos, hormonas u otros factores
de crecimiento, iones particulares (tales como sodio, cloruro,

calcio, magnesic y fosfato), reguladores, vitaminas, nuclebésidos
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o nuclebtidos, oligoelementos (compuestos inorgédnicos

habitualmente presentes en concentraciones finales muy bajas),
aminodcidos, lipidos, o glucosa u otra fuente de energia. En
ciertas realizacioneas de 1la presente invencién, puede &ger
beneficioso suplementar los medios con inductores quimicos, tales
como hexametilen-bis{acetamida) (*HMBA*) y butirato de sodio
(*“NaB”). Estos suplementos opcionales pueden agregarse al
comienzo del cultivo, o pueden agregarse en un punto posterior, a
fin de reponer nutrientes agotados, o por alguna otra razén. En
general, es conveniente seleccionar la composicién de medio
inicial a fin de minimizar la suplementaci6n de acuerdo con la
presente invencién.

[o009] De conformidad con la presente invencién, pueden
controlarse varias condiciones de cultivo, entre ellas, el pH, la
densidad celular, la viabilidad celular, loe niveles de lactato,
los niveles de amonio, la osmolaridad o la valoracién de la

proteina o del polipéptido expresado.

Breve descripcién de los dibujos

[0010] La Figura 1 muestra una comparacién del Medio 1 y
el Medio 2 en frascos de agitacién, usando células anti-GDF-8.
[o011] La Figura 2 muestra el crecimiento celular y la
viabilidad celular de células anti-GDF-8 en Medio 1.

[0012] La Figura 3 muestra el crecimiento celular de
cultivos de células anti-GDF-8 en condiciones de cultivo sin
alimentacién de glutamina y de control.

[0013] La Figura 4 muestra la viabilidad celular de
cultivos de células anti-GDF-8 en condiciones de cultivo sin
alimentacién de glutamina y de control.

[0014] La Figura 5 muestra los niveles de amonioc de
cultivos de c¢é&lulas anti-GDF-8 en condiciones de cultivo sin

alimentacién de glutamina y de control.
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La Figura 6 muestra los niveles de lactato

Cid

de

cultivos de cé&lulas anti-GDF-8 en condicioneas de cultivo sin

alimentacién
[0016]
condiciones
control.
[0017]
cultivos de
alimentacién
foo1s]
cultivos de
alimentacién

[0019]

de glutamina y de control.
La Figura 7 muestra la valoraciém anti-GDF-8

de cultivo s8in alimentacién de glutamina vy

La Figura 8 muestra 1la densidad celular
células anti-GDF-8 en condiciones de cultivo
careciente de glutamina y de control.

La Figura 9 muestra 1la viabilidad celular
células anti-GDF-8 en condiciones de cultivo
careciente de glutamina y de control.

La Figura 10 muestra los niveles de amonio

en

de

de
de

de
de

de

cultivos de células anti-GDF-8 en condiciones de cultivo

careciente de glutamina y de control.

[0020]

La Figura 11 muestra losa niveles de lactato

de

cultivese de células anti-GDF-8 en condiciones de cultivo

careciente d
[0021]
condiciones
[0022]
hierro de cé
[0023]
cultivos de
[0024]
cultivos de
[0025]
cultivos de
[0026]
cultivos de
[0027]

cultivos de

e glutamina y de control.

La Figura 12 muestra la valoracién anti-GDF-8
de cultivo carecientes de glutamina y de control.

La Figura 13 muestra la respuesta de dosis
lulas anti-GDF-8 en Medio 1 y Medio 2.

La Figura 14 muestra la densidad celular
alimentacién de glutamato y glutamina.

La Figura 15 muestra la viabilidad celular
alimentacién de glutamato y glutamina.

La Figura 16 muestra la valoracién anti-Lewis Y
alimentacién de glutamato y glutamina.

La Figura 17 muestra los niveles de lactato
alimentacién de glutamato y glutamina.

La Figura 18 muestra los niveles de amonio

alimentacién de glutamato y glutamina.
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[o028]
alimentacién

[0029]

células anti-

de agitacién

[co30]

células anti-

de agitacién

[0031]

cultivo anti-

de agitacién

[0032]

cé&lulas anti-

de agitacién
[0033]
utilizado en

[0034]

cé&lulas anti-

[0035]

Ty &7

La Figura 1% muestra la osmolaridad de cultivos de
de glutamato y glutamina.

La Figura 20 nmuestra la densidad celular de
Lewis Y. Cada diagrama es el promedio de dos frascos
cultivados usando las mismas condiciones.

La Figura 21 muestra la viabilidad celular de
Lewis Y. Cada diagrama es el promedio de dos frascos
cultivados usando las mismas condiciones.

La PFigura 22 muestra la valoracién promedio de
Lewis Y. Cada diagrama es el promedio de dos frascos
cultivados usando las mismas condiciones.

La Figura 23 muestra los niveles de amonio de
Lewip Y. Cada diagrama es el promedio de dos frascos
cultivados usando las mismas condiciones.

La Pigura 24 muestra un impulsor de salto
cultivos de alimentacién de lote.

La Figura 25 muestra el crecimiento celular de
GDF-8 en varias condiciones experimentales.

La Figura 26 muestra la viabilidad de células

anti-GDF-8 en variae condiciones experimentales.

[0036]

La Figura 27 muestra la valoracién anti-GDF-8 en

varias condiciones experimentales.

[0037]

La Figura 28 muestra los niveles de lactato de

cultivos anti-GDFP-8 en varias condiciones experimentales.

[0038]

La Figura 29 muestra los niveles de amonio de

cultivos anti-GDF-8 en varias condiciones experimentales.

fo039]

células anti-

[0040]

La Figura 30 muestra el crecimiento celular de
GDF-8 en varias condiciones experimentales.

La Figura 31 muestra la valoracién anti-GDF-8 en

varias condiciones experimentales.

[0041]

La Figura 32 muestra los niveles de lactato de

cultivos anti-GDF-8 en variae condiciones experimentales.
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[0042] La Figura 33 muestra los niveles de amonio de

cultivos anti-GDF-8 en varias condiciones experimentales.

[0043] La Figura 34 muestra el crecimiento celular de

células anti-GDF-8 en Medio 9 modificado, que contiene varios

niveles de glutamina y asparagiﬁa. .

[0044] La Figura 35 muestra la viabilidad celular de

células anti-GDF-8 en Medio 9 modificado, que contiene varios

niveles de glutamina y asparagina.

[0045] La Figura 36 muestra los niveles de lactato de

cultivos anti-GDF-8 en Medio 9% modificado, que contiene varios

niveles de glutamina y asparagina.

[0046] La Figura 37 muestra loe niveles de amonioc de

cultivos anti-GDF-8 en Medio 9 modificado, que contiene wvarios

niveles de glutamina y asparagina.

[0047] La Figura 38 muestra los niveles de glutamina de

cultivos anti-GDF-8 en Medio 9 modificado, que contiene varios

niveles de glutamina y asparagina.

[0048B] La PFigura 39 muestra la valoracién anti-GDF-8 en

Medio 9 modificado que contiene varios niveles de glutamina y

asparagina.

[0049] La Figura 40 muestra la osmolaridad de cultivos

anti-GDF-8 en Medio 9 modificado, que contiene varios niveles de

glutamina y asparagina.

[0050] La Figura 41 muestra el crecimiento celular de

células anti-GDF-8 en medico gque contiene varioe niveles de

asparagina y cisteina.

[0051] La Figura 42 muestra los niveles de lactato de

cultivoe anti-GDF-8 en medio que contiene varios niveles de

asparagina y cisteina.

[0052] La Figura 43 muestra los niveles de amonio de

cultivos anti-GDF-8 en medio que contiene varios niveles de

asparagina y cisteina.
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[0053] La Figura 44 muestra los niveles de glutamina de
cultivos anti-GDF-8 en medio que contiene varios niveles de
asparagina y cisteina.

{0054] La Figura 45 muestra los niveles de glutamato de
cultivos anti-GDF-8 en medico que contiene variecs niveles de
asparagina y cisteina.

[0055] La Figura 46 muestra la valoracién anti-GDF-B en
medio que contiene varios niveles de asparagina y cisteina.

[0056] La Figura 47 muestra la osmolaridad de cultivos

anti-GDF-8 en medio que contiene varios niveles de asparagina y

cisteina.

[0057] La Figura 48 muestra el crecimiento celular
células anti-GDF-8 en medio que contiene varios niveles
aminodcidos y vitaminas.

[o058] La Figura 49 muestra los niveles de lactato
cultivos anti-GDF-8 en medio que contiene varios niveles
aminocidos y vitaminas.

[0059] La Figura -50 muestra los niveles de amonio
cultivos anti-GDF-8 en medio que contiene varios niveles
aminodcidos y vitaminas.

[0060] La Figura 51 muestra los niveles de glutamina
cultivos anti-GDF-8 en medio que contiene varios niveles
aminodcidos y vitaminas.

[0061] La Figura 52 mueptra la valoracifn anti-GDF-B8
medio que contiene varios niveles de aminoicidos y vitaminas.

[0062) La Figura 53 muestra el crecimiento celular
células anti-GDF-8 en medio que contiene varios niveles
vitaminas, oligoelementos E y hierro.

[0063] La Figqura 54 muestra los niveles de lactato
cultivos anti-GDF-8 en medio que contiene wvarios niveles

vitaminas, oligoelementos E y hierro.
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[o064] La Figura 55 muestra los niveles de amonio de
cultivose anti-GDF-8 en medio que contiene varios niveles de
vitaminas, oligoelementos E y hierro.
[0065] La Figura 56 muestra la valoracién anti-GDF-8 en
medio que contiene varios niveles de vitaminas, oligoelementos E
Yy hierro.
[0066] La Figura 57 muestra el crecimiento celular de
células anti-GDF-8 en los Medios 1; 3 y 9.
[0067] La Figura 58 muestra la valoracién anti-GDF-8 en
los Medios 1; 3 y 9.
[0068] La Figura 59 muestra las valoraciones anti-GDF-8
extrapoladas para varios niveles de glutamina sola y glutamina y
asparagina combinadas totales.
[0069] La PFigura 60 muestra el crecimiento celular de
células anti-ABeta en varias condiciones de medios evaluadas.
[0070] La Figura 61 muestra la viabilidad celular de
células anti-ABeta en varias condiciones de medios evaluadas.
[o071] La Figura 62 muestra los niveles de lactato de
cultivos de anti-ABeta en varias condiciones de medios evaluadas.
[0072] La Figura 63 muestra los niveles de amonio de
cultivos de anti-ABeta en varias condiciones de medios evaluadas.
[0073] La PFigura 64 muestra la valoracién de anti-ABeta
en varias condiciones de medios evaluadas.
[0074] La Figura 65 muestra la osmolaridad de cultivos de

anti-ABeta en varias condiciones de medios evaluadas.

[0075] La Figura 66 muestra el crecimiento celular de
células que expresan TNFR-Ig en varias condiciones
experimentales.

[0076] La Figura 67 muestra la viabilidad de células que

expresan TNFR-Ig en varias condiciones experimentales.
[0077] La Figura 68 muestra glucosa residual en cultivos
de células que expresan TNFR-Ig en varias condiciones

experimentales.
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[o078] La Figura 65 muestra los niveles de glutamina en

cultivos de células que expresan TNFR-Ig en varias condiciones

experimentales.

[0079] La Figura 70 muestra la concentracién de lactato

en cultivos de células que expresan TNFR-Ig en varias condiciones

experimentales.

[0080] La Figura 71 muestra los niveles de amonioc en

cultivos de células que expresan TNFR-Ig en varias condiciones

experimentales.

[0081] La Figura 72 muestra la valoracién relativa de

TNFR-Ig en varias condiciones experimentales.

[0082] La Figura 73 muestra las densidades celulares de

cé€lulas anti-GDFB cultivadas en biorreactores de 6000 1 y 1 1.

[0083] La Figura 74 muestra las valoraciones de células

anti-GDF8 cultivadas en biorreactores de 6000 1 y 1 1.

[0084] La Figura 75 muestra los niveles de lactateo de

células anti-GDF8 cultivadas en biorreactores de 6000 1 y 1 1.

[o085] La Figura 76 muestra los nivelese de amonio de

células anti-GDF8 cultivadas en biorreactores de 6000 1 y 1 1.

Definiciones

[0086] “Aproximadamente”, “alrededor de”: conforme a esta
solicitud, 1loe términoe “aproximadamente® y “alrededor de”,
aplicados a una o mis condiciones de cultivo celular
particulares, Bse refieren a un rango de valores similares al
valor de referencia establecido para esa condicién de cultive o
condiciones de cultivo. En ciertas realizaciones, el término
*aproximadamente” se refiere a un rango de valores dentro del 25;
20; 19; 18; 17; 16; 15; 14; 13; 12; 11; 10; 9; 8; 7; 6; 5; 4; 3;
2; 1 por ciento o menos del valor de referencia establecido para
esa condicién de cultivo o condiciones de cultivo.

[0087] *Aminodcido”: el término “aminoécido”, conforme a

esta solicitud, se refiere a cualquiera de los veinte aminodcidos
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naturales utilizados normalmente en la formacién de polipéptidos,
o anilogos o derivados de dichos aminodcidos. Los aminodcidos de
la presente invencién se proveen en medio para cultivos
celulares. Los aminodcidos proporcionados en el medio pueden
proveerse como sales, o en forma de hidratos.
[o088] *Anticuerpo”: el término “anticuerpo* conforme a
esta solicitud se refiere a una molécula de inmunoglobulina o una
porcidn inmnolégicamente activa de una molécula de
inmunoglobulina, tal como un fragmento Fab o F(ab’)a, que
contiene uno o mis sitios de unién de antigeno que se unen de
manera especifica a un antigeno (inmunorreaccionan con un
antigeno). Los términos “anticuerpos monoclonales” y “composicién
de anticuerpo monoclonal”, seg(n se utilizan en esta solicitud,
se refieren a una poblacién clonal de moléculas de anticuerpo que
contienen solo una especie de un sitio de unién de antigeno capaz
de inmunorreaccionar con un epitope particular de un antigeno,
mientras cue los términos *anticuerpos policlonales” Y
“composicién de anticuerpo policlonal” s8e refieren a una
poblacién de moléculas de anticuerpo que contienen mGltiples
egpecies de sitios de unién de antigeno capaces de interactuar
con un antfgeno particular. La definicién de anticuerpos
monoclonales incluye tanto moléculas clonales derivadas por
tecnologias tradicionales, como moléculas de secuencia definida
derivadas por manipulacién o mutacién de residuos especificos,
por ejemplo, anticuerpos humanizados.
[0085] *Cultivo de lote”: el término “cultivo de lote”,
como se emplea en esta solicitud, se refiere a un método de
cultivo de células, donde todos los componentes que en Gltima
instancia se usarin en el cultivo de las cé&lulas, entre ellos, el
medio (ver definicién de “medio” a continuacién), como asi
también, las células en si mismas, se proveen al comienzo del

proceso de cultivo. Un cultivo de lote habitualmente se detiene
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en algin punto, y se cosechan las células o componentes en el
medio, y en forma opcional, se purifican.
[0090] "Biorreactor®: el término "biorreactor®, conforme
a esta solicitud, se refiere a cualquier recipiente utilizado
para el crecimiento de un cultivo de células de mamiferoa. El
biorreactor puede ser de cualquier tamafio, siempre que sea 1Gtil
para el cultivo de células de mamiferos. En general, el
biorreactor seri de por lo menos 1 litro, y puede ser de 10; 100;
250; 500; 1000; 2500; 5000; BO0O; 10.000; 12.0000 (N. de T.: como
aparece en el original) litros o mis, o de cualquier volumen
comprendido entre estoe valores. Las condiciones internas del
biorreactor, entre ellas, sin limitacién, el pH y la temperatura,
en general se controlan durante el periodo de cultivo. El
biorreactor puede estar hecho de cualquier material adecuado para
mantener cultivos de células de mamiferos suspendidas en medio,
en las condiciones de cultivo de la presente invencién, por
ejemplo, wvidrio, pléstico o metal. El término *®*biorreactor de
produccién”, conforme a esta solicitud, se refiere al biorreactor
final empleado en la produccién del polipéptido o de la proteina
de interés. El volumen del biorreactor de produccién de cultivo
de células de gran escala en general es por lo menos 500 litros,
y puede ser de 1000; 2500; 5000; 8000; 10.000; 12.0000 (N. de T.:
como aparece en el original) litros o mis, o cualgquier volumen
comprendido entre estos valores. El experto en el arte tendré
conocimiento de los biorreactores adecuados para el uso en la
prictica de 1la presente invencién, y podrid seleccionarlos
consecuentemente.
[0091] “Densidad celular": el término *densidad celular”,
conforme a esta solicitud, se refiere a aquel nfimero de células
presentes en un volumen determinado de medio.
[0092] "Viabilidad celular”: el término “viabilidad
celular”, conforme a esta solicitud, se refiere a la capacidad de

las células en cultivo para sobrevivir en un grupo determinado de
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condiciones de cultivo o variaciones experimentales. El término,
geglin se emplea en esta solicitud, también se refiere a aquella
porcién de células que estin vivas en un momento particular, en
relacién con el nGmero total de células, vivas y muertas, en el
cultivo en ese momento.
[0093] *Cultivo®, *cultivo celular” y ™“cultivo de células
de mamifero”: estos té&rminos, conforme a esta solicitud, se
refieren a wuna poblacién de células de mamiferos que esté
suspendida en un medio (ver definicién de “medio” mis adelante),
en condiciones adecuadas para la supervivencia o el crecimiento
de la poblacién de células. Como seri evidente para el experto en
el arte, estos términos, como Be usan en esta solicitud, pueden
referirse a la combinacién que comprende la poblacifn de células
de mamiferos y el medio en el cual se suspende la poblacién.
[0094] "Cultivo de alimentacién de 1lote”: el término
*cultivo de alimentacibén de lote”, conforme a esta solicitud, se
refiere a un método de cultivo de células, donde se proveen
componentes adicionales al cultivo en alglin momento posterior al
comienzo del proceso de cultivo. Los componentes proporcionados
en general comprenden suplementos nutricionalee para las células,
que se han agotado durante el proceso de cultivo. Un cultivo de
alimentacién de lote en general se detiene en alglin momento, y se
cosechan las células o componentes en el medio, y en forma
opcional, se purifican.
[0095] "Fragmento”: el término “fragmento”, conforme a
esta solicitud, Be refiere a polipéptidos, y se define como
cualquier porcién separada de un polipéptido determinado, que es
Gnico, o caracteristico de ese polipéptido. El té&rmino segin se
utiliza en esta solicitud también se refierq a cualquier porcién
separada de un polipéptido determinado, que retiene por lo menos
una fraccién de 1la actividad del polipéptido de 1longitud
completa. Preferentemente, la fraccifn de actividad retenida es

por lo menos 10% de la actividad del polipéptido de longitud
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completa. M&s preferentemente, la fraccifn de actividad retenida
es por lo menos 20%; 30%; 40%; 50%; 60%; 70%; 80% o 90% de la
actividad del polipéptido de longitud completa. Aun més
preferentemente, la fracciémn de actividad retenida es por 1lo
menos 95%, 96%; 97%; 98%; o 99% de la actividad del polipéptido
de longitud completa. Con mayor preferencia, la fracci6n de
actividad retenida es 100% de la actividad del polipéptido de
longitud completa. El término, como ea utilizado como en esta
golicitud, también se refiere a cualquier porcién de un
polipéptido determinado, que incluye por lo menos un elemento de
secuencia establecido hallado en el polipéptido de longitud
completa. Preferentemente, el elemento de secuencia abarca por lo
menos 4-5, mids preferentemente, por lo menos aproximadamente 10;
15; 20; 25; 30; 35; 40; 45; 50; o mis aminodcidos del polipéptido
de longitud completa.

[0096] “Gen”: el término “gen”, conforme a esta
solicitud, se refiere a cualquier secuencia de nuclebtidos, ADN o
ARN, donde por lo menos una porcién codifica un producto final
separado, en general, s8in 1limitacién, un polipéptido, que
funciona en algin aspecto del metabolismo o del desarrollo
celular. El término no tiene la intencién de referirse solo a la
gecuencia codificadora que codifica el polipéptido u otro
producto final separado, sino que también puede abarcar regiones
gque preceden y que siguen a la secuencia codificadora, que
modulan el nivel basal de expresién (ver definicién de “elemento
de control genético”, miAs adelante), como asi también, secuencias
intervinientes (“*intrones”) entre los segmentos de codificacién
individuales (“exones”).

[0097] *Elemento de <control genético”: el término
“elemento de control genético”, como se emplea en esta solicitud,
se refiere a cualquier elemento de secuencia que module la
expreeién de un gen, al cual estid funcionalmente ligado. Los

elementos de control genético pueden funcionar aumentando o
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disminuyendo los niveles de expresién, y pueden ubicarse antes de
la pecuencia codificadora, después de la secuencia codificadora,
o dentro de la secuencia codificadora. Los elementos de control
genético pueden actuar en cualquier etapa de la expresién de
genes, regulando, por ejemplo, la iniciacién, la elongacién o la
terminacién de la transcripcién, el empalme de ARNm, la edicién
de ARNm, la estabilidad de ARNm, la localizacién de ARNm dentro
de la célula, la iniciacién, elongacién o terminacién de la
traduccifn; o cualquier otra etapa de la expresién de genes. Los
elementos de control genético pueden funcionar individualmente o
en combinacién entre si.

[0098] *Hibridoma~” : el té&rmino *hibridoma*”, de
conformidad con esta solicitud, se refiere a una célula creada
por fusién de una célula inmortalizada derivada de una fuente
inmunolégica y una célula productora de anticuerpo. El hibridoma
regultante es una cé€lula inmortalizada que produce anticuerpos.
Las células individuales utilizadas para crear el hibridoma
pueden ser de cualquier fuente de mamifero, por ejemplo, s8in
limitacién, de rata, cerdo, conejo, oveja, cerdo, cabra y seres
humanos. El término ademis abarca lineas de células de trioma,
que resultan cuando la progenie de fusiones de mielomas
heterohibridos, que son el producto de una fusién entre células
humanas y wuna linea de cé&lulas de mieloma de murino,
posteriormente se fusionan con una célula de plasma. Ademis, el
término tiene la intencién de incluir cualquier linea de células
hibridas inmortalizadas que produzca anticuerpos, tales como
cuadromas (ver, por ejemplo, Milstein y col., Nature, 537: 3053
{(1983)).

[0099] "Densidad celular viable integrada”: el término
*densidad celular viable integrada”, conforme a esta solicitud,
se refiere a la densidad promedio de células viables en el
transcurso del cultivo, multiplicada por la cantidad de tiempo

que ha llevado el cultivo. Dando por hecho que la cantidad de
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polipéptido o proteina producidos es proporcional al nfimerc de
células viables presentes en el transcurso del cultivo, la
densidad celular viable integrada es una herramienta €til para
calcular la cantidad de polipéptido o proteina producidos en el
transcurso del cultivo.

[00100] "Medio”, *medio de cultivo celular”®, “medio de
cultivo®”: estos términos, conforme a lo utilizado en esta
solicitud, se refieren a una solucibén que contiene nutrientes que
alimentan las células de mamiferc en crecimiento. En general,
estas scluciones proveen aminofcidos esenciales y no esenciales,
vitaminas, fuentes de energia, lipidos y oligoelementos
necesarios para el minimo crecimiento y supervivencia de 1la
célula. La solucifn ademds puede contener componentes gque mejoran
el crecimiento o la supervivencia a niveles superiores a la tasa
minima, por ejemplo, hormonas y factores de crecimiento. La
Bolucién preferentemente s8e formula a wun pH Yy en una
concentracién salina ©6ptimoa para 1la supervivencia y la
proliferacién celulares. El medic también puede ser un “medio
definido” -un medio libre de suero, que no contiene proteinas,
hidrolizados nli componentes de composicién desconocida. Los
medios definidos estdn libres de componentes derivados de
animales, y todos los componentes tienen una estructura quimica
conocida.

[00101] "Producto de desecho metabflico*: el término “producto
de desecho metab&lico”, conforme a esta solicitud, se refiere a
compuestos producidos por el cultivo celular como resultado de
procescs metab&Slicos normales © anormales, que, en cierta forma,
son nocivos para el cultivo celular, en particular, en relacidn
con la expresién o actividad de una proteina o polipéptido
biotecnolégico deseado. Por ejemplo, los productos de desecho
metabdlico pueden ser nocivos para el crecimiento o la viabilidad
del cultivo celular; pueden disminuir la cantidad de proteina o

polipéptido biotecnolégico producido; pueden alterar el pliegue,
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la estabilidad, la glicosilacién u otra modificacién
postraduccién del polipéptido o proteina expresada, o pueden ser
nocivos para las célulae o para la expresgidn o actividad del
polipéptido o proteina biotecnolégica, en cualquier cantidad de
otras maneras. Ejemplos de productos de desecho metab&élico son
lactato, que es producido como consecuencia del metabolismo de la
glucosa, y amonio, que es8 producido como consecuencia del
metabolismo de glutamato. Un objetivo de la presente invencién es
disminuir 1la produccién de productos de desecho metabblico,
reducir o aun eliminar los productos de desecho metab&lico en
cultivos celulares de mamiferos.
[00102] “Osmolaridad* y “osmolalidad”: “osmolalidad” es una
medida de la presiém osmbtica de particulas de aoluto disueltas
en una solucién acuosa. Las particulas de soluto incluyen tanto
iones como moléculas no ionizadas. lLa osmolalidad se expreea como
la concentracién de particulas osmSticamente activas (esto es,
oemoles) disueltas en 1 kg de solucién (1 mOsm/kg de HzO a 38°C
es equivalente a una presién osmStica de 19 mm Hg).
"Osmolaridad”, en contraste, se refiere al nGmero de particulas
de soluto disueltas en 1 1litro de solucién. Conforme a esta
golicitud, 1la abreviatura "mOsm” significa "miliosmoles/kg de
golucidn” .
[00103] *Cultivo de perfusitn®": el término “cultivo de
perfusién”, conforme a esta solicitud, se refiere a un método de
cultivo de células, donde se proveen al cultivo componentes
adicionales en forma continua o semicontinua, luego del comienzo
del proceso de cultivo. Los componentes proporcionados en general
son suplementos nutricionales para las células, que 8e han
agotado durante el proceso de cultivo. En general, se cosecha una
porcién de lae células o los componentes en el medio, sobre una
base continua o semicontinua, y en forma opcional, se purifican.
[00104] "Polipéptido”: el término “polipéptido”, como Be usa en

esta solicitud, se refiere a una cadena secuencial de aminodcidos
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ligados por medio de enlaces peptidicos. El término se usa para
hacer referencia a una cadena de aminoAcidos de cualquier
longitud, esi bien, una persona experta en el arte entenderi que
el término no se limita a cadenas largas, y puede referirse a una
cadena minima que comprende dos aminodcidos ligados por medio de
un enlace peptidico.

[00105] *Proteina”: el término “proteina”, conforme a esta
golicitud, se refiere a uno o mis polipéptidos que funcionan como
una unidad separada. Si un 8solo polipéptido es la unidad de
funcionamiento separada, y necesita permanente asociacién fisica
con otros polipéptidos a fin de formar la unidad de fusionamiento
separada, los términos “polipéptido” y “proteina® en esta
solicitud se usan de manera indistinta. S$i la unidad funcional
separada esti compuesta de mis de un polipéptido que se asocian
fipicamente entre s8i, el término “proteina”® como Be usa en esta
solicitud se refiere a los mGltiples polipéptidos ffaicamente
acoplados y que funcionan juntos como la unidad separada.

[00106] *Polipéptido expresado biotecnolégicamente” Yy
"polipéptido biotecnolégico”: estos términos se usan en esta
solicitud para hacer referencia a un polipéptido expresado deade
una célula huésped de mamifero que ha sido genéticamente disefiada
para expresar ese polipéptido. El polipéptido biotecnolégicamente
expresado puede ser idéntico o similar a 1los polipéptidos
normalmente expresados en la célula huésped de mamifero. El
polipéptido expresado biotecnolégicamente también puede ser
extrafio a la célula huésped, esto es, heterbdlogo con respecto a
péptidos normalmente expresados en la célula huésped de mamifero.
Alternativamente, el polipéptido expresado biotecnolégicamente
puede sBer quimérico, en términos de que porciones del polipéptido
contienen secuencias de aminodcidos que son idénticas o similares
a polipéptidos expresados normalmente en la célula huéaped de
mamifero, mientras que otras porciones son extrafias a la célula

huésped.
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[00107] “Siembra”: el término “siembra”, como se emplea en esta
solicitud, pe refiere al proceso de proveer un cultivo de células
a un biorreactor u otro recipiente. Las células pueden haber sido
propagadas previamente en otro biorreactor o recipiente. De
manera alternmativa, las células pueden haber sideo congeladas y
descongeladas inmediatamente antes de proveerlas al biorreactor o
recipiente. El término se refiere a cualquier niimero de células,
incluso, a una sola célula,

[00108] *Valoracién”": el término “valoracién”, como se emplea
en la presente solicitud, se refiere a la cantidad total de
proteina o polipé&ptido expresado biotecnolégicamente producido
por un cultivo de células de mamifero, dividido por una cantidad
determinada de volumen de medio. La valoracifn en general Bse
expresa en unidades de miligramos de polipéptido o proteina por

mililitro de medio.

Descripcién detallada de ciertas realizaciones preferidas

[00109] La presente invencién provee sistemas mejorados para la
produccién de protefnas y polipéptidos por cultivo celular. En
particular, la invencién provee sistemas que minimizan la
produccién de uno o mis productos metabblicos nocivos para el
crecimiento y la viabilidad celulares, y para la produccibén o
calidad de la proteina. En una realizacién preferida de la
presente invencifn, el cultivo celular es un cultivo de lote o de
alimentacién de lote. Otras ciertas realizaciones preferidas de
la invencién se analizan en detalle a continuacifn. Sin embargo,
el experto en el arte entenderi que varias modificaciones a estas
realizaciones preferidas se encuentran dentro del alcance de las
reivindicaciones adjuntas. Las reivindicaciones Y sus
equivalentes definen el alcance de la presente invencién, que no
estd limitado por esta desecripcién de ciertas realizaciones
preferidas, ni debe interpretarse limitado de tal forma.

Polipéptidos
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[00110] De acuerdo con la presente invencién, se puede prducir
cualquier polipéptido que sea expresable en una célula huésped.
El polipéptido se puede expresar desde un gen endSgeno a la
célula huésped, o desde un gen introducido en la célula huésped a
través de ingenieria genética. El polipéptido puede ser uno
natural, o alternativamente, puede tener una secuencia disefiada o
seleccionada por la mano del hombre. Un polipéptido diseflado se
puede ensamblar a partir de otros segmentos de polipéptidos que
aparecen en forma individual en la naturaleza, o puede incluir
uno o més segmentos no naturales.
[00111] Los polipéptidos que pueden expresarse convenientemente
de acuerdo con la presente invencién a menudo se Beleccionaréin
gsobre la base de una actividad biolSgica o quimica de interés.
Por ejemplo, la presente invencién se puede emplear a fin de
expresar cualquier enzima, receptor, anticuerpo, hormona, factor
de regulacién, antigeno, agente de unién, etc., de importancia
farmacéutica o comercial.
Anticuerpos
[00112] Dada la gran cantidad de anticuerpos utilizados en la
actualidad, o en investigacién, como agentes farmacéuticos u
otros agentes comerciales, la produccién de anticuerpos es de
particular interés de acuerdo con la presente invencién. Los
anticuerpos son proteinas que tienen la capacidad para unirse de
manera especifica a un antigeno particular. De conformidad con la
presente invencifn, se puede emplear cualquier anticuerpo que
pueda ser expresado en una célula huésped. En una realizacién
preferida, el anticuerpo por expresar es un anticuerpo
monoclonal.
[00113] En otra realizacién preferida, el anticuerpo monoclonal
es un anticuerpo quimérico. Un anticuerpoc quimérico contiene
fragmentos de aminodcidos derivados de mi&s de un organismo. Las
moléculas de anticuerpo quimérico pueden incluir, por ejemplo, un

dominio de unién de antigeno de un anticuerpo de ratén, rata u
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otra especie, con regiones constantes humanas. Se han descripto
una variedad de enfoques para la elaboracién de anticuerpos
quiméricos. Ver, por ejemplo, Morrison y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. U. §. A., 81, 6851 (1985); Takeda y col., Nature, 314; 452
(1985); Cabilly y col., Patente de los Estados Unidos Nro. 4 816
567; Boas y <col., Patente de 1los Estados Unidoe Nro.
4 816 397; Tanmaguchi y col., PublicaciSn de Patente Europea
EP171496; Publicacién de Patente Europea 0173494, Patente del
Reino Unido GB 2177096B.
[(00114] En otra realizacién preferida, el anticuerpoc monoclonal
es un anticuerpo humano derivado, por ejempleo, a través del uso
de bibliotecas de exhibicién de fagos o© de exhibicién de
ribosomas (ver, por ejemplo, Winter y col., Patente de los
Estados Unidos Nro. 6 291 159; y Kawasaki, Patente de los Estados
Unidos Nro. 5 658 754), © el uso de esBpecies xenbSgrafas en las
cuales los genes de anticuerpos naturales son inactivados ¥y
funcionalmente reemplazades con genes de anticuerpos humanos,
mientras que se dejan intactos los otros componentes del sistema
inmunitario natural (ver, por ejemplo, Kucherlapati y col.,
Patente de los Estados Unidos Nro. 6 657 103).
[00115] En otra realizacién preferida, el anticuerpo monoclonal
es un anticuerpo humanizado. Un anticuerpo humanizade es un
anticuerpo quimérico donde la gran mayorfia de loe residuos de
aminoicidos son derivados de anticuerpos humanos, para de ese
modo minimizar cualquier reaccién inmunitaria potencial cuando se
administran a un sujeto humano. En los anticuerpos humanizados,
los residuos de aminoc&cidos en las regiones de determinaci6n de
complementaridad son reemplazados, por lo menos en parte, por
residuos de una especie no humana que confiere una afinidad o
especificidad de antigeno deseada. Dichas moléculas de
inmunoglcbulina alteradas pueden elaborarse mediante cualquiera
de varias técnicas conocidas en el arte (por ejemplo, Teng ¥y

col., Proc. Natl. Acad. Sci. U. 8. A., B0, 7308-7312 (1983);
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Kozbor y col., Immunology Today, 4, 7279 (1983); Olsson y col.,
Meth. Enzymol., 92, 3-16 (1982)), y preferentemente se elaboran
de acuerdo con las ensefianzas de la Publicacién PCT WO 92/06193,
o EP 0239400, incorporadas a la presente solicitud a modo de
referencia). Los anticuerpos humanizados pueden ser producidos
comercialmente, por ejemplo, por Scotgen Limited, 2 Holly Road,
Twickenham, Middlesex, Gran Bretafia. Para mds referencias, ver
Jones y col., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann y col.,
Nature, 332: 323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol.,
2: 593-596 (1992), incorporadas a la presente solicitud a modo de
referencia.
[00116] En otra realizacién preferida, los anticuerpos
monoclonales, quiméricos o humanizados descriptos con
anterioridad pueden contener residuos de aminodcidos que no
aparecen naturalmente en ningGn anticuerpo en ninguna especie de
la naturaleza. Estos residuos extrafioe se pueden utilizar, por
ejemplo, para conferir especificidad, afinidad o funcién efectora
nuevas o modificadas, al anticuerpo monoclonal, quimérico o
humanizado. En otra realizacién preferida, los anticuerpos que se
describen con anterioridad pueden ser conjugados con farmacos
para farmacoterapia sistémica, por ejemplo, con toxinase, férmacos
citotéxicos de bajo peso molecular, modificadores de la respuesta
biolSgica y radionficlidos (por ejemplo, ver Kunz y col.,
Calicheamicin derivative-carrier conjugates, US 20040082764 Al).
[00117] En una realizacién, el anticuerpo ee un anticuerpo gue
se une de manera especifica al fragmento AP de la proteina
precursora amiloide, o a otros componentes de una placa amiloide,
y es Gtil para combatir la acumulacién de placas amiloides en el
cerebro, hecho que caracteriza a la enfermedad de Alzheimer (ver,
por ejemplo, Solicitud Provisional de los Estados Unidos
60/636.684).
[00118] En otra realizacién, los anticuerpos de la presente

invencién se dirigen contra antigenos de superficie celular
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expresados en cé&lulas o tejidos blanco en trastornos
proliferativos, tales como céncer. En una realizacién, el
anticuerpo es un anticuerpo anti-lLewis Y IgGl. lLewis Y es un
antigeno de carbohidrato con la estructura Fucgl =2 2Galpl >
4 {Fucgl - 3]GlcNacpl > 3R (Abe y col., (1983), J. Biol. Chem.,
258, 11793-11797). El1 antigeno Lewis Y es expresado en la
superficie del 60% a 90% de los tumores epiteliales humanos
{entre ellos, los de mama, colon, pulmén y préstata), por lo
menos 40% de los cuales sobreexpresan este antigeno, y tiene
expresién limitada en tejidos normales.
[00119] A fin de apuntar Ley y apuntar a un tumor de manera
eficaz, B8e necesita de manera ideal wun anticuerpo con
egpecificidad exclusiva para el antigeno. Por 1lo tanto,
preferentemente, los anticuerpos anti-Lewis Y de la presente
invencidén no reaccionan en forma cruzada con las estructuras de
tipo I (esto es, la serie lacto de grupos sanguineos (lea y
Leb)), y preferentemente, no se unen a otros epitopes tipo 2
(esto es, estructura neolacto), como estructuras Lex y H-tipo 2.
Un ejemplo de un anticuerpo anti-Lewis Y preferido se designa
huisl93 (ver Patentes de los Estados Unidos Nros. 6 310 1B5; 6
518 415;
5 874 060; incorporadas a la presente solicitud en su totalidad).
El anticuerpo humanizado hu3sSl193 (Attia, M. A. y col., 1787-1800)
se generS por injerto de CDF de 3S193, que es un anticuerpo
monoclonal de murino producido contra célula de adenocarcinoma
con esgpecificidad excepcional para Ley (Kitamura, K., 12957-
12961). Hu3S193 no solo retiene la especificidad de 35193 para
Ley, 8ino que, ademfis, ha ganado en la capacidad para mediar la
citotoxicidad dependiente de complemento {(de aqui en adelante
referida como CDC) y la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (de aqui en adelante referida como ADCC) (Attia, M. A.
y col., 1787-1800). Este anticuerpo apunta xenoinjertos que

expresan Ley en ratones lampifios, como lo demuestran los estudios
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de biodistribucién con hu3Sl193 marcado con 125I, 11lIn o 18F,
como asi también, otras radiomarcas que requieren un agente
quelante, tal como 111In, 99mTc o 90Y (Clark y col., 4804-4811).
[00120] En otra realizacién, el anticuerpo es uno de 1los
anticuerpos anti-GDF-8 humanos denominados Myo29, Myo28 y Myo22,
y anticuerpos y fragmentos de unién de antigeno derivados de
ellos. Estos anticuerpos pueden unirse a GDF-8 maduro con alta
afinidad, inhibir la actividad de GDF-8 in vitro e in vivo, como
se demuestra, por ejemplo, por la inhibicién de uniém de ActRIIB
y ensayos de genes reporteros, y pueden inhibir la actividad de
GDF-8 asociada con la regqulacién negativa de la masa de mGsculo
esquelético y la densidad 6sea. Ver, por ejemplo, Veldman y col.,
Solicitud de Patente de los Estados Unidos Nro. 2004 0142382.
Receptores
[00121] Otra clase de polipéptidos que han demostrado ser
eficaces como agentes farmacéuticos o© comerciales incluye
receptores. Los receptores en general son glucoprotefnas de
transmembrana que funcionan reconociendo un ligando de
geflalizacién extracelular. Habitualmente, los receptores tienen
un dominio de quinasa de proteina, ademfs del dominio de
reconocimiento de ligando, que inicia una via de seflalizacibn
mediante la fosforilacién de moléculas intracelulares blanco al
unirse al ligando, lo que conduce a cambios metabSlicos o de
desarrollo dentro de la célula. En una realizacibén, 1los
receptores de interés son modificados de manera de eliminar el
dominio de transmembrana o intracelular; en su lugar, puede
adjuntarse opcionalmente wun dominio Ig. En una realizacién
preferida, los receptores por producir de acuerdo con la presente
invencién son tirosina quinasas de receptores (RTK, por sus
siglas en inglés). La familia de RTK incluye receptores cﬁciales
para una variedad de funciones en numerosos tipos celulares (ver,
por ejemplo, Yarden y Ullrich, Ann. Rev. Biochem., 57: 433-478,

1988; Ullrich vy Schlessinger, Cell, 6l: 243-254, 1990,
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incorporadas a la presente solicitud como referencia). Ejemplos
no limitativos de RTK comprenden miembros de la familia de
receptores de factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, por sus
siglas en inglés), miembros de la familia de receptores de factor
de crecimiento epidérmico (EGF, por sus siglas en inglés),
receptor de factor de crecimiento derivado de plaqueta (PDGF, por
sus pBiglas en inglés), tirosina quinasa con dominios-1 de
homologia de EGF e inmunoglobulina (TIE-1, por sus siglas en
inglés), y receptores TIE-2 (Sato y col., Nature, 376 (6535): 70-
74 (1995), incorporada a la presente solicitud a modo de
referencia) y receptor c-Met; se ha sugerido que algunos de estos
promueven la angiogenia, directa o indirectamente (Mustonen y
Alitalo, J. Cell Biol., 129: 895-898, 1995). Otros ejemplos, sin
limitacién, de RTK incluyen quinasa 1 de higado fetal (FLK-1, por
sus siglas en inglés; a veces denominada receptor que contiene
dominio de insercién de quinasa (KDR, por sus siglas en inglés)
(Terman y col., Oncogene, 6: 1677-83, 1991) o receptor 2 de
factor de crecimiento celular endotelial vascular (VEGFR-2, por
sus siglas en inglés)), tirosina quinasa-1 de tipo fms (Flt-1)
(Devries y col., Science, 255; 989-991; 1992; Shibuya y col.,
Oncogene, 5: 519-524, 1990), a veces referida como receptor 1 de
factor de crecimiento celular endotelial vascular (VEGFR-1, por
sus siglas en inglés), neuropilina-1, endoglina, endosialina y
Axl. Los expertos en el arte tendrén conocimiento de otros
receptores que pueden ser expresados preferentemente de acuerdo
con la presente invencién.

[00122] En una realizacién particularmente preferida, conforme
a la presente invencién se expresan inhibidores de factor de
necrosis tumoral, en forma de receptores alfa y beta de factor de
necrosis tumoral (TNFR-1; EP 417 563, publicada el 20 de marzo de
1991; y TNFR-2, EP 417 014, publicada el 20 de marzo de 1991)
(para resefia, ver Naismith y Sprang, J. Inflamm., 47 (1-2): 1-7

(1995-96), incorporada a la presente solicitud como referencia).
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Conforme a una realizacién, el inhibidor de factor de necrosis
tumoral comprende un receptor de TNF soluble, y preferentemente,
un TNFR-Ig. En una realizacidén, los inhibidores de TNF preferidos
de la presente invencién son formas solubles de TNFRI y NTFRII,
como asi también, proteinas de unién de TNF solubles; en otra
realizacién, la fusiSn TNFR-Ig es un TNFR:Fc, un término que,
utilizado en la presente solicitud, se refiere a “etanercept”,
que es un dimero de dos moléculas de la porcidén extracelular del
receptor p75 TNF-.alfa, donde cada molécula consiste en una
porcién Fc de 235 aminoécidos de IgG.sub.l humano.
Factores de crecimiento y otras moléculas de seflalizacién
[00123] Otra clase de polipéptidos que han demostrado ser
eficaces como agentes farmacéuticos y comerciales incluye
factores de crecimiento y otras moléculas de sefializacién. Los
factores de <crecimiento habitualmente son glucoproteinas
secretadas por células, gque se unen a receptores en otras células
y loa activan, para iniciar un cambio metabSlico o de desarrollo
en la célula receptora. En una realizacién, la proteina de
interés es un polipéptido de fusiém ActRIIB, que comprende el
dominio extracelular del receptor ActRIIB y la porcién Fc de un
anticuerpo (ver, por ejemplo, Wolfman y col., ActRIIB fusion
polypeptides and uses therefor, US 2004/0223966 Al). En otra
realizacién, el factor de crecimiento puede ser un propéptido
GDF-8 modificado (ver, por ejemplo, Wolfman y col., Modified and
stabilized GDF propeptides and uses thereof, US 2003/0104406 Al).
Alternativamente, la proteina de interés podria ser una proteina
que contiene dominio de folistatina (ver, por ejemplo, Hill y
col., GASPl1: a follistatin domain containing protein, US
2003/0162714 Al; Hill y col., GASP1: a follistatin domain
containing protein, US 2005/0106154 Al; Hill y col., Follistatin
domain containing proteins, US 2003/0180306 Al).
[00124] Ejemplos, sin limitacién, de factores de crecimiento de

mamiferos y otras moléculas de seflalizacifn comprenden
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citoquinas; factor de crecimiento epidérmico (EGF); factor de
crecimiento derivado de plaqueta (PDGF); factores de crecimiento
de fibroblastos (FGF), tales como aPFGF y DFGF; factores de
crecimiento de transformaciédn (TGF, por sus siglas en inglés),
tales como TGF-alfa y TGF-beta, por ejemplo, TGF-beta 1, TGF-beta
2, TGF-beta 3, TGF-beta 4 o TGF-beta 5; factor de crecimiento de
tipo insulina I y II (IGF-I e IGF-II, por sus siglas en inglés);
des (1-3)-IGF-I (IGF-I cerebral); proteinas de unién de factor de
crecimiento de tipo insulina; proteinas CD tales como CD-3, CD-4,
CD-8 Y CD-19; eritropoyetina; factores osteoinductores;
inmunotoxinas; una proteina morfogenética &sea (BMP, por sus
siglas en inglés); un interferén, tal como interferén alfa, beta
y gamma; factores de estimulacién de colonia (CSF, por sus siglas
en inglés), por ejemplo, M-CSF, GM-CSF y G-CSF; interleuquinas
(TL, por sus siglas en inglés), por ejemplo, IL-1 a IL-10; factor
de necrosis tumoral (TNF, por sus siglas en inglés) alfa y beta;
insulina cadena A; insulina cadena B; proinsulina; hormona
foliculoeatimulante; calcitonina; hormona luteinizante; glucagon;
factores coagulantes tales como factor VIIIC, factor IX, factor
tisular y factor von Willebrands; factores anticoagulantes tales
como Proteina C; factor natriurético auricular; surfactante
pulmonar; un activador de plasminégeno, tal como urogquinasa u
orina humana © activador de plasminSgeno de tipo tisular (t-PA);
bombesina; trombina; factor de crecimiento hemopoyético;
encefalinasa; RANTES (reguladas con la activacién, normalmente
expresadas y secretadas por células T); proteina inflamatoria de
macr6fagos humana (MIP-1-alfa); sustancia inhibitoria de Miller;
relaxina cadena A; relaxina cadena B; prorrelaxina; péptido
asociado con gonadotropina de ratén; factores neurotréficos,
tales como factor neurotréfico derivado de huesos (BDNF, por sus
siglas en inglés), neurotrofina-3;
-4, -5 o -6 (NT-3, NT-4, NT-5 o NT-6), o un factor de crecimiento

nervioso, tal como NGF-beta. El experto en el arte tendri
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conocimiento de otros factores de crecimiento o moléculas de
sefializacidn que puedan expresarse de acuerdo con la presente
invencién.
Receptores acoplados a proteina G
[00125] Otra clase de polipéptidos que han demostrado ser
eficaces como agentes farmacéuticos o comerciales incluye
factores de crecimiento y otras moléculas de sefializacién. Loa
receptores acoplados a protefina G (GPCR, por sus siglas en
inglés) son proteinas que poseen siete dominios de transmembrana.
Con la unién de un ligando a un GPCR, se transduce una sefial
dentro de la célula, que produce un cambio en una propiedad
biolégica o fisiolb6gica de la cé&lula.
[00126] Los GPCR, junto con 1las proteinae G y efectores
(canales y enzimas intracelulares que son modulados por proteinas
G), son componentes de un sistema de seflalizaci6dn modular que
conecta el estado de mensajeros secundarios intracelulares a
entradas extracelulares. Estos genes y productos génicos son
potenciales agentes causantes de enfermedades.
[00127] Se ha demostrado que defectos especificos en el gen de
rodopsina y el gen de receptor de vasopresina V2 causan varias
formas de retinitis pigmentosa autosbébmica recesiva y autoasdmica
dominante, y diabetes insipida nefrogénica. Estos receptores
tienen importancia decisiva tanto para procesos fisiolSgicos del
Bistema nervioso central como periféricos. La superfamilia de
proteinas GPCR ahora contiene mi&s de 250 tipos de paridlogos,
receptores que representan variantes generadas por duplicaciones
génicas (u otroe procesos), como contraposicién a ortélogos, el
mismo receptor de diferentes especies. La superfamilia puede
descomponerse en cinco familias: Familia 1I: receptores
tipificados por rodopsina y el receptor beta2-adrenérgico, y
actualmente representada por mis de 200 miembros de caréicter
Gnico; Familia II: la familia recientemente caracterizada de

receptoree de hormona paratiroidea/calcitonina/secretina; Familia
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III: la familia de receptores de glutamato metabotrépicos en
mamiferos; Familia 1IV: la familia de receptores de cAMP,
importante en la gqumiotaxia y desarrollo de D. discoideum; y
Familia V: los receptores de feromonas de apareamiento flngico,
tales como STE2.
[00128] Los GPCR incluyen receptores para aminae biogénicas,
para mediadores lipidicos de la inflamacién, hormonas peptidicas
vy mediadores de la sefial senaorial. Los GPCR se activan cuando el
receptor see une a s8u ligando extracelular. Los cambios de
conformacién en los GPCR, gque surgen como consecuencia de 1la
interaccién de ligando-receptor, afectan la afinidad de unién de
una proteina G a los dominios intracelulares de GPCR. Esto
permite que GTP se una con realzada afinidad a la proteina G.
[00129] La activacién de la proteina G por GTP conduce a la
interaccifn de la proteina G, subunidad a, con adenilato ciclasa
u otros generadores de moléculas de mensajerc secundario. Esta
interaccién regqula la actividad de adenilato ciclasa, y en
consecuencia, 1la produccién de una molécula de mensajerc
secundario, cAMP. El cAMP regula la fosforilacién y la activacién
de otras proteinas intracelulares. Alternativamente, los niveles
celulares de otras moléculas de mensajerc secundario, tales como
cGMP o eicoeinoides, pueden ser regulados de manera ascendente o
de manera descendente por la actividad de los GPCR. La proteina
G, subunidad a, es desactivada por la hidrélisis del GTP por
GTPasa, y las subunidades a, B y Yy se reasocian. La proteina G
heterotrimérica entonces se disocia de la adenilato ciclasa u
otro generador de molécula de mensajero secundario. La actividad
de GPCR también puede ser regulada por la fosforilacién de las
anillas o dominios intra- y extracelulares.
[00130] Los receptores de glutamato forman un grupo de GPCR
importantes en la neurotransmisién. El glutamato es el principal
neurotransmisor en el SNC, y s8e cree que tiene funciones

relevantes en la plasticidad neuronal, en 1la cognicién, la
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memoria, el aprendizaje y en algunos trastornos neurolégicos
tales como epilepsia, accidente cerebrovascular Y
neurodegeneracién (Watson, 8. y S. Arkinstall (1994), The G-
Protein Linked Receptor Facts Book, Academic Press, San Diego CA.
pp. 130-132). Estos efectos del glutamato son mediados por dos
clases distintas de receptores, denominados ionotrépicos vy
metabotrfpicos. Los receptores ionotrSpicos contienen un canal
catidnico intrinseco, y median acciones de excitacién rapidas de
glutamato. Los receptores metabotrépicos son moduladores, y
aumentan la capacidad de excitacién de membrana de las neurcnas,
inhibiendo las conductancias de potasio dependientes del calcio,
e inhibiendo y potenciando la transmisifn de excitacién de
receptores ionotrépicos. Los receptores metabotrépicos se
clasifican en cinco subtipos sobre la base de la farmacologia
agonista y las vias de transduccién de sefial, y se distribuyen
ampliamente en los tejidos cerebrales.

[00131] La familia de polipéptidos intestinales vasoactivos
(VIP, por sue siglas en inglés) es un grupo de polipéptidos
relacionadoe cuyas acciones también son mediadas por GPCR. Los
miembroe claves de esta familia son VIP en si, secretina y factor
de liberacién de hormona de crecimiento (GRF, por sus siglas en
inglés). VIP tiene un amplio perfil de acciones fisiolégicas,
entre ellas, la relajacién de misculos lisos, la estimulacién o
inhibicién de la secrecién en varios tejidos, la modulacibén de
variap actividades celulares inmunitarias, y diversas actividades
de excitacién e inhibicién en el SNC. La secretina estimula la
secrecién de enzimas e iones en el péncreas y el intestino, y
también se presenta en pequefias cantidades en el cerebro. GRF es
un importante agente neuroendocrino que regula la sintesis y la
liberacién de hormona de crecimiento desde la adenohip6fisis
(Watson, S. y S. Arkinstall, supra, pp. 278-283).

[00132] Después de la unién de ligando al GPCR, se transmite un

cambio de conformacién a la proteina G, lo que hace que 1la
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subunidad o intercambie una molécula GDP unida por una lécula
GTP, y se disocie de las subunidades Py. La forma de la subunidad
a unida a GTP habitualmente funciona como una porcién moduladora
efectora, lo que conduce a 1la produccién de mensajeros
secundarios, tales como AMP ciclico (por ejemplo, por activacién
de adenilato ciclasa), diacilglicercl o inositol fosfatos. En el
hombre se conocen mids de 20 tipos diferentes de subunidades a,
que se asocian con un grupo menor de subunidades P y y. Ejemplos
de proteinas G de mamiferos incluyen Gi, Go, Gq, Gs y Gt. Las
proteinap G se describen exhaustivamente en Lodish H. y col.,
Molecular Cell Biology (Scientific American Booke Inc., New York,
N. Y., 1995), cuyos contenidos se incorporan a la presente
solicitud a modo de referencia.
[00133] Los GPCR constituyen un importante blanco para la
accién y el desarrollo de farmacos. De hecho, los receptores han
conducido a mis de la mitad de los f&rmacos actualmente conocidos
{Drews, Nature Biotechnology, 1996, 14: 1516), y 1los GPCR
representan el blanco mis importante para la intervencién
terapéutica, donde el 30% de los f&rmacos clinicamente prescritos
o bien antagonizan o agonizan un GPCR (Milligan, G. y Rees, 8.
(1999), TIPS, 20: 118-124). Esto demuestra que estos receptores
poseen antecedentes establecidos y probados como agentes
terapéuticos.
[00134] En general, aquellos que pongan en pridctica la presente
invencién seleccionardn su polipéptido de interés, y sabrén su
secuencia de aminofcidos precisa. Las técnicaes de la presente
invencién se han aplicado con éxito a la produccién de diverscs
polipéptidos, entre ellos, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal
humano dirigido al £factor 8 de diferenciacién y crecimiento
(Ejemplos 1; 3; 4; 7-14); anticuerpo anti-Lewis Y humanizado
(Ejemplos 5 y 6); anti-ABeta (Ejemplo 15); y una proteina de
fusién Fc dimera de receptor de factor de necrosis tumoral

(Ejemplo 16), lo que indica que la presente invencién seri Gtil
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para la expresién de una variedad de diferentes polipéptidos y
proteinas. Cualquier proteina determinada que deba expresarse de
acuerdo con la presente invencién tendra sus propias
caracteristicas idiosincrésicas, puede afectar la densidad o la
viabilidad celular de las células cultivadas, y puede expresarse
en niveles inferiores en comparacién con otro polipéptido o
proteina cultivado en condiciones de cultive idénticas. E1l
experto en el arte podra modificar apropiadamente las etapas y
composiciones de la presente invenciSn a fin de optimizar el
crecimiento celular o produccién de cualquier protefna o
polipéptido expresado determinado,

Elementos de control genético

[00135] Como serid evidente para los expertos en el arte, los
elementos de control genético pueden emplearse con la finalidad
de regular la expresién génica del polipéptido o proteina. Dichos
elementos de control genético deben seleccionarse de manera de
Ber activos en la célula huésped pertinente. Los elementos de
control pueden ser constitutivamente activos, o pueden Bser
inducibles en circunstancias definidas. Los elementos de control
inducibles s8son particularmente (tiles cuando 1la proteina
expresada es téxica, o de lo contrario, cuando posee efectos
nocivos para el crecimiento o la wviabilidad celular. En dichos
casoas, la regqulacién de la expresién del polipéptido o 1la
proteina mediante elementos de control inducibles puede mejorar
la viabilidad celular, la densidad celular o el rendimiento total
de la proteina o polipéptide expresado. Se conocen en el arte una
gran cantidad de elementos de control (Gtiles en la prictica de la
presente invencién, que pueden obtenerse.

[00136] Los promotores de mamiferos constitutivos
representativos que pueden emplearse de acuerdo con la presente
invencién incluyen, sin limitacifn, el promotor de hipoxantina
fosforribosil transferasa (HPTR, por sus siglas en inglés}, el

promotor de adenosina desaminasa, el promotor de piruvato
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quinasa, el promotor de beta-actina, como asi también otros
promotores constitutivos conocidos por los expertos en el arte.
Adicionalmente, los promotores virales que han demostrado
conducir la expresién constitutiva de secuencias de codificacién
en células eucariotas incluyen, por ejemplo, promotores de virus
de simio, promotores de virus de herpes simple, promotores de
virus de papiloma, promotores de adenovirus, promotores del virus
de inmunodeficiencia humana (HIV), promotores de virus de sarcoma
Rous, promotores de citomegalovirus (CMV), 1las repeticiones
terminales largas (LTR, por sBus sgiglas en inglés) del virus de
leucemia de murino Moloney y otros retrovirus, el promotor de
timidina quinasa del wvirus de herpes esimple, comc asi también,
otros promotores virales conocidos por los expertos en el arte.
[00137] Los promotores inducibles conducen la expresién de
secuencias codificadoras funcionalmente ligadas en presencia de
un agente inductor, y también pe pueden usar de acuerdo con la
presente invencién. Por ejemplo, en células de mamiferos, el
promotor de metalotioneina induce la transcripcién de secuencias
codificadoras corriente descendente en presencia de ciertos iones
met&licos. Otros promotores inducibles serén reconocidoa o
conocidos por los expertos en el arte.

[(00138] En general, la secuencia de expresién génica también
incluir&8 secuencias no transcripcién 5’ y no traduccién 5’
comprometidas en la iniciacién de la transcripciém y traduccién,
respectivamente, tales como caja TATA, secuencia de cubierta,
secuencia CAAT y similares. En forma opcional, se pueden emplear
elementos mejoradores a fin de aumentar los niveles de expresién
de los polipéptidos o proteinas por expresar. Ejemplos de
elementos mejoradores que han demostrado funcionar en células de
mamiferos abarcan el mejorador del gen anterior de SV40, como ee
describe en Dijkema y col., EMBO J. (1985), 4: 761, y el
mejorador/promotor derivado de la repeticién terminal larga (LTR)

del virus de sarcoma Roue (RSV), como se describe en Gorman y
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col., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S§. A. (1982b), 79: 6777 y el
citomegalovirus humano, como se desecribe en Boshart y col., Cell
(1985), 41: 521.

[00139] Los s8sistemas para ligar elementos de control a
secuencias codificadoras son bien conocidos en el arte (en
Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY, 1989, incorporado a la presente solicitud a
modo de referencia, se describen técnicas de ADN biotecnol&gicas
y biolbgicas moleculares generales). Los vectores comerciales
adecuados para la insercién de secuencia codificadora preferida
para expresién en varias células de mamiferos, en una variedad de
condiciones de crecimiento e induccién, son bien conocidas en el
arte. |

Introduccién de secuencias codificadoras y elementos de control

relacionados, en células huéspedes

[00140] Los métodos adecuados para la introduccién de &cidos
nucleicos en células huéspedes de mamiferos, suficientes para
lograr la expresién de los polipéptidos o proteinas de interés,
son bien conocidos en el arte. Ver, por ejemplo, Gething y col.,
Nature, 293: 620-625 (198l1); Mantei y col., Nature, 281: 40-46
(1979); Levinson y col., EP 117 060; y EP 117 058, todos
incorporados a la presente Bolicitud como referencia.

[00141] Para cé&lulas de mamiferos, los métodos preferidos de
transformacién comprenden el método de precipitacién de fosfato
de calcio de Graham y van der Erb, Virology, 52: 456-457 (1978),
o el Lipofectamine™ (Gibco BRL) Method of Hawley-Nelson, Focus,
15:73 (1193). Los aspectos generales de las transformaciones de
sistemas huéspedes de cé&lulas de mamiferos han sido descriptos
por Axel, en la Patente de los Estados Unidos Nro. 4 399 216,
publicada el 16 de agosto de 1983. Para varias técnicas de
transformacién de células de mamiferos, ver Keown y col., Methods

in Enzymology (1989), Keown y col., Methods in Enzymology, 185:
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527-537 (1990) y Mansour y col., Nature, 336: 348-352 (1988).

Ejemplos representativos, sin limitacién, de vectores adecuados
para la expresitn de polipéptidos o proteinas en células de
mamiferos comprenden pCDNAl; pCD, ver Okayama y col. (1985), Mol.
Cell Biol., 5: 1136-1142; pMClneo Poly-A, ver Thomas y col.,
{(1987), Cell, 51: 503-512; y un vector de baculovirus, tal como
pPAC 373, o pAC 610.

[00142] En realizaciones preferidas, el polipéptido o 1la
proteina es transfectada de manera estable en la célula huéaped.
Sin embargo, el experto en el arte reconoceri que la presente
invencién se puede usar con células de mamiferos transfectadas de
manera estable o transiente.

Células

[00143] De conformidad con la presente invencifn, se puede usar
cualquier tipo celular o célula de mamifero suasceptible de
cultivo celular y de expresién de polipéptidos. Ejemplos, sin
limitacién, de células de mamiferos que pueden emplearse de
acuerdo con la presente invencién comprenden la linea de mieloma
de ratén BALB/c (NSO/I, ECACC Nro. 85110503); retinoblastos
humanos (PER.C6 (CruCell, Leiden, Paises Bajos)); la linea CV1 de
rifién de ratdén transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); la
linea de rifiSn embrionario humano (células 293, o 293 subclonadaa
para crecimiento en cultivo de suspensién, Graham y col., J. Gen
Virol., 36: 59 (1977)); células de rifién de himster cria (BHK,
ATCC CCL 10); células de ovario de h&mster chino +/- DHFR (CHO,
Urlaub y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. U. 8. A., 77: 4216
(1980)); células de Sertoli de ratédn (TM4, Mather, Biol. Reprod.,
23: 243-251 (1980)); células renales de mono (CV1 ATCC CCL 70);
células renales de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1 587);
células de carcinoma cervical humano (HeLa, ATCC CCL 2); células
renales caninas (MDCK, ATCC CCL 34); células hepéticas de bififalo
rata (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células pulmonares humanas (W138,

ATCC CCL 75); células hepaticas humanas (Hep G2, HB 8065); tumor
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mamario de ratén (MMT 060562, ATCC CCLS51); células TRI (Mather y
col., Annals N. Y. Acad. Sci., 383: 44-68 (1982)); células MRC 5;
células FS4; y una linea de hepatoma humano (Hep G2). En una
realizacién particularmente preferida, la presente invencién se
usa para el cultivo de lineas celulares CHO y expresién de
polipéptidos y proteinas.
[00144] Adicionalmente, se puede emplear cualquier cantidad de
lineas celulares de hibridoma que puedan obtenerse en el mercado,
o que no estén disponibles en el mercado, gque expresen
polipéptidos o proteinas, de acuerdo con la presente invencién.
El experto en el arte apreciard que las lineas celulares de
hibridoma podrian tener diferentes necesidades nutricionales, o
podrfian necesitar distintas condiciones de cultivo para el
crecimiento Sptimo y la expresién de polipéptidos o proteinas, y
podran modificar las condiciones segln lo necesario.
[00145] Como se observa con anterioridad, en muchos casos, las
células se geleccionaridn o se diseflarGn de manera de producir
altos niveles de protefna o polipéptido. A menudo, las células se
diseflan genéticamente para producir altos niveles de proteina,
por ejemplo, mediante la introduccifn de un gen que codifica 1la
proteina o polipéptido de interés, o mediante la introduccién de
elementos de control que regulan la expresién del gen (enddégeno o
introducido) codificador del polipéptido de interés.
[00146] Ciertos polipéptidos pueden tener efectos nocivos sobre
el crecimiento celular, la viabilidad celular © alguna otra
caracteristica de las células, que en Gltima instancia, limitan
la produccién del polipéptido o proteina de interés de alguna
manera. Aun entre una poblacién de células de un tipo particular
diseflado para expresar un polipéptido especifico, existe
variabilidad dentro de la poblacién celular, de manera gque
ciertas células individuales crecerin mejor, o producirin wmés
polipéptido de interés. En ciertas realizaciones preferidas de la

presente invencién, 1la 1linea de células es seleccionada
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empiricamente por el acuel que pone en practica la invencién,
para crecimiento fuerte en las condiciones particulares
seleccionadas para el cultivo de las células. En realizaciones
particularmente preferidas, las células individuales disefladas
para expresar un polipéptido particular se seleccionan para
produccién en gran escala, sobre la base del crecimiento celular,
la densidad celular final, el porcentaje de viabilidad celular,
la valoracién del polipéptido expresado, © cualquier combinacién
de estos factores, o© cualquier otra condicién considerada
importante por aquel que ponga en préctica la invencién.

Fase de cultivo celular

[00147] Loe procedimientos tipicoe para la produccién de un
polipéptido de interés comprenden cultivoe de lote y cultivos de
alimentacién de lote. 108 procesos de cultive de lote
tradicionalmente comprenden la inoculacién de un cultive de
produccién de gran escala, con un cultivo de siembra de una
densidad celular particular; el cultivo o crecimiento de las
células en condiciones que conducen al crecimiento y la
viabilidad celulares; la cosecha del cultivo cuando las células
alcanzan una densidad celular especificada; y la purificacién del
polipéptido expresado. Los procedimientos de <cultivo de
alimentacién de lote comprenden una etapa adicional o etapas
adicionales de suplementacién del cultivo de lote con nutrientes
u otros componentes que se consumen durante el crecimiento de las
células. Un problema persistente y no resuelto que se presenta
con los cultivos de lote y de alimentacién de lote tradicionales
e8 la produccién de productos de desecho metabSlico, que poseen
efectos nocivos sobre el crecimiento y la viabilidad celulares y
sobre la produccién de polipéptidos expresados. Dos productos de
desecho metabdlico que tienen efectos particularmente nocivos son
el lactato y el amoqio, que son producidos como consecuencia del
metabolismo de la glucoea y la glutamina, respectivamente. Ademés

de la produccién enzimAtica de amonioco como consecuencia del
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metabolismo de glutamina, el amonio también se acumula en los
cultivos celulares, como resultado de 1la degradacién no
metabbdlica con el transcursco del tiempo. La presente invencién
proporciona un método mejorado para la produccién de gran escala
de polipéptidos, que minimiza los efectos nocivos del amonio y el
lactato, disminuyendo y aun revertiendo la acumulacién de estos
productos de desecho en lo cultivos celulares. El experto en el
arte reconocerd que la presente invencién se puede emplear en
cualquier sistema en el cual se cultiven células, entre ellos,
gin limitacién, sistemas de lote, de alimentaci6n de lote y de
perfusién. En ciertas realizaciones preferidas de la presente
invencién, las c¢é&lulas se cultivan en sistemas de lote o de
alimentacién de lote.
M dios
[00148] Las formulacionee tradicionales para medios, entre
ellos, los medios que pueden obtenerse en el mercado, tales como
el F10 de Ham (Sigma), Medio Esencial Minimo (MEM, Sigma), RPMI-
1640 (Sigma) y Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM,
Sigma), contienen niveles relativamente altos de glucosa Yy
glutamina, en comparacién con otros aminofcidos. Se creia que
estos componentes eran necesarios en forma abundante, ya que
constituyen las fuentes primarias de energia metabSlica para las
células. Sin embargo, el r&pido consumo de estos nutrientes
conduce a la acumulacién de lactato y amonio, como ya Bse
describié. Adicionalmente, los altos niveles iniciales de glucosa
Yy glutamina y la posterior acumulacién de lactato y amonio
producen alta osmolaridad, una condicién que, por si misma, a
menudo es nociva para el crecimiento celular, la viabilidad
celular y la produccién de polipéptidos.
[00149] La presente invencién proporciona una variedad de
formulaciones de medios que, cuando se emplean de conformidad con
otras etapas de cultivo descriptase en esta solicitud, minimizan y

aun revierten la acumulacién de lactato y amonio. Las



WO2008/026445 PCT/US2005/030437
netss \66

formulaciones de medios de 1la presente invencién que han
demostrado tener efectos beneficiosos sobre el crecimiento y la
viabilidad celulares, o sobre la expresién de polipéptido o
proteina, tienen una o mis de las siguientes caracteristicas: 1)
una cantidad acumulada de aminoicidos por unidad de volumen mayor
que aproximadamente 70 mM; 2) una relaciémn molar de glutamina
acumulada a asparagina acumulada inferior a aproximadamente 2; 3)
una relacién molar de glutamina acumulada a amino8cidos totales
acumulados inferior a_aproximadamente 0,2; 4) una relacién molar
de ion inorgé&nico acumulado a aminofcidos totales acumulados de
entre alrededor de 0,4 y 1; y 5) una cantidad acumulada combinada
de glutamina y asparagina por unidad de vblumen, superior a
aproximadamente 16 mM. El experto en el arte comprenderi que el
término “*acumulado/a”, como se emplea anteriormente, se refiere a
la cantidad total de un componente particular o de componentes
particulares agregados en el transcurso del cultivo celular,
entre elloa, componentes agregados al comienzo del cultivo y
componentes agregados posteriormente. El experto en el arte
entenderd que las formulaciones de medios de 1la presente
invencién abarcan tanto medios definidos como no definidos.
[00150] ©Las formulaciones de medios tradicionales comienzan con
un nivel relativamente bajo de aminodcidos totales, en
comparacién con las formulaciones de wmedios de la presente
invencién. Por ejemplo, el medio de cultivo celular tradicional
conocido como DME-Fl12 (una mezcla 50:50 de medio de Eagle
modificado por Dulbecco y medio F12 de Ham) tiene un contenido de
aminodcidos totales de 7,25 mM, y el medio de cultivo celular
tradicional conocido como RPMI-1640 tiene wun contenido de
aminofcidos totales de 6,44 mM (ver, por ejemplo, H. J. Morton,
In Vitro, 6: 89-108 (1970); R. G. Ham, Proc. Nat. Assoc. Sci.
(UsA), 53: 288-293 (1965); G. E. Moore y col., J. Am. Medical
Assn., 199: 519%-24 (1967), todos incorporados como referencia).

En ciertas realizaciones de 1la presente invencién, la
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concentracién de aminodcidos en el medio de cultivo
preferentemente es superior a alrededor de 70 mM. Aun con mayor
preferencia, las formulaciones de medios de la presente invencién
contienen concentraciones de aminof&cidos superiores a alrededor
de 70 mM en los medios iniciales. Se ha demostrado que cuando las
concentraciones de aminofcidos de 1los medioe iniciales se
encuentran en este rango, la densidad celular y la valoracién
aumentan durante todo el pericdo de crecimiento del cultivo (ver
Ejemplo 13).
[00151] Adicionalmente, en ciertas realizaciones de la presente
invencién, la relacién molar de glutamina a asparagina en el
medio de cultivo es reducida, en comparacién con otros medios
comerciales y no comerciales. Preferentemente, la relacién molar
de glutamina a asparagina en los medios de cultive es inferior a
alrededor de 2.
[00152] Ademis, en ciertas realizaciones de 1la presente
invencién, la relacién molar de glutamina a aminodcidos totales
en el medio de cultivo es reducida, en comparacién con otros
medios comerciales y no comerciales. Preferentemente, la relacién
molar de glutamina a aminodcidos totales en loe medios de cultivo
es8 inferior a alrededor de 0,2.
[060153] Una consecuencia interesante e inesperada de 1la
disminucién de la relacién molar de glutamina a asparagina o a la
concentracién total de aminodcidos en los medios iniciales de
acuerdo con la presente invencién £fue que, ademis de una
disminucién observada en la acumulacién de amonio, se observé
también una disminucién en la acumulacién de lactato. En ciertas
realizaciones, los niveles acumulados de amonio y lactato no solo
son inferiores a los de cultivos de contreol, sino que, de hecho,
en realidad disminuyen luego de una acumulacién inicial (por
ejemplo, ver Ejemploe 3 y 7).
[00154] Boraston (Patente de los Estados Unidos Nro. 5 871 999)

ha descripto un medio de cultivo en el cual la relacifém molar de
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iones inorgénicos totales a aminoficidos totales es entre 1 y 10.
Boraston demostrd que proporcionando un medio de cultivo en el
cual la relacién molar de ionee inorgfnicos totales a aminodcidos
totales se encuentre en este rango, la agregaciém de células CHO
en el medio disminuye. En otra realizacién preferida de la
presente invencién, la relacién molar de iones inorgé&nicos
totales a aminodcidos totales en el medio de cultivo se reduce
aun mis, a entre aproximadamente 0,4 y 1. Como se muestra en el
Ejemplo 13, la reduccibn de esta relacién de 1,75 a
aproximadamente 0,7 logra un notable aumento en la densidad
celular y en la produccién de polipéptido o proteina expresada
durante todo el periodo de crecimiento del cultivo.

[00155] En otra realizacién preferida de la presente invencidn,
el medio de cultivo contiene una concentracién de glutamina vy
asparagina combinadas de entre aproximadamente 16 y 36 mM. Como
se muestra en el Ejemplo 14, Tabla 22, los medios que contienen
una concentracién total combinada de glutamina y asparagina
dentro de este rango exhiben mayores valoraciones de polipéptido
expresado que los medios que contienen una concentracién total
combinada de glutamina y asparagina fuera de este rango. El
experto en el arte podri seleccionar la concentracién combinada
exacta de glutamina y asparagina dentro de esta rango, a fin de
optimizar el crecimiento o la viabilidad celulares, y de
maximizar la produccién del polipéptido expresado.

[00156] Ademés, el experto en el arte podr&d reconocer dgue
cualquiera de las condiciones mencionadas se puede emplear en
forma individual o en varias combinaciones entre siI. Utilizando
formulaciones de medios que exhiben una, algunas, o todas de las
caracteristicas anteriores, el experto en el arte podré optimizar
el crecimiento o la wviabilidad celular, y maximizar la produccién
del polipéptido expresado.

[00157] Cualquiera de estas formulaciones de medios descriptas

en la presente invenciémn puede suplementarse en forma opcional,
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segin lo necesario, con hormonas y otros factores de crecimiento,
iones particulares (taleas como sodio, cloruro, calcio, magnesio y
fosfato), regquladores, vitaminas, nucleésidos o nucleétidos,
oligoelementos (compuestos inorg&nicos habitualmente presentes en
concentraciones finales wmwuy bajas), aminodcidos, lipidos,
hidrolizados proteicos o glucosa u otra fuente de energia. En
ciertas realizaciones de 1la preeente invencibén, puede pger
beneficioso suplementar los medios con inductores quimicos, tales
como hexametilen-bis(acetamida) (™HMBA®") y butirato de sodio
(*NaB”). Estos suplementos opcionales se pueden agregar al
comienzo del cultivo, o se pueden agregar en un punto posterior,
a fin de reponer nutrientes agotados, o por alguna otra razén. El
experto en el arte tendrid conocimiento de cualquier. suplemento
deseable © necesario que pueda incluirse en las formulaciones de
medios descriptas.
Provisién de un cultivo celular de mamifero
[00158] En el arte, se conocen diversos métodos de preparacién
de células de mamiferos para la produccién de proteinas o
polipéptidos por cultivo de lote y de alimentacién de lote. Como
se describi6 con anterioridad, se puede introducir un &cido
nucleico suficiente para lograr la expresién (habitualmente, un
vector que contiene el gen codificador del polipéptido o de 1la
proteina de interés y cualquier elemento de contrel genético
funcionalmente ligado), en la 1linea de células huéspedes, por
medio de cualquier cantidad de técnicas bien conocidas. En
general, las células se someten a una identificacifén eistemdtica
a fin de establecer las células huéspedes que han realmente
absorbido el vector y expresan el polipéptido o la proteina de
interés. Los métodos tradicionales para la deteccién de un
polipéptido o proteina particular de interés, expresados por
células de mamiferos, abarcan, gin limitacién,
inmunohistoquimica, inmunoprecipitacién, citometria de £flujo,

microscopia de inmunofluoresecencia, SDS-PAGE, Western blots,
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ensayo inmunosorbente ligado a enzima (ELISA), técnicas de
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), ensayos de
actividad biol6gica y cromatografia de afinidad. El experto en el
arte tendrid conocimiento de otras técnicas apropiadas para la
deteccién de proteinas o polipéptidos expresados. En el caso de
que miltiples células huéspedes expresen el polipéptido o 1la
proteina de interés, se pueden emplear algunas o todas las
técnicas citadas a fin de establecer las células que expresan
dicho polipéptido o proteina en los niveles mis altos.
[00159] Una vez identificada una célula que expresa el
polipéptido o la proteina de interés, la célula se propaga en
cultivo, mediante cualquiera de una variedad de métodos bien
conocidos por el experto en el arte. La célula que expresa el
polipéptido o la proteina de interés habitualmente se propaga
cultivindola a una temperatura y en un medio que conducen a la
supervivencia, al crecimiento y la viabilidad de la célula. El
volumen de cultivo inicial puede ser de cualquier tamafio, aunque
a menudo es inferior al volumen del cultivo del biorreactor de
produccién utilizado en la produccién final del pelipéptido o la
proteina de interée, y con frecuencia, las células se pasan
varias veces en biorreactores de volumen en aumento, antes de la
siembra del biorreactor de produccién. El cultivo celular puede
agitarse o sacudirse a fin de aumentar la oxigenacitn del medio y
la dispersién de nutrientes en laas células. Alternativa o
adicionalmente, pueden emplearse aparatos especiales de riego
bien conocidos en el arte, con la finalidad de aumentar vy
controlar la oxigenacién del cultivo. De acuerdo con la presente
invencién, el experto en el arte entenderd que puede ser
beneficioso controlar o regular ciertas condiciones internas del
biorreactor, entre ellas, sin limitacién, el pH, la temperatura,
la oxigenacién, etc.
[00160] La densidad celular inicial en el biorreactor de

produccién puede ser seleccionada por el experto en el arte.
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Conforme a la presente invencién, la deneidad celular inicial en
el biorreactor de producci6tn puede ser tan baja como una sola
célula por volumen de cultivo. En realizaciones preferidas de la
presente invencién, las densidades celulares iniciales en el
biorreactor de produccién pueden variar desde aproximadamente 2 x
10? células viables por ml, hasta aproximadamente 2 x 10%; 2 x
10%; 2 x 10%; 2 x 105; 5 x 10%; o 10 x 10° células viables por ml,
Yy pueden ser aun mayores.
[00161] Los cultivos celulares iniciales e intermedios pueden
deesarrollarse hasta cualquier densidad deseada, antes de sembrar
el siguiente biorreactor de producci6n intermedia o £final. Se
prefiere que la mayoria de las células permanezcan vivas antes de
la siembra, si bien no es necesaria la viabilidad total o casi
total. En una realizacién de la presente invencién, las células
se pueden extraer del sobrenadante, por ejemplo, mediante
centrifugacién ultra-rfpida. Ademis puede ser conveniente lavar
las células extraldas con un medio antes de la siembra del
siguiente biorreactor, a fin de eliminar cualquier producto de
desecho metab&lico o componentes del medio indeseados. El medio
puede ser aquel en el cual las células crecieron previamente, o
puede ser un medio diferente, o una soclucién de lavado
seleccionada por aquel que pone en practica la presente
invencién.
[00162] Las células luego pueden diluirse hasta una densidad
apropiada para la siembra del biorreactor de produccién. En una
realizacién preferida de la presente invencién, las células se
diluyen en el mismo medio que se utilizar&d en el biorreactor de
produccidn. Alternativamente, las células se pueden diluir en
otro medio o en otra solucién, conforme a las necesidades y los
deseocs de los que pongan en préctica la presente invencién, o a
fin de adaptar necesidades particulares de las células en si, por

ejemplo, en el caso de que las células deban almacenarse durante
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un perfiodo corto antes de 1la siembra del biorreactor de
produccién.
Fagse de crecimiento inicial
[00163] Una vez que se ha sembrado el biorreactor de produccién
como se ha descripto, el cultivo celular se mantiene en la fase
de crecimiento inicial, en condiciones gque conducen a 1la
supervivencia, al crecimiento y a la viabilidad del cultivo
celular. Las condiciones precisas variaran segin el tipo celular,
el organismo del cual deriva la célula, y la naturaleza y el
carécter de la proteina o del polipéptido expresado.
[00164] De conformidad con la presente invencién, el
biorreactor de produccién puede tener cualquier volumen apropiado
para la produccién de gran escala de polipéptidos o proteinas. En
una realizacién preferida, el volumen del biorreactor de
produccién es por lo menos de 500 litros. En otra realizacién
preferida, el volumen del biorreactor de produccién es 1000;
2500; 5000; 8000; 10.000; 12.000 1litrose o mids, © cualquier
volumen comprendido entre estos valores. El experto en el arte
tendrd conocimiento del biorreactor adecuado para el uso en la
practica de 1la presente invencifn, y podrd seleccionarlo
consecuentemente. El biorreactor de produccién puede estar hecho
de cualquier material que conduzca al crecimiento y a 1la
viabilidad celulares, que no interfiera con la expresién o
estabilidad de la proteina o del polipéptido producidos.
[00165] La temperatura del cultivo celular en 1la fase de
crecimiento inicial se seleccionarf principalmente sobre la base
del rango de temperaturas a las cuales el cultivo celular
permanece viable. Por ejemplo, durante la fase de crecimiento
inicial, las células CHO crecen bien a 37°C. En general, la
mayorfa de las células de mamiferos crecen bien dentro de un
rango de aproximadamente 25°C a 42°C. Preferentemente, 1las
células de mamiferos crecen bien dentro del rango de

aproximadamente 35°C a 40°C. El ‘experto en el arte podra
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seleccionar la temperatura o las temperaturas apropiadas para el
cultivo de las células, segin las necesidades de las células y
las necesidades de produccién de aquel que pone en préctica la
invencién.
{o0166] En una realizacién de la presente invencién, 1la
temperatura de la fase de crecimiento inicial se mantiene a una
sola temperatura constante. En otra realizacién, la temperatura
de la fase de crecimiento inicial se mantiene dentro de un rango
de temperaturas. Por ejemplo, la temperatura se puede aumentar o
disminuir de manera constante durante la fase de crecimiento
inicial. Alternativamente, la temperatura se puede aumentar o
disminuir en cantidades discontinuas, en varios momentos durante
la fase de crecimiento inicial. El experto en el arte podra
determinar la conveniencia del uso de una sola temperatura o de
miltiples temperaturas, y B8i la temperatura deberi ajustarse de
manera constante o en cantidades discontinuas.
[00167] Durante la fase de crecimiento inicial, las células
pueden desarrollarse una cantidad de tiempo mayor o menor, segin
las necesidades del que pone en prédctica la invencién y las
necesidades de las cé&lulas en 81. En una realizacién, laa células
gse desarrollan durante un tiempo suficiente para loegrar una
densidad celular viable, que es un porcentaje determinado de la
densidad celular viable méxima que las células alcanzarian
finalmente B8i se las dejara crecer ein interrupcién. Por ejemplo,
las células pueden desarrollarse durante un tiempo suficiente
para lograr una densidad celular viable deseada de 1; 5; 10; 15;
20; 25; 30; 35; 40; 45; S0; 55; 60; 65; 70; 75; 80; 85; 90; 95; 6
99 por ciento de la densidad celular viable mixima.
[00168] En otra realizacién, las células 8se dejan crecer
durante un tiempo definido. Por ejemplo, conforme a 1la
concentracién inicial del cultivo celular, la temperatura a la
cual las células se desarrcllan y 1la tasa de crecimiento

intrinseco de las células, estas pueden desarrollarse durante 0;
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1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 11; 12; 13; 14; 15; 16; 17; 18;
19; 20 o miAs dias. En alguncs casos, las células pueden dejarse
crecer durante un mes, o mis. Si el crecimiento de las células en
un biorreactor de siembra, a la temperatura de la fase de
crecimiento inicial, fuera suficiente de manera que la densidad
celular viable en el biorreactor de produccién en el momento de
su inoculacifn ya estuviera en el porcentaje deseado de la
densidad celular viable méxima, las células no se dejarian crecer
durante ningin dfia en el biorreactor de produccién. Agquel gque
lleva a la préctica la invencién presente podrd seleccionar la
duracién de la fase de crecimiento inicial, conforme a las
necesidades de produccién del polipéptido o la proteina y a las
necesidades de las células en Bi.
[00169] El cultivo celular puede agitarse o sacudirse durante
la fase de cultivo inicial, a fin de aumentar la oxigenacién y la
disperseién de nutrientes en las células. De acuerdo con la
presente invencién, el experto en el arte entenderd que puede ser
beneficioso controlar o regular ciertas condiciones internas del
biorreactor durante la fase de crecimiento inicial, entre ellas,
Bin limitacién, el pH, la temperatura, la oxigenacidén, etc. Por
ejemplo, el pH se puede controlar suministrando una cantidad
apropiada de &cido o base, y la oxigenacién puede controlarse con
aparatos de riego bien conocides en el arte.
Cambio de las condiciones de cultivo
[00170] Conforme a las descripciones de la presente invencién,
al final de la fase de crecimiento inicial, puede cambiarse por
lo menos una de las condiciones de cultivo, de manera de aplicar
un segundo juego de condiciones de cultiveo y de producir un
cambio metab&Slico en el cultivo. La acumulacién de metabolitos
inhibitorios, en su mayorfia lactato y amonfaco, inhibe el
crecimiento. Un cambio metabb6lico, efectuado, por ejemplo,
mediante una modificacién en la temperatura, el pH, la

osmolalidad o el nivel de inductores quimicos del cultivo
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celular, puede caracterizarse por una reduccién en la relacién de
una tasa de produccifén de lactato especifica a una tasa de
consumo de glucosa especifica. En una realizacibén, sin
limitacién, las condiciones de cultivo se cambian modificando la
temperatura del cultivo. Sin embargo, como es sabido en el arte,
la modificacién de la temperatura no es el finico mecanismo para
lograr un cambio metab&lico apropiado. Por ejemplo, dicho cambio
metabblico también puede obtenerse modificando otras condiciones
de cultivo, entre ellas, sin limitacién, el pH, la osmoclalidad y
los niveles de butirato de sodio. Como se detalla con
anterioridad, el momento del cambio de cultivo serd determinado
por aquel que lleva a la prictica la presente invencién, sobre la
base de las necesidades de produccién de la proteina o el
polipéptido, o las necesidades de las células en Bi.

[00171] Al cambiar la temperatura del cultivo, el cambio de
temperatura puede ser relativamente gradual. Por ejemplo, el
cambio de temperatura completo puede llevar varias horas o dias.
De manera alternativa, el cambio de temperatura puede ser
relativamente abrupto. Por ejemplo, puede completarae el cambio
de temperatura en menos de algunas horas. Dados la produccién y
el equipamiento de control apropiados, tal como es convencional
en la produccién de polipéptidos o proteinas de gran escala
comercial, el cambio de temperatura aun puede completarse en
menos de una hora.

[00172] TLa temperatura del cultivo celular en la fase de
crecimiento posterior se seleccionard principalmente sobre 1la
base del rango de temperaturas a las cuales a las cuales el
cultivo celular permanece +viable y expresa proteinas o
polipéptidos biotecnolSgicos en niveles adecuados deade el punto
de vista comercial. En general, la mayoria de las células de
mamiferos permanecen viables y expresan proteinas o polipéptidos
biotecnolégicos en niveles comercialmente adecuados dentro de un

rango de aproximadamente 25°C a 42°C. Preferentemente, las
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células de mamiferos permanecen viables y expresan proteinas o
polipéptidos biotecnolégicos en niveles comercialmente adecuados
dentro del rango de aproximadamente 25°C a 35°C. El experto en el
arte podrd eseleccionar la temperatura o las temperaturas
apropiadas para el cultivo de las células, segin lae necesidades
de las cé€lulas y las necesidades de produccién de aquel que pone
en préctica la invencién.
[o0173] En una realizacién de 1la presente invencién, 1la
temperatura de la fase de crecimiento posterior se mantiene a una
Bola temperatura constante. En otra realizacién, la temperatura
de la fase de crecimiento posterior se mantiene dentro de un
rango de temperaturas. Por ejemplo, la temperatura se puede
aumentar o dieminuir de manera constante durante la fase de
crecimiento posterior. Alternativamente, la temperatura se puede
aumentar o© disminuir en cantidades discontinuas, en varios
momentos durante la fase de crecimiento posterior. El experto en
el arte entenderd que en esta realizacién se contemplan miltiples
cambios de temperatura discontinuos. Por ejemplo, la temperatura
puede modificarse una vez, las células se pueden mantener a esta
temperatura o rango de temperaturas durante un cierto periodo,
después del cual la temperatura puede cambiarse nuevamente -a una
temperatura mayor o menor. La temperatura del cultivo deepués de
cada cambio discontinuo puede ser constante, o puede mantenerse
dentro de un cierto rango de temperaturas.
[00174) En el Ejemplo 16, Be expone informacién que demuestra
la eficacia del empleo de dos cambios de temperatura sucesivos,
8i bien, aquellos expertos en el arte de acuerdo con la presente
invencién entenderidn que pueden emplearse tres o mids cambios de
temperatura sucesivos a fin de aumentar la viabilidad o densidad
celular, o a fin de aumentar la expresién de proteinas o
polipéptidoas biotecnolégicos. La temperatura o los rangos de
temperatura del cultivo celular después de cada cambio sucesivo

de temperatura pueden ser superiores o inferiores a las
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temperaturas o rangos de temperaturas anteriores al cambio. En
una realizacién preferida de la presente invencién, cada
temperatura o rango de temperatura sucesivo es inferior a la
temperatura o rango de temperaturas precedente.
Fage de produccién posterior
[00175] De conformidad con la presente invencifn, una vez gque
se han cambiado las condiciones del cultivo celular como se
detalla anteriormente, el cultivo celular se mantiene para una
fape de produccién posterior en un segundo grupo de condiciones
de cultivo, que conducen a la supervivencia y a la viabilidad del
cultivo celular, y apropiadas para la expresién del polipéptido o
la proteina deseada en niveles comercialmente adecuados.
[00176] Como ya 8e analizd, el cultivo puede cambiarse
modificando una o mis, de una cantidad de condiciones de cultivo,
entre ellas, gin limitacién, 1la temperatura, el pH, la
osmolalidad y los niveles de butirato de sodioc. En una
realizacién, se cambia la temperatura del cultivo. De acuerdo con
esta realizacién, durante la fase de producciébn posterior, el
cultivo se mantiene a una temperatura o rango de temperaturas
inferior a la temperatura o rango de temperaturas de la fase de
crecimiento inicial. Por ejemplo, durante la fase de produccién
posterior, las células CHO expresan proteinas y polipéptidos
biotecnolégicoe dentro de un rango de 25°C a 35°C. Como se
analizé anteriormente, pueden emplearse miltiples cambios de
temperatura discontinuos a fin de aumentar la densidad o la
viabilidad celular, © a fin de incrementar la expresién de la
proteina o el polipéptido biotecnolégico.
f00177] Conforme a la presente invencién, las células se pueden
mantener en la fase de produccién posterior hasta lograr una
densidad celular o valoracién de produccién deseada. En una
realizacién, las células se mantienen en la fase de produccién
posterior hasta que la valoracién para la proteina o polipéptido

biotecnolégico alcanza un miximo. En otras realizaciones, el
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cultivo puede cosecharse antee de este punto, seglin ;: Q;Zg;idad
de produccién del que pone en practica la invencién, o las
neceeidades de las células en sf. Por ejemplo, las células pueden
mantenerse durante un tiempo suficiente para lograr una densidad
celular viable de 1; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40; 45; 50; 55;
60; 65; 70; 75; B0; B85; 90; 95; 6 99 por ciento de la densidad
celular viable mi&xima. En algunos casos, puede ser conveniente
permitir que la densidad celular viable alcance un miximo, y
luego, dejar declinar la densidad celular viable a cierto nivel,
antes de cosechar el cultivo. En un ejemplo extremo, puede ser
conveniente permitir que la densidad celular viable se acerque a
cero o alcance cero, antes de cosechar el cultivo.

(o0178] En otra realizacién de la presente invencién, las
células Be dejan crecer durante un tiempo definido durante la
fase de produccién posterior. Por ejemplo, conforme a la
concentracién del cultivo celular al inicio de la fase de
crecimiento posterior, la temperatura a la cual las células se
desarrollan y la tasa de crecimiento intrinseco de las células,
estas pueden desarrollarse durante 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10;
11; 12; 13; 14; 15; 16; 17; 18; 19; 20 o mis dfas. En algunos
casos, las células pueden dejarse crecer durante un mes, o més.
Aquel que lleva a la préactica la invencién presente podra
geleccionar la duracién de la fase de produccién posterior,
conforme a las necesidades de produccién del polipéptido o la
proteina y a las necesidades de las células en si.

[00179] En ciertos casos, puede ser beneficiosc © necesario
suplementar el cultivo celular, durante la fase de produccién
posterior, con nutrientes u otroe componentes de medio que se han
agotado o han sido metabolizados por las células. Por ejemplo,
puede ser conveniente suplementar el cultivo celular con
nutrientes u otros componentes de medio que, seglin se ha
observado en el control del cultivo de células (ver la seccidn de

“Control de las condiciones de cultivo”, a continuacién), se han
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agotado. Alternativa o adicionalmente, puede ser beneficioso o
necesario suplementar el cultivo celular antes de la fase de
produccibén posterior. Como ejemplos, ein limitacién, puede ser
beneficioso o necesario la suplementacién del cultivo celular con
hormonas u otros factores de crecimiento, iones particulares
(tales como sodio, <c¢loruro, calcio, magnesio y fosfato),
requladores, vitaminas, nuclefsidos o nucleétidos, oligoelementos
(compuestos inorgénicos habitualmente presentes en
concentraciones finales muy bajas), aminodcidos, 1lipidoe, o
glucosa u otra fuente de energia.
[00180] Estos componentes suplementarios pueden agregarse al
cultivo celular todos Jjuntos, de una sola vez, o pueden
proporcionarse al cultivo celular en una serie de adiciones. En
una realizacién de 1la presente invencién, los componentes
suplementarios se proveen al cultivo celular en miltiples
momentos, en cantidades proporcionales. En otra realizacién,
puede Ber conveniente proporcionar solo ciertos componentes
suplementarios al comienzo, y proporcionar el resto de los
componentes en un momento posterior. En aun otra realizacién de
la presente invencifn, el cultivo celular se alimenta de manera
continua con estos componentes suplementarios.
[00181] De conformidad con la presente invencién, el volumen
total agregado al cultiveo celular debe mantenerse Sptimamente en
una cantidad minima. Por ejemplo, el volumen total del medioc o
solucién que contiene los componentes suplementarios agregados al
cultivo celular puede ser 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 15; 20;
25; 30; 35; 40; 45; 6 50% del volumen del cultivo celular antes
de proporcionar los componentes suplementarios.
[00182] El cultivo celular puede agitarse o sacudirse durante
la fase de produccién posterior, a fin de aumentar la oxigenacién
y la diepereién de nutrientes en las células. De acuerdo con la
presente invencién, el experto en el arte entenderi que puede ser

beneficioso controlar o regqular ciertas condiciones internas del
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biorreactor durante la fase de crecimiento posterior, entre
ellas, 8in limitacidén, el pH, la temperatura, la oxigenacidn,
etc. Por ejemplo, el pH se puede controlar suministrando una
cantidad apropiada de &cido o base, y la oxigenacién puede
controlarse con aparatos de riego bien conocidos en el arte.
Control de las condiciones de cultivo
[00183) En ciertas realizaciones de la presente invencién, la
persona que lleva a la préctica la invencién puede hallar
beneficioso o necesario controlar periédicamente las condiciones
particulares del cultivo celular en crecimientoe. E1 control de
las condiciones de cultivo celular permite que aquel que pone en
prictica la invencién pueda determinar si el cultive celular
produce proteina o polipéptido biotecnolégico en niveles
subfSptimos, o 8i el cultivo esti pr6ximo a entrar en una fase de
produccién sub&Sptima. A fin de controlar ciertas condiciones de
cultivo, seri necesario extraer pequeflas alicuotas del cultivo
para an8lisis. El1 experto en el arte entenderd gque dicha
extraccién potencialmente puede introducir contaminacién en el
cultivo celular, y observari los cuidados apropiados a fin de
minimizar el riesgo de dicha contaminacién.
[(00184] Comeo ejemplo, Bin limitacién, puede ser beneficioso o
necesario el control de la temperatura, el pH, la densidad
celular, la viabilidad celular, 1la densidad celular viable
integrada, los niveles de lactato, los niveles de amonio, 1la
osmolaridad, o la valoracién de la proteina o del polipéptido
expregsado. Se conocen bien en el arte numerosas técnicas que
permitir&n que la persona que lleva a la préctica la invencién
pueda medir estas condiciones. Por ejemplo, la densidad celular
se puede medir usando un hemacitémetro, un contador Coulter, o
una examinacién de densidad celular (CEDEX). La densidad celular
viable se puede determinar mediante la tincién de una muestra de
cultivo con azul Trypan. Debido a que solo las células muertas

absorben el azul Trypan, la densidad celular viable puede
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establecerse por medio del recuento de la cantidad total de
células, la divisién del nGmero de células que absorben el
colorante por el nimero total de células, y tomando el nGmero
reciproco. Se puede emplear HPLC para establecer los niveles de
lactato, amonio, o de la proteina o el polipéptido expresado.
Alternativamente, el nivel de proteina o polipéptido expresado se
puede determinar mediante técnicas convencionales de bieclogia
molecular, tales como la tincién Coomassie de geles de SDS-PAGE,
Western blotting, ensayos Bradford, ensayos Lowry, ensayos Biuret
y absorbancia de UV. Ademis, puede ser beneficioso o necesario
controlar las modificaciones pos-trad&cciGn de la proteina o el
polipéptido expresado, entre ellas, la fosforilacién y 1la
glicosilacién;'

Aiglacién de ﬁolipéptido expresado

[00185] En general, habitualmente se deseard la aislacién o
purificacién de proteinas o polipéptidos .expresados de acuerdo
con la presente invencién. En una realizacién preferida, 1la
proteina o el polipéptido expresado se secretari en el medio, y
de esa manera, se podrin eliminar las células y otros sdélidos,
tal como por centrifugacién o filtracién, como una primera etapa
en el proceso de purificacién. Esta realizacién es
particularmente (til cuando Bse emplea de conformidad con 1la
presente invencién, ya que los métodos y las composiciones que se
describen en esta solicitud logran mayor viabilidad celular. Como
consecuencia, mueren menos células durante el proceso de cultivo,
Yy se liberan menos enzimas proteoliticas en el medio, que puedan
disminuir potencialmente el rendimiento de la proteina o del
polipéptido expresado.

{00186] Alternativamente, la proteina o el polipéptido
expresado se liga a la superficie de la célula huésped. En esta
realizacién, se elimina el medio, y las células huéspedes que
expresan la proteina o el polipéptido Bon lisadas como wuna

primera etapa en el proceso de purificaci6n. La lisis de células
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huéspedes de mamiferos puede lograrse de cualquier caégiad de
maneras conocidas por los expertos en el arte, entre ellas, la
interrupcién fisica mediante cuentas de vidrio y la exposicibén a
altas condiciones de pH.

[00187] La proteina o el polipéptido puede aislarse vy
purificarse por métodos convencionales, entre ellos, sin
limitacién, 1la cromatografia (por ejemplo, cromatografia de
intercambio i6nico, de afinidad, de exclusién por tamafio y de
hidroxiapatita), filtracién de gel, centrifugacién, o solubilidad
diferencial, precipitacién de etanol, o por cualquier otra
técnica disponible para la purificacién de proteinas (ver, por
ejemplo, Scopes, Protein Purificatiox-: Principles and Practice 2°d
Edition, Springer-Verlag, New York, 1987; Higgine, S. J. y Hames,
B. D. (eds.), Protein Expression: A Practical Approach, Oxford
Univ. Press, 1999; y Deutscher, M. P., Simon, M. I., Abelson, J.
N. (eds.), Guide to Protein Purification: Methods in Enzymology
(Methods in Enzymology Series, Vol. 182), Acedemic Press, 1997,
todos incorporados en la presente solicitud a modo de
referencia). Para la cromatograffa de inmuncafinidad en
particular, la proteina se puede aislar mediante su unién a una
columma de afinidad que comprende anticuerpos producidos contra
esa proteina Y fijados a un soporte estacionario.
Alternativamente, pueden adherirse a la proteina marcas de
afinidad, tales como una secuencia de cubierta de influenza,
poli-hietidina, o glutationa-S-transferasa, mediante técnicas
convencionalee biotecnolégicas, a £fin de permitir la facil
purificacién mediante el pase en la columna de afinidad
apropiada. Los inhibidores de proteasa, tales como fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF), leupeptina, pepstatina o aprotinina,
pueden agregarse en cualquier etapa o en todas lae etapas, a fin
de reducir o eliminar la degradacién del polipéptido o de la
proteina durante el proceso de purificacién. Se desean en

particular los inhibidores de la proteasa cuando deben lisarse
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las células a fin de aislar y purificar la proteina o el
polipéptido expresado. El experto en el arte apreciarid que 1la
técnica de purificacién exacta variard conforme al caricter del
polipéptido o de la proteina por purificar, el caracter de las
células desde las cuales se expresa la proteina o el polipéptido,

y la composicién del medio en el cual crecen las células.

Formulaciones farmacéuticas

[o0188] En ciertas realizaciones preferidas de la invencién,
los polipéptidos o las proteinas producidas tendrén actividad
farmacolégica y serén f{itiles en la preparacién de productos
farmacéuticos. Las composiciones de 1la invencién descriptas
anteriormente p8Be pueden administrar a un sujeto, o pueden
formularse primero para administracién por cualquier via, entre
ellas, s8in limitacién, 1las +vias parenteral (por ejemplo,
intravenosa), intradérmica, subcuténea, oral, nasal, bronquial,
oft&lmica, transdérmica (tépica), transmucosal, rectal y vaginal.
Las composiciones farmacéuticas de 1la invencién comprenden
tipicamente una proteina o un polipéptido purificado, expresado
desde wuna linea de células de mamifero; un agente de
administracién (es decir, un polimero catidnico, transportador
molecular de péptido, surfactante, etc., como se describe con
anterioridad), en combinacién con un portador farmacéuticamente
aceptable. Conforme a esta solicitud, la expresién “portador
farmacéuticamente aceptable” incluye solventes, medios de
dispersién, revestimientos, agentes antibacterianos Y
antiflngicos, agentes de demora de absorcifn e isoténicos ¥y
similares, compatibles con la administracién farmacéutica. En las
compoeiciones también pueden incorporarse compuestos activos
suplementarios.

[00189] Una composicién farmacéutica se formula de manera de
ser compatible con su via de administracién propuesta. .Las
soluciones o suspensiones utilizadas para aplicacién parenteral,

intradérmica o© subcuténea pueden comprender los siguientes
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componentes: un diluyente estéril, tal como agua para inyeccién,
golucién salina, aceiteas fijos, polietilenglicoles, glicerina,
propilenglicol u otros solventes sintéticos; agentes
antibacterianos, tales como alcohol bencilico o metilparabenos;
antioxidantes, tales como &cido ascSrbico o bisulfito de sodio;
agentes quelantes, tales como &cido etilendiaminatetraacético;
reguladores, tales como acetatos, citratos o fosfatos; y agentes
para el ajuste de la tonicidad, tales como cloruro de socdio o
dextrosa. E1l pH puede ajustarse con &cidos o bases, tales como
dcido clorhidrico o hidréxido de sodio. La preparacién parenteral
puede encerrarse en ampollas, jeringas descartables o viales de
miltiples dosis elaborados de vidrio o pléstico.

[00190] Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso
inyectable tipicamente comprenden dispersiones o soluciones
acuosas esBtériles (cuando son solubles en agua) y polvos
estériles para la preparacién improvisada de dispersiones o
soluciones inyectables estériles. Para administracién
intravenosa, los portadores adecuados incluyen solucién salina
fisiol6égica, agua bacterioatftica, Cremophor EL™  (BASF,
Parsippany, NJ) o solucién esalina regulada con fosfato (PBS). En
todos los casoa, la composicién debe ser estéril y fluida al
punto que pueda ser facilmente introducida en la jeringa. Las
formulaciones farmac&uticas preferidas son establese en las
condiciones de elaboracién y almacenamiento, y deben preservarse
contra la accifn contaminante de microorganismos tales como
bacterias y hongos. En general, el portador pertinente puede ser
un sgolvente o medio de dispersifn que contiene, por ejemplo,
agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y
polietilenglicol liquido y similares) y sus mezclas adecuadas. La
fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, utilizando un
revestimiento tal como lecitina, manteniendo el tamafio de
particula necesario en el caso de la dispergién, y utilizando

surfactantes. La prevencién de la accién de microorganismos puede
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lograrse por medio de diversos agentes antibacterianos vy
antifingicos, tales como parabenos, clorobutancl, fenol, &cido
ascérbico, timerosal y similares. En muchos casos, seré
preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azicares,
polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro de sodio, en
la composicién. La absorcién prolongada de las composiciones
inyectables se puede lograr incluyendo en las composiciones un
agente que demore la absorcibn, por ejemplo, monoestearato de
aluminio y gelatina.

[00191] Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar
incorporando la proteina o© el polipéptido purificado en 1la
cantidad necesaria, en un solvente apropiado, con un ingrediente
0 una combinacién de ingredientes enumerados con anterioridad,
segiin lo necesario, y luego efectuando la esterilizacién por
filtracién. En general, las dispersiones se preparan incorporando
la proteina o el polipéptido purificado expresado desde una linea
de células de mamifero, en un vehiculo estéril que contiene un
medio de dispersién bdsico y los otros ingredientes necesarios,
de los enumerados anteriormente. En el caso de 1los polvos
estériles para la preparacién de soluciones inyectables
eatérilea, los métodos preferidos de preparacién son el secado al
vacio y la liofilizacién, que logran un polvo del ingrediente
activo mis cualquier ingrediente deseado adicional, a partir de
una solucién de estos previamente filtrada por esterilizacién.
[00192] Las composiciones oralee en general incluyen un
diluyente inerte o un portador comestible. Para el propésito de
administracién terapéutica oral, la proteina o© el polipéptido
purificado puede incorporarse con excipientee y utilizarse en
forma de comprimidos, sellos o cépeulas, por ejemplo, cépsulas de
gelatina. Las composiciones orales también se pueden preparar
empleando un portador fluido para uso como un lavadeo bucal. Como
parte de la composicifn, pueden incluirse agentes aglutinantes

farmacéuticamente compatibles o© materiales coadyuvantes. Los
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comprimidos, las pastillas, las cépsulas, los sellos y similares
pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, o
compuestos de naturaleza similar: un aglutinante, tal como
celulosa microcristalina, goma tragacanto o gelatina; un
excipiente, tal como almidén o lactosa; un agente desintegrante,
tal como &cido alginico, Primogel o almidén de mafz; wun
lubricante, tal como estearato de magnesio o© Sterotes; un
deslizante, tal como diéxido de silicio coloidal; un edulcorante,
tal como sacarosa © sacarina; un agente saborizante, tal como
menta, metil salicilato o© saborizante de naranja. Las
formulaciones para administracién oral convenientemente pueden
incorporar agentes para mejorar la estabilidad dentro del tracto
gastrointestinal, o para mejorar la absorcién.

[00193] Para administracién por inhalacién, las composiciones
de la invencién, que comprenden una proteina o un polipéptido
purificado expresado desde una linea de cé&lulas de mamifero y un
agente de administracifn, preferentemente se suministran en forma
de un rocio en aerosol desde un recipiente presurizado o
dosificador que contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un
gas tal como dibéxido de carbono, o un nebulizador. la presente
invencién contempla en particular la administracién de las
composiciones empleando un rocio naeal, un inhalador u otro
dispositivo directo para las vias respiratorias superiores o
inferiores. Se ha demostrado que la administracién intranasal de
vacunas de ADN dirigidae contra virue de 1la gripe induce
respuestas de células T CD8, lo gque indica que por lo menos
algunas células del tracto respiratorio pueden absorber ADN
cuando este 8se administra por esta via; los agentes de
administracién de la invencién mejorarén la absorcién celular. De
acuerdo con ciertas realizaciones de la invencién, 1las
composicionee que comprenden un polipéptido purificado expresado

desde una 1linea de células de mamifero y un agente de
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administracién se formulan como particulas porosas grandes, para
administracién en aerosol.
[00194] La administracién generalizada también puede efectuarse
por medios transmucosales o transdérmicos. Para la adminisetracién
transmucosal o transdérmica, se usan en la formulacién agentes
penetrantes apropiados para la barrera por ser penetrada. Dichos
agentes penetrantes son generalmente conocidos en el arte, e
incluyen, por ejemplo, para administracién transmucosal,
detergentes, sales biliares y derivados de &cido fusidico. La
administracién transmucosal se puede realizar utilizando rocios
nasales o supositorios. Para administracién transdérmica, la
proteina o el ©polipéptido purificado y los agentes de
administracién se formulan en forma de unglentos, b&lsamos, geles
O cremas generalmente conocidos en el arte.
[00195] Las composiciones también se pueden preparar en forma
de supositorios (por ejemplo, con bases convencionales para
supositorios, tales como manteca de cacaoc y otros glicéridos) o
enemas de retencifn para administracién rectal.
[00196] En una realizacién, las composiciones Bse preparan con
portadores que protegerén el polipéptido o la proteina contra la
rpida eliminacién del organismo, por ejemplo, como una
formulacién de liberacién controlada, tal como implantes vy
sistemas de administracién microencapsulados. Se pueden usar
polimeros biocompatibles biodegradables, tales como acetato de
etilenvinilo, polianhidridos, &cido poliglicélico, colégeno,
poliortoésteres y &cido polilactico. Los métodos de preparacién
de dichas formulaciones ser&n evidentes para los expertos en el
arte. Los materiales ademds pueden obtenefse en el mercado, de
Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. Las suspensiones
liposémicas (entre ellas, liposomas apuntados a las cé&lulas
infectadas con anticuerpos monoclonales para antigenos virales)
también pueden emplearse como portadores farmacéuticamente

aceptables. Estas pueden prepararse conforme a métodos conocidos
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por los expertos en el arte, por ejemplo, como se describe en la
Patente de los Estados Unidos Nro. 4 522 Bl1l.

[00197] Es conveniente formular las composiciones orales o
parenterales en formas farmacéuticas unitarias, para facilidad de
administracién y uniformidad de 1la dosificaci6én. La forma
farmacéutica unitaria, como se usa en esta solicitud, se refiere
a unidades fispicamente separadas, adecuadas como dosificaciones
unitarias para el sujeto por ser tratado; cada unidad contiene
una cantidad predeterminada de proteina o polipéptido activo,
calculada para producir el efecto terapéutico deseado junto con
el portador farmacéutico necesario.

[00198] La proteina o el polipéptido expresado de acuerdo con
la presente invencién puede administrarse con diferentes
intervalos y periocdos segin lo necesario, por ejemplo, una vez
por semana durante entre aproximadamente 1 y 10 semanas; entre 2
y 8 semanas; entre aproximadamente 3 y 7 semanas; aproximadamente
4; 5; & 6 semanas, etc. El experto en el arte apreciari que
ciertos factores pueden afectar la dosificacién y el tiempo
necesarioe para tratar de manera eficaz un sujeto; por ejemplo,
sin limitacién, la gravedad de la enfermedad o trastorno, los
tratamientos previos, la salud general o la edad del sujeto y
otras enfermedades presentes. En general, el tratamiento de un
sujeto con una protefina o un polipéptido descripto en esta
solicitud puede comprender un tratamiento individual, o en muchos
casos, puede comprender una serie de tratamientos. Ademis, se
entiende que las dosis apropiadas pueden depender de la potencia
del polipéptido o de la proteina, y en forma opcional, pueden
adaptarse al receptor particular, por ejemplo, mediante 1la
administraci6fn de dosis en aumento hasta lograr una respuesta
deseada preseleccionada. Se entiende que el nivel de dosis
especifico para un sujeto animal particular puede depender de una
variedad de factores, entre ellos, la actividad de la proteina o

el polipéptido especifico empleado, la edad, el peso corporal, la
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salud general, el género y la dieta del sujeto, el tiempo de
administracién, la via de administracién, la tasa de excrecién,
cualquier combinacién de fédrmacos y el grado de expresién o
actividad por ser modulado.
[00199] La presente invencién comprende el uso de composiciones
de la invencién para el tratamiento de animales no humanos. En
consecuencia, las dosis y los métodos de administracifn se pueden
seleccionar de acuerdo con principios conocidos de 1la
farmacologia veterinaria y la medicina. Pueden hallarse pautas,
por ejemplo, en Adams, R. (ed.), Veterinary Pharmacology and
Therapeutics, 8™ edition, Iowa State University Presa; ISBN:
0813817439; 2001.
[00200] Las composiciones farmacéuticas de 1la invencién se
pueden incluir en un recipiente, envase o dosificador, junto con
instrucciones para la administracién.
[00201] Debe entenderse que la descripcién precedente es solo
representativa, y no tiene la intencién de limitar. Los métodoe y
materiales alternativos para llevar a cabo 1la invencién, vy
ademis, las aplicaciones adicionales, serfin evidentes para el
experto en el arte, y tienen la intencifn de incluirse dentro de
las reivindicacionee adjuntas.

Ejemplos

Ejemplo 1: Medio mejorado 1 para proceso de alimentacién de lote

de anti-GDF-8

[00202] Los procesos tradicionales de alimentacién de lote para
el cultivo de lineas celulares poseen varias deasventajas, entre
ellas, el tiempo y el esfuerzo necesarios para adminisetrar las
alimentaciones, y la necesidad de equipamiento especial en
biorreactores de gran escala. El1 objetivo fue formular un medio
de lote para la produccién de proteinas de interés en
biorreactores de gran escala, que requiriese minimas
alimentaciones.

Materiales y métodos
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[00203] Cepas y medios. Se disefilaron células de ovario de
himgter chino (“*CHO”) de mwmanera de expresar un anticuerpo
monoclonal contra el factor 8 de diferenciacién y crecimiento
(*células anti-GDF-8") (ver Veldman <y col., Neutralizing
Antibodies Against GDF-8 and Uses Therefor, US 20040142382 Al).
Las células anti-GDF-8 se usaron para evaluar un nuevo medio de
lote. El medio 1 y el Medio 2 se compararon con la finalidad de
establecer sus capacidades para sostener altas densidad y
viabilidad celulares. Las composiciones de estos medios, como asi
también, del Medio 3, se citan en la Tabla 1. Los medios se
elaboraron mediante la adicién de todos los componentes, excepto
FeSO,#7H20. Luego se ajusté el medio a pH 7,25, se registrd la
osmolaridad, y entonces se agreg6 FeSO,¢7H;0.
[00204] Condiciones de cultivo. Para los experimentos en
frascos, las células anti-GDF-8 se cultivaron en frascos de
agitacién y se sometieron a pases, tres veces. Para los
experimentos en biorreactor, las células anti-GDF-8 se cultivaron
en medio durante 12 dias, y se suplementaron diariamente con 2%
en volumen de medic de alimentacién Medio 4 20X (Tabla 3), o 3%
en volumen de Medio 4 16X (Tabla 4), después del dia 5. Durante
los primeros cuatro dias, las células se cultivaron a 37°C. El
dia 5, se cambif la temperatura de las células a 31°C.
{00205] Andlisis de muestras. Se tomaron muestras diarias de
los cultivoes, y Be analizaron para determinar los niveles de
aminodcidos, vitaminas, hierro, fosfato, glucosa y glutamina.

Tabla 1. Composiciones de Medio 1, Medio 2 y Medio 3.
Medio 1 Medio 2 Medio 3

Aminoficidos | mg/l mM | mg/1 oM | mg/l mM

alanina| 96,0 17,8 24,8
3 1,08 0] 0,20 7| 0,28
arginina| 1186 347, 423,
99 6,82 97| 2,00 43| 2,43
asparaginaeH;

713, 4,76 | 75,0| 0,50| 173, 1,16
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o 59 0 90
dcido| 318, 26,2 52,7
aspartico 53| 2,39 o] 0,20 2| 0,40
cistefnaeHCle | 70,0 70,1 70,0
H0 1 0,40 9| 0,40 1| 0,40
cistinae2HCl | 297, 62,2 62,0
09 0,95 5] 0,20 9| 0,20
&cido| 158, 29,4 41,0
glutamico 59 1,08 0| 0,20 8| 0,28
glutamina | 1892 1163 1162
,40 ] 12,96 95| 7,97 .40 7,96
glicina| 95,8 30,0 35,9
8 1,28 0| 0,40 2| 0,48
histidinaeHCl | 369, 46,0 75,2
sH0 10 1,76 0] 0,22 7| 0,36
isoleucina | 623, 104, 151,
63 4,76 99| 0,80 90| 1,16
leucina | 852, 104, 172,
31 6,51 99| 0,80 69| 1,32
lisinaeHCl | 945, 145, 218,
96 5,20 99| 0,80 38| 1,20
metionina| 291, 29,8 53,5
82 1,96 o) 0,20 5| 0,36
fenilalanina| 428, 65,9 98,8
62 2,60 9| 0,40 1} 0,60
prolina| 372, 68,9 96,4
25 3,24 9| 0,60 0| 0,84
serina | 904, 126, 273,
71 8,62 00| 1,20 07| 2,60
treonina | 513, 94,9 132,
39| 4,31 9| 0,80 81} 1,12
triptéfano| 159, 16,0 28,9
32 0,78 0| 0,08 9| 0,14
tirosinae2Nae | 560, 103, 145,
2H;0 a1 2,15 79| 0,40 10| 0,56
valina| 505, 93,9 131,
36 4,32 9| 0,80 17} 1,12

n

1
A\
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Vitaminas | mg/l p¥ | mg/l M| mg/l UM (”
biotina| 2,00 8,21| o0,20| 0,82} 0,36 1,49

pantotenato | 22,0

de calcio 246,27 2,24 | 4,712 | 4,03 | 8,47
cloruro de| 87,6 | 630,7 64,6| 16,1| 115,
colina 7 4| 8,98 0 1 92

&cido f&lico| 25,9 10,8
5|58,84| 2,65 6,01 4,76 ¢

inositol | 123, | 685,4| 12,6 69,9 22,6 | 125,

39 7 0 9 41. 79

nicotinamida| 19,6 | 160,7 16,5 29,6
0 0| 2,02 6| 3,61 2

piridoxaleHCl| 1,99| 9,83| 2,00| 9,85| 1,99 9,83

piridoxinaeHC| 18,0

1 6|87,67| 0,03 0,15| 1,67| 8,10
riboflavina| 2,20| 5,85| 0,22| 0,59| 0,40 1,06
tiaminaeHCl | 21,5 11,6

1|63,84| 2,17 | 6,44 | 3,92 4

vitamina B12| 6,93| 5,12| 0,78| 0,58]| 1,34| 0,99

Sales
inorgénicas | mg/1l mM | mg/l mM | mg/l mM

CaCla| 115, 1is6, 115,
781 1,04 098] 1,05 78| 1,04
KCl | 310, 311, 310,
94| 4,17 77| 4,18 94| 4,17
NajHPO, | 70,8 70,9 70,8
1| o,50 9| 0,50 1] 0,50
NaCl | 1104 5539 | 94,8 | 3704 | 63,4
.96 | 18,92 .00 5 :96 4
NaH;PO,®H,0 | 636, 62,4 114,
33| 4,61 9| 0,45 33| 0,83
MgSO, | 48,7 48,8 48,7
0| 0,41 3] 0,41 0| 0,41
MgS0,¢7H20 95,0
0,03 95,00 8,60 0
MgCla | 28,5 28,6 28,5

3 0,30 1| 0,30 3| 0,30
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NaHCO,; | 2000 2440 | 29,0 | 2440 | 29,0
00| 23,81 .00 4 , 00 4
Oligoelemento
8| ug/l nM | ug/l oM | ug/l nM
Selenito de| 28,0 161,9 28,9 40,4
sodio 0 4| 5,00 2| 7,00
Fe (NO3) 3 #9H,0 | 49,8 123,4| 50,0| 123, | 49,8| 123,
6 2 0 75 6 42
Cus80O,| 2,69 16,80| 0,80| 5,00| 0,97]| 6,06
CuSC,e5H;0| 11,2 30,0
4| 45,00 7,49 0
FeSO,e7H,0 | 2503 | 9006, | 839, | 3021 | 1542 | 5549
.85 64 96 45 .85 ,81
ZnSO.eTHO [ 2734 | 9528, | 429, | 1458 | 1383 | 4821
17 82 96 12 .80 :59
MnSO.*H0| 0,26 1,51 0,17| 1,01
Na2Si0O3e9H;0| 210, | 739,2 140, | 492,
00 7 oo 84
(NH4 ) ¢MO702404
HaO| 1,86 1,50 1,24 | 1,00
NH,VO; | 0,98 8,33 0,65| 5,56
NiSQ,®#6H,0| 0,20 0,74 0,13| 0,49
SnCl,*2H,0| 0,18 0,80 0,12| 0,53
Otros
componentes | mg/1 pM | mg/1 uM | mg/1 N
Hidrocortison
al 0,23 0,64| 0,04| 0,10| 0,09]| 0,24
Putrescinae2H 15,3
Cl| 6,48 | 40,22 1,08 6,70| 2,48 9
&cido
linoleico| 0,22| o0,80| 0,04 0,14 | 0,06 0,20
acido
tiéctico{ 0,56 2,73 0,10| 0,45| 0,14 | 0,69
D-glucosa| 1603 | 89107 | 6150 | 3417 1104 6134
(Dextrosa) | 9,43 .92 ,72) 0,64 2,24 5,76
PVA | 2560 2400 2520
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profé
.00 .00 .00
Insulina| 54,0 10,0 14,0
0 0 0
Piruvato de| 54,8 | 498,6 | 55,0 | 499, | 54,8 | 498,
sodio 5 3 o 95 5 63

Resultados y conclusiones

[00206] La Figura 1 muestra que la tasa de crecimiento de
células anti-GDF-8 fue similar en el Medio 1 y en el Medio 2, en
los experimentos de frascos.

[00207] La Figura 2 muestra que, en biorreactores, el Medio 1
exhibié un aumento significativo en la wviabilidad y la densidad
celulares finales, en comparacién con el Medio 3. La valoracién
final también aumenté de manera significativa, de 551 mg/l para
el proceso de plataforma, a 976 mg/l con Medio 1 {(informacién no
expuesta) . La temperatura se cambié de 37°C a 31°C el dfa 5.
Debido al inesperado alto crecimiento celular, los cultivos Bse
alimentaron diariamente después del dia 5, ya sea con 2% en
volumen de Medio 4 20 X, o 3% en volumen de Medio 4 16X. En
consecuencia, este no fue un experimento de lote real, como Bse
propuso originalmente. La asparagina y la tiamina se
suplementaron al medio de alimentacién, comenzando el dia 10.
[00208] Al formular un medio de lote concentrado, es necesario
considerar varios intereses. En primer lugar, los nutrientes
concentrados podrian provocar toxicidad a las células. En los
medios desarrollados en este Ejemplo, se determiné que todos los
nutrientes y componentes estaban por debajo de los limites de
toxicidad (informacidén no expuesta).

[00209] En pegundo lugar, el medio de 1lote concentrado
necegariamente tiene osmolaridad superior a 1los medios no
concentrados, lo que ha demostrado poseer efectos nocivos sobre
el crecimiento y la wviabilidad celulares. Este problema puede
evitarse disminuyendo la cantidad de NaCl en el medio inicial.
Ademés, el medio de 1lote <concentrado contiene niveles

insuficientes de glucosa para sostener el crecimiento durante el
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periodo de cultivo entero. Por lo tanto, los cultivos se
suplementaron diariamente después del dfa 5, con una alimentacibn
de glucosa.
[00210] En tercer lugar, la insulina y 1la glutamina s8son
susceptibles de degradacién durante el periodo de cultivo de 12
dias. En consecuencia, el cultivo se suplementé con estos
componentes, ademids de la glucosa.
[00211] Finalmente, se precipitarid hierro de la solucién que
contiene altas concentraciones de fosfato a alto pH. Este
problema puede evitarse agregando hierro al final del proceso de
preparacién del medio, después de ajustar el pH hasta un nivel
apropiado.

Ejemplo 2. Formulacién de medio de alimentacifn concentrado

{(Medio 5) para células anti-GDF-8 en procesos de alimentacién de

lote

[00212] En el Ejemplo 1, se desarrolld un proceso de lote para
el cultivo de células anti-GDF-8 usando Medio 1. Debido a la alta
densidad celular obtenida durante el proceso, se determindé que
alin era conveniente la suplementacién de nutrientes, ademis de la
glucosa y la glutamina. Sin embargo, la suplementacién del lote
con medio de alimentacién Medio 4 8X logrd excesiva dilucién del
cultivo. Se formulé un medio de alimentacién mi&s concentrado, a
fin de evitar este problema.

Materiales, métodos y resultados

[00213] La Tabla 2 cita las composiciones de Medio 4A-1, Medio
4B, Oligoelementos B y Oligoelementos D utilizados en las
formulaciones de las Tablas 3-7.

Tabla 2. Composiciones para Medio 4A-1, Medio 4B, Oligoelementos
B y Oligoelementos D utilizados en las formulaciones de las

Tablas 3-7.

Medio 4A-1 Medio 4B Oligoelemen | Oligoalems
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Aminoficidos | mg/1l |mM mg/l |mM mg/l | mM mg/l | mM
alanina 17,80 0,20
arginina 191,0
0 1,10
asparaginae | 135,0
H30 0 0,90
dcido
aspartico 66,50| 0,50
dcido
glutamico 29,40 0,20
glicina 15,00 0,20
histidinaeH
CleH;0 73,50 0,35
isoleucina | 118,90
0 0,90
leucina 170,0
0 1,30
lisinaeHCl 182,0
0 1,00
metionina 59,60 0,40
fenilalanin
a 82,50 0,50
prolina 69,00 0,60
gerina 158,0
0 1,50
treonina 95,20 0,80
triptéfano 32,60 0,16
tirosinae2N 104,0
ae®2H;0 0| 0,40
valina 93,60 0,80
Vitaminas mg/l | uM mg/l | puM mg/l | mM mg/l | mM
biotina 0,41 1,68
pantotenato
de calcio 4,50 9,45
cloruro de 17,90 | 128,7
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colina

4cido
f8lico

5,30

12,0

inositol

25,20

140,0

nicotinamid

4,00

32,79

piridoxinae
HCl

4,10

19,90

riboflavina

0,45

1,20

tiaminaeHC1l

4,40

13,06

vitamina
Bl12

1,40

1,03

Oligoelemen

tos

pg/l

mg/1

ug/l

pa/l

(NH,) sMo7024
*4H,0

1,24

1,00

CuSo,

CuS0,4e5H;0

7,49

30,0

FeS0.®7H;0

834

3000

MnSO,eH;0

0,17

1,01

Na,S i03 e 9H,0

140,
00

492,8

NH,VO,

0,65

5,56

NiSO,®6H0

0,13

0,49

8nCl,;e2H.0

0,12

0,53

ZnsO,e7H0

230,0

801,3

863

3007

Otros

camponantes

ng/l

rg/l

pg/l

ng/l

acido

linoleico

42,00

Scido

tibctico

105,0

0,51

D-glucosa

10000

5555
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Medio 4 20X

[00214] El primer medio concentrado se formulé como Medio 4
20X. En la Tabla 3 se provee la formulacién de medio para Medio 4
20X.

Tabla 3. Planilla de célculc para medio de alimentacién Medio 4

20X
Part
e Components Cantidad Unidad
I Medio 4A-1 31,120 g/l
Nucellin™ 40,000 ml/1
Carga H/P 20,000 ml/1
Carga de selenito 2,000 ml/1
PVA 2,400 g/l
NaHgPO.. -H!O 2,610 gll
Mg80; - 7THz0 0,430 g/1
Acido aspértico 1,330 g/l
Acido glutdmico 0,588 g/l
Acido linoleico 0,840 ml/1
Acido tiéctico 2,100 ml/1
Tirosina-2 Na (Mw
225) 1,790 g/l
1000X Oligoelem.
B 6,000 ml/1
Glucosa 100,000 g/l
Glutamina 14,600 g/l
pH a 7,0
Osmolaridad méx. 1064,000 mOem
Agregar 108 ml
II Oligoelem. D, 0,25 g
FeS0O,-7H;0 a 280 ml de
Cieteina (400 mM) carga de cisteina
III 720 ml &cido f£6lico 6
Acido f6lico mM

Observacién: Nucellin™ es fabricado por Eli Lilly (Indianapolis,
IN, USA); carga H/P = 0,036 mg/ml de hidrocortisona, 1,08 mg/ml
de Putrescinae2HCl.

[00215] La formulacién de medio consiste en 3 partes: I, 1II,
III. La Parte I es la vereién concentrada de Medio 4 8X con los
componentes individuales de Medio 4B, excepto &cido félico,
debido a 1las preocupaciones sobre la solubilidad de esta
vitamina. La Parte II es carga de hierro, Oligoelementos D y
ciatefna &cida, a fin de evitar la posible precipitacién de

hierro, si se agrega en la Parte I. La Parte III es la carga de
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8cido f6lico. La Parte I se agrega en 2% en volumen diariamente,

comenzando el dfa 5, y las Partes II y IIII se agregan una vez el

dfa 5 junto con la Parte I.

[00216] Se ajustd el pH final del medio de alimentacién a 7,0,

Yy la osmolaridad fue aproximadamente 1064 mOsm. Una alimentacién

al 2% producira en el cultivo un incremento de oemolaridad de 14

mOsm, glucosa, 2 g/l, glutamina, 2 mM.

2. Medio 4 16X

[00217] A fin de reducir el incremento en la osmolaridad, el
medio de alimentacién Be cambié del Medio 4 20X (2% en volumen
diariamente) a medio 4 16X (3% en volumen diariamente). La
formulacién del medio para el Medio 4 16X se provee en la Tabla
4.

Tabla 4. Planilla de cdlculo para el medio de alimentacién Medio

4 16X
Parte Componente Cantidad Unidad
I Medio 4A-1 24,896 g/l
Nucellin™ 32,000 ml/1
Carga H/P 16,000 ml/1
Carga de selenito 1,600 ml/1l
PVA 2,400 g/l
NaH,; PO, * Ha0 2,088 g/l
MgS0, - 7THa0 0,344 g/l
Acido aspértico 1,064 g/1
Acido glutémico 0,470 _g/1
Acido linoleico 0,672 ml/1
Acido tiéctico 1,680 ml/1
Tirosina-2 Na (Mw
225) 1,432 g/l
1000X Oligoelem. B 9,000 ml/1l
Glutamina 6,280 g/l
pH a 7,0
Osmolaridad méx. 295,000 mOsm
II Agregar 106 ml
Oligoelem. D, 0,25 g
FeSQ.*7H;0 a 280 ml de
Cisteina (400 mM) carga de cisteina
III 720 ml Acido f8lico 6
Acido f6lico mM

Observacién: Nucellin™ es fabricado por Eli Lilly (Indianapolis,
IN, USA); carga H/P = 0,036 mg/ml de hidrocortisona, 1,08 mg/ml

de Putrescinae2HCl.
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[00218] En este Medio 4 16X modificado, también se eliminé

glucosa a fin de reducir adicionalmente la osmolaridad vy

proporcionar cierta flexibilidad de la alimentacién de glucosa.

La osmolaridad total del medio de alimentacifSn entonces fue 295

mOsm.

3. Medio 4 16X

[o0219] Se hicieron cambios a la formulacién de Medio 4 16X. Se
agregb solucién de carga de hierro a la alimentacién, para lograr
una adicién de 0,45 pM en cada alimentaciSén. Ademés, se agregd
glucosa nuevamente para lograr una adicién de 1,5 g/l en cada
alimentacién. La formulacién del medio para este Medio 4 16X
modificado se proporciona en la Tabla 5.

Tabla 5. Planilla de cédlculo de medio de alimentacién Medio 4 16X

Parte Componente Cantidad Unidad
I Medio 4A-1 24,896 g/l
Nucellin™ 32,000 ml/1
Carga de H/P 16,000 ml/1l
Carga de selenito 1,600 ml/1l
PVA 2,400 g/l
NaHaPO, - HiO 2,088 g/l
MgS0, - 7TH;0 0,344 g/1
Acido aspértico 1,064 g/l
Acido glutémico 0,470 g/l
Acido linoleico 0,672 ml/1
Acido tiéctico 1,680 ml/1
Tirosina-2Na (Mw
225) 1,432 g/l
1000X Oligoelem. B 9,000 ml/1l
Glucosa 50,000 g/l
Glutamina 7,300 g/l
pH a 7,0
Fe80,+7H0 {(carga 1
mM) 15,000 ml/1l
Osmolaridad méx. 607,000 mOsm
II 720 ml &cido £6lico 6
Acido f£6lico mM
III Agregar 108 ml
Oligoelem. D, 0,25 g
FeSO,-7H;0 a 280 ml
Cistefina (400 mM) carga de cisteina

Observacién: Nucellin™ es fabricado por Eli Lilly (Indianapolis,
IN, USA); carga H/P = 0,036 mg/ml de hidrocortisona, 1,08 mg/ml

de Putrescinae2HCl.
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4, Medio 4 16X

[00220] Aqui, el medio de alimentacién (Medio 4 16X) se elabord
en medios combinados, en lugar de 3 alimentaciones separadas,
como en los filtimos varios lotes. Se realizaron los ensayos para
garantizar que el &cido £f6lico pudiera disolverse en 1la
concentracién necesaria, y que ni el hierro ni el &cido f6lico se
precipitaran de la solucifn después de un almacenamiento a 4°C o
a temperatura ambiente, durante 6 dias. La formulacién del medio
para el Medio 4 16X combinado se provee en la Tabla 6.

Tabla 6. Planilla de célculo de medio de alimentacisn Medio 4 16X

Camponente Cantidad Unidad
Medio 4A-1 24,896 g/l
Nucellin™ 32,000 ml/1
Carga H/P 16,000 ml/1
Carga de selenito 1,600 ml/1
PVA 2,400 a/l
NaH,PO, - Ha0 2,088 g/1
MgS0, - 7H,0 0,344 g/l
Acido aspértico 1,064 g/l
Acido glutémico 0,470 g/l
Acido linoleico 0,672 ml/1
Acido tiéetico 1,680 ml/1
Tirosina-2 Na (Mw
225} 1,432 g/l
Glucosa 66,700 _ g/l
Glutamina 7,300 g/l
Acido f6lico 70,560 mg/1
Cisteina &acida
(400 mM) 6,250 ml/1
Carga FeSO, (1 mM) 23,000 ml/1l
1000x Oligoelem. B 9,000 ml/1
1000x Oligoelem. D 3,300 ml/1
H esperado 6,11 Ajustar a 7,0
Osmolaridad méx. 724,000 mOsm

Observaci6n: Nucellin™ es fabricado por Eli Lilly (Indianapolis,
IN, USA); carga H/P = 0,036 mg/ml de hidrocortiscna, 1,08 mg/ml
de Putrescinae2HCl.

[00221] La osmolaridad final del medio fue 724 mOsm, con una
adicién de glucosa diaria de 2 g/l y adicién de glutamina de 1,5
mM.

5. Medio 4 12X
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[00222] Aqui, se hicieron varios cambiose al medio de
alimentacién. Se usé polvo de Medio 4B en lugar de la adicién de
cada ingrediente individual en el Medio 4B. El polvo de Medio 4B
se mezcld con glucosa y se disolvié por separado en condiciones
bé&sicas, valorando la solucién a pH 10,25. Se agregaromn
asparagina y tiamina adicionales, ya que los resultados de los
andlipis de wvitaminas y aminoécidos mostraron que estos dos
componentes sBe habian agotado hacia el final del proceso de
alimentacién de lote. El uso de Medio 4 12X redujo adicionalmente
el incremento de osmolaridad, cuando se alimenté al cultivo. La
formulacién del medio para el Medio 4 12X se provee en la Tabla
7.

Tabla 7. Planilla de cilculoc de medio de alimentacién Medio 4 12X

Componente Cantidad Unidad
Medio 4A-1 18,672 g/1
Nucellin™ 24,000 ml/1l
Carga de H/P 12,000 ml/1
Carga de selenito 1,200 ml/1l
PVA 2,400 g/l
Asparagina, H20 1,620 g/l
NaH2PO4 , H20 1,566 g/l
MgS04, 7TH20 0,258 g/l
Glutamina 5,475 g/l
Tiamina 0,040 g/l
Medio 4B
predisuelto y
glucosa ~175 ml/1
Cisteina dcida
(400 mM) 4,688 ml/1l
pH max.

Ajustar pH a 7,2
con HC1 5 N

Carga FeSO, (1 mM) 17,250 ml/1
1000x Oligoelem. B 6,750 ml/1
1000x Oligoelem. D 2,475 ml/1
pH mix. (esperado
7.18)
Osm méx. 566,000
Medio 4B

predisuelto y
glucosa * (para 1
1l de medio de
alimentacién)

Agua 150 ml
Mezcla de medio 4B
(14,5 g) con Agregar




W020068/028445 PCTAJS2005/030437

8 nn-:%/q,

glucosa (38,3 g)
Ajustar pH usando
25% NaOH hasta
disolver (pH
apréx. 10,25)

Observacién: Nucellin™ es fabricado por Eli Lilly (Indianapolis,
IN, USA); carga H/P = 0,036 mg/ml de hidrocortisona, 1,08 mg/ml
de Putrescinae2HCl.

[00223] La osmolaridad final fue 566 mOsm. Una alimentacién
diaria de 4% en volumen proporciona un incremento de osmolaridad
aproximado de 8,6, un incremento de glucosa de 2 g/l y un
incremento de glutamina de 1,5 mM. La formulacién de medio Medio
4 12X también se conoce como Medio 5. El Medio 5 es facil de
elaborar, en comparacién con el Medio 4 20X o el Medio 4 16X, y
es estable durante 10 dfias a temperatura ambiente, o a 4°C
(informacién no expuesta).

Ejemplo 3. Proceso de alimentacién de lote careciente de

glutamina, para cultivo de células anti-GDF-8

[00224] Las células CHO necesitan glutamina en el medio inicial
para sobrevivir. Tradicionalmente, 1los niveles iniciales de
glutamina han sido altos, y 1la glutamina se alimentaba
diariamente después del dia 5 hasta el final del proceso de
alimentacién de lote. Los procesos tradicionales de alimentacién
de lote normalmente logran niveles altos de lactato y amonio en
los cultivos celulares, gque, segin ge sabe, poseen efectos
inhibitorioe sobre el crecimiento celular, la densidad celular y
la expresién de proteina biotecnolSgica. Los procesos de
alimentacién de lote donde la glucosa se agrega lentamente al
cultivo han demostrado disminuir la produccién de lactato y
mejorar el crecimiento celular, 1la densidad celular y 1la
expresién de proteina biotecnolégica. Sin embargo, los métodos
del arte previo para la manipulacifn de la adicién de glucosa no
gon practicos para la elaboracién de gran escala. Aqui,
utilizando medios de cultivo con niveles inicialee inferiores de

glutamina, y eliminando la glutamina de la alimentacién, se

20
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demuestra que se logran niveles inferiores de amonio y lactato,
lo que conduce a mayor viabilidad celular. Adem&s, en cultivos
carecientes de glutamina, la expresién de proteina biotecnolégica
es mayor, y la osmolaridad final se reduce.

Materiales y métodos

[00225] Cepas y medios. Se cultivaron células anti-GDF-8 de un
modo de alimentacién de lote, en Medio 1, en un biorreactor de 1
1.

{00226] Condiciones de cultivo. Las células se cultivaron
durante doce dfas en biorreactores de 1 1. La temperatura se
cambié de 37°C a 31°C, el dfia 4 o el dia 5, seglin el crecimiento
celular. Se evaluaron tres procesos de alimentaci6n de lote: un
procesc normal (control), un proceso s8in alimentacién de
glutamina y un proceso careciente de glutamina. Los detalles
pertinentes de estos procesos se citan en la Tabla 8 y en la
Tabla 9.

Tabla 8. Proceso de alimentacién de lote en biorreactores de 1 1,

con proceso sin alimentacién de glutamina.

Proceso de|Proceso sin alimentacién
control de glutamina
Medio inicial 13 mM 13 mM
Glutamina (mM)
Alimentacién de|5 mM el dia 4 Sin alimentacifn de
glutamina glutamina
Medio de|Medio 5 (con|Medio 5 Bin glutamina
alimentacién glutamina 37,5
™M)
Esquema de{4% diariamente|4% diariamente desde el
alimentacién desde el dia 5 |dia 5
Cambio de|Dia 4 Dia 5
temperatura a 31°C

Tabla 9. Proceso de alimentacién de lote en biorreactores de 1 1,

con proceso careciente de glutamina.
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Proceso de | Proceso con bajo
control contenido de glutamina
Medio inicial 13 mM 4 mM
Glutamina (mM)
Alimentacién de|5 mM el dia 4 Sin alimentacién de
glutamina glutamina
Medio de|Medio -5 {con|Medio 5 sin glutamina
alimentacién glutamina 37,5
mM)
Esquema de|4% diariamente|4% diariamente deade el
alimentacifn desde el dia 5 |dia 5
Cambio de |Dia 4 Dia 5
temperatura a 31°C

[00227] Andlisis de muestras. Se tomaron muestras diarias de
los cultivos, y se analizaron para determinar los niveles de
densidad celular, viabilidad celular, lactato, glutamina vy
amonio. También se midié diariamente la valoracién de anticuerpo
anti-GDF-8 expresado.

Resultados y conclusiones

[00228] La PFigura 3 muestra la densidad celular de cultivos
desarrollados en condiciones de alimentacién de lote de control o
8in alimentacién de glutamina. En ambos casos, la densidad
celular fue similar en el transcurso del experimento.

[00229] La Figura 4 muesetra el porcentaje de viabilidad celular
en cultivos desarrollados en condiciones de alimentacién de lote
de control, o s8in alimentacién de glutamina. El cultivo sin
alimentacién de glutamina mostrd viabilidad celular notablemente
mie alta hacia el final del experimento, que comenzb el dia 6.
[00230] La Figura 5 muestra los niveles de amonio en cultivos
desarrollados en condiciones de alimentacifn de lote de control,
o sin alimentacién de glutamina. El cultivo sin alimentacién de
glutamina mostré una notable disminucién en los niveles de amonio

hacia el final del experimento, que comenzd el dfa 4.
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[00231] La Figura 6 muestra los niveles de lactato en cultivos
desarrollados en condiciones de alimentaciém de lote de control,
o sin alimentacién de glutamina. Los niveles de lactato fueron
pignificativamente inferiores en el cultivo sin alimentacién de
glutamina durante todo el curso del experimento.
[00232] La Figura 7 muestra la valoracién de anticuerpo anti-
GDF-8 en cultivos desarrollados en condiciones de alimentacién de
lote de control, o sin alimentacién de glutamina. La valoracitn
de anticuerpo anti-GDF-8 final fue mi&s alta en el cultivo sin
alimentacién de glutamina.
[00233] La Figura 8 muestra la densidad celular de cultivos
desarrollados en condiciones de alimentacién de lote de control o
careciente de glutamina. En ambos casos, la densidad celular fue
similar en el transcurso del experimento.
{o0234] La Figura 9 muestra la viabilidad celular de cultivos
desarrollados en condiciones de alimentacién de lote de control o
careciente de glutamina. En ambos casos, la viabilidad celular
fue similar en el transcurso del experimento.
[p0235] La Figura 10 muestra los niveles de amonio en cultivos
desarrolladoe en condiciones de alimentacién de lote de control o
careciente de glutamina. El cultivo careciente de glutamina
mostré una notable disminucién en los niveles de amonio durante
todo el transcursc del experimento.
[00236] La Figura 11 muestra los niveles de lactato en cultivos
desarrollados en condiciones de alimentacién de lote de control o
careciente de glutamina. El1 cultivo careciente de glutamina
mostrd una notable disminucién en los niveles de lactato hacia el
final del experimento, que comenzd el dia 4.
[00237] La Figura 12 muestra la valoraciémn de anticuerpo anti-
GDF-8 en cultivos desarrolladoe en condiciones de alimentacién de
lote de control, o careciente de glutamina. La wvaloracién de
anticuerpo anti-GDF-8 final fue mis alta en el cultivo careciente

de glutamina.
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[00238]) En conjunto, estos resultados indican que los nnnor:E
niveles de glutamina son beneficiosos para los cultivos
celulares, y reducen la cantidad de produccién de amonio,
aumentan la viabilidad celular y aumentan la valoraciémn de
anticuerpo anti-GDF-8 expresade. Ademés, en los cultivos
carecientes de glutamina, se observaron bajos nivelee de lactato,
posiblemente debido a la menor tasa de consumo de glucosa. Los
menores niveles de lactato y amonio también poseen el efecto de
reducir la osmolaridad total. Se Babe ademis que la mayor
osmolaridad tiene efectos inhibitorios sobre la viabilidad y el
Ccrecimiento celulares. Los bajos niveles iniciales de glutamina,
junto con la eliminacién de la alimentacién de glutamina, también
poseen el efecto positivo de reducir el amonioc producido como
consecuerncia de la degradacién no enzimética de glutamina en el

medio almacenado. La eliminacién de glutamina en la alimentacién

también simplifica el proceso de cultivo de células anti-GDF-8.
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Ejemplo 4. Respuesta de células anti-GDF-8 a la dosis de hierro,

en Medio 1 y Medio 2

[00239] El Medio 1 posee una concentraciém mucho mayor de
nutrientes que el Medio 2. Se determinaron los niveles &ptimos de
hierro para el crecimiento celular en el Medio 1, a fin de evitar
problemas por la deficiencia de hierro durante el cultivo
celular.

Materiales y métodos

[00240] Se cultivaron las células anti-GDF-8 en discos para un
pase, en Medio 1 o Medio 2. Se manipularon las concentraciones de
hierro de estos medios agregando diferentes cantidades de
solucién de hierro de carga. Se midieron las densidades celulares
finales por medio de CEDEX.

Resultados y conclusiones

[00241] La Figura 13 muestra la respuesta de células anti-GDF-8
a la dosis de Fe, en Medio 1 y Medio 2, con diferentes
concentraciones de hierro. En el Medio 2, la densidad celular fue
relativamente constante para las concentraciones de hierro que
oscilaron desde 3 uM hasta 15 pM. En el Medio 1, la densidad
celular aumentdé con las mayores concentraciones de hierro, pero
alcanzé un miximo luego de aproximadamente 5 uM. Esta diferencia
podria deberse al alto contenido de nutrientes del Medio 1, 1lo
que podrfa reducir la disponibilidad de hierro para las células,
como consecuencia de la quelacién del hierro en el medio. Estos
regsultados indican que los niveles de hierro deben mantenerse
superiores a 5 uM, a fin de evitar problemas por la deficiencia
de hierro en el Medio 1.

Ejemplo 5. Sustitucién de glutamina con glutamato en el proceso

de biorreactor

[00242] Se efectuaron tres experimentos a fin de evaluar los
efectos de la sustitucién de glutamina con glutamato, en un

proceso de cultivo celular anti-Lewis Y.
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Los experimentos se llevaron a cabo en biorreactores de

Materiales y métodos
[00243]

10 1, a pH 7,1, con oxigeno disuelto al 30% y una temperatura

inicial de 37°C, con un cambio a 31°C el dia 5. Los gases de

riego y espacio de cabeza fueron 88% de una mezcla de 93% de aire

y 7% de CO;, Yy 12% de oxigeno. El medio inicial en todos los

experimentos fue Medio 1, que contenfia glutamina. El1 medio de

alimentacién y el esquema de alimentacién, incluso las

alimentaciones de glutamina y glucosa suplementarias, se muestran

en la Tabla 10. Las cclumnas tituladas “Glutamato” se alimentaron

con Medio 5 modificado, que no contenia glutamina, pero que

contenfa una concentracién molar de glutamato igual a la

Las

concentracién molar de glutamina en Medio 5 convencional.

“@lutamina”

colummas tituladas se alimentaron con Medio
convencional.
Tabla 10. Esquema de alimentacién
Di 9040-44 9040-56 95040-64
a | Glutamat | Glutamina | Glutamat | Glutamin | Glutamat | Glutamin
o1 1 o 2 a2 © 3 a 3
0
1
2
3
4 5 mM gln. 5 mM 3 g/l 7,7 mM
gln. gluc. 3 gln.
2,9 g/l
gluc,
5 3,6 g/ |5 mM gln. | 3,5 g/1 5 mM 3 g/l 3 g/l
gluc. 5,5 g/l gluc. gln. gluc. gluc.
gluc. 6 g/l
gluc.
6 12% 16X 12% 16X 17% 17% 16X 29% 29%
Medic 4 Medioc 4 Medio 5 { Medio 4 | Medio 5 | Medio 5
7 4 mM gln.
8
9 2,5 g/l
__gluc.
10| 10% 16X 10% 16X 8% Medio B% 18X
Medio 4 Medioc 4 5 Medio 4
11 1 g/l
gluc.
12
13 1 g/l
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Regultados y canclusiénes

[00244] En cada experimento, la densidad celular fue gimilar,
como se muestra en la Figura 14. Las densidades celulares fueron
bajas en los experimentos de Glutamina 2 y Glutamato 2 debido a
una desviacién de pH a aproximadamente 6,7, el dfa 3 del proceso.
La caida de la densidad entre los dias 6 y 7 en los experimentos
de Glutamina 3 y Glutamato 3 se debe a la alimentacién de medio
de 29% el dia 6.

[00245] La Figura 15 muestra la viabilidad celular de los
cultivos de alimentacién de glutamato y glutamina. Las
viabilidades permanecieron mds altas durante la segunda mitad del
proceso en los biorreactores que contenian cultives de
alimentacién de glutamato.

[00246] En el Experimento 1, la valoracifm de anti-Lewis Y fue
Bimilar entre 1los cultivos de alimentacién de glutamato y
glutamina. La Figura 16 muestra que en los Experimentos 2 y 3,
las valoraciones anti-Lewis Y son inferiores en los reactores de
alimentacién de glutamina. La menor valoracién anti-Lewis Y
observada en estos reactores podria deberse a los altos niveles
de lactato producidos, como se muestra en la Figura 17.

[00247] Los biorreactores con glutamato en los medios de
alimentacién tienen menor concentracién de amonio (Figura 18) y
menor osmolaridad (Figura 19).

[00248] Se usé el ensayo de ELISA de unién para evaluar la
actividad de las muestras de los experimentos de Glutamina 1 y
Glutamato 1. Las actividades fueron similares: 110% de referencia
para la nmuestra de Glutamina 1 y 122% de referencia para 1la
muestra de Glutamato 1 (informacién no expuesta).

[00249] La sustitucién de glutamina c¢on glutamato en estos

experimentos no tuvo un efecto significativo sobre la densidad
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celular. Sin embargo, la wviabilidad celular fue inferior en los
biorreactores alimentados con glutamina. Los niveles de amonio,
lactato y la osmolaridad fueron inferiores en los biorreactores
alimentados con glutamato, en comparacién con aquellos
alimentados con glutamina. En promedio, la valoracién anti-Lewis
Y fue mis alta en los biorreactores alimentados con glutamato, y
la actividad fue esencialmente la misma en ambas condiciones.

Ejemplo 6. Sustitucién de glucosa y glutamina en el proceso de

cultivo celular anti-lLewis Y

[00250] Bl propésito de este experimento fue evaluar los
efectos de la sustitucién de glucosa y glutamina con el medio de
alimentacién citado en la Tabla 11 a continuacién, en el cultivo
de células anti-Lewis Y (ver Bogheart y col., “Antibody-targeted
chemotherapy with the calicheamicin conjugate hu3Sl193-N-acetyl
gamma calicheamicin dimethyl hydrazide targets Lewisy and
eliminates Lewisy-positive human carcinoma cells and xenografts”,
Clin. Can. Res., 10: 4538-49 (2004)). Se midieron la densidad
celular, la viabilidad celular, la valoracién anti-Lewis Y y los
niveles de amonio.

Materiales y métodos

[00251] El experimento se efectu$ en frascos de agitacién de
250 ml, con un volumen inicial de 75 ml. Todos lcoa frascos de
agitacién se sembraron a 0,25 x 10° células/ml, en Medio 2. Los
frascos Be incubaron a 37°C en una incubadora de CO; al 7%,
durante 14 dias. Los dias 3 y 4, los frascos se alimentaron con
5% en volumen de medio de alimentacibn Medio 6. La composicién de
Medio 6 se cita en la Tabla 11. Los dias 5-13, los frascos se
alimentaron con 5% en volumen de una de las soluciones de
alimentacién que se citan en la Tabla 12. Cada condicién se
efectud por duplicado. Se tomaron muestras diariamente para los
recuentos celulares por CEDEX y ensayos de amonio, glucosa y

lactato.
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Tabla 11. Composicién de Medio 6.

Aminoficidos Oligoelemsnt
mg/l | mM os| ug/l | nM
alanina| 142,4 Selenito de 231,
8| 1,60 sodio| 40,00 35
arginina | 1528, CusSo0, 21,5
848,79 3,44 1
asparaginaeH;O| 1080, CuS0,e5H;0 30,0
60| 7,20 7,49 0
&cido| 532,4 FeSQ.e7H;0
aspéirtico 0] 4,00 2534 | 9115
cistinae2HCl | 473,0 ZnsO,* 7TH,0
0]1,51 2704 | 5421
adcido| 235,3 MnSO,®Hz0
glutémico 8|]1,60 0,17] 1,01
glutamina | 4820, | 33,0 Naz;Si0;*9H0 492,
00 1 140 84
glicina| 120,0 (NH,) ¢MO;02®
7]1,60 4H,0| 1,24(1,00
histidinaeHCl | 588,3 NH,VO;
*H,0 2(2,80 0,65] 5,56
isoleucina | 944,5 NisSO,*6H,0
2| 7,21 0,13] 0,49
leucina| 1360, | 10,3 SnCl;e2H,0
75 9 0,12]| 0,53
lisinaeHCl | 1456, AlCl;e6H0
801 8,00 1,201 4,97
metionina| 477,0 AgNO;
6| 3,20 0,17]| 1,00
fenilalanina| 660,3 Ba (CaH303) 2
6| 4,00 2,55]| 9,98
prolina| 552,3 KBr
1] 4,80 0,12 1,01
gerina| 1264, | 12,0 | CdClze2,5H;0
70 4 2,281 9,99
treoninal| 762,0 CoCl,e6H;0 10,0
2| 6,40 2,38 0
triptéfano| 260,9 CrCl;
41 1,28 0,32] 2,02
tirosinae2Nae | 832,6 NaF 100,
2H20 2] 3,19 4,20 02
valina| 749,2 Ge0,
1] 6,40 0,53]| 5,07
KI 0,17] 1,02
Vitaminas RbC1 10,0
mg/l | =M 1,21 1
biotina 3,28 | 0,01 Zr0OCl;e8H0 3,221 9,99
pantotenato
de calcio| 36,02| 0,08
cloruro de | 143,2 Otros
colina 8|1,03| componentes| ug/l nM
8cido f6lico Hidrocortiso
42,43] 0,10 na 288 0,79
inositol | 201,7 Putrescinae2 49,6
1]1,12 HCl 8000 6
nicotinamida| 32,02 0,26 dcido| 336,2| 1,20




WO02008/026445 PCTAIS2005/030437

. nf‘-'yf
lincleico 5 1;7

piridoxinaeHC &cido| 840,6 /s
l| 32,82] 0,16 tibéctico 3| 4,08
riboflavina 3,60 0,01
tiaminaeHCl Otros
35,22)| 0,10 | componentes mg/1 mM
vitamina Bl2 D-glucosa | 33005 | 183,
11,21| 0,01 (Dextrosa) .99 37
PVA | 2400,
00
Sales Nucellin™
inorgénicas mg/1 mM 80,00
KH,PO, | 1635, | 12,0
00 2
MgSO,®7H0| 171,9
8| 0,70

Tabla 12. Alimentaciones loa dias 5-13. Medio 6 modificado que no

contiene glucosa ni glutamina.

Glu@Gln |Medio modificado 6 + 43 g/l glucosa + 4,82 g/l
glutamina (control)

Glu Medio modificado 6 + 43 g/l glucoea + 4,82 g/l
glutamato

@luAsp | Medio modificado 6 + 43 g/l glucosa + 4,36 g/l
asparagina

GluGly |Medio modificado 6 + 43 g/l glucosa + 6,71 g/l
Gln glicilglutamina
@luBGlu |Medio modificado 6 + 43 g/l galactosa + 4,82 g/l

glutamina

GalGlu |Medio modificado 6 + 43 g/l galactosa + 4,82 g/l
glutamato

Gal@ln |Medio modificado 6 + 43 g/l galactosa + 4,36 g/l
apparagina

Gal@ly |Medio modificado 6 + 43 g/l galactosa + 6,71 g/l
Gln glicilglutamina
GalAsp |Medio 6 + 43 g/l glucosa

Resultados y conclusiones

[00252] La mAs alta densidad celular se observé cuando se
sustituyd glutamina con glutamato o glicilglutamina, en presencia
de glucosa o galactosa en el medioc de alimentacién. La densidad
celular fue generalmente inferior en los cultives alimentados con
glucosa/glutamina, galactosa/glutamina, o glucosa aolamente
(Figura 20). La viabilidad final fue mis alta en los cultivos
alimentados con glucosa solamente, y luego, en los cultivos
alimentados con glucosa/glutamato. La menor viabilidad se observd
en los cultivos alimentados con glutamina o asparagina combinadas

con glucosa o galactosa (Figura 21).
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[00253] La valoracién del difa 14 fue mis alta en los cultivos
alimentados con glucosa/glicilglutamina y glucosa/glutamato, de
aproximadamente 700 ug/ml. La valoracién fue menor en los
cultivos alimentados con galactosa/glicilglutamina Y
galactosa/asparagina, de aproximadamente 500 pug/ml. La valoracién
en el control de glucosa/glutamina fue aproximadamente 570 ug/ml
(Figura 22).
[00254] Los menores niveles de amonio se obeervaron en los
frascos alimentados con glucosa/glutamato o glucosa sola. Los
frascos alimentados con galactosa/glutamato, glucosa/glutamina,
glucosa/glicilglutamina y glucosa/asparagina mostraron niveles
intermedios de amonio. Los frascos alimentados con
galactosa/asparagina, galactosa/glicilglutamina Y
galactosa/glutamina tuvieron los niveles mis altoe de amonio
(Figura 23).
[00255] Los niveles de glucosa permanecieron superiores a 1 g/l
en todos los frascos alimentados con galactosa hasta el dia 11.
Desde el dia 11 hasta el dia 14, la glucosa en estos cultivos
nunca se agoté por completo, y permanecié entre 0,6 y 1 g/l, sin
diferencias significativas entre los diferentee cultivos.
fo0256] Los niveles de glucosa aumentaron en todos los frascos
alimentados con glucosa © glucosa combinada con otro sustrato,
hasta el dia 10. Desde el dia 10 hasta el dia 14, en estos
cultivos los niveles de glucosa permanecieron bastante constantes
Yy Bimilares entre si. El dia 14, quedaban aproximadamente 8,4 g/l
de glucosa en los cultivos alimentados con glucosa/glutamato, y
quedaban aproximadamente 10,8 g/l en los cultivos alimentados
gole con glucosa.
[00257] Los niveles de lactato alcanzaron un miximo de
aproximadamente 2,4 g/l el dia 5, cuando las condiciones fueron
las mismas para todas las células, y cayeron esencialmente hasta
cero en todos los cultiveos, el dfa 14. Loe niveles de lactato

fueron los mis altos desde el dia 10 hasta el dia 14 en el
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control de glucosa/glutamina, pero fueron inferiores a 1 g/l en
este tiempo (informacién no expuesta).
[00258] Todas lae condiciones evaluadas en este experimento
produjeron densidad celular mis alta gque la condicién de
glucosa/glutamina de control. Todas las condiciones evaluadas,
excepto la condicién de galactosa/asparagina, lograron superior
viabilidad final en comparacién con el control de
glucosa/glutamina, o la condicién de alimentacitn de
galactosa/glutamina. La valoracién en el control de
glucosa/glutamina fue aproximadamente 570 pg/ml, en comparacién
con un miximo de alrededor de 700 upg/ml en la condicién de
alimentacién de glucosa/glicilglutamina y 1la condicién de

alimentacién de glucosa/glutamato.

S
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Ejemplo 7. Evaluacifn de un proceso de lote careciente de

glutamina, para la produccién de anti-GDF-8

[00259] Losa métodos tipicos de produccién de alimentacién de
lote requieren m@ltiples alimentaciones durante el perfodo de
cultivo. Estas alimentaciones se disefian de manera de reemplazar
los nutrientes en el medio que han sido agotados por las células,
o pueden haberse degradado en el lote. Estas alimentaciones crean
complicaciones cuando se amplia el procesc para ser utilizado en
reactores mis grandes, por ejemplo, la necesidad de un impulsor
de salto (ver Figura 24). Adem&s, las alimentaciones diluyen la
cantidad de anti-GDF-8 ya secretada en el cultivo, y por 1lo
tanto, afectan la valoracién de cosecha. El uso de un proceso de
lote permitirfa 1la inoculacién del biorreactor en volumen
completo, en lugar de un volumen parcial, de manera de acomodar
las alimentaciones, lo que eliminarfia la necesidad de un impulsor
de salto y reducirfia en gran medida cualquier efecto de dilucién
sobre la productividad.

[00260] Una de las razones mis importantes por las dque Bse
emplea un enfoque de alimentacién de lote es la glutamina, ya que
esta no es estable a 37°C, y se pens§ gque era necesaria su
reposicién durante un cultivo de lote. 8Sin embargo, 1los
regultadoa de los Ejemplos 2; 5 y 6, donde se ensay$ una
estrategia de carencia de glutamina, mostraron un aumento
significativo en la productividad, en comparacién con un reactor
de control, alimentado con glutamina. Este resultado se combiné
con el proceso de lote para crear un proceso de lote careciente
de glutamina, que se evaluf6 en este Ejemplo.

Materiales y métodos

[00261] Se cultivaron células anti-GDF-8 en biorreactores de 1
1, durante 12 dias, de acuerdo con las s8siguientes cuatro
condiciones de crecimiento. Los parimetros de los biorreactores
para todas las condiciones se mantuvieron iguales. El oxigeno

disuelto se mantuvo a no menos de 23% de saturacién de aire,
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mediante el riego con aire, y el pH se mantuvo a 7,00 mediante la
adicién de una solucién que contenia bicarbonato de sodio en una
concentracién de 0,58 M y carbonato de sodio en una concentracién
de 0,71 M. La temperatura de todos los cultivos se mantuvo a 37°C
durante los primeros cuatro dias del lote. Al cuarto dfa del
lote, la temperatura de todoe los biorreactores se bajé a 31°C, y
se mantuvo en este punto durante todo el lote. Los cultivos de
control y de alimentacién de lote se alimentaron con 8%; 12% y 8%
del wvolumen total del reactor, de sus respectivos medios de
alimentacién, los dias 5; 7; y 10, respectivamente.
[00262] 1) Control.

- Inoculacién del medio Medio 7 (ver Tabla 13).

— Alimentacifn de Medio 8, alimentado loe dias 5; 7 y 10
(ver Tabla 13).

- Alimentacién de 5 mM de glutamina, el dia 4.

— Disminucién de la temperatura a 31°C, el dia 4.
[00263] 2) Alimentacién de lote con carencia de glutamina.

- Inoculacién del medio Medio 7, solo con 4 mM de glutamina
(ver Tabla 13).

-~ Alimentacién de Medio 8, sin glutamina, alimentado los
difias 5; 7 y 10 (ver Tabla 13).

- 8in alimentacién de glutamina el dia 4.

- Disminucién de la temperatura a 31°C, el dia 4.
[00264] 3) Lote con carencia de glutamina.

- Inoculacién del medio, nuevo medio de lote, con soclo 4 mM
de glutamina (ver Tabla 13).

- Sin medio de alimentacién.

Sin alimentacién de glutamina.

Disminucién de la temperatura a 31°C, el dia 4.
- Adicién de 5 g/l de glucosa el dia 8.
[00265] 4) Lote con carencia de glutamina suplementado el dia
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- Inoculacitn del medio, nuevo medio de lote, con solo 4 mM

de glutamina (ver Tabla 13).

- 8in medio de alimentacién.

Sin alimentacién de glutamina.

— Disminuci6n de la temperatura a 31°C, el dia 4.

- Adici6n de 4 g de glucosa,

375 mg de Asparagina,

3 ml de

carga de FeSO, 1 mM, 3,33 ml de carga de 5 g/1 de Nucellin™, 2,57

ml de 36 mg/l de Hidrocortiscna y 1,0 g/l de solucién de carga de

Putrescina,

0,23 ml de 50 mg/l de carga de Selenito de sodio y

13,1 mg de Tiamina, el dia 8.

Tabla 13. Composiciones de medios utilizados.

Medio | Medio Medios de
MW 7 8 lote

Aminoficidos mM M mM
LI, -Alanina 89,0 1,08 2,4 0,2

L- Arginina | 174,0| 6,84 13,2 4

L_
AsparaginaeH
10 150,0 | 4,76 21,4 7.5
Acido L-
Aspélrtico 133,0| 2,40 6 1,65
L_
CisteinaeHCl
e H;0 176,0 | 0,40 0 0,4
L-

Cigtinae2HCl1l| 313 0,95 1,875 1
Acido L-

Glutémico 147,0( 1,08 2,4 1,08

L-Glutamina | 146,0 | 13,00 | 37,5 4
Glicina 75,0 1,28 2,4 1,54

L-
HistidinaeHC
leH0 210,0 1,76 4,2 1,76

L-isoleucina| 131,0} 4,76 10,8 2,83
L-leucina 131,01 6,52 15,6 4,7
LisinaeHCl | 182,0| 5,20 12 5,2

L-Metionina | 149,0| 1,96 4,8 2,6

L-

Fenilalanina| 165,0 | 2,60 6 2,2
L-prolina |[115,0| 3,24 | 7,2 4,1
L-serina 105,01 8,60 18 8,6
L-treonina | 119,0 | 4,32 9,6 3,2

L-triptéfano| 204,0| 0,78 1,92 1,04
L-tirosina
2Nas2H;0 261,00 2,16 4,8 1,75
L-valina 117,0 4,32 9,6 4
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Vitaminag uM uM uM
Biotina 244,0| 8,31 20,4 11
D-Calcio .
pantotenato | 476,0{ 46,06 | 112, 8 46,06
Cloruro de
colina 139,0 | 632,2 1548 840
Acido f6lico| 441,0| 58,8 144 58,8
I-inositol | 180,0 686 1680 911
nicotinamida| 122,0 | 161, 7 396 215
piridoxinaeH
Cl 206,0 | 88,15 240 88
piridoxaleHC
1l 203,0 10 0 10
riboflavina | 376,0 | 5,37 13,2 1,1
tiaminaeHCl | 337,0 | 63,7 | 274,7 117
vitamina B12(1355,0| 4,9 12 7.8
Sales
inorgénicas
18,8
NaCl 58,5 mM
KC1l 74,6 |4,2 mM 4,19 mM
1,05
CaCl, 111 mM 1,05 mM
Selenito de 27 60
sodio 173 ug/l | ug/l | 60 ug/l
4,68
NaH;PO4*H;0 142 mM 1l mM| 4,68 mM
Na.!HPO. 138 0,5 mM 00,3986 mM|
1,15 1,05
MgS0, 120 ™M ™M 1,15 mM
MsCl: 95 0,3 mM 0,3 mM
24,675
FeS0,® 7H;0 278 9 uM uM 9 uM
0,125
Fe(NO;);OSH!O 404 uM 0,124 um
Znso, e 7H,0 287 9,2 uM| 17 uM 9,2 um
0,05 0,074
CusSo0, 160 uM uM 0,064 um
23,8
NaHCO, B4 mM 23,8 mM
Otros
38,3
Glucosa 180 |16 g/1| g/1 15 g/1
Alcohol 2,56
polivinilico g/l |2,49/1]|2,56 g/l
Hidrocortiso 0,23 0,43
na 363 mg/l | mg/1 0,28 ma/l
Putrescinae?2 6,4 12
HC1 161 | mg/l | mg/1 {7,7 mg/1
Piruvato de
sodio 110 |500 uM 500 uM
Acido 0,81
linoleico 280 uM 1,8 uM| 0,81 uM
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tibctico 206 |2,7 uM| 6 uM 2,7 uM
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54 120
Nucellin™ mg/l | mg/l | 50 mg/l
1000x 1,5 6,75

Oligoel. B ml/1 ml/l |[1,5 ml/l
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Resultados y conclusiones 4/
[00266] El crecimiento celular durante los primeros cuatro dias
fue similar para los procesos de control y de lote, mientras que
el proceso de alimentacién de lote careciente de glutamina tuvo
una densidad celular levemente inferior, y se mantuvo un poco més
baja durante el resto del 1lote. Ambos procesos de lote
mantuvieron densidades celulares mis altas durante todo el lote,
probablemente, debido a 1la falta de cualquier dilucién
significativa (ver Figura 25). Las viabilidades de todos los
cultivose fueron las mismas hasta el dfia 8. Sin embargo, es
interesante la observacién de que el dia 11, la viabilidad del
proceso de lote no suplementado fue inferior a los otros tres
biorreactores, y terminé significativamente inferior el dia
final. Esto sugiere que el medio de lote aun pudo optimizarse, ya
que el proceso de lote suplementado tuvo wuna viabilidad
equivalente a los biorreactores de alimentacién de lote (Figura
26) .
[00267] Las células cultivadas ya sea en el proceso de lote
careciente de glutamina, ya sea en el proceso de alimentacién de
lote careciente de glutamina, superaron a las mismas células
cultivadas en el proceso de alimentacién de lote de control, en
términos de productividad. El procesoc de alimentacién de lote de
control tuvo una valoracién de dia de cosecha de 685 ug/ml, como
era esperado, mientras que el proceso de alimentacién de lote
careciente de glutamina tuvo una valoraciém de cosecha de 1080
pg/ml, aproximadamente 58% mis alta que el control. Esto es
similar a los resultados observados con anterioridad. El proceso
de lote no suplementado, careciente de glutamina, tuvo wuna
valoracién de dia de cosecha de 960 pg/ml, 40% mis alta que el
control, similar al proceso de alimentacién de lote careciente de
glutamina, mientras que el proceso de lote careciente de

glutamina, suplementado, tuvo una valoracifn mis alta, de 1296
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pg/ml. Esto representa un aumento del 89% sobre el control (ver
Figura 27).

[00268] Cuando se analizaron los niveles inhibitorios para las
cuatro condiciones, los resultados mostraron que los niveles de
lactato y amoniaco para los tres procesos carecientes de
glutamina fueron significativamente m&s bajos que para el
control. De hecho, después del dfa 4, esas tres condiciones
dejaron de producir lactato, © comenzaron a consumir lactato,
mientras que el control continué produciendo lactato durante todo
el lote (ver Figura 28). Como era esperado, los niveles de
amoniaco fueron mucho mis bajos en los procesos carecientes de
glutamina, y declinaron después del dfa 4, mientras que el
control continué produciendo amoniaco (ver Figura 29).

[00269] En este Ejemplo, la combinacién de un proceso de lote
con una estrategia de carencia de glutamina produjo un aumento
del 40% en la productividad, en comparacién con el proceso de
alimentacién de lote de control, para las células anti-GDF-8. La
informacién ademis sugiere que, con alguna optimizacidn del medio
del 1lote, se puede lograr un aumento de casi el doble de
productividad. Este incremento en 1la productividad puede
atribuirse a dos factores. En primer lugar, la carencia de
glutamina aumenta la productividad, ya sea directamente, ya sea
manteniendo los niveles de amoniaco y lactato muy bajos. En
segundo lugar, porque debido a la aueencia de alimentaciones, la
valoracién no se diluye durante el lote. La mayor productividad,
junto con la facilidad de operacifn inherente a un proceso de
lote, hacen que esta sea una opcifn atractiva para la produccién
de polipéptidos biotecnolégicos.

Ejemplo 8. Efectos de las concentraciones de glutamina y

agparagina en medios de lote, sobre el proceso de cultivo de

células anti-GDF-8

[00270] En los Ejemplos 2; S y 6, se demostrd qi.le la carencia

de glutamina conferia beneficioe a los cultivos de alimentacién
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de lote en dos 1lineas de c¢élulas, entre ellos, mayores
crecimiento celular, viabilidad celular y valoracién, como asi
también, menor produccién de lactato y amonio. La aeparagina
también parece cumplir una funcién en los medios de lote.
Materiales y métodos

[00271] Las células anti-GDF-8 se cultivaron durante doce dias
en biorreactores de 1 1, en Medio 9 modificado, con diferentes
concentraciones de glutamina y asparagina. La composicién de
Medic 9 base s8e cita en 1la Tabla 14. Las +variaciones
experimentales sobre esta composicifn base se citan en la Tabla
15. Los cultivos se incubaron a 37°C durante los primercs 5 dias,
excepto el Reactor 4, cuya temperatura fue de 30°C durante el
primer dfa, debido a problemas de control de temperatura. Los
cultivos se cambiaron a 31°C el dia 6. El dia 7, se alimentaron
los cultivos una vez con 5% en volumen de Medio 5 que carecia de
glutamina. Los cultivoe se midieron diariamente para establecer
la densidad celular, la valoracién de anti-GDF-8, y los niveles
de lactato y amonio.

Tabla 14. Composicién de Medio 9.

Aminofcidos Oligoelemento
mg/l mM 8 ng/l nM
alanina Selenito de 400,
17,801 0,20 sodio| 69,16 00
arginina| 696,0 Fe (NO3) 3#9H;0 123,
0] 4,00 50,00 76
asparaginaeH;O| 3000, | 20,0 CuS0, 64,0
00 0 10,24 0
Acido| 219,4 CuS0,e5H;0 400,
aspiartico 5| 1,65 99,88 00
cisteinasHCle FeS0,e7H;0 1500
H,O( 70,40 0,40 4170 0
cisteinae2HCl | 468,7 ZnS0.® 7H,0

5| 1,50 2640 | 9200
glutamato MnSO,*H;0 200,
monosddico| 33,80 0,20 33,80 00

glutamina | 584,0 Na;Si0;e#9H;0| 284,0
0| 4,00 71 1000
glicina| 115,5 (NH,) gMO,02.04H | 247,2| 200,
0]1,54 20 ol o0
higtidinaeHCl | 474,6 NH,VO,\ 20,0
*H;0 0] 2,26 2,34 0
isoleucina| 570,7 NiSO,*6H;0 20,0
3| 4,36 5,26 0
leucina| 1030, | 7,87 SnCl;#2H;0| 0,90 4,00




70
lisinaeHCl | 1401, AlCl;e6H;0
401 7,70 0,97 4,00
metionina| 387,4 KBr
ol 2,60 0,48 | 4,00
fenilalanina| 507,0 CrCl,; 100,
0] 3,07 15,83 00
prolina| 539,65 NaF
0| 4,69 0,17]| 4,00
serina| 1052, | 10,0 GeO;
00 2 0,42 ] 4,00
treonina| 564,8 KI 200,
0| 4,75 33,20 00
triptéfano | 274,1 RbC1
6| 1,34 0,48 | 4,00
tirosinae2Naes | 745,7 H3BO, 200,
2H;0 5| 2,86 12,37 00
valina| 749,0 LiCl
0] 6,40 0,17 4,00
Vitaminas Otros
mg/1l mM componentes pg/l nM
biotina Hidrocortison | 540,0
2,68| 0,01 a 0] 1,49
pantotenato Putrescinae2H 93,1
de calcio| 21,92 0,05 Cl| 15000 1
cloruro de| 158,4 4cido| 290,0
colina 6| 1,14 linoleico 0]1,04
dcido f6lico acido| 716,0
25,93| 0,06 tibctico 0| 3,48
inositol | 163,9
810,91
nicotinamida Otros
. 26,23 0,22 componentes Aggll mM
piridoxalesHCl D-glucosa | 15000 | 83,3
2,03] 0,01 (Dextrosa) , 00 3
piridoxinaeHC PVA| 2560,
1| 36,13 0,18 00
riboflavina 2,41 0,01 Nucellin™| 50, 00
tiaminaeHCl Piruvato de
39,43| 0,12 sodio| 55,00 0,50
vitamina Bl2| 21,17 0,02
Sales
inorginicas mg/l mM
CaCl, 116,5
5] 1,05
KCl| 312,9
0] 4,19
Na;HPO. | 56,60 0,40
NaCl| 1100, | 18,8
00 0
NaH,PQO,®*H;0 645, 8
4| 4,68
MgSO, 138,0
011,15




MgCly, | 28,50 0,30
NaHCO, | 2000, | 23,8
00 1
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Tabla 15. Condiciones de glutamina y asparagina evaluadas.

cultivo

Reactor | Reactor | Reactor | Reactor | Reactor | Reactor
1 2 3 4 5 6

Linea anti-GDF-8

celular

Medio Medio de lote (Medio 9)

Niveles de |1 mM 1 mM 1 mM 4 mM 4 mM 4 mM

 glutamina

Niveles de |8 mM 12 mM 20 mM 8 mM 12 mM 20 mM

asparagina

Densidad 0,3 a 0,35

de piembra

(x10°/ml)

Medio de Medio 5-Glutamina, 5% el dia 7

alimentaci

6n

Dias de 12




W02008/028445 PCTAUS2005/030437

ﬂ"%?qu

Cambio de Dia 6 Dia 6 Dia 6 Dia § Dia 5 Dia 4
temperatur
a (37-
31°C)

Resultados y conclusiones

[00272] Las Figuras 30; 31; 32; y 33 muestran el crecimiento
celular de células anti-GDF-8; la valoracién de anti-GDF-8; los
niveles de lactato; y los niveles de amonio, respectivamente,
durante todo el transcurso de los experimentos, en las varias
condiciones experimentales.

[00273] En todas las condiciones experimentales, 4 mM de
glutamina es mejor que 1 mM de glutamina en todos los niveles de
asparagina evaluados. En niveles de glutamina comparables, las
condiciones de asparagina 12 mM y 20 mM son mejores que las
condiciones de asparagina 8 mM. Se observaron menores niveles de
lactato y NH, al final del cultivo para todas las condiciones
evaluadas.

Ejemplo 9. Efectos de las concentraciones de glutamina vy

asparagina en mediose de lote, sobre el proceso de cultivo de

células anti-GDF-8

[00274] En el Ejemplo 8, se demostr6 que el Medio 9, dque
contenia una concentracién inicial de glutamina de 4 mM, era mis
eficaz que el medio que contenia glutamina 1 mM, 8in
consideracién de los niveles de asparagina. Este ejemplo
demuestra el efecto del medio que contiene niveles de glutamina
de 13 mM y varios niveles de asparagina.

Materiales y métodos

[00275] Las células anti-GDF-8 se cultivaron durante doce dias
en blorreactores de 1 1, en Medio 9 modificado, con diferentes
concentraciones de glutamina y asparagina, como se cita en la
Tabla 16. Los cultivos se incubaron a 37°C durante los primeros 3
dfas. Los cultivos se cambiaron a 31°C el dia 4. El dia 7, me
alimentaron los cultivos una vez con 5% en volumen de Medic 5 que

carecia de glutamina. Los cultivos se midieron peri&dicamente
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para establecer la densidad celular, la wviabilidad celular, los
niveles de lactato y amonio, los niveles de glutamina, 1la
valoracién anti-GDF-8 y la osmolaridad.

Tabla 16. Condicionea de glutamina y asparagina evaluadas.

Reactor | Reactor | Reactor | Reactor | Reactor | Reactor
1 2 3 4 5 6
Linea anti-GDF-8
celular
Medio Medio de lote (Medio 9)
Niveles de {4 mM 4 mM 13 mM 13 mM 13 mM 13 mM
glutamina
Niveles de | 20 mM 20 mM 20 mM 12 mM 12 mM 8 mM
asparagina
Densidad 0,3 a 0,35
de siembra
(x105%/ml)
Medio de Medio 5 careciente de glutamina, 5% el dia 7
alimentaci
én
Dias de 12
cultivo
Cambio de Dia 4 Dia 4 Dia 4 Dia 4 Dia 4 Dia 4
temperatur
a (37-
31°C)

Resultados y conclusiones

[00276] Las Figuras 34; 35; 36; 37; 38; 39 y 40 muestran el
crecimiento celular de células anti-GDF-8; el porcentaje de
viabilidad de células anti-GDF-8; los niveles de lactato; los
nivelea de amonio; loa niveles de glutamina; la valoracién de
anti-GDF-8; y la osmolaridad, respectivamente, durante todo el
transcurso de 1los experimentos, en 1las varias condiciones
experimentales.

[00277] Entre todas las condiciones evaluadas, solo el Medio 9
que contenfia glutamina 13 mM y asparagina 20 wM mostréd
significativos efectos adversos scbre la valoracién y el
crecimiento celular. La glutamina se agoté en todos los cultivos
aproximadamente en el mismo momento, sin consideracién del inicio
del cultivo con 4 mM o0 con 13 mM de glutamina. La valoracién més
alta anti-GDF-8 se obtuvo en cultivos que contenian glutamina 13
mM y asparagina 12 mM. Todas las condiciones de cultivo

exhibieron menores niveles de lactato y amonio cerca del final



del cultivo. Los niveles de amonio fueron mée altos en el cultivo
que contenia glutamina 13 mM y asparagina 20 mM.

Ejemplo 10. Efecto de los niveles de agparagina y cisteina sobre

la disminucifn observada en los niveles de lactato y amonio en

cé8lulas anti-GDF-8 cultivadas en Medio 9

[00278] En los Ejemplos 2; 5 y 6, se demostré que los cultivos
desarrollados en condiciones de carencia de glutamina exhibian
menores niveles de lactato y amonico al final del proceso de
cultivo. Sin embargo, los cultivos deearrollados en Medio 9 en
condiciones s8in carencia de glutamina aln exhibieron menores
niveles de lactato y amonio al final del proceso de cultivo. Este
efecto no se observd en otros medios, tales como el Medio 1,
donde la carencia de glutamina parecia necesaria para los menores
niveles de lactato y amonio. El Medio 9 y el Medio 1 difieren en
los niveles de asparagina (20 mM en el Medio 9, en comparacién
con 11 mM total en el Medio 1 mfis alimentacién) y cistina &cida
{1,5 mM en el Medio 9, en comparacién con 0,95 mM en el Medio 1).
Este ejemplo evalia si estos dos componentes fueron responsables
de la disminucién observada en los niveles de lactato y amonio al
final del cultivo.

Materiales y métodos

[00279] Las células anti-GDF-8 se cultivaron durante doce dias
en biorreactores de 1 1. Inicialmente, las células se cultivaron
a 37°C, y se cambiaron a 31°C el dia 4 o el dia 5, a 8-10 x
10°/ml. La Tabla 17 cita las varias condiciones experimentalea
evaluadas. Se tomaron muestras a diario y se guardaron para
~ andlipis de valoracifn por medio de HPLC de Proteina A.

Tabla 17. Condiciones de asparagina y cisteina evaluadas.
Gln Asn Total Total |Alimenta

Medio (mM) | (mM) |Gln (mM) |Asn (mM) cién

Medio 5, 5 mM
30% Gln,
Medio 1 13 5 29 11 total dia 4
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Medio 5-
Gln, 30%
Medio 1 4 5 4 11 total
Medio 5-
Medio de lote Gln, 5%
(Medio 9) 4 20 4 2] dia 7
Medio 1+ 5 mM Medio 5, 5 mM
Asn + 0.5 mM 30% Gln,
Cisteina 13 10 29 16 total dia 4
Medio 5,| 5 mM
Medio de lote 30% Gln,
{Medio 9) 13 20 29 21 total dia 4

Observacién: Medio 5-Gln = Medio 5 careciente de glutamina.
Resultados y conclusiones

[00280] Lae células anti-GDF-8 cultivadas en Medio 9 exhibieron
menores niveles de lactato y amonio al final del proceso de
cultivo, sin consideraciédn del inicio de los cultivoe con 4 mM o
con 13 mM de glutamina (ver Figuras 42 y 43). Como contraste, el
Medio 1 solo exhibié menores niveles de lactato y amonio al final
del proceso de cultivo cuando los cultivos se iniciaron con 4 mM
de glutamina (ver Figuras 42 y 43). La adicién de asparagina y
cistina adicional al Medio 1 que contenia glutamina 13 mM no
produjo menores niveles de lactato y amonio al final del proceso
de cultivo (ver Figuras 42 y 43).

[00281] Se observé que los cultivos que exhibieron menores
niveles de lactato y amonio al final del proceso de cultivo
{Medio 1 con glutamina 4 mM; Medio 9 con glutamina 4 mM; y Medio
9 con glutamina 13 mM) también tuvieron menor osmolaridad total
al final del proceso de cultivo (ver Figura 47).

[00282] El Medio 9 con glutamina 4 mM exhibié la mis alta
valoracién de anti-GDF-8, seguido del Medio 9 con glutamina 13 mM
alimentado el dfa 4 (ver Figura 46). Teniendo en cuenta el efecto

de la dilucién de la alimentacién, el Medio 9 que contenia
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glutamina 4 mwM tuvo una valoracién anti-GDF-8 equivalente al
Medio 9 que contenia glutamina 13 mM.

Ejemplo 11. Efecto de los niveles de aminofcidose y vitaminas

gobre la disminucién observada en los niveles de lactato y amonio

en células anti-GDF-8 cultivadas en Medio 9

[00283] El Ejemplo 10 evalué si la difefr:encia en los niveles de
asparagina y cisteina entre el Medio 1 y el Medio 9 eran
responsables de la disminucién observada en 1los niveles de
lactato y amonio al final del proceso de cultivo en el Medio 9,
que no tenia carencia de glutamina. Se determiné que estos
factores no eran responsables de la disminucién observada. El
Medio 1 y el Medio 9 también difieren en sus concentraciones de
aminoicidos y vitaminas. Este ejemplo evalGa si las diferencias
en las concentraciones de aminofdcidos y vitaminas entre eatos dos
medios fueron responsables de la disminucién observada.
Materiales y métodos

[00284] Las células anti-GDF-8 se cultivaron durante doce dias
en biorreactores de 1 1. Inicialmente, las células se cultivaron
a 37°C, y se cambiaron a 31°C el dfa 4, a 8-10 x 105/ml. La Tabla
18 cita las varias condiciones experimentales evaluadas. Se
agregaron aminodcidos, vitaminas, hidrocortisona y putrescina,
oligoelementos E (composicién citada en la Tabla 19) y hierro a
las varias condiciones experimentales de Medio 1, de manera que
los niveles de estos componentes eran iguales a los niveles en el
Medio 9. Se tomaron muestras a diario y se guardaron para
anilisis de valoracién por medio de HPLC de Proteina A.

Tabla 18. Condiciones de aminodcidos y vitaminas evaluadas.

Gln Asn Alimentac

Medio (mM) (mM) i16n Dfa 5 Dia 7 Dia 10 Dia 11
B% 8%
Medio 5, 5 mM Gln, Medio 12% Medio
Medio 1 13 5 30% total dia 4 5 Medio 5 5

Medio 1 + 13 15 Medio 5, 5 mM Gln, 8% 12% 8%
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AA 30% total dia 4 Medio Medio 5 Medio
5 5
Medio 8% 8% 4g/1
1+Vit,H/P,E Medio 5, 5 mM Gln, Medio 12% Medio glucos
, Fe 13 5 30% total dia 4 5 Medio 5 5 a
8% B% 4g/1
Medio 1 + Medio 5, 5 mM Gln, Medio 12% Medio glucos
todo 13 15 30% total dia 4 5 Medio 5 5 a
8% 8%
Medio 9 con Medio 5, 5 mM Gln, Medio 12% Medio
13 mM Gln 13 20 30% total dia 4 5 Medio 5 5

Observacién: AA = Aminodcidos, H/P: = 0,036 mg/ml
hidrocortisona, 1,08 mg/ml Putrescinae®2HCl, E: Oligoelementos
E.

Tabla 19: Composicién de Oligoelementos E.

Oligoalementos | ug/1 nM
(NH,) 6M0,02¢94H,0 | 123, | 100,
60 00

AlCl;®6H,0 0,48 | 2,00
H3B0,3 100,
6,18 00

CrCl, 50,0
7,92 0

CuSO,*5H;0 49,9 | 200,
4 00

GeO, 0,21| 2,00
KBr 0,24| 2,00
KI 16,6 | 100,
0 00

LiCl 0,08| 2,00
MnSO, ®H,0 16,9 | 100,
0 00

Na;S10;99H;0 142, | 500,
03 00

NaF o,08| 2,00
NH,VO, 10,0
1,17 0

NiSO.®6H0 10,0
2,63 0

RbC1l 0,24[ 2,00
SnClae2H;0 0,45} 2,00
Selenito de 34,5 200,
sodio 8 00
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[00285] Todas las condiciones evaluadas exhibieron menores

L 7]

Resultados y conclusiones

niveles de lactato y amonio al final del proceso de cultivo,
excepto el Medio 1 que contenia aminodcidos agregados, lo que
indicé que los mayores niveles de aminodcidos en el Medio 9, en
comparacién con el Medio 1, probablemente no eran responsables de
las disminuciones en los nivelees de lactato y amonio (ver Figuras
49 y 50). Sin embargo, el Medio 1, que contenia vitaminas,
hidrocortisona y putrescina, oligoelementos E y hierro agregados,
exhibié menores niveles de lactato y amcnio al final del proceso
de cultivo, en comparacién con el Medio 1 gque contenia
aminodcidos agregados (ver PFiguras 49 y 50). Esto indica que
estos componentes pueden ser responsables de las disminuciones
observadas en el Medio 9.

[00286] Los cultivos desarrollados en Medio 1 gque contenia
vitaminas, hidrocortisona y putrescina, oligoelementos E y hierro
agregados exhibieron los menores niveles de amonio durante todo
el experimento, debido a las menores cantidades totales de

asparagina y glutamina en el medio inicial (ver Figura 50).

Ejemplo 12. Efecto de los niveles de vitaminas, oligoelementos E

y hierro sobre la disminucién observada en los niveles de lactato

y amonio en células anti-GDF-8 cultivadas en Medio 9

[00287] En el Ejemplo 11, se determiné que los mayores niveles
de vitaminas, hidrocortisona y putrescina, oligoelementos E vy
hierro en el Medio 9, en relaci6m con el Medio 1, podrian ser
responseables de 1la disminucién observada en los niveles de
lactato y amonio al final del proceso de cultivo. Aqui, estos
componentes se evaluaron de manera individual y en combinacién, a
fin de determinar cuéles de ellos, © si alguno de ellos, eran
responsables de la disminucién observada.

Materiales y métodos
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[00288] Las células anti-GDF-B se cultivaron durante®doce dias
en biorreactores de 1 1. Inicialmente, las células se cultivaron
a 37°C, y se cambiaron a Blfc el dfa 4, a 8-10 x 10%/ml, excepto
el Medio 1 que contenia oligoelementos E, que se cambibé el dfa 4
a aproximadamente 6 X 10¢ células/ml. La Tabla 20 cita las varias
condiciones experimentales evaluadas. Se agregaron hidrocortisona
Y putrescina a todas las condiciones del Medio 1, de manera que
los niveles de estos componentes fueron iguales a los niveles en
el Medio 9. Se agregaron vitaminas, oligoelementos E (composicién
citada en la Tabla 19) y hierro a las varias condiciones
experimentales de Medio 1, de manera que los niveles de estos
componentes eran iguales a los niveles en el Medio 9. Se tomaron
muestras a diario y se guardaron para andlisis de valoracién por
medio de HPLC de Proteina A.

Tabla 20. Condiciones de aminodcidos y vitaminas evaluadas.

Gln Asn Alimentac Cambio Dia
Medio (mM) () ié6n temp. Dia 4 5 Dia 7 Dia 10
5 mM 8% 12% 8%
Medio 1 + Medio 5, Gln, Medi Medio Medio
Fe 13 15 30% total dfa 4 dfa 4 o5 5 5
5 mM 8% 12% 8%
Medio 1 + Medio 5, Gln, Medi Medio Medio
E 13 15 30% total dia 4 dia 4 o 5 5 5
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5 mM 8% 12% 8%

Medio 1 + Medio 5, Gln, Medi Medio Medio
Vit 13 15 30% total dia 4 dfa 4 o 5 5 5
5mM 8% 12% 8%

Medio 1 + Medio 5, Gln, Medi Medio Medio
Fe + E 13 15 30% total dia 4 dia 4 o 5 5 S
5mM 8% 12% 8%

Medio 1 + Medio 5, Gln, Medi Medio Medio
Fe + Vit 13 15 30% total dfa 4 dfia 4 o 5§ 5 5
5 mM 8% 12% 8%

Medio 1 + Medio 5, Gln, Medi Medio Medio |

B + Vit 13 15 30% total dia 4 dfia 4 o 5 5 5
Medio 9 5 mM 8% 12% 8%

con 13 mM Medio 5, Gln, Medi Medio Medio
Gln 13 20 30% total dia 4 dia 4 o 5 5 5

Obspervacién: E: Oligoelementos E.

Resultados y conclusiones

[00289] De todas las condiciones evaluadas, solo el Medio 9 que
contenia glutamina 13 mM y el Medio 1 que contenia oligoelementos
E exhibieron menores nivelea de lactato y amonio al final del
proceso de cultivo (ver Figuras 54 y 55). Debe observaree que los
menoree niveles observados para el Medio 1 gque contenia
oligoelementos E podrian deberse al hecho de gque, para este
cultivo, se cambié la temperatura cuando lae células estaban a
aproximadamente 6 x 10° células/ml.

[00290] El Medio 9 que contenia glutamina 13 mM exhibif la més
alta valoracifn anti-GDF-8 en comparacién con cualquiera de las
formulaciones de Medio 1.

Ejemplo 13. Comparacién de los Medios 1; 3; y 5 en términos de

crecimiento celular y valoracifn anti-GDF-8

[00291] Este experimento se efectu6 a fin de wmedir las
diferencias en el crecimiento celular y en la valoracifn anti-
GDF-8 usando los Medios 1; 3; y 9.

Materiales y métodos
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[00292] Se cultivaron las células anti-GDF-8 en varios diocs y
en las condiciones de alimentacién que se citan en la Tabla 21.
La informacién pertinente de los medioe se cita en la Tabla 22.
Las células se cultivaron en biorreactores de 1 1 durante 12
dias, y se cambiaron de 37°C a 31°C el dia 4.

Tabla 21. Condiciones de alimentacién y medios evaluados.

Aliment
aclién
Dia Dia
Medio {Asn | Gln | Dfa 3 | Dia 4 | Dia 5 6 |Dia 7| 10 pfa 11
3,3%
3,3% 3,3% 3,3% |Medi| 10% |3,3%]| 3,3%
Medio | 14 Medio | Medio | Medio |0 5-|Medio Medio|Medio
3 mM |4 mM| 5-Gln | 5-Gln | 5-Gln | Gln |5-G1ln [5-Gln|5-Gln
3,3%
3,3% 3,3% 3,3% (Medi| 10% {3,3%]| 3,3%
Medio| 14 Medio | Medio | Medio o 5-|Medio Medio|Medio
3 mM |4 mM| 5-Gln | 5-Gln | 5-Gln | Gln | 5-Gln |5-Gln| 5-Gln
8% 12% 8%
Medio | 14 Medio Medio Medio
1 mM |4 mM 5-Gln 5-Gln [5-Gln|
5%
Medi
Medio | 20 o 5-
9 mM |4 mM Gln

Observacién: Medio 5-Gln - Medio 5 careciente de glutamina.

Tabla 22. Resumen de medios.

AA
(Inicial)/(Total

Medio | Asn | Gln | Alimentacién ) Ion/Total AA
Medio | 14 34% Medio 5-

3 mM [4 mM Gln 34 mM / 64 mM 1,75
Medio| 20 5% Medio 5- 91,4 mM / 94,3

9 mM {4 mM Gln mM 0,72
Medio | 14 31,6% Medio

1 mM (4 mM 5-Gln 78 mM / 96,4 mM 0,74

Observaci6n: Medio 5-Gln - Medio 5 careciente de glutamina.

Resultados y conclusiones

[00293] Las células anti-GDF-8 cultivadas en Medio 9 exhibieron
la mis alta densidad celular y valoracién anti-GDF-8, mientras
que las células anti-GDF-8 cultivadas en Medio 3 exhibieron la
menor densidad celular y valoraci6n anti-GDF-8 (ver Figuras 57 y
58) . El hecho de que el Medio 9 produzca resultados superiores al
Medio 1 indica que es mejor proporcionar los componentes del

medio en el medio inicial, en lugar de suministrarlos a través de
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miltiples alimentaciones. Adicionalmente, el hecho de que tanto
el Medio 1 como el Medio 9 sean méis eficaces que el Medio 3
indica que la provieién de los aminodcidos en concentraciones
mayores que aproximadamente 70 mM logra mejores resultados que
con la proviseién de amincAcidos en concentraciones inferiores a
70 wM. Finalmente, la provisién de aminofcidos en concentraciones
mayores que alrededor de 70 mM en el medio inicial logra las més
altas densidades celulares y valoracionee (comparar Medio 9 y
Medio 1).

Ejemplo 14. Andlisis estadistico de los niveles 6ptimos totales

de glutamina y asparagina en Medioco 9 para el cultivo de células

anti-GDF-8 en biorreactores

Materiales y métodos

[00294] Las células anti-GDF-8 se cultivaron en biorreactores
de 1 1, y se cambiaron de 37°C a 31°C los dfas indicados en la
Tabla 23. Las valoraciones finales se sometieron a una prueba de
la T, a fin de determinar el nivel &éptimo de glutamina sola y el
nivel &Sptimo total de glutamina y asparagina combinadas. La Tabla
23 resume algunas condiciones experimentales pertinentes y los
resultados finales para las células anti-GDF-8 cultivadas en el
Medio 9.

Tabla 23. Condiciones experimentales pertinentes y resultados

finales para células anti-GDF-8 cultivadas en Medio 9.

pfia de alora [Tota
cambio Eién [Valora[Tot [Tot |1
Medi lgln [Asn Alimentaci|(ug/mljcién/1jal fal |aln+
o (mM) |(mdM) én ) 200 Gln Ksn Eun
Medi 6 5% Medio
o 9 1 8 5-Gln 615,2| 0,51 1l 9 10
Medi 6 5% Medio
o 9 1 8 5-Gln 857,1]| 0,71 | 4 9 13
Medi 6 5% Medio ]
o 9 1 12 5-Gln 947 0,79 | 1 |13 | 14
Medi 4 5% Medio
o 9 4 12 5-Gln 1184 | 0,99 | 4 {13 | 17




Medi 5% Medio "

o 9 4 20 5-Gln 768,6| 0,64 | 1 |21

Medi 5% Medio

o 3 4 8 5-Gln 1262,6| 1,05 |13 | 9 22

Medi 5% Medio

o 9 4 20 5-Gln 1198 | 1,00 | 4 |21 | 25

Medi 5% Medio

o 9 4 20 5-Gln 1321,1| 1,10 | 4 |21 | 25

Medi 5% Medio

o 9 4 20 5-Gln 1162,4| 0,97 | 4 | 21| 25

Medi 5% Medio

o 9 13 20 5-Gln 1436,6| 1,20 | 4 |21 | 25

Medi 5% Medio

o 9 15 12 5-Gln 1638,6| 1,37 |13 |13 | 26

Medi 5% Medio

o 9 13 12 5-Gln 1606,7| 1,34 | 13|13} 26

Medi 5% Medio |[1075,9

o 9 13 20 5-Gln 1 0,90 |13 |21 | 34

Medi 5% Medio

o 9 13 20 5-Gln 1058,4{ 0,88 |13 |21 | 34

Medi 5% Medio [1075,9

o 9 13 20 5-Gln 1 0,90 |15 | 21| 36
Aen, Gln,

Medi 5% Medio 28,

o 9 13 5 5-Gln 974,52 0,81 51|11 (39,5
Asn, Gln,

redi 5% Medio 28,

o 9 13 20 5-Gln 831,81 0,69 | 5 | 26 |54,5
Medio 5,
30% total,

hedi 5 mM Gln 28,

o 9 13 20 dia 4 975,4| 0,81 | 5 | 26 |54,5
Medio 5,
30% total,

edi 5 mM Gln 28,

E 9 13 20 dia 4 973,5| 0,81 | 5 | 26 |54,5

Observacién: Medio 5-Gln - Medio 5 careciente de glutamina.
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[00295] La Figura 59 muestra las +valoraciones anti-GDF-8

Resultados y conclusiones

extrapoladas para varios niveles de glutamina sola y glutamina y
asparagina combinadas, totales. La Tabla 24 muestra 1los
resultados de una prueba de la T que compara la valoracién
normalizada de los niveles de glutamina entre 2 y 15 mM y los
niveles de glutamina fuera de este rango. La Tabla 25 muestra los
resultados de una prueba de la T que compara la valoracién
normalizada de los niveles de glutamina y asparagina combinados
entre 16 y 36 mM y los niveles de glutamina y asparagina
combinados fuera de este rango.

[00296] Loe resultados de ambas pruebas de la T indicaron
diferencias significativas en las valoraciones anti-GDF-8 entre
los dos grupos comparados. Loe cultivos desarrollados en Medio 9
que contenia entre 2 y 15 mM de glutamina y entre 16 y 36 mM de
glutamina y asparagina combinadas exhibieron valoraciones anti-
GDF-8 més altas, en comparacién con los cultivos desarrollados en
medios con niveles de glutamina y de glutamina y asparagina
combinados fuera de estos rangos. En todos los experimentos, los
niveles de asparagina fueron mayores que 9 mM.

Tabla 24. Resultados de la prueba de la T que compara la
valoracién normalizada de condiciones de 2 mM < Gln < 15 mM con

Gln > 15 mM, Gln<2 mM.

Valoracién Gln>15, Gl
normalizada <2 2<@ln<15
1,0331474
Media 0,724649917 Bﬂ
0,036834
[Variancia 0,013326655] Oﬂ
Observaciones 7 12|

[variancia reunida }0,028537361
Eiferencia media

stablecida 0]
df 17|
[Estad. t 3,839791986]|
[P(T<=t) unilateral |0, 000656219

Critica
ilateral 1,739606432)

P(T<=t) bilateral [0,001312438§]
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Tabla 25. Resultados de la prueba de la T gque compara la
valoracifén normalizada de condiciones de 16 mM < Gln + Asn < 36

mM con Gln + Asn > 36 mM, Gln + Asn <16 mM.

Valoracién sn+G@1ln>36, -J?6<Asn+aln<3
normalizada sn+31ln<lé 6
Media 0,735066584] 1,027071104
WWariancia 0,012061148 0,041504987
ODbeervacionesa 7 12
[Variancia reunida 0,031113044]
Eiferencia media
stablecida 0|
df 17
stad. t -3,480816823
(T<=t) unilateral 0,001430281
Critica
ilateral 1,739606432
P (T<=t) bilateral 0,002860561
[t Critica bilateral 2,109818524|

Ejemplo 15. Efectos del medioc socbre el cultivo celular

[c0297] Este ejemplo investigd el comportamiento de tres
variaciones del medioc de cultivo celular en escala intermedia,
utilizando cultivos de siembra de alta densidad. Se esperé que
todos los medioe evaluados mostraran mejorfias en comparacién con
el medio de la Fase 1 (Medio 10 alimentado con medio de
alimentacién Medio 11), sobre la base de la informacién del
biorreactor de escala pequefia.

Materiales y métodos

[00298] Se evaluaron células CHO que expresaban un anticuerpo
monoclonal IgGl de péptido anti-Abeta humanizado (“células anti-
ABeta”), en varios medios, como se muestra en la Tabla 26 (ver
Basi y otros,”Humanized Antibodies that Recognize Beta Amyloid
Peptide”, WO 02/46237). El punto final establecido de pH bajo fue
7,0, controlado con NajCO; 0,95 M + K;CO; 0,05 M, excepto para la
Fase 1, que se controld con una solucién que contenia bicarbonato
de sodio en una concentracién de 0,58 M y carbonato de sodio en
una concentracidén de 0,71 M. El oxigeno disuelto se controld a

30% mediante el riego a demanda con aire; la agitacién fue a 60
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r. p. m., ¥ el medio de alimentacién fue el Medio 5 (con o sin
glutamina, seglin lo observado). Todos 1l1los cultivos Be
desarrollaron en 130 1 de escala, excepto 03P49B501, que Bse
desarrollé en una escala de 500 1. En resumen, el Medio 1 estaba
enriquecido con todos los nutrientes, sin consideracién de las
tasas de absorcién relativa, mientras que el Medio 12 &ge
equilibré eliminando los nutrientes evidentemente innecesarios de
la versién enriquecida de manera indiscriminada. Las
composiciones de los Medioe 10; 11; y 12 pe citan en la Tabla 27.
Tabla 26. Medio inicial, cantidades de alimentacidén y fuentes de

siembra para experimentos Piloto.

Lote Descripcl | Medio Cantida | Gln Fuente |Densidad
Nro. én inicial |4 alim |de de
aliment | en- slembra | siembra
ada tado (viables
/ml)
1 Fase 1 Medio 10| 38% * 8i Bolsas 0,2 x
"Wave” 10°¢

2 Medio Medio 1 16% s8i Bolsas 0,2 x
rico, “Wave” 108
Alto Gln
(1)

3 Medio Medio 1 16% s1 Bolsas 0,2 x
rico, “Wave” 10°¢
Alto Gln
(2)

q Medio Medio 1 15% No Bolasas 0,2 x
rico, *Wave” 108
Bajo Gln

5 Medio Medio 12 10% No Bolsas 0,2 x
equilibra “Wave” 10°
do, Bajo
Gln (1)

6 Medio Medio 12 9% No Bolsas 0,2 x
equilibra “Wave® 108
do, Bajo
Gln (2)

7 Medio Medio 12 5% No Biorrea 2,0 x
equilibra ctor 10°
do, Bajo alta
Gln, densida
Siembra d
densa

* E1l proceso de Fase 1 se alimenté con Medio 12, que no es

tan rico como el Medio 5.
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Tabla 27. Composiciones de Medios 10; 11; y 12. nf;}ﬁa
Medio 10 Medio 11 Medio 12
Aminoficidos mg/1 mM mg/1 mM mg/1 mM
alanina 142,4
24,87 0,28 8|]1,60 17,80| 0,20
arginina | 423,4 1528, 696,0
3| 2,43 848,75 0| 4,00
asparaginaeH;O| 173,9 1080, 1500, | 10,0
0] 1,16 60| 7,20 00 0
&cido 532,4 219,4
aspdrtico| 52,72 0,40 0] 4,00 5] 1,65
cisteinaeHCle
HO| 70,01| 0,40 70,40 | 0,40
cisteinae2HCl 470,0 312,5
6§2,09| 0,20 0] 1,50 0] 1,00
&cido 235,3
glutfmico| 41,08] 0,28 8|1,60
glutamato
monos&dico 33,80 0,20
glutamina | 1162, 6000, | 41,1]| 584,0
40| 7,96 00 0 0| 4,00
glicina 120,0 115,5
35,92 ] 0,48 7| 1,60 0] 1,54
histidinaeHCl 588,3 369,6
®H 0] 75,27 0,36 2| 2,80 0| 1,76
isoleucina| 151,9 944,5 370,7
0] 1,16 217,21 3| 2,83
leucina| 172,6 1360, | 10,3 | €15,7
9]1,32 75 9 O} 4,70
lisinaeHCl | 218,3 14586, 946,4
81,20 80| 8,00 0] 5,20
metionina 477,0 387,4
53,55)| 0,36 613,20 0| 2,60
fenilalanina 660,3 363,0
98,81 0,60 6| 4,00 0| 2,20
prolina 552,3 471,5
96,40 | 0,84 1| 4,80 0] 4,10
serina| 273,0 1264, | 12,0 903,0
7] 2,60 70 4 0| 8,60
treonina| 132,8 762,0 380,8
111,12 216,40 0| 3,20
triptéfano 260,9 212,1
28,99 0,14 4| 1,28 6| 1,04
tiroginae2Nae | 145,1 832,6 456,7
2H30 0] 0,56 213,19 5] 1,75
valina| 131,1 749,2 468,0
711,12 1| 6,40 0] 4,00
Vitaminas | mg/1 pM| mg/l pM| mg/l UM
biotina 13,4 11,0
0,36 1,49 3,28 5 2,68 0
pantotenato 75,6 46,0
de calcio 4,03|8,47| 36,02 7| 21,93 6
cloruro de| 16,11 | 115, | 143,2| 1030 116,7| 840,
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colina 92 8 6 00
cido f6lico 10,8 96,2 58,8
4,76 0| 42,43 2| 25,93 0
inositol 125, 201,7 163,9| 911,
22,64 79 1] 1120 8 00
nicotinamida 29,6 262, 215,
3,61 2| 32,02 44| 26,23 00
piridoxaleHCl 10,0
1,99]| 9,83 2,03 0
piridoxinaeHC 159, 88,0
1 1,67|8,10| 32,82 31| 18,13 0
riboflavina 0,40/ 1,06| 3,60] 9,58 0,41] 1,10
tiaminaeHCl 11,6 104, 117,
3,92 4| 35,22 51| 39,43 00
vitamina B12 1,341{0,55| 11,21| 8,27} 10,57| 7,80
Salas
inorgénicas mg/l mM g/l mM mg/ 1l mM
CaCl, | 115,7 113,2 116,5
8] 1,04 711,02 5| 1,05
KCl| 310,59 312,9
4| 4,17 o] 4,19
KHaPO, 1640, 1 12,0
00 6
NazHPO4 | 70,81| 0,50 56,60 0,40
NaCl| 3704, | 63,4
96 4
NaH,PO,#H,0| 114,5 645,8
3] 0,83 4| 4,68
MgSO, 138,0
48,70 ] 0,41 0] 1,15
MgSO.OTH;O 170,0
8,60 0,03 0] 0,69
MgCla | 28,53| 0,30 28,50 | 0,30
NaHCO,; | 1220, | 14,5 2000, | 23,8
00 2 00 1l
Oligoelemsnto
8 ng/l nM| ug/l nM pg/l nM
Selenito de 40,4 231, 310,
sodio 7,00 9| 40,00 35 53,65 27
Fe (NO;);OQH:O 123, 123,
49,86 42 50,00 76
CuS0, 21,5 62,5
0,97 ]| 6,06 3,44 1] 10,00 0
CuS0O4®5H;0 30,0 30,0 200,
7,49 0 7,49 0] 49,954 00
FeSO.®*7H;0 1200
1542 | 5549 2534 { 9115 3366 0
ZnsO,*7H,0 1383 | 4821 2704 | 9421 2640 | 9198
MnSO,®*H;0 100,
0,17] 1,01 0,17 1,01| 16,90 00
Na;Si0;e9H;0 492, | 140,0]| 492, | 142,0]| 500,
140 84 0 84 3 00
(NH;)‘MO102.|,.4H 123,6 100,
20 1,24] 1,00 1,24 1,00 0 00

ofs
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NH, VO3 10,0
0,65]| 5,56 0,65]| 5,56 1,17 0
NiSO.e6H;0 10,0
0,13 | 0,49 0,13] 0,49 2,63 0
SnCl;e2H;0 0,12 | 0,53 0,12 0,53 0,45| 2,00
AlCly®s6H3;0 1,20 | 4,97 0,48 | 2,00
AgNO;3 0,17 1,00
Ba (CaH303) 2 2,55| 9,98
KBr (12| 1,01 0,24| 2,00
CdClze2, 5H;0 2,28 9,99
CoCl,#6H0 10,0
2,38 0
CrCl, 50,0
0,32 | 2,02 7,92 0
NaF 100,
4,20 02 0,08| 2,00
GeOz 0,53 5,07 0,21| 2,00
KI 0,171 1,02 16,60 100
RbC1 10,0
1,21 1 0,24]| 2,00
Z2rOCl,*8H;0 3,22| 9,99
H3BO,3 100,
6,18 00
LiCl 0,08 2,00
Otros
componentes pg/1 [ ug/l s pg/l [
Hidrocortison 288,0 360,0
al| 86,40 24 0]0,79 0| 0,99
Putrescinae2H 15,3 49,6 62,0
Cl 2480 S 8000 6 10000 7
dcido 336,2 290,0
linoleico| 56,69 | 0,20 511,20 0| 1,04
dcido} 141,7 840,6 716,0
tidectico 1] 0,69 3|4,08 O 3,48
Otros
componentes mg/l mM ng/l mM mg/l mM
D-glucosa | 11042 61,3 | 43005| 238, 15000 | 83,3
(Dextrosa) .24 5 .99 92 , 00 3
PVA | 2520, 2400, 2560,
_ 00 00 00
Nucellin™| 14,00 80,00 50,00
Piruvato de
sodio| 54,85 0,50 55,00]| 0,50

Resultados y conclusiones

[00299] Los cambios en el medio condujeron a la mejoria
uniforme durante el transcurso de estos experimentos. En términos
de crecimiento celular, viabilidad, menores niveles de lactato,
menores nivelese de amonio y valoracién, los menores niveles de

glutamina fueron mejores que los elevados (ver Figuras 60-64), Yy
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el medio equilibrado (lote) fue mejor que el medio rico (Medio 1;
ver Figuras 60-64). Los cultivos iniciados con alta densidad de
inéculo exhibieron valoracién final mi&s alta que los cultivos
iniciados con inéculos de menor deneidad (ver Figura 64).
[00300] A diferencia de 1lo observado en biorreactores de
requefia escala, el primer medio (Medio 1 con alto Gln) logré
menores valoraciones que el proceso original (ver Figura 64).
Tampoco hubo cambio de absorcién de lactato después del cambio de
temperatura (ver Figura 62). Esto sugiere que puede haber algo de
sensibilidad de escala con este medio. Esta conclusién es apoyada
por experimentos paralelos de escala pequefia (2 1) que se
realizaron junto con estos experimentos de escala intermedia
(informacién no expuesta). Las formulaciones del medio posterior
que contenian menos glutamina no fueron sensibles a la escala,
por lo menos en estos experimentos (ver Figuras 60-65). Loa
procesos duplicados (Lotes 2 y 3, y Lotes 5 y 6) muestran muy
buena capacidad de reproduccién de experimento en experimento
(ver Figuras 60-65), lo que aumenta la confianza en toda 1la
informacién reunida en esta campafia.

Ejemplo 16. Produccién de TNFR-Ig usando Medio 9

Materiales y métodos

[00301] Se sembraron células CHO que expresaban una proteina de
fusién dimera que consistia en la porcién de unién de ligando
extracelular del receptor de factor de necrosis tumoral humano de
75 kilodaltones (p75) (TNFR), unida a la porcién Fc de IgGl
(*células TNFR-Ig”), a alta densidad, desde un biorreactor de
perfusién, y se diluyeron a 3 x 10° células viables/ml en Medio
9, para la etapa de produccién de biorreactor.

Regultados y conclusiones

[00302] Las Figuras 66; 67; 68; 69; 70; 71; y 72 muestran el
crecimiento celular, la viabilidad celular, la glucosa residual,
loe niveles de glutamina, 1la concentracién de lactato, la

concentracién de amonio y la valoracién de producto relativa,
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reppectivamente. En el rango de modificaciones menores al
proceso, todas las condiciones lograron buen crecimiento celular,
alta viabilidad celular y alta véloracién final general.
[060303] Para todas las condiciones de este experimento, el
subproducto lactato metabflico inhibitorio se consumid, © su
concentracién se estabilizé, lo que sugiere que la produccién de
lactato 8e detuvo. Asimismo, para el metabolito amonio
inhibitorio, los niveles inicialmente se elevaron, pero en alglin
momento después del cambio de temperatura, el amonio comenzé a
ser consumido por las células. En este Ejemplo, los cultiveos de
células TNFR-Ig se sometieron a loe inductores quimicos butirato
de sodio y HMBA.

Ejemplo 17. Comparacién de condiciones de cultivo de eacala

grande y pequefia

Materiales y métodos

[00304) A fin de establecer =i el tamafio del cultivo, afectaba
las caracteristicae del cultivo pertinente, se cultivaron células
anti-GDF-8 en biorreactores de escala pequefia de 1 1, o en
biorreactores de escala grande de 6000 1. Las células se
cultivaron a 37°C y se cambiaron a 31°C el dia 4.

Regultados y conclusiones

[00305] Como puede observarse en las Figurae 73; 74; 75; y 76
{que muestran la densidad celular, la valoracién, los niveles de
lactato y 1los niveles de amonio, respectivamente), no hubo
diferencias pertinentes entre los cultivos de escala grande de
6000 1 y los cultivos de escala pequefia de 1 1, para estas
caracteristicas. Tanto los niveles de lactato como los de amonio
comenzaron a disminuir después del cambio de temperatura el dia
4. Este ejemplo demuestra que el tamafio del cultivo no afecta la
densidad celular, la viabilidad celular, los niveles de lactato y
los niveles de amonio, cuando los cultivos son sometidos a las

mismas condiciones de crecimiento.
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REIVINDICACIONES

Lo que se reclama es:

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

la provisién de un cultivo celular que comprende:

células de mamiferos que contienen un gen que codifica
un polipéptido de interés, donde dicho gen se expresa en
condiciones de cultivo celular; y

un medio que contiene glutamina, y que tiene una
caracteristica del medio seleccionada del grupo que consiste en:
1) una cantidad acumulada de amino&cidos por unidad de wvolumen
mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una relacifn molar de
glutamina acumulada a asparagina acumulada inferior a
aproximadamente 2; 3) una relacién molar de glutamina acumulada a
aminodcidos totales acumulados inferior a aproximadamente 0,2; 4)
una relacién molar de ion inorgdnico acumulado a aminodcidos
totales acumulados de entre alrededor de 0,4 y 1; 5) una cantidad
acumulada combinada de glutamina y asparagina por unidad de
volumen, superior a aproximadamente 16 mM; y sus combinacilones;

el mantenimiento 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
reproduzcan hasta una densidad celular viable dentro de un rango
de aproximadamente 20%-80% de la densidad celular viable posible
médxima s8i dicho cultivo se mantuviera en el primer conjunto de
condiciones de cultivo;

el cambio de por lo menos una de lae condiciones de cultivo,
de manera de aplicar un segundo conjunto de condiciones de

cultivo;
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el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo
periodo, en el segundo conjunto de condicicnes y durante un
segundo periodo, de manera de acumular el polipéptido en el
cultivo celular.

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

la provisién de un cultivo celular que comprende:

células de mamiferos que contienen un gen que codifica
un polipéptido de interés, donde dicho gen 8se expresa en
condiciones de cultivo celular; y

un medio que contiene una cantidad de amino&cidos
acumulada por unidad de volumen, mayor que aproximadamente 70 mM;
b 4

donde dicho medio contiene glutamina; y

donde dicho medio tiene dos caracteristicas del medio
seleccionadas del grupo que consiste en: 1) una relacién molar de
glutamina acumulada a asparagina acumulada inferior a
aproximadamente 2; 2) una relacién molar de glutamina acumulada a
aminodcidos totales acumulados inferior a aproximadamente 0,2; 3)
una relacién molar de ion inorgdnico acumulado a aminodcidos
totales acumulados de entre alrededor de 0,4 y 1; 4) una cantidad
acumulada combinada de glutamina y asparagina por unidad de
volumen, superior a aproximadamente 16 mM; y sus combinaciones;

el mantenimiento 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 célulae se
reproduzcan hasta una densidad celular viable dentro de un rango
de aproximadamente 20%-80% de la densidad celular wviable posible
midxima si dicho cultivo se mantuviera en el primer conjunto de

condiciones de cultivo;
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el cambio de por lo menos una de las condiciones de cultivo,
de manera de aplicar un segundo conjunto de condiciones de
cultivo;

el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo
periodo, en el segundo conjunto de condiciones y durante un
segundo periodo, de manera de acumular el polipéptido en el
cultivo celular.

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

la provisién de un cultivo celular que comprende:

células de mamiferos que contienen un gen que codifica
un polipéptido de interés, donde dicho gen se expresa en
condiciones de cultivo celular; y

un medio que contiene una relacién molar de glutamina
acumulada a asparagina acumulada inferior a aproximadamente 2;

donde dicho medio contiene glutamina; y

donde dicho medio tiene dos caracteristicas del medio
seleccionadas del grupo que consiste en: 1) un medio que contiene
una cantidad de aminoAcidos acumulada por unidad de volumen,
mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una relacién molar de
glutamina acumulada a aminodcidos totales acumulados inferior a
aproximadamente 0,2; 3) una relacién mclar de ion inorgénico
acumulado a aminodcidos totales acumulados de entre alrededor de
0,4 y 1; 4) una cantidad acumulada combinada de glutamina y
asparagina por unidad de volumen, superior a aproximadamente 16
mM; y sus combinaciones;

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

de aproximadamente 20%-80% de la densidad celular viable posible
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mixima 8i dicho cultivo se mantuviera en el primer conjunto de
condiciones de cultivo;

el cambio de por lo menos una de las condicionee de cultivo,
de manera de aplicar un segundo conjunto de condiciones de
cultivo;

el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo
periodo, en el segunde conjunto de condiciones y durante un
sequndo periodo, de manera de acumular el polipéptido en el
cultivo celular.

4, Un método para la produccién de un polipéptido en un
cultivo celular de produccién de gran escala, que comprende las
etapas de:

la proviseién de un cultivo celular que comprende:

células de mamiferos que contienen un gen que codifica
un polipéptido de interés, donde dicho gen se expresa en
condiciones de cultivo celular; y

un medio que contiene una relacién molar de glutamina
acumulada a aminodcidos totales acumulados inferior a
aproximadamente 0,2;

donde dicho medio contiene glutamina; y

donde dicho medio tiene dos caracteristicas del medio
Beleccionadaa del grupo que consiste en: 1) un medio que contiene
una cantidad de amino&cidos acumulada por unidad de volumen,
mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una relacién molar de
glutamina acumulada a asparagina acumulada inferior a
aproximadamente 2; 3) una relaci6n molar de ion inorgénico
acumulado a aminodcidos totales acumulados de entre alrededor de
0,4 y 1; 4) una cantidad acumulada combinada de glutamina y
asparagina por unidad de volumen, superior a aproximadamente 16
mM; y sua combinaciones;

el mantenimiento de dicho cultivo en una fase de crecimiento
inicial, en un primer conjunto de condiciones de cultivo, durante

un primer perfodo suficiente para permitir que dichas células se
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reproduzcan hasta una densidad celular viable dentro de un rango
de aproximadamente 20%-80% de la denaidad celular viable posible
mixima si dicho 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 segundec conjunto de condiciones de
cultivo;

el mantenimiento de dicho cultive durante un sequndo
periodo, en el segundo conjunto de condiciones y durante un
sequndo periodo, de manera de acumular el polipéptido en el
cultivo celular.

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

la provisién de un cultivo celular que comprende:

células de mamiferos que contienen un gen que codifica
un polipéptido de interés, donde dicho gen se expresa en
condiciones de cultivo celular; y

un medio que contiene una relacién molar de ion
inorgédnico acumulado a aminodcidos totales acumulados de entre
alrededor de 0,4 vy 1;

donde dicho medio contiene glutamina; y

donde dicho medio tiene dos caracteristicas del medio
seleccionadas del grupo que consiste en: 1) un medio que contiene
una cantidad de aminodcidos acumulada por unidad de volumen,
mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una relacién molar de
glutamina acumulada a asparagina acumulada inferior a
aproximadamente 2; 3) una relacifn molar de glutamina acumulada a
aminodcidos totales acumulados inferior a aproximadamente 0,2; 4)
una cantidad acumulada combinada de glutamina y asparagina por
unidad de volumen, superior a aproximadamente 16 mM; y sus

combinaciones;
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el mantenimiento 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
reproduzcan hasta una densidad celular viable dentro de un rango
de aproximadamente 20%-80% de la densidad celular viable posible
maxima s8i dicho 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
cultivo;

el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo
periodo, en el gsegundo conjunto de condiciones y durante un
sequndo periodo, de manera de acumular el polipéptido en el
cultivo celular.

6. Un método para la produccién de un polipéptido en un
cultivo celular de produccién de gran escala, que comprende las
etapas de: '

la provieidn de un cultivo celular gque comprende:

células de mamiferoe que contienen un gen que codifica
un polipéptido de interés, donde dicho gen se expresa en
condiciones de cultivo celular; y

un medio que contiene una cantidad acumulada combinada
de glutamina y asparagina por unidad de volumen, superior a
aproximadamente 16 mM;

donde dicho medio contiene glutamina; y

donde dicho medio tiene dos caracteristicas del medio
seleccionadas del grupo que consiste en: 1) un medio gque contiene
una cantidad de aminodcidos acumulada por unidad de volumen,
mayor que aproximadamente 70 wM; 2) una relacién molar de
glutamina acumulada a asparagina acumulada inferior a
aproximadamente 2; 3) una relacién molar de glutamina acumulada a
aminodcidos totales acumulados inferior a aproximadamente 0,2; 4)

una relacifn molar de ion inorgénico acumulado a aminofcidos
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totales acumulados de entre alrededor de 0,4 y 1; y sus
combinaciones;

el mantenimiento 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
reproduzcan hasta una densidad celular viable dentro de un rango
de aproximadamente 20%-80% de la densidad celular viable posible
maxima si dicho 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
cultivo;

el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo
periodo, en el segqundo conjunto de condiciones y durante un
segundo perfodo, de manera de acumular el polipéptido en el
cultivo celular.

7. El método de la reivindicacién 1, donde dicha condicién
de cultivo celular, en dicha etapa de cambio de por lo menos una
de las condiciones del cultivo, se selecciona del grupo que
consiste en: 1) la temperatura; (2) el pH; 3) la osmolalidad; 4)
el nivel de inductores quimicos; y sue combinaciones.

8. El método de la reivindicacién 1, donde 1la
concentracién de glutamina inicial de dicho medio es inferior o
igual a 13 mM.

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

10. El1 método de 1la reivindicacién 1, donde 1la
concentracién de glutamina inicial de dicho medio es inferior o
igual a 7 mM.

11. E1 método de la reivindicacién 1, donde la
concentracién de glutamina inicial de dicheo medio es inferior o

igual a 4 mM.

Vv
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12, El método de la reivindicacidn donde la cantidad

[}

acumulada total de glutamina, por unidad de volumen, de dicho
medio, es inferior o igual a 13 mM.

13. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
acumulada total de glutamina, por unidad de volumen, de dicho
medio, es inferior o igual a 10 mM.

14. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
acumulada total de glutamina, por unidad de volumen, de dicho
medic, es inferior o igual a 7 mM.

15. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
acumulada total de glutamina, por unidad de volumen, de dicho
medio, es inferior o igual a 4 mM.

16. El1 método de la reivindicacién 1, donde la glutamina
s80lo se provee en el medio inicial, al comienzo del cultivo
celular.

17. El método de 1la reivindicacién 1, donde 1la
concentracién de hierroc soluble en el medio es mayor que 5 uM.

18. El método de la reivindicacién 1, donde la densidad
celular viable de dicho cultivo se mide periédicamente.

19. El método de la reivindicacién 1, donde la viabilidad
de dicho cultivo se mide peri6dicamente.

20. El método de la reivindicacién 1, donde dichos niveles
de lactato de dicho cultivo se miden perib6dicamente.

21. El método de la reivindicacién 1, donde dichos niveles
de amonio de dicho cultivo se miden periédicamente.

22. El método de 1la reivindicacién 1, donde dicha
valoracién de dicho cultivo se mide perifdicamente.

23, El método de la reivindicacién 1, donde la osmolaridad
de dicho cultivo se mide periédicamente.

24. El método de las reivindicaciones 18-23, donde dichas

mediciones se toman diariamente.
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25. El método de 1la
inicial de dichas cé&lulas
células/ml.

26. El método de la
inicial de dichas células
células/ml.

27. El1 método de 1la
inicial de dichas células
células/ml.

28. El1 método de 1la
inicial de dichas cé&lulas
células/ml.

29. El1l método de la
inicial de dichas células
células/ml.

30. El método de la
inicial de dichas células
células/ml.

31. El1 mé&todo de la

reivindicacién

de mamifero esn

reivindicacién

de mamifero es

reivindicacién

de mamifero es

reivindicacién

de mamifero es

reivindicacién

de mamifero es

reivindicacién

de mamifero es

reivindicacién

inicial de dichas células de mamifero es

células/ml.
32.

El método de la reivindicacién 1,

PCTAJS2005/030437
. AR
donde la densidad

T

1,

por lo menos 2 x 107

1, donde la densidad

por lo menos 2 x 10°

1, donde 1la densidad

por lo menos 2 x 10*

1, donde 1la densidad

por lo menos 2 x 10°

1, donde la densidad

por lo menos 2 x 10°

1, donde la densidad

por lo menos 5 x 10°

l, donde la densidad

por lo menos 10 x 10°

donde la etapa de

proviseién comprende la provisién de por lo menos aproximadamente

1000 1 de un cultivo.
33.
provisién
2500 1 de un cultivo.
34.
provisién
5000 1 de un cultivo.
35.
provigidén

8000 1 de un cultivo.

El método de la reivindicacién 1,

El método de la reivindicaciédn 1,

El método de la reivindicacién 1,

donde la etapa de

comprende la proviaifn de por lo menos aproximadamente

donde la etapa de

comprende la provisién de por lo menos aproximadamente

donde la etapa de

comprende la provisién de por lo menos aproximadamente

A



WO2008/026445 PCTAUS2005/030437 ﬁ
n PPII[U

36. El m&todo de la reivindicacién 1, donde la etapa de
provieién comprende la provisién de por lo menos aproximadamente
10.000 1 de un cultivo.

37. El método de la reivindicacién 1, donde la etapa de
provisién comprende la provisién de por lo menos aproximadamente
12.000 1 de un cultivo.

38. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer
conjunto de condiciones comprende un primer rango de temperatura
que es de aproximadamente 30 a 42 grados Celsius.

39. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer
conjunto de condiciocnes comprende un primer rango de temperatura
que es de aproximadamente 32 a 40 grados Celsius.

40. El método de la reivindicaci6n 1, donde dicho primer
conjunto de condiciones comprende un primer rango de temperatura
que es de aproximadamente 34 a 38 grados Celsius,

41. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer
conjunto de condiciones comprende un primer rango de temperatura
que es de aproximadamente 36 a 37 grados Celsius.

42. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer
conjunto de condiciones comprende un primer rango de temperatura
que es de aproximadamente 37 grados Celsius.

43. El método de la reivindicacién 1, donde dicho segundo
conjunto de condiciones comprende un segundo rango de temperatura
que es de aproximadamente 25 a 41 grados Celsius.

44. El método de la reivindicacién 1, donde dicho segundo
conjunto de condiciones comprende un segundoc rango de temperatura
que es de aproximadamente 27 a 38 grados Celsius.

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

46. El método de la reivindicacién 1, donde dicho segundo
conjunto de condiciones comprende un segundo rango de temperatura

que es de aproximadamente 29 a 33 grados Celsius.
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47. El método de la reivindicacién 1, donde dicho segundo
conjunto de condiciones comprende un segundo rango de temperatura
que es de aproximadamente 30 a 32 grados Celsius.

48. El método de la reivindicacién 1, donde dicho segundo
conjunto de condiciones comprende un segundo rango de temperatura
que es de aproximadamente 31 grados Celsius.

49. El método de la reivindicacién 1, que ademis 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.

50. El método de la reivindicacién 49, donde la segqunda
etapa de cambioc 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.

51. El método de la reivindicacién 49, donde dicho tercer
conjunto de condicionee comprende un tercer rango de temperatura
que es de aproximadamente 25 a 40 grados Celsius.

52. El métodoc de la reivindicacién 49, donde dicho tercer
conjunto de condiciones comprende un tercer rango de temperatura
que es de aproximadamente 27 a 37 grados Celsius.

53. El método de la reivindicacién 49, donde dicho tercer
conjunto de condiciones comprende un tercer rango de temperatura
que es de aproximadamente 29 a 34 grados Celsius.

54. El método de la reivindicacién 49, donde dicho tercer
conjunto de condiciones comprende un tercer rango de temperatura
que es de aproximadamente 30 a 32 grados Celsius.

55. El método de la reivindicaci6én 1, donde dicho primer
periodo ese entre 0 y 8 dias.

56. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer

periodo es entre 1 y 7 dias.
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57. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer
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periodo es entre 2 y 6 dias.

58. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer
periodo es entre 3 y 5 dias.

59. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer
pericdo es de aproximadamente 4 dias.

60. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer
periodo es de aproximadamente 5 dias.

61l. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer
periodo es de aproximadamente 6 dias.

62. El método de la reivindicacién 1, donde el total de
dicho primer periodo y dicho segundo periodoc es por lo menos 5
dias.

63. 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 miximo.

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

65. El método de la reivindicacién 1, donde dicha cantidad
total de d:i.c_ho polipéptido producido es por lo menos 1,5 veces
mayor que la cantidad de polipéptido producido en condiciones
idénticas, en medio idéntico, pero que carece de dichas
caracteristicas del medio.

66. 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.

67. El método de la reivindicacién 1, donde dicho cultivo

celular se provee ademis con componentes suplementarios.
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68. E1 método de 1la reivindicaci6bn 67, donde dichos
componentes suplementarios se proveen en miiltiples intervalos.

69. El método de 1la reivindicacidén 67, donde dichos
componentes suplementarios se seleccionan de un grupo que
consiste en hormonas u otros factores de crecimiento, iones
particulares (tales como sodio, cloruro, calcio, magnesio vy
fosfato), reguladores, vitaminas, nuclebesidos o nucleétidos,
oligoelementos (compuestos inorgdnicos habitualmente presentes en
concentraciones finales muy bajas), aminodcideos, 1lipidos, o
glucosa u otra fuente de energia.

70. Un método para la produccién de un polipéptideo en un
cultivo celular de produccién de gran escala, que comprende las
etapas de:

la provisién de un cultivo celular que comprende:

células de mamiferce que contienen un gen que codifica
un polipéptido de interés, donde dicho gen se expresa en
condiciones de cultivo celular; y

un medio definido que contiene glutamina, y gque tiene
por lo menos doe caracteristicas del medio seleccionadas del
grupo que consiste en: 1) una concentracién inicial de
aminofcidos mayor que aproximadamente 70 mM; 2} una relacifn
molar de glutamina a asparagina inferior a aproximadamente 2; 3)
una relacién molar de glutamina a aminodcidos totales inferior a
aproximadamente 0,2; 4) una relacién molar de ion inorgdnico a
aminodcidos totales de entre alrededor de 0,4 y 1; y 5) una
concentracién combinada de glutamina y asparagina superior a
aproximadamente 16 mM;

el mantenimiento 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
reproduzcan dentro de un rango de aproximadamente 20%-80% de la
aensidad celular viable posible mixima 8i dicho cultivo Bse

mantuviera en el primer conjunto de condiciones de cultivo;
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el cambio de por lo mencs una de las condiciones de cultivo,
de manera de aplicar un segundo conjunto de condiciones de
cultivo;

el mantenimiento de dicho cultive durante un segundo
periodo, en el segundo conjunto de condiciones y durante un
sequndo periodo, de manera de acumular el polipéptido en el
cultivo celular.

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

la provisién de un cultivo celular que comprende:

células de mamiferos que contienen un gen que codifica
un polipéptido de interés, donde dicho gen B8se expresa en
condiciones de cultivo celular; y

un medio definido que contiene glutamina, y que tiene
por lo menos tres caracteristicas del medio seleccionadas del
grupc que consiste en: 1) una concentracién inicial de
aminofcidos mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una relacidn
molar de glutamina a asparagina inferior a aproximadamente 2; 3)
una relacidén molar de glutamina a aminodcidos totales inferior a
aproximadamente 0,2; 4) una relacién molar de ion inorgénico a
aminodcidos totales de entre alrededor de 0,4 y 1; Yy 5) una
concentracién combinada de glutamina y asparagina superior a
aproximadamente 16 mM;

el mantenimiento 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
reproduzcan dentro de un rango de aproximadamente 20%-80% de la
densidad celular viable posible méixima s8i dicho 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

cultivo;
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el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo
perfodo, en el segundo conjunto de condiciones y durante un
segundo periodo, de manera de acumular el polipéptido en el
cultivo celular.

72, Un método para la produccién de un polipéptido en un
cultivo celular de produccién de gran escala, que comprende las
etapas de:

la provisién de un cultivo celular que comprende:

células de mamiferos que contienen un gen que codifica
un polipéptido de interés, donde dicho gen se expresa en
condiciones de cultivo celular; y

un medio definido que contiene glutamina, y que tiene
por lo menos cuatro caracteristicas del medio seleccionadas del
grupo que consiste en: 1) wuna concentracién inicial de
aminofcidos mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una relacién
molar de glutamina a asparagina inferior a aproximadamente 2; 3)
una relacién molar de glutamina a aminodcidos totales inferior a
aproximadamente 0,2; 4) una relacién molar de ion inorgdnico a
aminofcidos totales de entre alrededor de 0,4 y 1; y 5} una
concentracién combinada de glutamina y asparagina superior a
aproximadamente 16 mM;

el mantenimiento 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 cé€lulas se
reproduzcan dentro de un rango de aproximadamente 20%-80% de la
densidad celular viable posible mixima s8i dicho cultivo Bse
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
cultivo;

el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo

perfodo, en el Bsegundo conjunto de condiciones y durante un
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segundo periodo, de manera de acumular el polipéptido en el
cultivo celular.

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

la provisién de un cultivo celular que comprende:

células de mamiferos que contienen un gen que codifica
un polipéptido de interés, donde dicho gen 8e expresa en
condiciones de cultivo celular; y

un medio definido que contiene glutamina, caracterizado
por: 1) wuna concentraciém inicial de aminodcidos mayor que
aproximadamente 70 mM; 2) una relacién molar de glutamina a
asparagina inferior a aproximadamente 2; 3) una relacifn molar de
glutamina a aminolcidos totales inferior a aproximadamente 0,2;
4) una relacién molar de ion inorgdnico a aminodcidos totales de
entre alrededor de 0,4 y 1; y 5) una concentracién combinada de
glutamina y asparagina superior a aproximadamente 16 mM;

el mantenimiento 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
reproduzcan dentro de un rango de aproximadamente 20%-80% de la
densidad celular viable posible mixima 8i dicho cultivo se
mantuviera en el primer conjunto de condiciones de cultivo;

el cambio de por lo menose una de las condiciones de cultivo,
de manera de aplicar un segundo conjunto de condiciones de
cultivo;

el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo
periodo, en el segundo conjunto de condiciones y durante un
segundo periodo, de manera de acumular el polipéptido en el
cultivo celular.

74. Un método para la produccién de un polipéptido en un
cultivo celular de produccién de gran escala, que comprende las

etapas de:
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la provisién de un cultivo celular gque comprende: ’1,
células de mamiferos que contienen un gen que codifica
un polipéptido de interés, donde dicho gen se expresa en
condiciones de cultivo celular; y
un medio que contiene glutamina, y que tiene una
cantidad acumulada combinada de glutamina y asparagina, por
unidad de volumen, superior a aproximadamente 16 mM;

el mantenimiento 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
reproduzcan dentro de un rango de aproximadamente 20%-80% de la
densidad celular viable posible mixima 8i dicho 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
cultivo;

el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo
periodo, en el segunde conjunto de condiciones y durante un
segundo perfiodo, de manera de acumular el polipéptido en el
cultivo celular.

75. El método de la reivindicacién 1, donde dicho medio
comprende un medio que contiene glutamina y qgue tiene una
caracteristica de medio seleccionada del grupo que consiste en:

1) una concentracién inicial de aminodcidos mayor que
aproximadamente 70 mM; 2) una relacién molar de glutamina inicial
a asparagina inicial inferior a aproximadamente 2; 3) una
relacién molar de glutamina inicial a aminocdcidos totales
iniciales inferior a aproximadamente 0,2; 4) una relacién molar
de ion inorgénico inicial a aminofcidos totales iniciales de
entre alrededor de 0,4 y 1; y 5) una concentracién combinada de
glutamina inicial y asparagina inicial superior a aproximadamente

16 mM; y sus combinaciones.
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76. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-6 6
70-75, donde:

los niveles de lactato son inferiores a aquellos niveles
observados en condiciones idénticas, en medio idéntico, pero que
carece de dicha caracteristica de medio;

los niveles de amonioc son inferiores a aquellos niveles
obaservados en condiciones idénticae, en medic idéntico, pero que
carece de dicha caracteristica de medio; Yy

la cantidad total de polipéptido producido es por lo menos
tan alta como aquella obeervada en condiciones idénticas, en
medio idéntico, pero que carece de dicha caracteristica de medio.

77. El método de la reivindicacién 1, donde dicho cultivo
no es sBuplementado con componentes adicionales durante el
transcurso de la produccién de dicho polipéptido.

78. El método de la reivindicacitn 1, donde dicho cultivo
no es suplementado con glutamina adicional durante el transcurso
de la produccién de dicho polipéptido.

79. El1 método de 1la reivindicacién 1, donde la
concentracién de glutamina en dicho cultivo Be agota
sustancialmente antes de dicha etapa de cambio a un segundo
conjunto de condiciones de cultivo.

80. El método de la reivindicacién 1, donde la
concentracién de glutamina en dicho cultivo se agota
sustancialmente, aproximadamente en el mismo momento que dicha
etapa de cambio a un segundo conjunto de condiciones de cultivo.

81. El1 método de la reivindicacién 1, donde se sustituye la
glutamina con glicilglutamina en dicho cultivo.

B2. El método de la reivindicacién 1, donde dicho medio
contiene:

1) una cantidad acumulada de aminoficidos por unidad de
volumen mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una relacién molar de
glutamina acumulada a asparagina acumulada inferior a

aproximadamente 2; 3) una relacién molar de glutamina acumulada a
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aminofcidos totales acumulados inferior a aproximadamente 0,2; 4)
una relacién molar de ion 1inorgdnico acumulado a aminodcidos
totalea acumulados de entre alrededor de 0,4 y 1; y 5) una
cantidad acumulada combinada de glutamina y asparagina, por
unidad de volumen, superior a aproximadamente 16 mM.

83. El1 método de la reivindicacién 1, donde dicho medio
contiene:

1) una cantidad acumulada de amino&cidos por unidad de
volumen mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una relacién molar de
glutamina acumulada a aminodcidos totales acumulados inferior a
aproximadamente 0,2; 3) una relacién molar de ion inorgénico
acumulado a aminodcidos totales acumulados de entre alrededor de
0,4 v 1; y 4) una cantidad acumulada combinada de glutamina y
agparagina, por unidad de volumen, superior a aproximadamente 16
mM.

84. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de histidina, isoleucina, leucina, metionina,
fenilalanina, prolina, tript6fano, tirosina y preolina, por unidad
de volumen en dicho medio, es mayor que aproximadamente 25 mM.

85. El método de la reivindicaciém 1, donde la cantidad
total acumulada de histidina, isoleucina, leucina, metionina,
fenilalanina, prolina, triptéfano, tirosina y prolina, por unidad
de volumen en dicho medio, es mayor que aproximadamente 35 mM.

86. El1 método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total inicial de hisetidina, ipsoleucina, 1leucina, metionina,
fenilalanina, prolina, triptéfano, tirosina y prolina, por unidad
de volumen en dicho medio, es mayor que aproximadamente 25 mM.

87. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total inicial de histidina, isoleucina, leucina, metionina,
fenilalanina, prolina, triptéfano, tirosina y prolina, por unidad

de volumen en dicho medio, es mayor que aproximadamente 35 mM.
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El método de la reivindicacién 1, donde dicho medio

tiene una caracteristica del medio seleccionada del grupo que

conaiste en:

(1)
volumen,

(2)

una cantidad total acumulada de histidina, por unidad de
mayor que aproximadamente 1,7 mM;

una cantidad total acumulada de isoleucina, por unidad

de volumen, mayor que aproximadamente 3,5 mM;

(3)
volumen,
(4)
volumen,

(5)

una cantidad total acumulada de leucina, por unidad de
mayor que aproximadamente 5,5 mM;
una cantidad total acumulada de metionina, por unidad de
mayor que aproximadamente 2,0 mM;

una cantidad total acumulada de fenilalanina, por unidad

de volumen, mayor que aproximadamente 2,5 mM;

(6)

volumen,

(7)

una cantidad total acumulada de prolina, por unidad de
mayor que aproximadamente 2,5 mM;

una cantidad total acumulada de triptéfano, por unidad

de volumen, mayor que aproximadamente 1,0 mM;

(8)
volumen,
(9}
volumen,

89.

una cantidad total acumulada de tirosina, por unidad de
mayor que aproximadamente 2,0 mM; y

una cantidad total acumulada de prolina, por unidad de
mayor que aproximadamente 2,5 mM,

El método de la reivindicacién 1, donde dicho medio

tiene una caracteristica del medio seleccionada del grupo que

congiste en:

(1)
volumen,
(2)

volumen,

(3)

una cantidad inicial de histidina, por unidad de

mayor que aproximadamente 1,7 mM;
una cantidad inicial de isoleucina, por unidad de
mayor que aproximadamente 3,5 mM;

una cantidad inicial de leucina, por unidad de volumen,

mayor que aproximadamente 5,5 mM;

(4)

volumen,

una cantidad inicial de metionina, por unidad de

mayor que aproximadamente 2,0 mM;
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(5) una cantidad inicial de fenilalanina, por unidad de
volumen, mayor que aproximadamente 2,5 mM;

(6) una cantidad inicial de prolina, por unidad de volumen,
mayor que aproximadamente 2,5 mM;

(7) una cantidad inicial de tript6fano, por unidad de
volumen, mayor que aproximadamente 1,0 mM;

(8) una cantidad inicial de tirosina, por unidad de wvolumen,
mayor que aproximadamente 2,0 mM; y

(9) una cantidad inicial de prolina, por unidad de volumen,
mayor que aproximadamente 2,5 mM.

90. El1 método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de serina, por unidad de volumen en dicho medio,
es mayor que aproximadamente 7 mM.

91. El1 método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de serina, por unidad de volumen en dicho medio,
es mayor que aproximadamente 10 mM.

92. El ‘método de la reivindicaciém 1, donde la cantidad
total acumulada de asparagina, por unidad de volumen en dicho
medio, es mayor que aproximadamente 8 mM.

93. El método de la reivindicaciém 1, donde la cantidad
total acumulada de asparagina, por unidad de volumen en dicho
medio, es mayor que aproximadamente 12 mM.

94. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total inicial de asparagina, por unidad de wvolumen en dicho
medio, es mayor que aproximadamente 8 mM.

95. El1 método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total inicial de asparagina, por unidad de volumen en dicho
medio, es mayor que aproximadamente 12 mM.

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

es mayor que aproximadamente 2,5 mM.
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97. El método de la reivindicaci6én 1, donde la cantidad
total acumulada de f&éaforo, por unidad de volumen en dicho medio,
€8 mayor que aproximadamente 5 mM.

98. El método de 1la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de glutamato, por unidad de volumen en dicho
medio, es menor que aproximadamente 1 mM.

99. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de pantotenato de calcio, por unidad de volumen
en dicho medio, es mayor que aproximadamente 8 mg/l.

100. E1 método de la reivindicaciftn 1, donde la cantidad
total acumulada de pantotenato de calcio, por unidad de wvolumen
en dicho medio, es mayor que aproximadamente 20 mg/l.

101. E1 método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de nicotinamida, por unidad de wvolumen en dicho
medio, es mayor que aproximadamente 7 mg/l.

102. E1 método de la reilindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de nicotinamida, por unidad de volumen en dicho
medio, es mayor que aproximadamente 25 mg/l.

103. E1 método de la reivindicaciém 1, donde la cantidad
total acumulada de piridoxina y piridoxal, por unidad de volumen
en dicho medio, es mayor que aproximadamente 5 mg/l.

104. E1l método de la reivindicaciém 1, donde la cantidad
total acumulada de piridoxina y piridoxal, por unidad de volumen
en dicho medio, es mayor que aproximadamente 35 mg/l.

105. E1 método de la reivindicaciém 1, donde la cantidad
total acumulada de riboflavina, por unidad de volumen en dicho
medio, es mayor que aproximadamente 1,0 mg/l.

106. E1 método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de riboflavina, por unidad de volumen en dicho
medio, es mayor que aproximadamente 2,0 mg/l.

107. E1 método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de clorhidrato de tiamina, por unidad de wvolumen

en dicho medio, es mayor que aproximadamente 7 mg/l.
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108. E1 método de la reivindicacién 1, donde la cantidad’l/
total acumulada de clorhidrato de tiamina, por unidad de volumen
en dicho medio, es mayor que aproximadamente 35 mg/l.

109. E1l método de cualquiera de las reivindicaciones 1-23 o
las reivindicaciones 77-108, en donde el polipéptido es anti-GDF-
8.

110. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-23 o
las reivindicaciones 77-108, en donde el polipéptido es anti-
LewY.

111. E1 método de la reivindicaciébn 24, en donde el
polipéptido es anti-GDF-8.

112. E1 método de 1la reivindicacién 24, en donde el
polipéptido es anti-LewY.

113. E1 método de 1la reivindicacién 76, en donde el
polipéptido es anti-GDF-8.

112. E1 método de 1la reivindicacién 76, en donde el

polipéptido es anti-LewY.



FIG. 1

Comparacién del Medio 1 y el Medlo 2 en frascos de agitacién, usando células ant-GDF-8.

FIG. 2

Cracimiento celular y viabilidad celular de células anti-GDF-8 en Medio 1

—_— colulr visbls —()— Madio 3: Viabilidad (%)
R pevries
._ Nudio 1; denskiad cehudar visble Madlo 1; Viabilidad
- - )
. - L 18040
. msssEEYvwwe **-'--nfé:k- e
/ '-.-‘ N T

=
: /
i

L m

[ I v r ' T . v (1]
0.0 . 2.0 4.0 0.0 a0 10.0 11.0




. n y@q\

FIG. 3

Cracimiento celular de cultivos de células anti-GDF.8 en condiclones
de cuitivo sin alimentacién de glutamina y de control
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FIG. 4

Viabilidad cslular de cultivos da células anti-GDF-3 en condiciones
de cultivo sin alimentacidn de glutamina y de control
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FIG. 5

Niveles de amonlo de cultivos de cédlulas anti-GDF-8 en condiclones

de cultivo sin alimeniacién de giutamina y de control
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FIG. 6

Niveles de lactato de culiivoa de células ant-GDF-8 sn condiclones
de cultivo sin alimentacién de glutamina y de control
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FIG. 7

Valoraclén anti-GDF-8 en condiclones de cultivo sin alimentacidn
de glutamina y de control

FIG. 8

Densidad celular de cultivos de célulns antd-GDF-8 en condicliones de
cultivo de alimentacién carecients de giutamina y de control
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FIG.9

Viabliidad celular de cultivos de células anti-GDF-8 en condiciones
de cultivo de alimentacién careclents de glutamina y de control

110 g
. %
e
i 70 S
50
0 2 4 6 8
Dian
FIG. 10

Niveles de amonio de cuitivos de células anti-GDF-8 en condiciones
de cultivo carecisnts de glutamina y de control
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FIG. 11

Niveles de lactato de cuiltivos de células anti-GDF-8 en condiciones
de cultivo carecienis de gluiamina y de control

FIG. 12

Valoraclén anti-GDF-8 an condiclones de cultivo careclontes
ds giutamina y da control
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FIG. 13
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Respussta de doasis de hiemo de cilulas ant-GDF-8 en Medlo 1 y Medio 2
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FIG. 14

Densidad celular de cultivos de alimentacién de giuiamato y glutamina
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FIG. 15

Viabllidad celular de cultivos de alimentacion de giutamato y glutamina
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FIG. 16

Valoracién anti-Lewis Y en culiivos de alimentacién de glutamato y glutamina
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FIG. 17

Niveles de lactato en cultivos de alimentacién de glutamato y glutamina
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FIG. 18

Niveles de amonio an cultivos de alimantacién de glutamato y glutamina

FIG. 19

Osmolaridad de cultivos de alimantacién de glutamato y glutamina
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FIG. 20

Denskdad celular. Cada diagrama es el promedio de dos frascos de agliaclén

cultivados usando las mismas condicionss
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FIG. 21

Viabilidad celular. Cada diagrama es &l promedio de dos frascos de agitacién

culivados usando las mismas condiclones
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FIG. 22

Valoracién promedio. Cada diagrama ea el promedio de dos frascos de agitacién

cultivados usando las mismas condiclones
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FIG. 23

Niveles de amonio. Cada diagrama es el promedio de dos frascos de agltacién
cultivados usando Ias mismas condiciones
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FIG. 25

Crecimiento celular de células anti-GDF-8 an varias condiciones sexperimentiales

FIG. 26

Viabilidad de células anti-GDF-8 en varias condiciones experimentales
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FIG. 27

Valoracién ant-GDF-8 en varias condiciones axperimeniales
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FIG. 28

Niveles de lactato de cuitivos anti-GDF-8 en varias condiclones axperimentales
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FIG. 29

Niveles de amonio de cultivos ant-GDF-8 en variaa condicionss axperimentaies
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FIG. 30

Crecimiento celular de células anti-GDF-8 en varias condiclones experimentales
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FIG. 31

Valoracién antl-GDF-8 en varias condiciones experimentales
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FIG. 32

Niveles de lactato de cultivos anti-GDF-8 en varias condiclonee sexperimentales
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FIG. 33
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FIG. 34

Crecimiento celular de células anti-GDF-8 en Medlo # modificado,
que contiene varios niveles de giutamina y asparagina
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FIG. 35

Viabllidad celular de células anti-GDF-8 en Medlio 9 modificado, que contiens
varjos nhvalés de glutamina y asparagina
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FIG. 36

Niveles de lactato de cultivos anti-GDF-8 en Medio 9 modificado,
que contisns varios niveles de giutamina y asparagina
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FIG. 37

Niveles de amonlo de cultivos anti-GDF-8 en Medio 8 modificado,
que contlene varios niveles de glutamina y asparagina
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FIG. 38

Niveles de giutamina de cultivos anti-GDF-8 en Medio 8 modificado,
que contiens varios niveles de glutamina y asparagina
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FIG. 39

Valoracién anti-GDF-8 en Medio 9 modificado que contlena varios
niveles de gluiamina y asparagina
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FIG. 40

Osmolaridad ds cultivos anti-GDF-8 en Medic § modificado, que contiene
varios niveles de giutamina y asparagina
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FIG. 41

Crecimiento celular de células anti-GDF-8 sn medio que contiens
varios niveles da asparagina y cisteina
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FIG. 42

Niveles de lactsto de cultivos antl-GDF-8 en medio que contiens
varios niveles de asparagina y cisteina
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FIG. 43

Niveles de amonio ds cultivos anti-GDF-8 et medio que contiena
varios niveles de asparagina y clateina
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FIG. 44

Niveles de giutamina de cultivos anti-GDF-8 sn medio que contisne
varios niveles de asparagina y cisteina
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FIG. 45

Niveles de glutamsto de cultivos anti-GDF-8 en medio que contiene
varios niveles ds asparagina y cisteina :
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FIG. 46

Valoracién anti-GDF-8 an medio que contiene varios niveles de asparagina y cisteina
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FIG. 47

Osmolaridad de cultivos anti-GDF-8 sn medio que contione varios
niveles de asparagina y cisteina
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FIG. 48

Cracimlento cslular da células ant]-GDF-8 an medioc que contisne
varios niveles de aminocécidos y vitaminas
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FIG. 49

Niveles de lactato de culiivos anti-GDF-8 sn medio que contiens varios
niveles de amincécidos y vitaminas
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FIG. 50

* Niveles de amonio de cuitivos anti-GDF-8 en medio que contisne
varios niveles de aminoicldos y vitaminas
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FIG. 51

Niveles de glutamina de cultivos anti-GDF-8 sn medio que contiene
varios niveles de aminodcidos y vitaminas

FIG. 52

Valoracién anti-GDF-8 an medio que contiene varios
niveles de aminoicidos y vitaminas
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FIG. 53

Crecimiento celular de células anti-GDF-8 en medio que contiens varios
niveles de vitaminas, oligosiementos E y hiemo
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FIG. 54

Nivoles de lactato de culfives anti-GDF-8 en medio que contlene varios
niveles de vitaminas, oligoslementos E y hlerro
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FIG. 55

Niveles de amonio de cultivos anti-GDF-8 en medio que contiens
varios niveles da vitaminas, oligoslementos E y hlammo
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FIG. 56

Valoraclén anti-GDF-8 en medio qua contiena varios nivelss de vitaminas,
oligoelementos E y hlermo
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FIG. 57

Cracimisnto celular de cédlulzs anti-GDF-8 en los Medios 1; 3y 9
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FIG. 58

Valoracién anti-GDF-8 en los Medios 1; 3y 9
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FIG. 59

Valoraclones antl-GDF-8 extmpoladas para varios nivelas de glutamina sola
y glutamina y aspamagina combinadas totales

Gin total (mM)




FIG. 60

Crecimiento de células antl-ABata sn varias condiclones de medios evaluadas
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FIG. 62

Niveles de lactato de cultivos de anii-ABata en varias condiciones
de medios svaluadas

FIG. 63

-Nivalss de amonio de cultivas de antl-ABsta en varias condicionss
de medios evaluadas
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FIG. 64

Valomacién de anti-ABaeta sn varias condiclones de medios evaluadas
Valorecién

FIG. 65

Osmolaridad ds culiivos de antl-ABsta en varias condiclonss da madios svaluadas
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FIG. 66

Crecimiento de cédiulas que expresan TNFR-ig en varias condiciones experimentales
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FIG. 67

Viabilidad de células que expresan TNFR-ig en variss condicliones experimentales
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FIG. 68

Qlucosa residual sn cuitivos de céliulas que expresan TNFR-g en varias
condiclones experimentsies
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FIG. 69

Niveles de gluinmina en cuitivos de células que expresan TNFR-g
on variae condiclones axperimentales
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FIG. 70

Concentracidn de lactato en cultivog de células que expresan TNFR-g
on varias condicliones experimentaies
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FIG. 71

Niveles de amonio en cultivos de células que expresan TNFR-ig en varias
condiclones axparimentales
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FIG. 72

Valoracién relativa de TNFR-ig en varias condiciones sxperimentales

Valoracidin relative de producto TNFR-Ig - ProA HPLC
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FIG. 73

Densidades celulares de células antl-GDF8 cultivadas en biormeactores
de@0001Yy11l
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FIG. 74

Valoraclones de células anti-GDF8 cultivadas sn
blorreactores de 60001y 11

Comparaciin de valoreciin

0 l.l.-m ”lﬂ 15

FIG. 75

Niveles de lactato de células anti-GDFB cultivadas
en biomeactores de 80001y 11
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FIG. 76

Niveles de amonio de cllulas antl-ODF8 cultivadas
en blormactores de 0001y 1!
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REIVINDICACIONES

Lo que se reclama es:

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

la provieién de un cultivo celular que comprende:

células de mamiferos que contienen un gen que codifica
un polipéptido de interés, donde dicho gen se expresa en
condiciones de cultivo celular; y

un medio que contiene glutamina, y que tiene una
caracteristica del medio seleccionada del grupo que consiste en:
1) una cantidad acumulada de aminodcidos por unidad de volumen
mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una relacifn molar de
glutamina acumulada a asparagina acumulada inferior a
aproximadamente 2; 3) una relacién molar de glutamina acumulada a
aminodcidos totales acumuladoe inferior a aproximadamente 0,2; 4)
una relacién molar de ion inorgénico acumulado a aminodcidos
totales acumulados de entre alrededor de 0,4 y 1; 5) una cantidad
acumulada combinada de glutamina y asparagina por unidad de
volumen, superior a aproximadamente 16 mM; y sus combinaciones;

el mantenimiento de dicho cultivo en una fase de crecimiento

inicial, en un primer conjunto de condicionee de cultivo, durante
un primer periodo suficiente para permitir que dichas células se
reproduzcan hasta una densidad celular viable dentro de un rango
de aproximadamente 20%-80% de la densidad celular viable posible
maxima si dicho 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

cultivo;
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el mantenimiento de dicho cultive durante un segundo
periodo, en el segundo conjunto de condiciones y durante un
segundo perfodo, de manera de acumular el polipéptido en el

cultivo celular.

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

la provisién de un cultivo celular que comprende:

células de mamiferos que contienen un gen que codifica
un polipéptido de interés, donde dicho gen B8se expresa en
condiciones de cultivo celular; y

un medio que contiene una relacién molar de glutamina
acumulada a asparagina acumulada inferior a aproximadamente 2;

donde dicho medio contiene glutamina; y

donde dicho medio tiene dos caracteristicas del medio
seleccionadas del grupo que consiste en: 1) un medic que contiene
una cantidad de aminodcidos acumulada por unidad de volumen,
mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una relacién molar de
glutamina acumulada a aminodcidos totales acumulados inferior a
aproximadamente 0,2; 3) una relacién molar de ion inorgénico
acumulado a aminodcidos totales acumulados de entre alrededor de
0,4 vy 1; 4) una cantidad acumulada combinada de glutamina y
asparagina por unidad de volumen, superior a aproximadamente 16
mM; y sus combinaciones;

el mantenimiento de dicho cultivo en una fase de crecimiento
inicial, en un primer conjunto de condiciones de cultivo, durante
un primer perfiodo suficiente para permitir que dichas células se
reproduzcan hasta una densidad celular viable dentro de un rango
de aproximadamente 20%-80% de la densidad celular viable posible
mixima si dicho cultivo se mantuviera en el primer conjunto de

condiciones de cultivo;
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el cambio de por lo menos una de las condiciones de cultivo;
de manera de aplicar un segundo conjunto de condiciones de
cultivo;

el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo
periodo, en el segundo conjunto de condicioneas y durante un
sequndo perfiodo, de manera de acumular el polipéptido en el

cultivo celular.

3. El método de la reivindicacién 1, donde dicha condicién
de cultivo celular, en dicha etapa de cambic de por lo menos una
de las condiciones del cultivo, se selecciona del grupo que
consiste en: 1) la temperatura; (2) el pH; 3) la osmolalidad; 4)

el nivel de inductores quimicos; y sus combinaciones.

4. El método de la reivindicacién 1, donde la
concentracién de glutamina inicial de dicho medio es inferior o

igual a 10 mM.

5. El método de la reivindicacién 1, donde la
concentracién de glutamina inicial de dicho medio es inferior o

igual a 4 mM.

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

medio, es inferior o igual a 10 mM.

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

medio, es inferior o igual a 4 mM.

8. El método de la reivindicacién 1, donde la glutamina
solo se provee en el medio inicial, al comienzo del cultivo

celular.
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9. El método de la reivindicacién 1, donde la densidad

inicial de dichas cé&lulas de mamifero es por lo menos 2 x 1.0°

células/ml.

10. El método de la reivindicacién 1, donde la densidad
inicial de dichas células de mamifero es por lo menos 2 x 10°

células/ml.

11. El método de la reivindicacién 1, donde la etapa de
provieién comprende la provieién de por lo menos aproximadamente

1000 1 de un cultivo.

12. Bl método de la reivindicacién 1, donde la etapa de
provisién comprende la provisifn de por lo menos aproximadamente

10.000 1 de un cultivo.

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

que es de aproximadamente 30 a 42 grados Celsius.

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

que es de aproximadamente 37 grados Celsius.

15. El método de la reivindicacién 1, donde dicho segundo
conjunto de condiciones comprende un segundo rango de temperatura

que es de aproximadamente 25 a 41 grados Celsius.

16. El método de la reivindicacién 1, donde dicho segundo
conjunto de condiciones comprende un segundo rango de temperatura

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

que es de aproximadamente 31 grados Celsius.

18. El método de la reivindicacién 1, que ademds comprende
una segunda etapa de cambio posterior a dicho primer cambio de
por lo menos una de las condiciones de cultivo, que comprende el
camblio de por lo menose una de las condiciones de cultivo, de

manera de aplicar un tercer conjunto de condiciones al cultivo.

19. El método de la reivindicacién 18, 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.

20. El m&todo de la reivindicacién 18, donde dicho tercer
conjunto de condiciones comprende un tercer rango de temperatura

que es de aproximadamente 27 a 37 grados Celsius.

21, El1 método de la reivindicacién 1, donde dicho primer

periodo es entre 1 y 7 dias.

22, El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer

periodo es de aproximadamente 4 dias.

23. El método de la reivindicacién 1, donde el total de
dicho primer periodo y dicho segundo periodo es por lo menocs S
dias.

24. El método de la reivindicacién 1, donde, en la etapa de

mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo periodo, el
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nivel de lactato disminuye después de que el nivel de lactato en

el cultivo alcanza un nivel miximo.

25. El método de la reivindicacién 1, donde, en la etapa de
mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo periodo, el
nivel de amonio disminuye después de que el nivel de amonio en el

cultivo alcanza un nivel miximo.

26. El método de la reivindicacién 1, donde dicha cantidad
total de dicho polipéptido producido es por lo menos 1,5 veces
mayor que la cantidad de polipéptido producido en condiciones
idénticas, en medio idéntico, pero que carece de dichas

caracteristicas del medio.

27. 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.

28. El método. de la reivindicacién 1, donde dicho cultivo

celular se provee ademis con componentes suplementarios.

29. El método de 1la reivindicacién 28, donde dichos

componentes suplementarios se proveen en miltiples intervalos.

30. El método de 1la reivindicacién 28, donde dichos
componentes suplementarios se seleccionan de un grupo que
consiste en hormonas u otros factores de crecimiento, iones
particulares (tales como s8sodio, cloruro, calcio, magnesio y
fosfato), reguladores, vitaminas, nuclefasidos o nuclebtidos,

oligoelementos (compuestos inorgénicos habitualmente presentes en

‘?"\



WO2006/020445 Modlificadas a la h

(AM101550-01) ontrada on g \p
D

concentraciones finales muy bajas), amino&cidos, 1lipidos,

glucosa u otra fuente de energia.

31. Un método para la produccién de un polipéptido en un
cultivo celular de produccitn de gran escala, que comprende las
etapas de:

la provieién de un cultivo celular que comprende:

células de mamiferos que contienen un gen que codifica
un polipéptido de interés, donde dicho gen 8e expresa en
condiciones de cultivo celular; y

un medio definido que contiene glutamina, y que tiene
por lo menos dos caracteristicas del medio seleccionadas del
grupo que consiste en: 1) una concentracién inicial de
aminofcidos mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una relacién
molar de glutamina a asparagina inferior a aproximadamente 2; 3)
una relacién molar de glutamina a amino&cidos totales inferior a
aproximadamente 0,2; 4) una relacién molar de ion inorgénico a
aminodcidos totales de entre alrededor de 0,4 y 1; y 5) una
concentracién combinada de glutamina y asparagina superior a
aproximadamente 16 mM;

el mantenimiento 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
reproduzcan dentro de un rango de aproximadamente 20%-80% de la
densidad celular viable posible méixima s8i dicho cultivo Bse
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 segqundo conjunto de condiciones de
cultivo;

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

cultivo celular.
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32. Un método para la produccién de un polipéptido én un
cultivo celular de produccién de gran escala, que comprende las
etapas de: ,

la provieién de un cultivo celular que comprende:

células de mamiferos que contienen un gen que codifica
un polipéptido de interés, donde dicho gen 8se expresa en
condiciones de cultivo celular; y

un medio definido que contiene glutamina, caracterizado
por: 1) una concentracién inicial de aminodcidos mayor gque
aproximadamente 70 wmM; 2) una relacifn molar de glutamina a
asparagina inferior a aproximadamente 2; 3) una relacifn molar de
glutamina a aminodcidos totales inferior a aproximadamente 0,2;
4) una relacién molar de ion inorginico a amino&cidos totales de
entre alrededor de 0,4 y 1; y 5) una concentracién combinada de
glutamina y asparagina superior a aproximadamente 16 mM;

el mantenimiento 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
reproduzcan dentro de un rango de aproximadamente 20%-80% de la
densidad celular wviable posible méixima s8i dicho cultivo Bse
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
cultivo;

el mantenimiento de dicho cultivoe durante un segundo
periodo, en el segundo conjunto de condiciones y durante un
sequndo periodo, de manera de acumular el polipéptido en el

cultivo celular.

33. El1 método de la reivindicacién 1, donde dicho medio
comprende un medio que contiene glutamina y que tiene una

caracteristica de medio seleccionada del grupo que consiste en:
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1) una concentracién inicial de aminofcidos mayor que
aproximadamente 70 mM; 2) una relacifn molar de glutamina inicial
a asparagina inicial inferior a aproximadamente 2; 3) una
relacién molar de glutamina inicial a amino&cidos totales
iniciales inferior a aproximadamente 0,2; 4) una relacién molar
de ion inorgdnico inicial a aminodcidos totales iniciales de
entre alrededor de 0,4 y 1; y 5) una concentracién combinada de
glutamina inicial y asparagina inicial superior a aproximadamente

16 mM; y sus combinaciones.

34. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2 6
31-33, donde:

los niveles de lactato son inferiores a aquellos niveles
observados en condiciones idénticas, en medio idéntico, pero que
carece de dicha caracteristica de medio;

los niveles de amonio son inferiores a aquellos niveles
observados en condiciones idénticas, en medio idéntico, pero gque
carece de dicha caracteristica de medio; y

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.

35. El método de la reivindicacién 1, donde dicho cultivo
no es suplementado con componentes adicionales durante el

transcuraso de la produccién de dicho polipéptido.

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

glutamina con glicilglutamina en dicho cultivo.

37. El métedo de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumilada de histidina, isoleucina, leucina, metionina,
fenilalanina, prolina, triptéfano, tirosina y prolina, por unidad

de volumen en dicho medio, es mayor que aproximadamente 25 mM.
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38. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de histidina, isoleucina, leucina, metionina,
fenilalanina, prolina, triptéfano, tirosina y prolina, por unidad

de volumen en dicho medio, es mayor que aproximadamente 35 mM.

39. El método de la reivindicacién 1, donde dicho medio
tiene una caracteristica del medio seleccionada del grupo que
consiste en:

(1) una cantidad total acumulada de histidina, por unidad de
volumen, mayor que aproximadamente 1,7 mM;

(2) una cantidad total acumulada de isoleucina, por unidad
de volumen, mayor que aproximadamente 3,5 mM;

(3) una cantidad total acumulada de leucina, por unidad de
volumen, mayor que aproximadamente 5,5 mM;

(4) una cantidad total acumulada de metionina, por unidad de
volumen, mayor que aproximadamente 2,0 mM;

(5) una cantidad total acumulada de fenilalanina, por unidad
de volumen, mayor que aproximadamente 2,5 mM;

(6) una cantidad total acumulada de prolina, por unidad de
volumen, mayor que aproximadamente 2,5 mM;

(7) una cantidad total acumulada de tript&fano, por unidad
de volumen, mayor que aproximadamente 1,0 mM;

(8) una cantidad total acumulada de tirosina, por unidad de
volumen, mayor que aproximadamente 2,0 mM; y

(9) una cantidad total acumulada de prolina, por unidad de

volumen, mayor que aproximadamente 2,5 mM.

40. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de serina, por unidad de volumen en dicho medio,

es mayor que aproximadamente 10 mM.
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41. El1 método de la reivindicaciém 1, donde la cantidad
total acumulada de asparagina, por unidad de volumen en dicho

medio, es mayor que aproximadamente 8 mM.

42. El1 métocdo de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de aseparagina, por unidad de volumen en dicho

medio, es mayor que aproximadamente 12 mM.

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

es mayor que aproximadamente 5 mM.

44, E]1l método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de glutamato, por unidad de volumen en dicho

medio, ea menor que aproximadamente 1 mM.

45. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de pantotenato de calcio, por unidad de volumen

en dicho medio, es mayor que aproximadamente 20 mg/l.

46. El1 método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de nicotinamida, por unidad de wvolumen en dicho

medio, es mayor que aproximadamente 25 mg/l.

47. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de piridoxina y piridoxal, por unidad de wvolumen

en dicho medio, es mayor que aproximadamente 35 mg/l.

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

medio, es mayor que aproximadamente 2,0 mg/l.
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49, El wmwétodo de la reivindicacién 1, donde la cantidad
total acumulada de clorhidrato de tiamina, por unidad de volumen

en dicho medio, es mayor gue aproximadamente 35 mg/l.

50. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 o
lap reivindicaciones 9-33 o las reivindicaciones 35-49, en donde

el polipéptido es anti-GDF-8.

51. El_método de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 o
las reivindicaciones 9-33 o las reivindicaciones 35-49, en donde

el polipéptido es anti-LewY.

52. El1 métode de 1la reivindicacién 34, en donde el

polipéptido es anti-GDF-8.

53, El método de 1la reivindicacién 34, en donde el

polipéptido es anti-LewY.
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Reivindicacion(es):

1. Un método para la produccién de un polipéptido en un cultivo celular de produccion de gran escala, que comprende las
etapas de:

la provisién de un cultivo celular que comprende:

celulas de mamiferos que contienen un gen que codifica un polipéptido de interés, donde dicho gen se expresa en condiciones de
cultivo celular; y un medio que contiene glutamina, y que tiene una caracteristica del medio seleccionada del grupo que consiste en: 1)
una cantidad acumulada de aminoacidos por unidad de volumen mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una relacién molar de
glutamina acumulada a asparagina acumulada inferior a aproximadamente 2; 3) una relacién molar de glutamina acumulada a
aminoacidos totales acumulados inferior a aproximadamente 0,2; 4) una relacién molar de ion inorganico acumulado a amino4cidos
totales acumulados de entre alrededor de 0,4 y 1; 5) una cantidad acumulada combinada de glutamina y asparagina por unidad de
volumen, superior a aproximadamente 16 mM; y sus combinaciones; el mantenimiento 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
reproduzcan hasta una densidad celular viable dentro de un rango de aproximadamente 20%-80% de la densidad celular viable posible
méxima si dicho culivo 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 cultivo; el mantenimiento de dicho cultivo durante
un segundo periodo, en el segundo conjunto de condiciones y durante un segundo periodo, de manera de acumular el polipéptido en el
cultivo celular.
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CORREA ORDOREZ ALVARO

. REFERENCIA Radicacién No. 7 30529
Solicitud internacional PCT/US2005/030437
Fecha inicio fase nacional 27/03/2007
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Evento 378
Actuacisn 430

oficio No. D sev 8881

Como resultado del examen de forma, realizado comn fundamento en el articulo 38 de
la Decipién 486 de la Comisién de la Comumidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comarcio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesifém del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisim 486. Cuando se trate de documentos cotorgados en el extranjero, debem
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del C&digo
de Procedimiento Civil.

2. ILa solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por loa articulos 63 y subsiguientes del C&6digo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deber& presentar el documento que acredita la
existencia y representacim 1legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Declsifn 486, se le
requiers para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacisn del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerari abandonada y perderi su prelacién.

Notifiquese el presente ofigio conforme a lo dispuesto el numeral 5.2, literal
titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

fue notificado por fijaciém en 1lista de




ey




