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Related Application
[0001]  This application claims priority to Provisional Patent Application No.
60/604,936, filed August 27, 2004, which s incorpomted herein by reference in its
entirety.

Background of the Invention
[0002] Protcins and polypeptides have become increasingly important as
therapeutic agents. In most cases, therapeutic proteins and polypeptides aro
produced in cell culture, from cells that have been engineered and/or solected to
produce unusually high levels of the particular protein or polypeptide of interest.
Control and optimization of cell culture conditions is critically Important for
sucoessful commercial production of proteins and polypeptides.
[0003] Many proteins and polypeptides produced in cell culture are made ina
batch or fed-batch process, in which colls are cultured for a period of time, and then
the culture is terminated and the produced protein or polypeptide Is isoleted. The
ultimate amount and quality of protein or polypeptide produced can be dmmatically
affected by the conditions of the cell culture. For example, traditional batch and
fed-batoh culture processes often result in production of metabolic waste products
that bave detrimental effects on cell growth, viability, and production or stability of
the protein or polypeptide of Interest. While efforts have been made to improve
production of proteins and polypeptides in betoh and fed-batch culture proccsses,
there remains a need for additional improvements.
[0004] Additionally, significent cffort bas beem investad in the development of
defined media (i.c., mediz assembled from known individual components and
Incking serum or other animal byproducts) for use in culturing cells, particularly
memmalian cells. Cell growth charactzristics can be very differeat in defined media
as contrasted with sorum-derived media. Theve is a particular need for the )
devolopment of improved systems for producing proteins and polypoptides by cell
cultare in defined media.
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Swmmary of the Invention
[0005] The present invemtion provides an improved system for largo scale
production of proteins and/or polypeptides in cell culture. For example, the prosent
invention provides commercial scale (e.g., 500 L or more) culture methods that
utiize 8 medhum characterized by one or morv of: i) a cumulative amino acid
amount per unit volume grester than about 70 mM; if) a molar cumulative giutamine
to cumulative asparagine ratio of less than about 2; iii) & molar cumulative
glutamine to cumulative total amino acid ratio of less than about 0.2; iv) a molar
cumulative inorganic fon to cumulative total amino acid mtio between about 0.4 10
1; or v) a combined cumulative amount of glutamine and aspemgine concentration
per unit volume groeter than about 16 mM. One of ordinary akill in the st will
understand that “cumulative”, as used above, refers to the total amount of &
particuler component or components added over the course of the cell culture,
" including components added at the beginning of the culture and subsequently added
componenis. In certaln preferred esmbodiments of the Invention, it is desirable 1o
minlmize “feeds™ of the culture over time, 50 that It is desirable to maximize
amounts present initially, Of course, medium components are metabolized during
culture so that cultures with the same cumulative smounts of given components will
have different absoluto levels if thoss components are added at different times (e.g.,
all progont initially vs. some added by feeds).
[0006]  According to the presemt invention, use of such a medium allows high
levels of protein production and-lessens accumulation of certain undesirable factors
such as ammonium and/or lactate.
[0007]  One of ordinary skill In the art will understand that the media
formulations of the prosent invention encompass both defined and non-defined
media. In certein preferred embodiments of the present inveation, the culture
meodium is a defined medivm in which the composition of the medium Js known and
controlled.
[0008] In certain preferred embodiments of the present invention, the culture
methods include changing tho culture from a first set of culture conditions to a
secand set of culture conditions so that 8 metabolic shift of the cells is achieved. In
some embodiments, this chenge is performed when the oulture bas reached about
20-80% of its maximal cell density. In some embodiments, the change involves
changing the temperature (or tempomtare range) st which the cultare is maintained,
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A heaka i3 2 Mt tionally, the present invention provides methods adjusted so
that, after roaching s peak, Inctste and/or smnmonium levels in the culture docrease
over time. In other embodiments, the shift involves shifting the pH, osmolarlity or
lovel of chemical inductants, such as alkanoic acids or their saits.

[0009]  Cell cultures of the present imvention may optionally be supplemented
with nutrients and/or other medivm ecmponents including hormones and/or other
growth factors, particular jons (sach as sodiom, chloride, calcium, magnesium, and
phosphate), buffers, vitamins, nucleosides or nucleotides, trace clements (inorganic
compounds usually present at very iow final concentrations), amino acids, lipids, or
glucose or other energy source, In certain embodiments of the present invention, it
may be beneficial to supplemont the media with chemical inductants such as
hexamethylene-bis(ecetamide) (“"HMBA™) and sodium butyrate (“NaB"™). These
optional supplements may be added st the beginning of the culture or may be added
at a later point in order to replenish depletod nutrients or for another reason. In
general, it is desirablo to stlect the nitial medium composition to minimize
supplementeation in accordance with the present invention.

[0010] Varlous cultare conditions may be monitored in accordance with the
present invention, including pit, coll density, coll viability, Iactate levels,
ammonium levels, osmolarity, or titer of the expressed potypeptide or protein,

Brief Description of the Drawing
[0011]  Figuro 1 shows a comparison of Medinm 1 and Medium 2 in shake
flaks using anti-GDF-8 cells.
(0012]  Figure 2 shows cell growth and viability of anti-GDF-8 cells in Medium
1.
[0013]  Figure 3 shows cell growth of anti-GDF-8 coll cultures in control and no
glutamine feed culture conditions,
[0014]  Figure 4 shows cell viability of anti-GDF-8 cell cultures in control and
no glutemine feed culture conditions.
[0015]  Figuro § shows ammonfum levels of anti-GDF-8 coll cultures in contro}
and no ghutamine feed culture conditions,
[0016)  Figure 6 shows lactate levels of anti-GDF-8 cell cultures in control and
no ghutamine feed culture conditions.
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foti7y” -Pighre 7'shbws anti-GDF-8 titer in control and no ghitamine feed culhre
conditions.

[0018]  Figure 8 shows cell density of anti-GDF-§ coll cultures in contro] and
glutamine-starved feed culture conditions.

[0019)  Figure 9 shows cell viability of anti-GDF-8 cell cultures in control and
glutamine-starved fieed culture conditions.

[0020]  Figure 10 shows ammonium levels of anti-GDF-8 cell cultures in control
and glutemine-starved culture conditions.

[0021)  Figure 11 shows Iactate levels of anti-GDF-3 cel) cultures in control and
glutamine-starved culture conditions.

[0022]  Figure 12 shows anti-GDF-8 titer in control and glutamine-starved
culture conditions,

. [0023] Figure 13 shows iron dose response of anti-GDF-3 cells in Medium 1

and Medium 2,

[0024]  Figure 14 shows cell density of Glutamate and Glotamine fed cultures.
[0025]  Figure 15 shows oell viability of Glutamats and Glutamine fed cultures.
[0026)  Figwre 16 shows anti-Lewis Y titer in Glutamate and Glutamine fed
cultures.

[0027]  Figure 17 shows lactate levels in Glutamate and Glutamine fed cultures.
[0028])  Figure 18 shows ammonium levels in Ghramate and Glutamine fed
cultures.

{0029]  Figure 19 shows oamolarity of Ghrtamate and Glutamine fed cultures.
[0030] Figure 20 shows voll density of anti-Lewis Y cells. Each plot is the
average of two shake flasks grown using the same conditions.

[0031]  Figure 21 shows call viability of anti-Lewls Y cells. Bach plot Is the
average of two shake flasks grown using the same conditions.

[0032]  Figure 22 shows average ther of anti-Lewis Y culture. Each plot is the
average of two shake flasks grown using the same conditions.

[0033] Figure 23 shows ammonium lcvels of antl-Lewls Y cells. Each plot is
the nverago of two shake flasks grown using the same conditions.

[0034]  Figure 24 ghows en impeller jump used in fed-batch cultares.

[0035}  Figure 25 shows cell growth of snti-GDF-8 colls under various
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Ha%e)" S bt shows viability of anti-GDF-8 cells under various

[0037]  Figure 27 shows anti-GDF-8 titer under various experimental conditions.
[0038]  Figuro 28 shows lactate levels of anti-GDF-8 cultures under various
experimental conditions.

[0039]  Figuro 29 shows ammonium levels of anti-GDF-8 cultures under various
experimental condlilons.

[0040]  Figure 30 shows cell growth of aati-QDF-8 cells under various
experimental conditions.

[0041] Flgure 31 shows anti-GDF-8 titer under various oxperimental conditions.
[0042]  Figure 32 shows lactats Jevels of anti-GDF-8 cultures under various
experimental conditions.

[0043]  Figure 33 shows ammonium lovels of anti-GDF-8 cultures under various
[0044]  Figure 34 shows cell growth of anti-GDF-8 cells in modified Medium 9
containing various lovels of glutamine and asparagine.

[0045]  Figure 35 shows cell visbility of anti-GDF-8 cells in modified Medium 9
containing various lovels of glutamine end asparaging.

[0046]  Figuro 36 shows lactate levels of anti-GDF-8 cultures in modified
Medium 9 containing various levels of glutamine and asparagine.

[0047]  Figuro 37 shows ammonium levels of anti-GDFP-8 culiures in modified
Mecdium 9 containing various levels of ghutamine and asparagine,

[0048] Figure 38 shows glutamine levels of anti-GDF-8 cultures in modified
Modium 9 containing various levels of glutamine and asparagine.

[0049]  Figure 39 shows anti-GDF-8 titer in modified Medium 9 containing
various levels of glutamino and asparagine.

[0050]  Figurs 40 shows osmolarity of anti-GDF-8 cultures in modified Medium
9 contaiming various levels of glutamine and asparagine.

[0051]  Figure 41 shows cell growth of enti-GDF-8 cells in media contrining
various lovols of asparagine and cysteine.

[0052]  Figure 42 shows lactate lovels of anti-GDF-8 cultures in media
containing verious lovels of asparagine and cysteine,

[0053]  Figuro 43 shows ammonium levels of anti-GDF-8 cultures In media
containing various levels of ssparagine and cysieine.
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TOU8 g ¥ dhows glutamine levels of anti-GDF-8 cultures in media
containing various levels of asparagine and cysteine.

[0055]  Figure 45 shows gluiamale lovels of enti-GDF-8 cultures in media
containing various levels of asparagine and cysteine,

[0056]  PFigure 46 shows snti-GDF-8 titer in media cartaining various levels of
asparagine and cystelno,

{0057}  Figuro 47 shows camolarity of anti-GDF-8 cuiturcs in media containing
various levels of aspamgine and cysteino.

[0058]  Figure 48 shows cell growth of anti-GDF-8 cells in media containing
various levels of amino acids and vitsmins.

[0059]  Figure 49 shows Iactste levels of entl-GDF-8 cultures in media
containing various levels of anino aclds and vitamins.

[0060] Figure 50 shows ammonium levels of anti-GDF-8 cultures in media
containing various levels of amino aclds snd vitamins.

[0061]) ~ Figure 51 shows glutlamine levels of enti-GDF-8 cultures in media
comaining various lovels of amino acids end vitamins.

[0062] Figure 52 shown enti-GDF-8 titer in media containing verious lovels of
amino acids and vitamins.

[0063]  Figure 53 shows cell growth of anti-GDF-8 cells in media containing
various levels of vitamins, trace clements E and iron.

[0064]  Figure 54 shows lactate lovels of anti-GDF-8 cultures in media
coniaining various Jeveals of vitamina, trace elements E and jron.

[0065]  Figure 55 shows smmonium levels of anti-GDF-3 cultures in media
containing various lovols of vitamins, trace elements E and iron.

[0066]  Figure 56 shown anti-GDF-8 titer in media containing various levels of
vitamins, trace olements E and iran.

[0067)  Figure 57 shows cell growth of anti-GDF-8 oells in Mediums 1,3 and 9,
[0068]  Figure 5B ahows muti-GDF-8 titer in Medium 1, 3 and 9.

[0069]  Figure 59 shows axtrupolated anti-GDF-8 titers for various levels of
glutamine alono and total combined glutamine and asparagine.

[0070]  Figure 60 shows cell growth of anti-ABeta cells under various media
[0071]  Figure 61 shows ocll visbility of mti-ABeta cells under various media
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TOU5]© “Figure 63 shows lactate lovels of mnti-ABets cultures under varions

[0073]  Figuro 63 shows amamoalum lovels of anti-ABeta cultures under various
[0074]  Figure 64 shows atti-ABets titor in various media conditions tested.

[0075]  Filgure 65 shows osmolarity of anti-ABcta cultures under various media
conditions tested.

[0076]  Figure 66 shows cell growth of cells expressing TNFR-Ig under various
experimental conditions.

[0077]  Figuro 67 ahows viability of cells expressing TNFR-Ig under various

experimental conditions.

[0078]  Figure 68 shows residual glucose in cultures of cells exprossing TNFR-
Ig under various experimental conditions.

[0079]  Figure 69 shows glutamine levels in cultures of cells expressing TNFR-
1g under various experimental conditions.

[0080]  Figure 70 shows iactate concentration in cultures of cells oxpressing

‘TNFR-1g under various experimental conditions,

[0081]  Figure 71 shows smmonium levels in cultures of cells expressing TNFR-
Ig under various exporimental conditions,

[0082]  Figure 72 shows TNFR-Ig relative titer under various experimental

conditions,

[0083]  Flgure 73 shows oell densitles of anti-GDF-8 cells grawn in 6000 L and
1 L bioreactors. . ’

[0084]  Figure 74 shown titers of anti-GDF-8 cells grown in 6000 Land 1 L.

bioreactors,

[0085]  Figure 75 shows lactate levels of anti-GID¥F-8 cells grown in 6000 L and
1 L bioreactors.

[0086]  Figure 76 shows ammonium levels of suti-GDF-§ cells grown in 6000 L
and | L bloreactors,

Definitions
[0087]  “About”, “Approximutely”™: As used herein, the terms “about” and
“approximately”, as applied to one or more particular cell culture conditions, refer



WO 2006/026408

touenge of Vatu@y'thal arc similar to the stated roference value for that culture
condition or conditions. In certain embodiments, the term “about™ reféss to a ango
of valuos that fal] within 25, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11,10, 9, 8,7, 6, 5. 4,
3,2, ! percent or less of the stated reference value for that culture condition or
[0088] “Amino acid™: The term “amino acid™ as used herein refers to any of the
twenty naturally occurring amino acids thet are normally used in the formation of
polypeptides, or analogs or derivatives of those amino acids. Amino acids of the
prosent jnvention are provided in medium to call cultures. The amino aclds
provided in the medhum mey be provided as salts or in hydrate form.

[0089] “Antibody™ The term "matibody” as used herein rofers to an
immunoglobulin molecule or an immunologically active portion of an
immunoglobulin molecule, such as a Fab or F(ab"); fragment, that contains one or
mdre antigen binding sites which specifically bind (immuncreact with) an antigen.
‘The terms "monoclonal antibodies” and "monocicnal antibody composition”, as
uscd herein, rofer to a clonal population of antibody molecules that contain only one
species of sn entigen binding site capable of bnmunoreacting with a partioular
epitope of un antigen, whereas the terms "polyclonal antibodies” and "polyclonal
antibody compoaition” refer to a population of sntibody molecules that contain
multiple species of antigen binding sites capable of interacting with a particular
antigen.  The definltion of monoclonal antibodies includes both clonal molecules
desived by traditional technologies as well as molecules of dofined sequence devived
by manipulation or mutation of specific residues, for exampls, humanized
antibodies,

[0090] ‘“Baich culture™: The term “batch culture™ s used horoin refers to a
method of culturing cells in which all the components that will ultimately be used in
culturing the cells, including the medium (seo dofinition of “medium™ below) as
well as the colls thermaelves, aro provided st the beginning of the culturing process.
A batch culture is typically stoppod at some polnt.and the cells md/or components
in the medium are harvested and optionaily parified.

[0091] “*Bicreactor™: The term “bioreactor” as used herein refbrs to any vessel
used for the growth of a mammaltian cell oylture. The bioreactor can be of amy xize
50 long as it is useful for the culturing of mammalian oclls. Typically, the
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bRt Wit bt ledst 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 bicreactor, including, but not limited to pH and temperature, are
typically controlled during the culturing period. ‘The bioreactor can be composed of
any meterial that is suitable for holding mammalian cell cultures suspended in
media under the culture conditions of the present invention, including glass, plastic
or metal, The term “production bicreactor” as used horein refera to the final
bioresctor used in the production of the polypeptide or protein of interest. The
volume of the large-scale cell culture production bioreactor is typicaily st least 500
IHers and may be 1000, 2500, 5000, 8000, 10,000, 12,0000 liters or more, or any
volume in between. One of ordinary skill in the art will be eware of and will be able
to chooss suitable biareactors for use in practicing the present invention.

[0092]  “Cell density™ The term “cell density™ as used herein refers to that
number of cells prosent in a given volume of medium,

[0093]  “Cell viability™: The term “cell viability™ as used horein refers to the
ability of cells in culture to survive under a given set of culture conditions or
experimental varistions. The term as used herein also refers to thet portion of cells
which are alive at a particuler time in relation to the total number of cells, living and
dead, in the culture st that time.

[0094]  *“Culture”, “Cell culture” and “Mammalisn oeil culture”™: These terms as
used hereln refer to s mammalian cell population that is suspended in 8 medium (soe
definftion of “medium™ below) under conditions suitable to survival and/or growth
of the coll population. As will be clear to those of ordinary skill in the art, these
terms as used herein msy refer to the combination comprising the mammalian cell
population and the medium In which the population is suspended.

(0095]  “Fod-batch culture™; The term “fod-batch culture”™ as used herein refors
to » method of culturing cells in which additional components are provided to tho
culture st some time subsegnent fo the beginning of the culture process. The
provided components typically comprise mitritional supplements for the cells which
have been depleted during the culturing process. A fod-batoh culure Is fypically
stopped at some point and the cells and/or components in the medium are barvested
[0096]  “Fragment”; The ttrm “fragment” as used herein refers to polypoptides
and is definod as any discrete portion of a given polypoptide that is uniqus to or

r
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shaméteristic oF that polypeptide. The term as used herein alao refers to any
discrete portion of a given polypeptide that retains at least a fraction of the activity
of the full-length polypeptide. Preferably the fraction of activity retained is at least
10% of the activity of the full-length polypeptide. More preferably the fraction of
activity retained is at least 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% or 90% of the
activity of the full-length polypeptide. More proferably still the fraction of activity
retalned 18 at Jeast 95%, 96%, 9736, 98% ar 99% of the activity of the fulldength
polypeptide. Most preferably, the fraction of activity retaincd is 100% of the
activity of the full-length polypeptide. The term as used herein also refers to any
portion of a given polypeptide that includos at least an established sequence element
found in the full-length polypeptide. Preferably, the sequence clement spans st least
4-5, more preferably at loast about 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 or more amino
acids of the full-length polypeptide.

[0097]  “Gene™: The term “geno”™ us used herein refers to any nucleotide
sequence, DNA or RNA, at Jeast some portion of which encodes a discrete final
product, typically, but not limited to, a polypeptide, which finctions in soms aspect
of cellular metabolism or development. The term Is not meant to refer only to the
cading sequence that encodes the polypeptide or other discrete final product, bat
may also encompass regions preceding and following the coding sequence that
modulnlntheb:nllevelofupmnion(m«_hﬁlﬁﬂmof“mﬁcmlelmn'
below), as well as intervening sequences (“introns”™) betweon individual coding
segments (Mexons™).

[0098] “Genetic control alement”: The term “genetic control element” as used
herein refers fo any sequence olement that modulates the expression of a gene to
which it is operably Jinked, Gonetic control elements may function by citber
increasing or decreasing the expression jevels and may be located before, within or
after the coding sequence. Genetio control elemants may act at any stage of gene
expression by regulating, for example, mitintion, elongation or tesmination of
transcription, mRNA splicing, mRNA editing, mRNA stabllity, mRNA localization
within tho cell, initiation, elongation or terminstion of translation, or any other stage
of gene expression, Genstic cantrol clements may function individually or in
combination with ono another.

[009%]  “Hybridoma”: The term “bybridoma® as uscd herein refers o a cell
created by fusion of an immortalized cell derived from an immunologic source and
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Mmooty pHoBIRE ccll. The resulting hybridoma is an immontalized cell that
produces antibodies. The individual cells uscd to cresie the hybridoma can be from
any mammalian source, including, but not limited to, rat, pig, rabbit, sheep, pig.
goat, and human. The term also encompasses trioma cell lines, which result when
progeay of heterohybrid myeloma fusions, which are the product of a fusion
between human cells and a murine myeloma cell line, are subsequently fuscd with a
plasma cell, Furthermare, the term is meant to include any immortalized hybrid cell
1ine that produces sntibodies such as, for example, quadromas (See, ¢.g., Milstein et
al., Nature, 537:3033 (1983)).

[00100] “Integrated Viable Cell Density™: The term “integrated viahle cell
density™ as used hereln refers to the sverage domaity af visble cells over the course
of the culture multiplied by the amount of time the culture has run. Assuming the
amount of polypeptide and/or protein produoed is proportional to the number of
viable celis present over the course of the culture, imtegrated viable cell density is a
useful tool for estimating the amount of polypeptide and/or protein produced over
the course of the culture.

[00101] “Medium”, “Cell cuttare medium®, “Culture medium™; These tcrms as
used hereln refer to & solution containing nutrients which nourish growing
mammalian cells. Typlcally, these solutions provide esential and non-essential
amino acids, vitamins, energy sources, lipids, and trace elements required by the
cell for minimal growth and/or survival. The solution may slso contain components
that enhance growth and/or sorvival above the minimal rate, including hormoncs
and growth factors. The sohution is proferably formulated to a pH and salt
concentration optimal for coll survival and proliforation. The medium mey also be a
"defined media™ — s serum-free madia that contains no proteins, hydrolysates or
components of unknown camposition. Defined media are free of animal-derived
components and all components have & known chemical structure.

[00102] *Metabolic wasts product”: The torm “metabolic waste product” as nsed
hercin refers to compounds produced by the coll culture as a result of normal or
non-normal metebolic proocsses that are in some way detrimental to the cell culture,
parficularly in relation to tho expression or activity of a desired recombinant

. polypoptide or protein. For example, the metabolio waste products may be

detrimental to the growth or viability of the cell culhure, may decrease the ammmt of
recombinant polypoptids ar protein produced, may alter the folding, stability,
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Eycbstyitivh'drotir post-translstional modification of the expressed polypoptide
or protein, or may be detrimental to the colls and/ar expression or activity of the
recombinant polypeptide or protein in any number of cther weys. Exemplary
metabolic waste products inciude lactate, which is produced as a result of glucose
motaboliam, and ammonium, which is produced as a result of glutamine
metabolism. One goal of the present invention is to slow production of; reduce or
ovea eliminate metsbolic waste products in mammalian cell cultures.

[00103] “Osmolarity” and “Osmolality™: "Osmolality” i» a measure of the
osmotic pressure of dissoived soluts particles in an agueous solution. The solute
particles include both ions and nou-ionized molecules. Osmolality is expressed as
the concentration of osmotioally active particles (.c., osmolcs) dissolved in 1 kg of
solution {1 mOsm/kg H;O at 38°C is equivalent to an osmotic pressure of 19mm
Hg). "Osmolarity," by contrast, refers to the number of solute particles dissolved in
1 liter of solution. When used hervin, the abbreviation “mOsm™ means
"millicamolos/kg soluticn®.

[00104] “Perfusion culture™: The term “parfusion culture” as used herein refers to
a method of culturing cells in which additional components are provided
cantinuously or scri-continuously to the culiture subsoquent to the boginning of the
culture process. The provided componcnts typically comprise nutritional
supplements for the cells which have been depleted during the culturing process. A
portion of the cells and/or components in the mediom are typlcally harvested on a
continucus or semi-continuous bexis and are optionally purified.

[00105] “Polypeptide™: The term “polypeptide™ as used herein refers a sequential
chain of amino acids linked togsther 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
undesstand that the tenn is not limited to lengthy chaina and can refer to & minimal
chsin comprising two amino acids linked together via a peptide bond.

[00106] "Protein™: The term “protein” as used hereln refers to one or more
polypeptides thet fimotion as a discrete unit. If a single polypeptide is the discrete
fimetioning unit and does require permaneat physical association with other
polypeptides in order to form the discrete functioning wmit, the teyms “polypeptide”™
and “protein”™ as used herein are uscd intorchangeably. H disorete functional unit is
comprised of more than ane polypeptide that physioally associate with one another,
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i Tein “foieln” as usod hereln refers to the multiple polypeptidos that aro
physically coupled and function together as the disorete unit.

[00107] “Recombinantly expressed polypoptide™ and “Recombinmt
polypepﬂde":]henhmuuwdhemhrd‘ubapolypapﬂdoquuedﬁmn
mammalian host cell that has been genetically engineered to express that
polypeptide. The recombinantly expressed polypeptide can be identical or similar
to polypeptides that are normally expressed in the mammalian host cell. The
recombinantly expressed polypeptide can also foreign to the host cell, Le.
heterologous to poptides normally expressed in tho mammalian host coll.
Alemnatively, the recombinantly expressed polypeptide can be chimeric in that
portions of the polypeptide contain amino acld sequences that aro identical or
similar to polypeptides normally expressed in the mammalian host cell, while other
portions are foreign to the host cell.

[00108] “Seeding™: The teym “seeding” as used herein refers to the process of
providing a cell culture to a bioreactor or another vessel. The cells may have been
propagated previcusly in another bioreactor or vessol. Alternatively, the cells may
have been frozen and thawed immodiately prior to providing them to the bioreactor
or vessel. The tarm refors to any number of cclls, including « single cell.

[00109] “Titer": The term “titer™ as used herein refers to the total amount of
recombinantly expressed polypeptide or protoin produced by a mammalian cell
culture divided by a given amount of medium volume. Titer is typically expressed
in units of milligrams of polypeptide or protein per milliliter of medium.

Detalled Deseription of Certain Preferred Embodiments
[00110} ‘The present invention provides improved systems for the production of
proteins and/or polypeptides by cell cuiture. In particular, the invertion provides
systems that minimize production of one or more metabolic products detrimental to
cell growth, viability, and/or protein production or quality. In a preferred

embodiment of the present inveation, the coll culture is s batch or fed-baich culture.

Other certain proferred embodiments of the invention are discussed in detail below.
Thoso of ordinary skill in the art will understand, however, that various

modifications to these preferred embodiments are within the scope of the appended
claims. It is the claims and equivalents thereof that define the scope of the present

PCT/US2005/030364
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invention, which is not and should not be limited to or by this description of certain
preferred embodiments.

Polypeptides
[00111] Any polypeptide that is expressible in a host cell may be produced in
sccordance with the present invention. The polypeptide may bs expressed from a
geno that Is endogenous 1o the host cell, or from a gene that is introduced into the
host cell through genetic engineering. The polypeptide may be one that occurs in
nsture, or may alternatively have a sequence that was englneered or selected by the
hand of man. An engineered polypeptide may be assambled from other polypeptide
scgments that individuatly occur in nature, or may include ons or more segments
that are not naturally occurring.
[00112] Polypeptides that may desirably be expressed in accordance with the
present invention will often be selected on the basis of an interesting biological or
chumica) activity. For example, the present invention may be employed to express
any pharmacsutically or commercially relevant enzyme, receptor, antibody,
hormone, rogulatory factor, antigen, binding agent, etc.

Antibodies
[00113] Given the large number of antibodies currantly in uso or under
investigation as pharmaceutical or other commerolal ageats, production of
antibodies is of particular interest in sccordence with the presont invention.
Antibodics aro proteins that heve the abllity to speoifically bind a particular antigen.
Any antibody that can be cxpressed in a host cell may be used in accordance with
tho present invention. In a preferred embodiment, the antibody to be cxpressed is a
maonoclonal antibody.
[00114] In another preferred embodiment, the monoclonal antibody is a chimeric
antibody. A chimeric antibody contains amino acid flugments that arc derived flom
more than one organiam. Chimeric entibody molecules can include, for example, sn
antigen binding domain from mn antibody of a mouse, mt, ar other species, with
buman constant regions. A varicty of approaches for making chimeric antibodies
have been described. Ses o.g., Morriaon et al., Proc. Natl. Acad. Sci. US.A. 81,
6851 (1985); Takoda et al., Naturs 314, 452 (1985), Cabilly ef al., U.S. Pateat No.
4,816,567; Doss et al., U.S. Putent No. 4,816,397; Tenaguchi ef al,, European Patent
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“Publication EP171496; European Patent Publication 0173494, United Kingdom
Patent GB 2177096B.
[00115] In another preferred ombodiment, the monoclonal antibody is a human
entibody dertved, ¢.g., through the use of ribosome-display or phage-display
librarics (see, ¢.g., Winter of al., U.S, Patent No. 6,291,159 and Kawasaki, U.S.
Patent No. 5,658,754) ar the uss of senographic species In which the native
antibody genes are inactivated and functionally replaced with human antibody
genes, while leaving intact the other components of the native immune system (see,
e.g., Kucheriapati ef al., U.S. Putuxt No. 6,657,103).
[00116] In snother preferrod embodimont, the monoclonal entlbody is &
humanized antibody. A humanized antibody is a chimoric antibody wherein the
large majority of the amino ackd residues are derived from human entibodies, thus
minimizing any potential immune reaction when delivered to a human subject. In
humsnized antibodies, emino acid residoes in the coimplementarity determining
regions are replaced, at losst in part, with residues from » non-human species that
confir a desired antigen specificity or effinity. Such altered immunoglobulin
malecules can bo made by any of ssveral techniques known in the art, (e.g., Teog et
al., Proc. Nail. Acad, Sci. U.5.A., 80, 7308-7312 (1983); Kozbor ef al., Immunology
Today, 4, 7279 (1983); Olsson et al., Meth. Engymol., 92, 3-16 (1982)), and are
preferably made acoording to the tcachings of PCT Publication WO92/06193 or EP
0235400, all of which ere incorporated herein by reference). Humentzed antibodies
can be cammercially produced by, for example, Scotgen Limited, 2 Holly Road,
Twickenham, Middiesex, Great Britain. For further reference, sce Jones et al.,
Nature 321:522-525 (1986); Ricchmann et al., Nanure 332:323-329 (1988); and
" Prests, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992), all of which are incorporated
herein by reference.
[00117] In another preferred embodiment, the monoclonal, chimerie, or
umanized antibodies desoribed above may contain amino acid rexidues that do pot
naturslly ocour in any antlbody In miry species in natore. These foreign residues can
be utilized, for example, to confer novel or modified specificity, affinity or effector
function on the monoclonal, chimeric or humenized entibody. In another preferred
embodiment, the antibodies described above may be conjugated to drugs for
systemic pharmacotherapy, such as toxins, low-molecular-weight cytotoxic drugs,
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bﬂogmalrupommodlﬂm,mdndmuchdu(me.g.,l{unuhl

heamicin de 1 conjugates, US20040082764 Al).
[oom] In one mbodnmt,ﬂiombodyhlnmﬁbodyﬂntspeclﬁmllybuﬂlb
the AP fragment of amyloid procursor protein or to other components of an
emylold plaque, and is useful in combating the accumulation of amyloid plaques in
the brain which characterize Alzheimer’s disease. (See, 0.3., US Provisional
Applicetion 60/636,634.)
[00119] In another embodiment, antibodies of the present invention are directed
against cell sarfiace antigens expressed on target cells and/or tissuos in proliforative
disorders such as cancer. In ooc embodiment, the antibody Is an IgG1 anti-Lowis Y
antibody. Lewis Y ie n carbohydrate sntigen with the structure Fucal — 2GalBl —
4{Fucal — 3]GicNacB1—3R (Abe et al. (1983) J. Biol. Chem,, 258 11793-11797).
Lewis Y antigen is expressed on the surface of 60% to 90% of human epithelial
tumors (including those of the breast, colon, lung, and prostatc), at lcast 40% of
which overexpross this antigen, and has limited expression in normal tissucs.
[00120] In order to target Ley and effectively target a tumor, an antibody with
exchusive specificity to the antigen ls ideally roquired. Thus, preferably, the anti-
Lawis Y antibodies of tho present invention do not cross-react with the type 1
structures (i.e., the lacto-series 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 anti-Lewis Y antibody is deaignated Iu3S193
(soc U.S. Patent Noa. 6,310,185; 6,518,415; 5,874,060, Incorporsted hereln in their
entirety)., The humanized antibody hu3S193 (Attia, M.A_, et al. 1787-1800) was
geverated by CDR-grafting from 38193, which is a murine monoclonal antibody
reised against adenocarcinoma cell with exceptional specificity for Ley (Kitamura,
K, 12957-12961). Hu38153 not only retains the specificity of 35193 for Loy but
has also gained in the capability to mediste complement dependent cytotoadoity
(harcinafter referred to as CDC) and antibody dependent coliulsr cytotoxicity
(becoinafter referred to as ADCC) (Attla, M.A.,, et al. 1787-1800). This antibody
targets Loy expressing xonografts in nude mice s demonstrated by biodistribution
studies with lu3$193 labelod with 1251, 111In, or 185F, as well as other mdiolabels
that require & chelating agent, such as 1111n, 99mTo, or 90Y (Clark, et al. 4804
4311),
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[0D0121]  In another embodiment, the antibody is ono of the nmnan anti-GDF-8
antibodies termed Myo29, Myo28, and My22, and antibodios and entigen- binding
fragments detived therefrom. These antibodics are capable of binding mature GDF-
8 with high affinity, inhibit GDF-8 activity & vitro and in vivo as demonstrated, for
example, by inhibition of ActRIIB binding and reporter gene assays, and may
inhibit GDF-8 activity associnted with negative regalation of skoletal muscle mass
and bone density. See, ¢.g., Veldman, ef al, U.S. Patent Application No.
20040142382,

Receptors
[00122] Another class of polypeptides that have been shown to be effective as
pharmaceutical and/or commercial agents includes receptors. Receptars arc
typically trans-membrane glycoproteins that function by recognizing an extrs-
cellular signaling ligand, Recoptors typically have a protein kinase domain in
additian to the ligand recognizing domain, which initiates e 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 interest are modified so as to remove the transmembranc and/or
intracellular domain(g), in place of which there may optionally be attached an Ig-
damain. In & preforred ombodiment, receptors to be produced in accordance with
the present invention wre receptor tyrosine kinases (RTKs). The RTK family
includes receptors that are crucial for s varlety of functions mumerous cell types
(see, e.g, Yarden and Ullrich, Amn. Rev. Blochemn. 57:433-478, 1988; Ullrich and
Schlessinger, Cell 61:243-254, 1990, incorporated herein by roference). Non-
limiting sxamples of RTKs include mombers of the fibroblast growth factor (FGF)
receptor family, members of the epidermal growth factor roceptor (BGF) family,
platelot derived growth fstor (PDGF) recepior, tyrosine kinase with
immunogiobulin and EGF homology domains-1 (TIE-1) and TIE-2 roceptors (Seto
et al., Nahvre 376(6535):70-74 (1995), incorporated berein be reference) and o-Met
receptor, some of which have boen suggested to promote angiogenesis, directly or
indirectly (Mustonen and Alitalo, J. Cell Biol. 129:895-898, 1995). Other non-
limiting examples of RTK's include fetal liver kinase 1 (FLK-1) (sometimes
referred to as kinaso insert domain-containing receptor (KDR) (Terman ctal,,
Oncogene 6:1677-83, 1991) or vascular endotholiel cell growth factor receptor 2
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{(VEGIR -2, TRiE“Nio Tyrosine kinaso-! (Fit-1) (DeVries et al. Sclence 255;989-
991, 1992; Shibuya et al., Oncogeae 5:519-524, 1990), sometimes referred to as
vascular endotbelial cell growth factor receptor 1 (VEGFR-1), neuropilin-1,
endoglin, endosialin, and Axl. Those of ordinary skill in the art will be aware of
other receptors that can preferably be expressed in accordance with the prosent
invention.

[00123] In a particularly proferred embodiment, tumor necrosis factor inhibitors,
in the form of tumor necrosis factor alpha and beta receptors (TNFR-1; EP 417,563
published Mar, 20, 1991; and TNFR-2, EP 417,014 published Mar. 20, 1991) are
expressed in accordance with the present invention (for reviow, see Naigmith and
Sprang, J Inflamm. 47(1-2):1-7 (1995-96), incorporated herein by refersnce).
Acoording to one smbodiment, the tumor necrosis factor inhibitor comprises a
soluble TNF receptor and preferably 2 TNFR-Ig. In one embodiment, the preferred
TNF inhibitors of the present invention are soluble forms of TNFRI and TNFRIL es
woll as solubls TNF binding protelns, in another embodiment, the TNFR-Ig fusion
is a TNFR:Fc, a term which as used hereln refers to "efanercept,” which is » dimer
of two molecules of the cxtracellular portion of the p75 TNF-.alpha. receptor, cach
moloculo consisting of & 235 amino acid Fc portion of human IgG.sub.1.

Growth Factors and Other Signaling Molecules
[00124] Another class of polypeptides that have boen shown to be effective as
pharmaceutical and/or commercial agents includos growth factors and other
signaling molecules. Growth factors are typically glycoproteins that are secreted by
cells and bind to and activate receptors on other cells, Initiating a metabolic or
dovelopmental change in the receptor cell. In one embodiment, the protein of
interost is an ActRIIB fhsion polypeptide comprising the extraceliular domain of the
AﬂﬂﬂquﬂmmdﬂnFopnrﬂmofnmﬂbody(ue.e.g,Wolﬂmu,eﬂl
AgtRITE peptide es therefor, US2004/0223966 Al). In another
mbodnnontﬂumwﬂ:ﬁchrnuyhsnmodlﬁdﬁb?—lwda(m,eg,
U5200310104406A1) Allnrnlﬂwly.ﬂnpmtelnoﬂnuuteouldbenﬁ;mm:-
domain-conteining protein (sce, o.g., Hill, et al., GASPI; g fillistatin domgin
containing proteip, US 2003/0162714 Al, Hill, et al,, GASPI; a follistatin domaln
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cottaining protein, US 2005/0106154 A1, Hill, et al, Follistatin domaip containing
proieing, US 2003/0180306 Al).

[00125] Non-limiting examples of memmalian growth factors and other signaling
molecules include cytokines; epidermal growth factor (BGF); platelet-derived
growth factor (PDGF); fibroblast growth factors (FGFs) such as sFGF and bFGF;
transforming growth factors (TGFs) such as TGF-alpha and TGP-beta, including
TGF-beta 1, TGF-beta 2, TGF-beta 3, TGF-beta 4, or TGF-bota 5; insulin-like
growth factor-1 and -II (IGF-1 and YGF-T); des(1-3) -IGF- (brain IGP-), insulin-
like growth factor binding proteins; CD proteins such as CD-3, CD-4, CD-8, and
CD-19; erythropoietin; osteoinductive factors; immunotoxins; a bone
morphogenstic protein (BMP); an intstferon such as interferon-alpha, -bets, and -
gamma; colony stimulating factors (CSFs), e.g, M-CSF, GM-CSF, and G-CSF;
interleukins (TLs), o.g., IL-1 to 1L~10; tumor necrosis factor (TNF) alpha and betn;
insulin A-chain; insulin B-chain; promsulin; follicle stimmisting honnone;
calcltonin; lutelnizing hormone; glucagon; clotting fiactars such as fector VIIIC,
factor IX, tissue factor, and von Willebrands factor; anti-clotting factors soch as
Protein C; etrial natriuretic factor; lung surfactant; a plasminogen activator, such as
urokinase or human urino or tissue-type plasminogen activator (t-PA); bombesin;
thrombin, hemopoietic growth factor; enkephalinase; RANTES (regulated on
activation normally T-cell expressed and secrcted); humen macrophage
inflammatory protein (MIP-1-alpha); mullerinn-inhibiting substance; rolmxin A-
chain; relaxin B-chain; prorelmin; mouse gonadotropin-assoolated peptids;
neurotrophic factors such es bone-derived neurotrophic factor (BDNF),
nourotrophin-3, -4, -5, or -6 (NT-3, NT-4, NT-5, or NT-6), or a nerve growth factor
guch 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 prosent
invention.

G-Protsin Coupled Raceptors
[00126] Ancther class of polypoptides that have been shown to be effective as
pharmacoutical and/or commercial agents includes growth fictors and other
signaling molecules. G-protein coupled receptors (GPCRs) are proteins that have
seven transmembrane domains, Upon binding of a ligand to 8 GPCR, a signal is
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Franaduced within The cell which results in a change in a biological or physlological

.propesty of the cell.

[00127] GPCRs, along with G-proteins and effectors (lotracellular cozymes and
channels which are modulated by G-proteins), are the camponents of 8 modnler
signaling system that connects the stats of intraceluler scoond messengers to
extracellular inputs. These gones and gene-products are potential causstive agents of
disease,

[00123]) Specific defects in the rhodopsin genc and the V2 vasopressin receptor
gene have been shown to causo various forms of sutosomal dominant and sutosomal
recossive retinitis pigmentoss, nephrogenic diabetes insipidus, Theso recoptors are
of aritical importance to both the centml nervous system and perfpheral
physiological processes. Tho GPCR protein superfamily now contains over 250
types of paralogues, receptors that represent variants genereted by gone duplications
(or other proceisos), as opposed to orthologues, the same receptor from different
species. The superfumily can be broken down into five familles: Family I, receptors
typified by rhodopsin and the beta2-adrenergic roceptor and cutrently represented
by over 200 unique members; Family 11, the rocently charactarized parathryroid
bormone/celcitonin/secretin receptor family; Family ITL, the metabotropic ghutamate
receptor family in mammals; Family IV, the cAMP receptor family, important in the
chemotaxis and development of D, discoideum; and Family V, the fungal mating
pheromone reoeptors such as STE2,

[00129] GPCRas Include recoptors for biogenic amines, far lipid medixtors of
activated when the receptor binds its extracellular ligand, Conformetional changes
in the GPCR, which result from the Hgand-recepior interaction, affect the binding
affinity of a G protein to the GPCR intracellular domains, This enables GTP o bind
with enhanoed affinity to the G protein.

[00130] Activation of the G protein by GTP leads to the interaction of the G
protein a subunit with adenylate oyclase or other secand messenger molecule
generators, This interaction regulates the activity of adenylste cyolase end hence
production of a second mossengor molecule, cAMP. cAMP rogulates
phosphorylation and activation of other intraceliular proteins. Alternativoly, cellular
levels of other sccond messenger molecules, such as 0GMP or eicosinoids, mey be

nonos—
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" Segulited oF dowirogulated by the activity of GPCRs. The G protein a subunit is
deactivated by hydrolysis of the GTP by GTPase, and the o, B, and y subunits
reassociate. The hetorotrimeric G protein then dissociates from the adenylate
cyclase or other second messenger molecule generstor. Activity of GPCR may also
be regulated by phosphorylation of the intra- and extracellular domains or loope.
[00131] Glutamate receptors form & group of GPCRs that are imporiant in
neurotransmission. Glutamate is tho major neurotranamitter in the CNS and is
believed to have importent roles in neuronal plasticity, cognition, memory, learning
and yome nearological disorders such as epilepsy, stroke, and neurodegenarstion
(Watson, S. and S. Arkinstall (1994) The G- Protein Linked Receptor Facts Book,
Academic Press, Sen Diego CA, pp. 130-132). These effects of glutamate are
mediated by two distinct classes of receptors termed fonotropic and metabotropic.
Tonotropic receptors contain an intrinsic cation channel and mediste fast excitatory
actions of glutamate. Metabotropic reoopiors are moduiatory, increasing the
membyane excitability of nourons by inhibiting caleium dependent potassium
conductances and both inhibiting and potentiating excitatory transmission of
ionotropic receptora. Metabotropic receptors are clamified into five subtypes based
aon agonist pharmeacology and signal transduction patirweys and are widely
distributed in brain tissues.

[00132] The vasoactive intestinal polypeptide (VIP) family is a group of related
polypeptides whose actions are also medisted by OPCRs. Key members of this
family are VIP ltself, socretin, and growth hormone releaxing fhctor (GRF). VIP has
a wide profilo of physiological actions inchuding relexation of smooth muscles,
stimulation or inhibition of secretion in various issues, modulation of varicus
immune coil activitios. and various excitatory and inhibitory activities in the CNS.
Secretin stimulates secretion of enzymes and jons in the pancreas and intestine and
is also present ip small amounts in the brain. GRF is an Important neurcendocrine
sgent regulsting synthesis and relesse of growth hormone from the anterior pitultary
(Watson, S. and S. Arkinstall suprs, pp. 278-283).

[00133] Following ligand binding to the GPCR, a conformational change is
transmitted to the G protein, which causes the a-subunit to axchange a bovmd GDP
molecale for a GTP molecule and to dissociate from the Py-subunits. The GTP-
bound form of the a-subunit typically fimctions as an effector-modulating moiety,
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leading to The production of second messengers, mch as cyclic AMP (e.g., by

activation of adenylate cyclase), discylglycero) or inositol phosphates, Greater than

20 differont types of a-subunits we known in man, which associate with a smaller

pool of B and ¥ subunits. Examples of memmalian G proteins include Gi, Go, Gg,

Gs end Gt. G proteins are described extensively in Lodish H. et al. Molocular Cell

Biology, (Scientific American Books Ing., New York, N.Y., 1995), the contents of

which is incorporated herein by reference.

[00134] GPCRs are a major target for drug action and development. In fact,

receptors have led to more than half of the cutrently known drugs (Drews, Nature

Biotechnology, 1996, 14: 1516) and GPCRx represent the most important target for

therapeutic intervention with 30% of clinically prescribed drugs either antagonizing

i or agonizing 2 GPCR (Milligan, G. and Recs, 8., (1999) TIPS, 20: 118-124). This

demonstrates thet these receptors have an established, proven history as therapeutic
inrgets.

@ [00135] In general, practitioners of the prosent Invention will selected their

i polypeptide of interest, and will know its precise amino acid sequence. The

) techniques of the present invontion have been successfully appiied to production of
diverse polypeptides including, for example, a luman monocknal antibody dirceted
to growth and differentiation factor 8 (Examples 1, 3, 4, 7-14), huneanized anti-
Lewis Y antibody (Bxamples 5 and 6), anti-ABeta (Example 15) and a dimeric Fc-
fusion protein of tumor necrosis factor receptor (Example 16), indicating that the
present invention wiil be useful for exprossion of a variety of different polypeptides
and proteins, Any given protein that is to be expressed in accordance with the
prescut invention will have its own idiosyncratic characteristics and may influence
the coll density or viability of the cultured ceils, and may be expressed at Jower
lovels than anotber polypeptide or protoin grown under identical culture conditions.
One of ordinary skill in the art will be able to appropriately modify the steps and

— campositions of the presont invention in order to optimize cell growth and/or

@ production of any given expressed polypeptide or protein.

Tl e s 1

Genetie Control Elomonts
[00136] As wlll bo clear to those of ordinary akill in the art, genotic control .
elements may bo employed to regulate gene expression of the polypeptide or
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“protein.  STicH genetic control elements shouid be selected to be active in the
relevant host cell, Control elemmlinnybeemsﬁtuﬁwlyuﬁwormlybo
inducible under defined circumstances. Inducible control olements aro particularly
useful when the expressed protein is toxic or has otherwiso deleterious effects on
cell growth and/or viability. In such instances, regulating oxpression of the
polypeptide or protein through inducible control clements mzy improve cell
viability, cell density, and /or total yield of the expressed polypeptide or protein. A
largs number of control clements usoful in the practice of the present invention are
imown and available in the et

[00137] Represontative constitutive mammelian promoters that may bo used in
accordance with the present invention include, but are not limited to, the
hypaxanthine phosphoribosyl tansferase (HPTR) promoter, tho adencsine
deaminase promoter, tho pyruvete kinase promoter, the bete-actin promotes as well
as other constitutive promoters known to those of ordinary skill in the art.
Additionally, viral promoters that have been shown to drive constitutive expression
of coding sequences in sukaryotic cells include, for examp)e, simian virus
promoters, herpes simplex vires promoters, papilloma virus promoters, adenovirus
promoters, human immunodoficiency virus (HIV) promoters, Rous sarcoma virus
promoters, cytomogalovirs (CMV) promoters, the long terminal repeats (LTRs) of
Moloney murine leukemia viros and other refroviruses, the thymidine kinaso
promoter of hexpes simplex virus as well as other viral promoters known 1o those of
ordinary skill in the art.

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

{00139] In general, the gene expreasion soquence will also include 5' non-
transcribing end 5 non-translating scquences involved with the initiation of
transcription and translation, regpectively, such as a TATA box, capping sequence,
CAAT sequence, and the like, Enhancer oloments can optionally be used to
increase expression levels of tho polypeptides or protoins to be expressed. Examples
of enhancer elements that have been shown to function in mammalian cells include

PCT/US2005/030364
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the SV40 carly gene enhancer, as described In Dijkema et al., EMBO J. (1985) 4:
761 and the enhancer/promoter derived from the long terminal repeat (LTR) of tho
Rous Sarcoma Virus (RSV), as described in Gorman ct al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA (1982b) 79:6777 and human cytomegalovirus, es described in Boshart ct al.,
Cell (1989) 41:521. )
[00140) Systems for linking control elements to coding sequences are well
known In the art (goneral molecular biological and recombinant DNA techniques
are described in Sambrook, Fritsch, and Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory
Mamuel, Sesond Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, 1989, which |s incorporated herein by reference). Commercial vectors
saitablo for inserting preferred coding sequence for expression in various
mammalian cells under a variety of growth and induction conditions are also well
known In the ert.

[00141] Methods mitable for introducing into mammalisn host cells mucleic scids
sufficlont to achieve expression of the polypeptides or proteina of interest sre well
known in the art. See, for example, Gething ¢t al., Nasure, 293:620-625 (1981);
Mantej ot al., Nature, 281:40-46 (1979); Levinson ot al.; EP 117,060; and EP
117,058, all incorporated herein by reference,

[00142] For mammalisn cells, prefirrod methods of tranaformation inchude the
calchum phosphate precipitation method of Graham and van der Erb, Firology,
52:456-457 (1978) or the lipofectamine™. (Gibco BRL) Method of Hawley-Nelson,
Focus 15:73 (1193). General aspeots of mammalian cell host system transformations
have been desoribed by Axel in U.S. Pat. No. 4,399,216 issued Aug. 16, 1983. For
various techniques for transforming mammalian colls, sco Keown et al., Methods in
Enzymology (1989), Keown ct al., Methody in Eraymology, 185:527-537 (1990),
and Manzour ct al., Natwre, 336:348-352 (1988). Non-limiting representutive
cxamplos of suitable vectors for expression of polypeptides ar proteins
mammalisn cells inclode pCDNAI; pCD, see Okayama, et al. (1985) Mol. Cell
Biol. 5:1136-1142; pMClneo Poly-A, sco Thomas, et al. (1987) Cell 51:503-512;
and a baculovirus veotor such es pAC 373 or pAC 610.

[00143] In preforred embodiments, the polypoptide or protein is stably
transfected into the host call, However, ono of ordinary =idll In the art will
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tranafected mammalian cells.

Cells
[00144] Any mammalian cell or cell type susceptible to cell culture, and to
expreasion of polypeptides, may bo utilized in acoordence with the prosent
invention. Non-limiting examples of mammalian cells that may be used in
accordance with the present invention include BALB/6 mouse myeloma line
(NSO/1, ECACC No: 85110503); human retinoblests (FER.C6 (CruCell, Leiden,
The Netheriands)); monkey kidney CV1 line transformed by SV40 (COS-7, ATCC
CRL 1651); human embryonic kidney line (293 or 293 cells subcloned for growth in
suspension culture, Graham et al,, J. Gen Virol,, 36:59 (1977)); baby hamster
kidney cells (BHK, ATCC CCL 10); Chinese hamater ovary cells +/-DHFR (CHO,
Urlaub and Chasin, Proc., Natl. Acad. Scl. USA, 77:4216 (1980)); mouse sertoli
cells (TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)); monkey kidney colls (CV1
ATCC CCL 70); African green monkey kidney cells (VERO-76, ATCC CRL-1
587); human cervical carcinoma celly (Hels, ATCC CCL 2); canine kidney colls
(MDCK, ATCC CCL 34); buffalo rat liver cells (BRL 3A, ATCC CRL 1442);
humen lung cells (W138, ATCC CCL 75); buman liver cells (Hep G2, HB 8065);
mobse mammary tumor (MMT 060562, ATCC CCL51); TRI colls (Msther ct al.,
Annals N.Y. Acad. Scl., 383:44-68 (1982)); MRC 5 cells; F54 cells; aud s human
hepatoms line (Hep G2). In a particularly preferred embodiment, the present
invention is used in the culturing of and expression of polypeptides and proteina
from CHO cell lines.
[00145] Additionalty, any number of commercially and non-commercially
available hybridoma cell lines that express polypeptides or proteins may bo utilized
in accordance with the present invention, One skilled in the art will appreciate that
hybridoms celi linos might have different nuirition requirenents and/or might
require different culture conditions for optimal growth and polypeptide or protein
exprosaion, and will be able to modify conditions as needed.
[00146] As noted above, in many instances the cells will be selected or
engincered to produce high Jevels of protein or polypeptide. Often, cells are
genstically engineered to produce high levels of protein, for example by
introduction of a gene encoding the protoin or polypeptide of interest and/or by
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nfrodhictich B1 Cofitro] elements that regulate cxprossion of the gene (whether
endogenous or introduced) encoding the polypeptide of intorest.

[00147] Certain polypeptides may have detrimental effccts on cell growth, cell
visbility or some other characteristic of the cclls that uitimatety limits production of
the polypeptide or protein of hnterest in some way. Even amongst a population of
colls of one particular type engineered to expross a specific polypeptide, variability
within the cellular population exists such that certain individual cells will grow
better and/or produce more polypeptide of interest. In certain preferred
embodiments of the present invention, the cell lino is empirioally selected by the
practitioner for robust growth under the particular conditions chosen for cuituring
the cells. In particularly prefrred embodiments, individual cells engineered to
express & particular polypeptide are chosen for large-scale production based on call
growth, final cell density, percent cell viability, titer of the expressed polypeptide or
any combination of these or any other conditions deemed important by the

Cell Cuhtyre Phage
[00148] Typical procedures for producing a polypeptide of intercst Include batch
cultures and fed-batch culturcs, Batch culture processes traditionally comprise
inoculating a largo-scalo production culture with a sced culture of s particular cell
density, growing the cells under conditions conducive to cell growth and viability,
harvesting the culiore when the cells reach a specified cell density, and purifying the
oxprossed polypeptids. Fed-batch culture procedures include an additional step 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-batch cultares is the production of metabolic waste
products, which bave detrimental effects on cell growth, viability, and produotion of
expressod polypoptides. Two metabolic waste products thet beve partioularly
detrimental offects ate lactate and ammonium, which are produced as a result of
glucose and glutamine metabolism, respectively. In addition to the enzymatic
production of ammonium as s result of glutamine metabolism, ammonium also
acoumulates in coll cultures as » result of non-metabolic degradation over time. The
present invention provides an improved method of large-scale production of
polypeptides that minimizes the detrimental effeots of ammonium and lactate by



WO 2006/026408

-~ AN24
PCT/US2005030364

slowing and even reversing the accumulation of these waste products in cell
cuMtures. Ono of ordinary skill in the art will recognize that the present invention
can be employed in ary sysiem in which cells are cultured including, but not limited
to, batch, fed-batch and perfusion systems. In certain preferred embodiments of the
present invention, the cells are grown in batch or fed-batch systems.

Maedia
[00149] Traditional media formulations, including commercially aveilablc modin
such as Ham's F10 (Sigma), Mininal Essential Medium (JMEM], Sigma), RPMI-
1640 (Sigma), and Dulbecco’s Modified Engle's Medium ([DMEM], Sigma), have
contained relatively high levels of glicose and glutamine in comparison to other
amino acids. These components have been thought to be required in abundance
since they are the primary metabolic energy sources for the cells. Howover, mpid
consumption of these nutrients Jeads to the accumulation of lactate and ammonium
as described above. Additionally, high initial lovels of glucose and glutamine and
the subsequent accumulation of lactate ead ammonhum result in kigh osmolarity, a
condition that by itsclf is often detrimental to coll growth, cell viability and the
production of polypeptidos.
[00150] The present invention provides a variety of media formulations that,
whon used in accordance with other culturing steps doscribed herein, minimize and
cven reverse accumulation of lactato and ammonium. Media formulations of the
present invention that have been shown to have beneficial effects on cell growth
and/or visbility or on expreasion of polypeptide or protein include one or more of: i)
a cumulative amino ecid amount per unit volume greater than abont 70 mM, i) a
molar cumulative glutamine to cumulative asparagine ratio of less than about 2, jii)
& molar cummiative glutamine to cumulative total amino acid rutio of less than sbout
0.2, iv) a molar cumulative inorganic ion to cumalative total amino acid ratio
between about 0.4 1o 1, and v) s combined cumulative amount of glutamine and
asparsgine per unit volume greater than about 16 mM. One of ardinary skill in the
art will understand that “cumulative®, as used above, refors to the total amount of &
particular component or components added over the course of the coll cutture,
including components edded at the beginning of the culture and subsoquently added
comporicols. One of ordinary skill in the art will understand that the media
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“YofritEtiond ol 1€ presént invention encompass both defined and non-defined
media
[00151] Traditional media formulations begin with a relatively low level of total
amino acids in comperison with the media formulations of the present Invention,
For example, the traditional cell culture medium known as DME-F12 (a 50:50
mixture of Dulbecco’s Modified Bagle's medium and Ham’s F12 medhum) has a total
amino acid coment of 7.29 mM, and the traditional cell culture medium known as
RPMI-1640 has s total amino scid content of 6.44 mM (Soe ¢.g., HJ. Morton, In
Vitro, 6:89-108 (1970), R.G. Ham, Proc. Nat. Assoc. Sci. (USA), 53:288-293
(1965), G.BE. Mooro ef al., 1. Am. Medical Assn., 199:519-24 (1967), all
incorporated hercin by reference). In cortain embodiments of the present invention,
the amino acid concentration in the culture media is preferably greatur than about 70
mM. More preferably still, the media formulations of the present invention contain
amino acid concentrations greater than sbout 70 mM in the starting media, It has
been shown that when amino acid concentrations of the starting media sre in this
range, cell density and titer are increased throughout the growth period of the
culture (see Example 13).
[00152) Additionally, in certain embodiments of the present invention, the molar
ratio of glutamine to asparagine in the culture media is reduced compared to other
commercially and non-commerclally available media. Preferably the molar ratio of
glutamine to asparagine in the culture media is less than about two.
[00153] Additionally, in certain embodiments of the present invention, the molar
ratlo of glutamine to total amino acids in the culture media is reduced compared to
other commercially and non-commercially available media, Preferably the molar
matio of glutamine to total amino acids in the culture media less than about 0.2.
[00154] Ao interesting end unexpected result of lowering the molar ratlo of
glutamino to asparagine or to the total concentration of amino sclds in tho starting
media eccording to the present invention was that in addition to an observed
decrease in the accumulation of ammonium, a decrease In the accumulation of
lactate was sccn as well. In certain embodiments, the accumulated lovels of
ammonjum and lactate are not only lower than those in contro] cultures, but in fact
actually decrease after an initiel accumulation (for example, sce 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 jons to total amino acids is between 1 and
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15, Borsston showed that by providing culture medium in which the molar ratio of
total inorganic lons to tota) amino acids is in this range, aggregation of CHO cells
grown in the medium is decreased. In another preferred embodiment of the prosent
invention, the molar ratio of total inorganic ions to totel amino acids in the culture
medium is reduced even further, to between about 0.4 to 1. As shown in Example
13, reducing this ratio from 1.75 to approximately 0.7 results in & marked increase
in cell density and production of expressed polypeptide or protoin throughout the
growth period of the culture.

[00156) In another preferred embodiment of tho present Invention, the culture
medium contains a combined glutamine and asparagine concentration of between -
abaut 16 and 36 mM. As shown in Examplo 14, Table 22, media which contain a
combined total concentration of ghutamine and asparagine within this mnge exhibit
higher titers of expressed polypeptide than media which contain a combined total
ghitamine and asparagine outside this range. One of ordinary skill in the art will be
able to choose the exact combined glutamine and asparagine concentration within
this range In order to optimize cell growth and/ar vishility end to meximize the
production of the expressed polypeptide.

[00157]) Furthermore, ane of ordinary skill in the art will recognize that eny of
the conditions listed above may be used either singly or in various combinations
with one another. By utllizing media formulation which exhibit one, some or ali of
the above charoteristioa, ane of ordinary skill in the art will be able 1o optimizo cef)
growth end/or viability and to maximéze the production of the expressed
polypeptide.

[00158] Any of these media formulations disclosed in the present invention may
optionally be supplemented as necessary with hormones apd/or other growth
factors, particular jons (such as sodium, chloride, calcium, magnesium, and
phosphate), buffers, vitumina, nucleosides or nuclectides, trace elcments (inorganic
compounds usually present at very low flna! concentretions), amino acids, lpids,
protein hydrolysates, or glucose or other enorgy source. In certain embodiments of
the presont invention, it may be beneficial to supplement the media with chemical
inductants such as hoxamethylene-bis(acetamide) (“HMBA®) and sodium butyrate
("NaB"). These optional supplements may be added at the beginning of the culture
or may bo added et a later point In arder to replenish deploted nutrients or for
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another reason. One of ordinary skill in the art will be aware of sny desirable or
necessary supploments that may be included In the disclosed media formulations.

Providing a mammalian cell cultirs
[00159] Various methods of preparing mammalian cells for production of
proteins or polypeptidos by batch and fed-batch culture sro well known in the art.
As described sbove, a micleic acid sufficient to achieve expression (typically a
vector contining the gene encoding the polypeptide or protein of interest and amy
operably linked genetic control elements) msy be introduced into the host cell line
by any number of well-known techniques. Typically, cells are screenod to
determine which of the host colls have actualty taken up the vector and expross the
polypeptide or protein of Interest. Traditional methods of detecting a particular
polypeptide or protein of interest exproased by mammalian cells include but are not
limited to immnohistochemistry, immunoprecipitation, flow cytometry,
immunoflucrescenco microscopy, SDS-PAGE, Western blots, enzyme-linked
Immunosorbentassay (ELISA), kigh porformance liquid chromatography (HPLC)
techmniques, biclogical activity assays and affinity chromatography. Ono of ordinary
skill in the art will be aware of other appropriate techniques for detecting expressed
polypeptides or proteins, If multiple host cells express the polypeptide or protein of
interest, some or all of the listed techniques can be used to determine which of the
cells expreases that polypeptide or protein st the highest levels.
[00160] ©Once a cell that expreases the polypeptide or protein of interest has been
Identified, the cell Is propagated in culture by any of the variety of methods well-
known to one of ordinary skill in the wt. The cell expressing the polypeptide or
proteln of interest is typically propsgated by growing it st a tempersture and in s
medhum that is conducive to the survival, growth and viability of the cell. The
initial culture volume can be of any size, but is ofton smaller than the culture
vohune of the production bicreactor used in the final production of the polypeptide
or protein of indorest, and froquently colis aro passaged soveral times in bioreactars
of increasing volame prior to sceding the production bioreactor. The cell culture
can be agitated or shaken to increase oxygenation of the medium and dispersion of
nutrients to the cells. Alternativoly or additionally, special sparging deviccs that are
well known in the art can bo used to incroase and control oxygenation of the culture.
In accordance with the present invention, ane of ordinary skill in the art will



LTS

WO 2006/026408 PCT/UB2005M30364 3 8

undarstand thai 7 can be benoficial to control or regulate certain internal conditions
of the bioreactor, including but not limited to pH, temperature, oxygenation, eto.
[00161] msmﬁlgeolldmsityhthepodwdonbiuw«nbeeho_nmby
onc of ordinary skill In the art. In accordance with the present invention, the
starting cell density in the production bicreactor can be as low as a singie cell per
culture volume. In preferrod embodiments of the prosent invention, starting cell
densities in the production bicreactor can range from about 2 x 10? visble cells per
mL to about 2 x 10%, 2 x 104, 2 x 10%, 2 x 10%, 5 x 10° or 10 x 10° viablo cells per
mL and higher.

[00162) Initial and intcrmediate cell cultures may be grown to any desircd
density before seeding the next intermediato or final production bioreactor. it is
preferred thet most of the cells remain allve prior to soeding, although total or near
total visbility is not required. In one embodiment of the present Invention, the cells
may be removed from the supernatans, for example, by low-speed centrifugation. It
may also be desirable to wash the remaved cells with a8 mediom before seeding the
next bioreacior to removo any unrwanted motabolic waste products or medium
components. The medium may be the medium in which the cells were proviously
grown or it may be a difforent medium or a washing solution selected by the
practitioner of the present invention,

[00163] The cells may then be diluted to an appropriate density for seeding the
production biorcactor, In a preferred embodiment of the present invention, the cells
are diluted into the seme medium thet will be used in the production bioresctor.
Alternatively, tho cells can be diluted into another medium or solution, depending
on the needs snd desives of the practitioner of the prosent invention or to
accommodato partionlar requirements of the cells themselves, for examplo, if they
mtobemrgdfwldwnpuiodofﬂm:pdortouedhﬂhepmdmﬂmum.

Tnitial Growth Phase
[00164] Once the production bioreactor has been scedod as described above, the
cell culture is maintained in the initial growth phase under conditions conducive to
the survival, growth and viability of the cell cultare. The precise conditions will
vary depending on the cell type, the organism from which the coll was derived, and
the nature and character of the expressed polypeptide or protein,

3
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[00165] In sccordance with the present invention, the production bioreactor can
be any volume that Is appropriate for large-scale production of polypeptides or
proteins. In a preferred embodiment, the volume of the production bioreactor is at
loast 500 liters. In other prefesred embodiments, the volume of the production
bioreactor is 1000, 2500, 5000, 8000, 10,000, 12,000 liters or more, or any volume
in between. Ono of ordinary skill in the ert will be aware of and will be sble to
choose a suitable bioreacior for use in practicing the present invention. The
production bioreactor may be constructed of any material that is conducive to cell
growth and viability that does not Interfere with exprossion or stability of the
produced polypeptide or protein.

[00166] The temperature of the cell culture in the initlal growth phase will be
selected based primerily on the mnge of temperatures at which the cell culture
remains visble. For example, during the initial growth phase, CHO cells grow well
at 37°C. In genoral, most mammatian cellg grow woll within & rnge of about 25°C
to 42°C. Proforably, mammalian cells grow well within the range of about 35°C to
40°C. Those of ordinary skill in the art will be able to select appropriate
temperature or temperaturcs in which to grow cells, depending on the needs of the
cells and tho production requirements of the practitioner.

[00167] In onc cmbodiment of the present invention, the temperature of the
initial growth phase is maintained at a singlc, consiant temperature. In another
embodiment, the temperature of the initial growth phase is mainteined within a
range of temperatures. Far example, the temperature may be steadily incroased or
decreased during the initial growth phase. Alternatively, the temperature may bo
increased or decreased by discrete amounts at various times during the initial
growth phase. Ome of ordinary skill in the art will be able to determine whether a
single or multiple temperatures should be used, and whether the temperaturo should
be adjusted steadily or by discrete amounts,

[00168] The colls may be grown during the initlal growth phese for a greater or
icssar amount of timoe, depending on the needs of the practitioper and the
requirement of the cells themselves. In one embodiment, the colls are grown for &
period of time sufflolent to achicvo a viablo cell density that is a given percentage of
the maximal viable cell density that the cells would oventuslly reach if allowed to
grow undisturbed. For example, the cells may be grown for a perlod of timo
sufficient to achiove a desired viable cell density of 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,

PCT/US2003030364
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45,50, 53, 60, 85,770, 75, 80, 85, 90, 95 or 99 percent of maximal viablo cell
density.

{00169] In another embodiment the colls are allowed to grow for & defined period
of time. For example, deponding on the starting concentration of the cell culture,
the temperature at which the colis are grown, and the intrinsic growth rate of the
cells, the cells may be grown for 0, 1,2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20 or more deys. In susne casos, the cells may be allowed to grow fora
month or more. The cells would be grown for 0 days in the production bioreactor if
their growth in s seod bioreactor, at the initial growth phase temperature, was
sufficient that the viable ocll density in the production bioresctor st tho time of its
inoculation is alrcady at the desired percentagn of the maximal viable cell denxity.
The prectitioner of the present invention will be able to choose the duration of the
Initial growth phase depending on polypeptids or protein production requircments
and the needs of the cellp themselves, ’

[00170] The cell culture may bo agitated or shaken during the initial culture
phasc in arder to increase axygenstion and dispersion of mutrients to the colls. In
sccordance with the present invention, one of ordinary skill in the art will
understand that it can be beneficial to control or regulate certain intemnal canditions
of the bioreactor during the initial growth phase, incloding but not limited to pH,
temperatyre, oxygenation, etc. For cxample, pH can be controlled by supplying an
sppropriste amount of acid or basc xnd corygenation can be controlied with sperging
devices that are well known in the art.

Shifting Culture Conditions
[00171] In accardance with the toaching of the prosent invention, st the end of
the Initial growth phase, at Joast one of the culture conditions may be shifted 5o that
a second et of culture conditions is applied and a metabolio shift occurs in the
culture. The acoumulation of inhihitory metabolites, most notebly Iactate and

* anmnonid, inhibits growth. A metabolic shift, accomplished by, e.g., & change in the

temporsture, pH, osmolality or chemical inductant level of the cell culture, may be
chamoterized by a reduction in the retio of & specific lactate production rato to &
spocific glucose consumption rate. In one non-limiting embodiment, the culture
oconditions are shifted by shifting the tamperature of the culture. However, as is
known in the art, shifting temxperatore is not the only mechanism through which an
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appropriste metabolic shift can be schisved. For exampie, such a metabolic shift
also be echieved by shifting other culture conditions including, but not limited
to, pH, osmolality, and sodium butyratc lovols. As discussed above, the timing of
the culture shift will be determined by the practitioner of the present invention,
besed on polypoptide or protein production requirements or the noeds of the cells
themsolves.

[00172) When shifting the temperature of the onlturo, the temperature shift may
be relatively gradual. For example, it may taks several hours or days to complete
the temperaturo change. Alternetively, the tempersture shift may be relatively
abrupt. For example, the temperature change may be completo in less than several
hours. Glven the appropriste production and control equipment, such as Is standard
in the commercial large-scalo production of polypeptides or proteins, the
temperature change may even be complete within ieas than an hour.

[00173) The tempersture of the cell culture in tho subsoquent growth phase will
be selocted based primarily on the range of temperatures at which the cell culture
mnhsﬁnbﬁmdmmbﬁmtpobpqﬂduwmmmﬂly
adequais levels. In general, most marmmalinn cells remain viable and express
recombinant polypeptides or proteins at commercially adequate lovels within a
range of about 25°C to 42°C. Preferably, mammalian cells remain viable and
expresa recombinant polypeptides or proteins at commorcially adequate levels
within a range of about 25°C to 35°C, Those of ordinary skill in the art will be able
to select appropriate temperature or temperatures in which to grow cells, depending
on the needs of the celis and the production requirements of the practitioner.
[00174] In one embodiment of the present invention, the tempemture of the
subsequent growth phase i3 maintained at a single, constant temperaturs. In snother
embodiment, the temperature of the subsequent growth phase is maintained within »
renge of temperstures. For exsmple, the temporature may be steadily incroased or
decreased during the subsequent growth phase. Ahksmatively, the temperatore may
bo increased or decreased by discrete amounts at varions times during the
subsequent growth phase. One of ordinary skill in the art will understand that
multiple discrete temperature shifts are encompassed in this embodiment. For
example, the temperature may be shifted ance, the cells maintained at this
temperature or temperature range for a certmin period of time, after which the
tompersture may bo shified again — cither to a higher or lower temperature. The
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APAphfatai-I T aifltare after cach discrete shift may be constant or mey be
maintained within a cortain range of temperstures.

[00175] In Example 16, data sre shown thet demonstrato the efficacy of
employing two successive temperuture changes, although it will be understood by
those of ordinary skill in the art thet in accordance with the present invention, threo
or mote successive temperature changes may be used to increase coll visbility or
density and/or increase expression of recombinant polypeptides or protoins. The
temporaiure or temperwture ranges of the cell culture after each sucoessivo
temperature shift may be higher or lower than the temperature(s) or temperature
range(s) preceding the shift. In a proferred embodiment of the present irvention,
each successive temponstare or temperature range is lower than tho preceding
temperature or temperature range.

Subsegquert Production Phase
[00176] In accordance with the prosent invention, once the conditions of the call
culture have been shifted as discussed above, the cell culture is maintained for a
subsequent production phase under a second set of culture conditions conducive to
the survival and viability of the cell culturc and appropriate for exprossion of the
desired polypeptide or protein at commercially adeguate lovels.
[00177] As discussed above, the culture may be shifted by shifting one or more
of a number of culturo conditions including, but not limited to, tompereturs, pH,
osmolality, end sodium butyrate levols. In one embodiment, the tomperature of the
culture is shifted. Acconding to this embodiment, during the subsequent production
phese, the colture is maintained st & teenperature or temperature rango that is lower
than the temperature or tomperuture renge of the initial growth phase. For example,
during the subsequent production phase, CHO cells express recombinsnt
polypeptides and proteins well within a range of 25°C to 35°C. As discussed above,
multiple discrete temperature shifts may be employed to increase cell density or
viability or to increass exproasion of the rocombinant polypeptide or protein.
[00178] In accordance with the present invention, the coils mey be maintaived in
the subsequent production phase until a desired cell deusity or production titer is
reached. In one cmbodiment, the cells aro maintained in the subsequent produstion
phase until the titer to the recombinant polypeptide or protein reaches a maximum.
In other embodiments, the oulture may be harvesied prior to this point, depending
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on the production requirement of the practitioner or the needs of the cells
themselves. For example, the cells may be malntained for a period of time
sufficient to achivve a viable coll density of 1, §, 10, 15, 20, 2, 30, 35, 40, 45, 30,
S5, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 or 99 percent of maximal viable colt denaity. In
some cases, it may bo desirabie to allow the viable cell density to reach & maximum,
and then allow the viable cell dencity to decline to some Jevel before harvesting the
culture. In an extreme example, it mey be desirable to allow the visble cell density
to approach or reach zero before harvesting the culture.

[00179] In another embodiment of the presont invention, the celis are allowed to
grow for a defined period of time during the subsequent production phase. For
exampls, depending on the concentration of the cell culture at the start of the
subsequent growth phase, the temperature at which the colls are grown, and the
Inirinsic growth rate of the cells, the cells may bo grown for 1, 2, 3, 4, 5,6, 7,4, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 or moro days. In some cases, the cells may
be allowed to grow for 8 month or more. 'The practitioner of the present invention
wiil be sble to chouse the duration of the subsequent production phase depending oo
polypeptide or protein production requirements and the needs of the cells

themselves. .

[00180] In certain cases, it may be beneficial or necessary to supplement the ceil
oulture during the subsequent production phase with nutrients or other medium
components that have boon depleted or metabolized by the colls, For cample; #
might be advantageous to supplemeat the coll calture with nutrients or other
medium components observed to have beon depleted during monitoring of the cell
culture (sce *Monitoring Cuiture Conditions® section below). Alternatively or
additionally, it may be beneficisl or necesssry to supplement the cell culture prior to
the subscquent production phase. As non-limiting examploes, # may be beneficia) or
necosaary to supplement the cell culiure with hormones and/or other growth factors,
particular jons (such as sodium, chloride, caloium, magnesium, and phosphate),
buffers, vitamins, nocleosides or nuolectides, trece cloments (inorganic compounds
usually prosent at very low final conceatrations), amino acids, liplds, or glucose or
other energy source.

[00181] Theso supplemoutary componeats may all bo added to the cell culture st
one time, or they may be provided to the ocll culture in & series of udditions. In one
embodimont of tho present invention, the supplementary components are provided
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to the cell culture st multiple times in proportional amounts. [n another
embodiment, it may be desireble to provide only certain of the supplementary
ocamponents initially, and provide the remaining components at a later time, In yet
another embodiment of the present invention, the cell culture is fed continually with
thowe supplemontary components.

[00182] In accordance with the present Invention, the total volume added to the
cell culture should optimally be kept to 8 minimal emount. For example, the total
volume of the medium or solution containing the supplementary components added
to the coll culture may be 1,2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 23, 30, 35, 40, 45 ar
50% of the volume of the cell culture prior to providing the supplementary
components.

[00183] The cell culturc may be agitated or shaken during the subsequent
production phase in order to increase oxygenation and dispersion of nutrients to the
cells. In accordance with the present invention, ono of ordinary skill in the art will
understand that jt can-be beneficial to contro! or regulate cextain internal conditions
of the bioreactor during the subsequentt growth phase, Including but not limited to
PH, temperature, oxygenation, etc. For example, pH can be cantrolled by supplying
an appropriste amount of acid or base end oxygenation can be controlled with
sparging devices that are well known in the art.

Movrdtoring culture conditions
[00184] In certain embodiments of the present invention, the practitionar may
find it beneficial or necossary to periodically monitor particular conditions of the
growing cell culture. Manitoring cell culture conditions allows the prctitioner to
determine whether the cell culture is producing recombinant polypeptide or protein
st suboptimal levels or whether the culture is about to enter into a suboptimal
production phase. In order to monitor certain cell culture conditions, it will be
necessary to remove small aliquots of the culture for analysis, One of ordinary skill
in the art will understand that such removal may potentially introduce contaminstion
into the cell cukture, and wijll take sppropriate care to minimizs the risk of such
[00185) As non-limiting example, it may be beneficial or necessary to monitor
tempersature, pH, cell density, cell viability, intograted viable coll denaity, lactate
levols, ammonium levels, oamolarity, or tites of the expreased polypeptide or

»
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protein, Numerous techniques ere well known in the art that will allow one of
ordinary skill In the art to measure these conditions. For example, coll density may
be measured using a hemacytometer, a Coulter counter, or Cell density oxamination
(CEDEX). Viable cell density mey be determined by staining a cultore sample with
Trypam bluc. Since only doad cclls take up the Trypan blue, viable cell density can
be determined by counting the total mmber of cells, dividing the number of cells
that take up the dye by the total number of cells, and taking the reciprocal. HPLC
can bo used to determine the lovels of lactate, ammonium or tho exprossed
polypeptide or protein. Alternatively, the level of the exprossed polypeptide or
protein can be determined by standard molecular biology techniques such as
coomassie staining of SDS-PAGE gels, Western blotting, Bradford assays, Lowry
sssays, Bjuret assays, and UV absorbance. It may also be beneficlal or necessary to
monitor the post-transiational modifications of the expressed polypeptide or protein,
including phosphorylation end glycosylation.

[00186] In generel, it will typically be desirable to isolate and/ar purlfy proteins

or polypepildes expressed according to the present invention. In a preferred
embodimont, the expressed polypeptide or protein is secreted into the medium and
thus cells and other solids may be removed, as by centrifugation or filtering for
example, a5 & first step in the purification process. This embodiment is particularly
usoful when used in accordance with the present invention, since the methods and
compositions described herein result in increased cell visbility. As a result, fewer
celks die during the culture process, and fewer proteolytic enzymes are released into
the medium which can potentially docrease tho yield of the expressed polypeptide or
protein.

[00187] Altematively, the cxprossed polypeptide or proteln is bound to the
surfisco of the host coll. In this embodimant, the media is removed and the host cells
expressing the polypeptide or protein are lysed as a first stop in the purification
process. Lysis of mammalian host cclls can be achieved by any number of means
well kmown to those of ardinary sidll in the art, including physical disnuption by
glass beads and exposure to high pH conditions.

[00188] The polypoptide or protein may be isolated and purified by standard
methods including, but not limited to, chromatography (s.g., ion exchange, affinity,
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size excluston, and hydroxyapatite chromatography), gel filtration, centrifugstion,
or differential solubility, ethanol precipitation or by any other availeble technique
for the purification of proteins (See, ¢-8., Scopes, Profein Purification Principles
and Practice 2nd Edition, Springer-Verlag, New York, 1987; Higgin, 8J. snd
Hames, B.D. (i), Protein Expression : A Practical Approach, Oxfard Univ Press,
1999; and Deutscher, M.P,, Simon, M.1.,, Abelson, J.N. (eds.), Guide to Protein
Purification : Methods in Enxymology (Methods in Enzymology Series, Vol 182),
Academic Press, 1997, all incorporsted herein by reference). Por immunosffimity
chromatography in particulsr, the protcin may be isolated by binding it to an affinity
column comprising antibodies that wero raised against that protein and were affixed
to a stationary suppaort. Alternativoly, affinity tags such as an influenza coat
sequence, poly-histidine, or glutathione-S-transferase can be sttached o the protein
by standard recombinant techniques to allow for casy purification by pessage over
the sppropriste affinity column. Pmuu_inhibim»chnpbmylmedvlnlfmwl
flucride (PMSF), leupeptin, pepstatin or aprotinin may be added at any or all stages
in order to reduce or climinste degradation of the polypeptide or protein during the
purification process. Proiease inhibitors are particularly desired when cclls must be
lysed in order to Isolate and purify the cxpressed polypeptide or protein. One of
ordinary skill in the art will appresiate that the exact purification technlque will vary
dopending on the character of the polypeptido or protein to be purified, tho character
of the cells from which the polypeptide or protein is cxpressed, and the composition
of the medium in which the cells were grown.

Pharmaceyrical Formulations

[00189] In certnin preferred embodiments of the inventicn, produced
polypeptides or proteins will have pharmacologic activity and will be useful in the
proparstion of pharmaceuticals. Inventive compositions as described above may be
adminigterod to a subject or may first be formniated for delivery by any availabip
route including, but not Bimited to pareateral (¢.g., intravenous), intradermal,
soboutancous, oral, nasal, bronchisl, opthaimic, transdermal (topical), tranemucosal,
s pusified polypeptide or protein exqpressed from a mammalian cell line, a dolivesy
agent (1.c,, a cationic polymer, peptide molecular transporter, surfactant, cic., as
described above) in combination with s pharmaceatically acceptable castier. As
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uscd herein the language “pharmaceutically acceptable carrier” includes solvents,
dispersion media, coatings, entibacterial and entifungal agents, isotonic and
absorption delaying agemts, and the like, compatible with pharmaceutical
edministration. Supplementary active compounds can also be incorporated into the
compositions.

[00190] A pharmaccutical composition is formulated to be compatible with its
intended route of administration. Solutions or suspensions used for pareateral,
intredermal, or subcutanecus application can include the fbllowing components: &
sterile dilucnt such as water for injection, saline solution, fixed oils, polyethylene
glycols, glycerine, propylenc glycol or othor synthetic solvents; antibacterial agents
such as benzyl alcohol or methyl parabens; antioxidants such as ascorbic acid or
sodium bisulfite; chelating agents such as ethylenediaminetetraacetic acid; buffers
such as acetates, citrates or phosphates and agents for the adjustment of tonicity
such as sodium chloride or dextrose. pH can be adjusted with acids or bases, such
as hydrochloric acid or sodium hydroxide. The parenteral preparation can be
enclosed in ampoules, disposable syringes or multiple dose vials made of glass or
plastic.

[00191] Pharmaceutical compositions suitable for injectable use typically include
sterile aqueous solutions (where water soluble) or dispersions and sterile powders
for the extemporaneous preparation of sterile injectable solutions or dispersion. For
intravenous administration, suitable carricers include physiclogical saline,
bacteriostatic wator, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, NJ) or phosphato
buffered saline (PBS). In all cases, the composition should be sterile and should be
fluid to the extent that casy syringability axists. Prefemred pharmaceutical
formulations aro stable under the condltions of manufacture and storage and must
be preserved against the contaminating action of microorganizms such as bacteria
and fungi. In general, the relevant carrier can be a solvent or dispersion medium
containing, for example, water, cthanol, polyo! (for example, glycero), propylene
glycol, and liquid polystheylene glycol, and the like), and suitable mixtures thereof.
The proper fluidity can be meintained, for example, by the use of a costing such as
lecithin, by the malntenance of the required particle size in the case of dispersion
aud by the use of surfactants, Prevention of the action of microorganisms can be
achieved by varicus antibacterial and entifunga! agents, for example, parabens,
chlorobutanol, phenol, ascorbic acid, thimerosal, and the like. In many cases, it will
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be profemble to include isotonic agents, for example, sugars, polyalcohols such as
manitol, sorbito], or sodium chloride in the composition. Prolonged absorption of
the injectable compositions can be brought about by including in the composition en
agent which delays absorption, for cxample, aluminum monostearate and golatin.
[00192] Sterile injectable solutions can be prepared by incorporating the purified
polypeptide or proisin in the required amount in an appropriate solvent with one or
a combination of ingredicnts cnumerated above, as required, followed by filtered
sterilization. Gonerally, dispersions are prepared by incorporsting tho purified
polypeptide or protein expressed from a mammalian cell line into a sterile vehicle
which coninins a basic dispersion medium and the required other ingredients from
those enumerated above. In the cuse of sterile powders for the preparation of sterile
injectable solutions, the preferred methods of preparation are vacuum drying and
freeze-drying which yields a powder of the active ingredient plus eny additional
desirod ingredient from a proviously sterile-filtered solution theroof,

[00193] Orul compositions generally include an imert diluent or an edible carmier.
For the purpose of oral therspeutic administration, the purificd polypeptide or
protein can be incorporated with exciplents and used in the form of tablets, troches,
or capsules, .g., golatin capsules, Oral compositions can also be prepared using a
fluid carrier for wse as 8 mouthwash. Pharmaceutically compatible binding agonts,
and/or adjuvant materials can be included as part of the composition. Tho tablets,
pills, capsules, troches and the Iike can contain any of the following Ingredients, or
compounds of g similsr nature: a binder such as microcrystalline cellulose, gum
tragacanth or geletin; an excipieut such as starch or lactose, a disintegrating agemt
such as alginic acld, Primogel, or com starch; a lubricant such as magnesium
stexreie or Sterotes; a glidant such a3 colloidal silicon dioxide; a swectening sgent
such as sucroso or saccharin; or & flavoring agent such a8 peppermint, mothyl
salicylate, or orange flavoring. Formulations for oral dolivery may advantageously
incorporute agents to improve stability within the gastrolntestinal tract and/or to
enhancs absorption.

[00194] For administration by inhalation, the inventive compositiona comprising
a purified polypeptide or protein expressed from a mammalian cell line and 2
delivery agent arc proforably delivered in the form of an aerosol spray from a
pressured container or dispenser which containg a suiteble propellant, e.g,, a gas
such as carbon dioxide, or @ nebulizer. Theo prusent Invention particularly
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contemplates delivery of the compositions using a nasal spray, inhaler, or other
direct delivery $o the upper and/or lower airway. Intranesal administration of DNA
vaccines dircoted against influenza virases bas been shown to induce CDE T cell
responses, indicating that at least some cells in the respiratory tract can take up
DNA when delivered by this route, and the delivery agents of the invention will
enhance cellular uptake. According to certain embodiments of the invention the
compositions comprising a purified polypeptide cxpressed from 8 mammalian cell
line and a delivery agent are formulated as large porous particles for agrosol
administration. _
[00195) Systoemic administration can also be by transmucosal or transdermal
means. For transmucosal or transdermal administration, penetrants appropriate to
the berrler to be permeated are used in the formulation. Such penetrants are
generally known In the art, and include, for example, for transmucosal
administration, detergents, bile salts, end fusidic acid derivatives. Transmucosal
administration can be accomplished through the use of nasal sprays or
suppositories. For transdermal administration, the purified polypeptide or protein
and delivery agents are formulated into ointments, salves, gels, ar oreams es
generally known n the art.

{00196] The compositions can also be prepared in the form of suppositories (e.g.,
wiﬂ:oonwnﬁmnlluppouimhmmhnmbuﬂu'mdoﬂm;lyuﬂdu)u

' retention enemas for rectal delivery.

[00197] In one embodiment, the compositions are prepared with carriers that will
protect the polypoptide or protein against rapid elimination from the body, such as a
controlled release formulation, including implants end microencapsulated delivery
systoms. Biodegradable, biocompatible polymers can be used, such as ethyleno
vinyl acetate, polyanhydrides, polyglycolic acid, collagen, polyorthoesters, and
polylactic acid. Methods for propamation of such formulations will be apparent to
those skilled in the art. The materials can also be obtained commercially from Alza
Corporation and Nova Pharmaceuticals, Inc. Liposomal suspensions (including
liposomes targofed to infected colls with monoclonal antibodies to viral antigens)
can aleo be used as pharmacentically accoptable carriers. These can bo prepared
according to methods known to those skilled in the art, for example, as desozibed in
U.S. Patent No. 4,522,811,
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[00198] Tt is advantageous to formulate oral or parcateral compositions in dosage
unit form for ease of administration and uniformity of dosage, Dosage unit form as
used herein refers to physically discrete units suited as unitary dosages for the
subject to be treated; each unit containing a prodetermined quantity of active
polypoptide or protein calculated to produce the desired therapeutic effect in
association with the required pharmaceutionl carrier,

[00199) The polypeptide or protein expressed according to the present invention
can be administered at various intervals and over differont poriods of time as
mm'e.g..mﬂmwwe&[wwwmnhulmlommzms
wecks, between about 3 to 7 weeks, about 4, §, or 6 weeks, eto. Tho skilled artisan
will appreciate that certain factors can influence the dosage and timing required to
effectively treat & subjest, including but not limited to the severity of the discase or
disorder, previous trestments, the general health and/or age of the subject, and other
dizseasos present. Generally, treatment of » subject with a polypeptide or protein as
described beroin can include a single treatment or, in many cases, can include a
sorios of treatments. It s furthermoro understood that appropriate doses may depend
upon the potency of the polypeptide or protein and may optionally be tallored to the
particular recipient, for example, through administration of increasing doses until a
presclected desired response is achioved. 1 is understood that the specific dose
level for any particular animal subject may depend upon a varlety of factors
including the activity of the specific polypeptide or protein employed, the age, body
weight, genoral health, gender, and diet of the subject, the time of administration,
the route of administration, the rate of excretion, any drug comblination, and the
degreo of expression or aotivity to be modulated.

[00200] The present invention includes the use of inventive compositions for
treatment of nonhuman snimais. Accordingly, doses and methods of administration
may be selected in accondence with known principles of veterinary pharmacology
and medicine, Guidance may be found, for example, in Adams, R. (ed.), Veterinary
Pharmacology and Therapeutics, 82 edition, lowa State University Press: ISBN:
0813817439; 2001.

[00201] Invoative pharmaceutical compositions can be included in a container,
peck, or dispenser togother with instructions for administration.
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(00202 “Tie Fregoing description is to be understood us being roprescntative
only and is not Intended to be limiting. Alternative methods and materials for
implemeating the invention and also sdditional applications will be apparent to one
of skill In the art, and ara intended to be included within the accompanying clabms.

Examples

Exampie 1: Enbhanced Medium 1 for antl-GD¥-8 Fed-batch Process

[00203] Trmditional fed-batch processes for cultivating ccll lincs have scveral
drawbacks including the time sud effoet roquirod to administer the fbeds and the
necd for special equipment in large-scalo biareactors. The objective was to develop
& batch media for the production of proteins of intorest In Iarge-scale bioreactors
that requires minimal foeds.

Materials and Methods

[00204] STRAINS AND MEDIA: Chinese Hamster Ovary (“"CHO") cells wero
enginecred to expross a monocional antibody againat growth and differentiation
factor 8 (“anti-GDF-8 cells™) (see Voldman et al., Neutralizing Antibodies Against
GDF-8 pnd Uses Therefor, US20040142382 Al). Anti-GDF-8 cells wero used to
test a pow batch media. Medium 1 and Mediuro 2 wore compared for thelr abilitics
to support high coll donsity and viability. The compositions of these media, as well
a8 Medium 3 are listed in Tablo 1. Medin are madoe by sdding all the components
save for Fe8O,7H:0. The medin ls then adfusted to pH 725, the osmolerity is
recorded end FeSO,7HzO are then added.

[00205] CULTURE CONDITIONS: For flask experiments, anti-GDF-8 cells
were grown in shake flasks and passaged three times. For bioreactor experiments,
anti-GDF-8 cells were grown in media for 12 days, supplementod daily with either
2% by volume of 20X Medium 4 feed medium (Table 3) or 3% by volume of 16X
Medium 4 (Table 4) after day 5. For tho first 4 days, cells wero grown at 37°C. On
day §, cells were shifted to 31°C,

[00206] SAMPLE ANALYSIS: Dafly samples were taken from the cultures and
weve annlyzed for amino ecld, vitemin, iron, phosphate, gluooss and glutamine
lovels,
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Teble 1. Composhions of Medium 1, Medium 2 and Medium 3.
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Results and Conclusions

{00207] Figure 1 showa that growth rate of snti-GDF-8 cells was similar in both
Medium 1 and Medium 2 in the flask experiments.

[00208] Figure 2 shows that in bloreactors, Medium 1 exhibited a slgnificant
increase in final col] density and viability over Medium 3. The final titer also
increased significantly, from 551 mg/L for the platform process to 976 mg/L with
Modium 1(data not shown). Tempereiure was zhifted from 37°C to 31°C on day 5.
Dre to the unaxpected high cell growth, the cultures were fid daily after day 5 with
olther 2% by volume of 20X Medium 4 or 3% by volume of 16X Medium 4. Thus,

N3
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i 7§ ot FLEBEcE experiment as originally intended. Asparagine end thiamine
wers supplemented in the feed media boginning on day 10.

[00209] Ir developing a concentrated batch media, several possible concerns
need to be considercd. First, concentrated nutrients might prove toxic to the cells.
In the media doveloped in this Example, all nutrients and componeats were
determined to be balow the taxicity limits (data not shown).

{00210] Second, the concontrated batch media necessarily has a higher
osmolarity than non-concentrated media, which has been shown to havp detrimental
offects on ocll growth and viability, This problem can be circumvented by lowering
the emount of NaCl in the siarting media. Furthermare, the concentrated batch
media contains inmufficient levels of glucose to sustain growth for the entire colture
petiod. Thus, culturcs were supplemented daily after day 5 with a glucose feed.
{00211] Third, insulin and glutamine are susceptible to degradation during the 12
day culture period. Thus, the culture was supplemented with these components in
addition to glucose,

[00212) Finally, iron will precipitate oot of sclution containing high
concentrations of phosphato et high pH. This problem can be ciroumvented by
adding iron et the end of the media proparstion process, after the pH has been
adjusted to an appropriate lovel.

Exampie 2: Development of concentrated feed medium (Medium 5) for anti-

GDF-8 cells in fed-batch proeess.
[00213] In Example 1, s batch process for culturing anti-GDF-§ cells using
Moedium | was developed. Due to the high cell density that resulted during the
proceas, it was determined that supplementation of nutrieats in addition to glucose
and ghuitamine was still sdvantageous. However, supplementing the batch with 8X
Modium 4 foed media would result In excossive dilution of the culture. A more
concentrated feed media was developed in order to clrcumvent this problem.

Materials and Methods and Results

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

Trace Elsments | Trace Elements
Modhmm 4A-1 etium 4B D
Amino Acids '~ [mgiL | mM mgi. |mM - [mpi [mR [mpiL |mM
alaning 1.0 020
gl 101.00 110
oo 126.00 050
sapwic acid L T )
ghimic nad Wad | oo
Olycine 1600 (1)
hialine-HCHHO .0 0.6
Tolydng 11800 LT )
[~ Tr0.00 tE )
=) (T ) )
malionine T GAb
pheryalrine 7] 050
[ prolm "89.00 G50
arne ] 5800 i®
[ Sawonine Y7}
Tyriophan [X7]
v .80 (T ]
S — — S— —
Vitmmine mgl [pM mgi. | UM mgl | mM mgi. | mM
Biotin o4 180
Gaiium peninthenais 450
Sholne chiceite ETZ 0 L S
o acll — 30 128
Tnositol B30 W
Ticatneices _4.# =z
PR i 0 ]
Tbelavin 048 120
[ Saming+ iy A0
[ vimmin 812 EY ) ]
Traco Boments | pgll | il mgl [N [woL (nM  |pgl |nM
U010 4 10
Cus0, Yo T
 CuBO B0 e 00
L) v —
VnBOHO o 109
[N H0 iﬁ" ¥ ]
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: 20X Modium 4,

[00215] The first concentrated medis was doveloped as 20X Medium 4. The
media formulation for 20X Medium 4 is provided In Teblo 3.

Table 3. 20X Medium 4 fecd media workshect,

@ Part Component Amownt Uit
I Medium 4A-1 31.120 '[L
Nucellin™ 40.000 mVL
H/P stock 20.000 mlL
Sclenite Stock 2.000 mlL
PVA 2.400 gL
NaHaPO,HO 2.610 L
MgS047THO 0430 gL
Aspartio acid 1.330 p/L
Glutamic acid 0.588 gL
Linoleic acid 0.840 mlL
‘Thioctic acid 2.100 ml/L
Tyrosine-ZNa (Mw 225) 1.790 gL
1000X Trace B 6.000 mlL
Glucose 100.000 gL
Glutasmine 14.600 gL
pH to0 7.0
Record Ozmolarity 1064.000 mOsm
® Add 108 mi Trace D, 025 g
. I FeS0,7H;0 to 280 ml Cysinine
! Cysicine (400 mM) Stock
m Folic acid 720 m] 6 mM Folio acid

Note: Nucellin™ I3 manufactured by Bl Lilly (Lndianapolls, IN, USAY; F/P atook = 0.036 mg/mL
bydrooortisone, 1.08 my/ml Putrescine-2HC!,
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T00216] ~The media Yormulation consists of 3 parts: L 11, 111, Purt I Is the
concentrated version of 8X Medium 4 with the individusl components of Medium
4B except folic acid due to the concems of the solubility of this vitamin. Part II is
iron stock, Trace D and acldic cysteins, to avoid possible precipitation of iron if
added in part 1. Part III is folic acid stock. Pagt | is addod 2% by volume daily
starting on day S and parts I and 11 are added onco on day 3 wogether with Part 1.
[00217] The final pH of the feed media was adjusted to 7.0 and osmolarity was
about 1064 mOsm. A 2% feed will result in & 2g/L glucoss, » 2 mM Glutamine and
a 14 mOsm osmolarity increase to the culture.

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

Table 4. 16X Medium 4 foed media worksheet,

Part Compoueut Amount Unit
I Medium 4A-1 24.896 _#L
Nucellin™ 32.000 mlL
H/P stock 16.000 ml/L
Selenite Stock 1.600 mlL
PVA 2,400 _#L
Nal,POyHO . 2.088 _BL
MgSO¢7H,O : 0.344 L
Aspartic acld 1.064 _BL
Glutamic acid 0.470 _#L
Linoleic acid 0.672 mlL
Thioctic ecid 1.680 mlL
Tyrosine:2Na (Mw 225) 1.432 _gL
1000X Traco B 9.000 mVL
Glutamine - 6280 gL
pH10 7.0
_ Reoord Osmolarity 295.000 mOsm
I Add 108 ml Trace D, 0.25 g
Fe80,7H10 to 280 mi Cysteine
Cysteine (400 mM) Stock
Il Folio scid 720 ml 6 mM Folic acid

Nt Nocallie™ I mumdactured by E1] Lilly (indisuspolls, [N, UBA); FVP stock = 0.036 mg/mL
hydrocortisone, 1.08 mg/m. Putrewine-ZHC].
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[00219) In this modified 16X Medium 4, glucoso was also eliminsted to further
reduce the osmolarity and give some flexibility of the glucose fbed. Total osmolarity
of the feed media Is now 295 mOsm.

3. 16X Medivm 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 addition each feed.
Additionally, glucose was added back to give u 1.5 g/L addition every feed. The

media formulation for this modified 16X Medium 4 is provided in Tuble 5.

Table 5. 16X Medinm 4 feed media worksheet.

Part Component Amount Unit
I Medium 4A-1 24.896 gL
Nucellin™ 32.000 mb/L
H/P stock 16.000 mlVL
Solenite Stock 1.600 mVL
PYA 2.400 _glL
NaH,PO, 150 _ 208 L
MgBG, 7150 0344 7
Aspartic acid 1.064 WL
Glutamic acid 0.470 gL
Linolelo acid 0.672 ml/L
Thioctic acid 1.680 ml/L
Tyrosine-2Ns (Mw 225) 1.432 __pL
1000X Trace B 9.000 ml/L
Qlucose 50.000 _pL
Glutamine 7.300 _ gL
pH to 7.0
FeSO47H20 (1 mM stock) 15.000 ml/L
_ Record Osmolerity 607.000 mOsm
1 Folio acid 720 ml 6 mM Follo acid
m Add 108 mi Trace D, 025 g
Fo804-7H20 to 280 ml Cysteine
Cystoine (400 Stock

Note: NucelHin™ Is menufactared by E Lilly (Indianapcils, IN, USAY, EUP stoak = 0,036 tog/ml
hydrooortisone, 1.08 mg/ml, Putrosoine=2HCL,

4. 16X Medium 4.

Y/
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{00221] Here, the feed media (16X Medium 4) was made in combined media
instead of 3 separate fecds as in the last scveral batches. Tests wers donc 10 engure
that folic acid could be dissolved at the concentration required and that neithor iron
nor folic acid precipitated out of solution after storage at ither 4°C or st room
temperature for 6 days. The media formulation for the combined 16X Medium 4 i
provided in Tuble 6.

Table 6. 16X Medium 4 feed media worksheet.

Component Amount Unit
Medium 4A-1 24.896 BL
Nucellin™ 32.000 ml/L
H/P stock 16.000 ml/L
Selenite Siock 1.600 ml/L
PVA 2,400 : gL
NaHePO, 150 2.088 oL
MgSO,7H;0 0344 oL
Aspartic acid 1.064 gL
- Glutamic acid 0470 gL
Linolcic acld 0.672 mlL
Thioctic acid 1.680 mVL
Tyrosing-ZNa (Mw 225) 1.432 _pL
Qlucose 66.700 L
Glutamine 7.300 gL
Folic acid 70.560 mp/l
Agidic cysteine (400 mM) 6.250 ml/L
FeSO, Stock (1 mM) 21.000 ml/.
1000x Trace B 9.000 ml/L
1000x Trace D 3300 mbi/L
_pH expecied 6.11 Adjust to 7.0
Record Osmolarity 724.000 mQsm

Nota: Nuoellin™ is manufactored by Eli Lilly (Indianapolls, IN, USA); H/P stock = 0.036 rag/mlL.
Irydrocortisens, 1.08 mp/ml, Puirescine=-2HCL

[00222) The final osmolarity of the medin is 724 mOsm, with a dally ghicose
addition of 2g/L and glutamine addition of 1.5 mM.

5.12X Medium 4,

[00223) Here, several changes were mado to the feed media, Modium 4B powder
was used instead of addition of each individual Ingrediont in Medium 4B. Medium
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4B powder was mixed with glucose and dissolved separately under basic conditions
by titrating the solution to pH 1025, Additional asparagine and thiamine were
added since the amino acid and vitamin analysis results showed these two
components were exhausied by the end of fed-batch process. Use of 12X Medium 4
further reduced the oemolarity increase when fod to the culture, The media
formulation for 12X Medium 4 is provided in Table 7.

Teble 7. 12X Medium 4 feed modia workshest.

| Compomemt | Amount I Unit _]
Modium 4A-1 18.672 gL
Nucellin™ 24.000 mV/L
H/P stock 12.000 mVL
Selenite Stock 1.200 mi/L
PVA 2.400 &L
Asparagine 20 1.620 gL
Nal2PO4.H20 1.566 gL
MgSO4.7H20 0258 gL
Glutamine 5.475 gL
Thismino 0.040
hLﬁn-om Modiom 4B & L
Glucose ~175 ml/L
Acidle cysteine(400 mM) 4.688 ml/L
Rocond pH ___
Adjust pH to 7.2 with SN
HCl
FeSO4 Stock (1 mM) 17250 ml/L
1000x Trace B 6.750 mUL
1000x Trace D 2475 ml/L
Record pH (expect 7.18)
Record Omm 566.000
Mbodium 4B &
Glucosoe * (for 1L feed
modis)
Water 150 ml
Mix Medium 4B (14.5g)
with giuoose (38.3 g) Add in
Adjust pH using 25%
NeOH until dissolved (pH
about 10.2

Note: Nocalll™ is mamibsctured by Elf Lilly (inianapols, IN, USA); /P siock = 0.036 mg/mL
Irydrocortiscme, 1,08 mg/ml. Putroasoine~2HCI.
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[00224]" “The final osmolarity is 566 mOsm. A daily feed of 4% by volumo gives
an approximate osmolarity inareaso of 8.6, an increase in glucosn of 2g/L and an
increase in glutamine of 1.5 mM. The 12X Medium 4 media formulation is also
known as Medium S. Medium § is casy to make compared to 20X Medium 4 or
16X Medlum 4, and stable over 10 days cither at room temperature or at 4°C (data
not shown).

Example 3: Glutamine Starvation Fed-batch Process for antl-GDF-8 Cell

Culture
[00225] CHO cells require glutamine in the starting media to survive,
‘Traditionally, initlal glutamine lovels are high and glutamine is fed deily afier day 5
until the end of the fed-baich process. Traditional fed-batch processes nonmally
result in high lactate and ammonivm levels in the cell cultures, which are known to
have inhibitory effects on cell growth, cell density and recombinant protein
oxpression, Fed-baich processes in which glucose is slowly added to the cufture
have been shown to lower lactats production and improve cell growth, cell density
and recombinant prowin axpression. However, prior art methods for manipulation
of glucose addition are not practical for large-scale mamufacturing. Here, by
utilizing culture media with lower starting Ievels of glutamine and climinating
glutamino from the feed, it is shown that lower levels of ammonium and lactete are
produced, leading to incroased cell viability, Additionally, in glutemine-starved
cultures, recombinant protein expression is increased and final osmolarity is
redoced.,

Materials and Methods

[00226] STRAINS AND MEDIA: anti-GDF-8 cclls were culturod in a fed-batch
mode in Medium ] in ] L Bioreactor.

[00227] CULTURE CONDITIONS: Cells were grown for twelve days in 1L
Bioreactors, Temperature was shifted from 37°C to 31°C on cither day 4 or day 5
depending on the coll growth. Three fed-batch processes were tested: a narmal
(comtrol) process, a no glutamine feed process and e glutamine staryetion process.
Pertinent dotails of these processes arv listed in Table § and Tabie 9.

Table 8. Fed-batch process in 1L Bloreactors with no ghtamine feed process.
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Control process No ghitamine feed
process
Starting media 13 mM 13 mM
Ghutamine (mM) _
[ Glutamine foed S mM on Day 4 Vo fed of
Food media Moedium 5 (with 37.5 Mediom 5 without
mM glutamine) gunmine .
Foed schadule 4% daily from Day 5 4% daily from Duy S
Temperature shift 1o Day4d Day 3
31°C
Table 9, Fod-batch process in 1 L Bioreactors with glutamine starvation process
Control process Low glutamine process
Starting modia 13 mM 4mM
Glotamine (mM)
Ghutamine feod 5 mM on Day 4 No foed of giutamine
Feod media Medium 5 (with 37.5 | Medium 5 without
mM glutemine) glotemine
| Feed schedulo 4% daily from Day 5 4% daily from Day 5
Tempersturo shift to Day 4 Day 5
31°C

[00228] SAMPLE ANALYSIS: Daily samples were taken from the cultures and
were apalyzed for coll density, cell viability, lsctate, glutamine, and ammonium
levels. Titer of exprossed anti-GDF-8 antibody was also measured daily.

Resulty and Conclusions

[00229] Figure 3 shows the cell density of cultures grown in sither no ghutamine
feed or control fed-batch conditions, In both cases, coll denaity was similsr over the
course of tho experiment.

{00230} Figure 4 shows percent ocll viability in culiyres grown in ejther no
glvtamine feed or coutrol fed-batch conditions. The no glutenine feed culture
showed a markedly higher cell viability toward the end of the experimont, beginning
on day 6.

[00231]  Figure 5 shows ammonium lovels in cultures grown in either no
ghutamine feed or control fod-batch conditions. The no gluvtamine feed cnliure
showed a marked decrease in ammonivm levols toward the end of the experiment,
beginning on day 4.
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Tol232]" " Figure 6 shows lactsiz levels in cultures grown in either no ghutamine
foed or control fed-bstch conditions, Lactste levels were slightly lower in the no
ghutamine feed culture throughout the course of the experiment.

[00233] Figure 7 shows enti-GDF-8 antibody titer in cultures grown in cither no
glutamine feed or control fed-baich conditions. Final anti-GDF-8 antibody titer was
higher in the no ghutamine feed culture.

[00234] Figure B shows tho cell density of culiures grown ip efther glutamine-
starved or control fed-batch conditions. In both cases, cell demsity was similar over
the course of the experiment.

[00235] Figure 9 shows coll viebillty in culturcs grown in either ghitsmine-
siarved or control fied-batch conditions. In both cases, cell viability was similar over
the course of the experiment.

[00236] Figure 10 shows ammonium lcvels in cultures grown In either
ghutamine-starved or control fed-betch conditions, The ghutamine-starved cubture
showed a marked decrease in ammonium levels throughout the course of the
experiment,

[00237] Flgure 11 shows Jactate Jevels in cultures grown in either glutamine-
starved ar control fed-baich conditions. The giutamine-starved culture showed &
marked docrease in lactste levels throughout towards the end of the experiment,
beginning on dey 4.

[00238] Figure 12 shows anti-GDF-8 antibody ther in cultures grown in either
ghitamine-starved or control fed-batch conditions. Final anti-GIDF-8 antibody titer
was higher in the giutemine-starved culture.

{00239] Collectively these rosults indicate that decreased glutamine levels arc
beneficial to cell cultures by reducing the amount of ammonium production,
increasing cell visbility and increasing titer of expreased anti-GDF-8 antibody. In
addition, in the glutamine-starved cultures, low lactate levels were obaerved,
poasibly due to the decreased glucose conrmption rate. Decroasod smmonium and
lactate lovels also have the effiect of reducing total osmolarity, Elevatod osmolarity
is also known to have inhibitory effects on coll growih and visbility. Low initial
glutamine levels together with the elimination of the ghutamine foed also has the
positive offect of reducing ammonium produced as a result of non-enzymatic
glutamine degradation in stored media. Elimination of glutamine in the foed also
simplifios the process of culturing anti~-GDF-§ cells.
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Example 4, Iron dose response of sut-GD¥-8 cells in Medium 1 and Mediam 2.
[00240] Medium 1 is much more concentrated in nutrients than Medium 2. The
optimum iron levels for cell growth in Medium 1 were determined in order to avoid
problems with iron deficiency during cell culture.

Materials and Methods
[00241] Ant-GDF-8 cells were cuttured in dishes for one passage in either
Mediym 1 or Medium 2. 1ron concentrations of these media were manipulated by
addition of different amounts of stock iron solution. Final cell deusitios were
measured by CEDEX.

Rendis and Conclusions
[00242] Figure 13 shows the Fe dose response of anti-GDF-8 cells in Medium 1
and Medium 2 containing different iron concentrations. In Medium 2, the cell
density was relatively constant for iron concentrations ranging from 3 pM to 15 uM.
In Madium 1, coll density increases with increasing fron concentration but reaches s
maximum after approximately 5 pM. This difference could be due to the high
nutrient content in Medium 1, which might reduce iron availabllity to the cellsas a
consequence of chelation of iron in the media, Thase resulty indicate that iron levels
should be kept above 5 uM to avoid problems with fron deficlency in Medium 1.

Example 5. Substltution of Glutamate for Glutamine lu the Bloreactor Process.
[00243] Three experiments were performed to test the effects of substituting
ghitamate for glutamine in an anti-Lewis Y cell culture process.

Materials and Methods
[00244] The experiments were performed in 10L bioreactors at pH 7.1, 30%
dissolved oxygen, and a starting temperature of 37°C with & shift to 31°C on day 5.
Sparge and headspace gasses were 88% of 8 93% 8ir/7% COx mix and 12% oxygen.
‘The starting media in all experiments was Medium 1, which contains glutamine.
Peed media and feed schedule including supplemontal glucose and glutamine feeds
aro shown in Table 10. Columns labeled "Glutamate™ were fed with modified
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Medium 5, containing no glutamine, but coptaining a molar concentration of
glutamate equal to the molar glutamine concentration in standard Medium 5.
Columns labeled ghitamine were fed with standard Medium 5.

Table 10, Feed schedule.

Dey 904044 9040-56 904064 |
 Glutamate | | Glutamime 1 | Glutamate 2 | Glutamine 2 | Glutamate 3 | Giutamine 3
0
1
2
3
4 SmMgh S mM gin 3gh.god | 7.7 M gin
_ 2.95/1 gluo |
5 | 36g/ghic | SmMghn |33glguo| SmMgn | 3gLghc | 3 gL ghc
ssglghe | | 6plghe
] 12% 12% 17% 1% 29% 29%
160Mediu | 16XMedium Medium § 16XMediy | Medium § Medium 5
mé 4 m4
7 4 mM gln
[ ]
9 235 —
10 10% 10% §% Medium 5%
16XMediu | 16XMedium 5 16XMediu
m 4 4 m4d
11 To/L ghic
12
13 1 ue
Rexvlts and Conclusions

[00243] Within cach experiment, cell density is similar as shown in Figure 14,
Cell densitics are low in the Ghutamine 2 and Glutamate 2 experiments due to a pH
deviation to about 6.7 on day 3 on the process. The drop in density between day 6
md?hthoGluhm!ne3delmgplm3mpaimmmitdwlnﬁommﬂilﬁed
ondsy 6.

[00245] Figure 15 shows coll viability of the ghrtemate and glutamine fed
cultures, Viabilitics remained higher during the second half of the process in the
bioreactors containing glutamate fed cultures.

[00247) In Experiment 1, aoti-Lowis Y titor I3 simllar between the ghrtamate and
glutamine fed culturcs. Figuro 16 shows that in Experiments 2 and 3, anti-Lowis Y
titers are Jower in the ghutamine fed reactors. The lower snti-Lewis Y titer observod
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~Ti-0ES6 refcrii’Suldl be dus to the high levels of lactate produced, as shown in
Figure 17.

[00248] Bioreactors run with glutemate in the feed media have & lower
ammonium concentration (Figuro 18) and a lower osmolarity (Figure 19).
[00249] The binding ELISA assay wes used to test activity of samplos from the
Glutamine 1 and Ghstamate 1 expesiments. The activitios were similar: 110% of
reference for the Glutarnine 1 sample and 122% of reforence for the Glutamate 1
sampie (data not shown).

[00250] The substitution of ghriamate for ghitamine in these experiments doos
not have a significant effect on cell density. Howover, cell viability is lower in the
Blorcactors fied with gluiamine. Ammonium, lactate and oamolarity are lower in
tbe Bioreactors fied with glutamate compared to those fed with glutamine. On
average, anti-Lewis Y titer is higher in the Bioreactors fed with glutamate and
activity Is essentially the same under both conditions,

" Example 6. Substitation of Glncose and Glutamine In the Antl-Lewia Y Cell

Culiure Process.
[00251] ‘The purpose of this experiment was to test the effects of substitution of
glucose and ghitamine with the feed media listed in Table 11 below in the culiuring
ofm-Ithcolls(seeBogbeutetal, i

__mgmm, Clin. Can. Ros. 10:4538-49 (2004)) Cell donsny cell vnl:nlﬂy,
anti-Lowis Y titer and ammonium levels wero measured.

Materials and Methods

[00252] The experiment was performed in 250 ml shake flasks at a starting
volume of 75 ml. All shake flasks wero sceded at 0.25 x 10° cells/ml in Medium 2.
The flasks were incubstod st 37°C in a 7% CO; incubator for 14 days. On days 3
and 4, the flasks wero fed with 5% by vohane of Medium 6 feod medium. The
composttion of Medium 6 is listed in Table 11. On days 5-13 the flasks were fod
with 5% by volume of one of the feed solutions listed in Table 12, Each condition

PCT/US2005M30364
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Wik tor i 1 dplicate. Samples were taken daily for cell counts by CEDEX
and assays for ammonium, glucose, and lactate

Table 11, Composition of Medium 6.

alanine 14248 1.80 Sodium Sslenlts 40.00 | 231.36
agiine | 152884 | 870 CuS0 344 | 2181
meparsgine-HeO | 108080 | 720 CuS0,6H.0 740 | 30.00
mparticecid { 53240 400 Fe80,7HO 2534 ] 9118
WHCI 41_3_- 00 1.64 mm & 9421
gtamicackd | 29538 | 180 MnSO,H0 017 | 1.01
ghtoming ) 4u2000 [ 33.01]  NeBIKOsBH0 140 | 462.84
gycne | 42007 ]  1.80 | (NHOsMOrOx4H,0 124| 1.00
histidine"HCFH,O | 532 | 2.80 __NHVO, 085| 6.8
lecleuche | ges52 | 721 NISO-8H:0 0.13| 049
boudine | 135078 | 10.39 SnCir2H,0 0.12| 063
lysine-HC1 | 1456.80 | 8.00 AC8H,0 120 497
methionine | 47708 | 320 ANGy |  017] 1.00]
phenylalenine |  sao.38 |  4.00 Ba(C2HOx) 255| 9.8
profine 552.31 480 KBr 012] .09
__weine | qamar70| 1204 CdCi-2.6H0 228 0.0
threonine | 78202 | 840 CoCirHO|  238| 10.00
_ typtophan | 26004 | 1.2 CiSh| ™ oa2| 200
tyrosino2Na2H0 | p3n@2 | 3.19 NaF 420 | 100.02
vaine | vap29| 84D Ga0y 0.53 5.07 ]
. L 07| 1.02]
VIAmING | mgn | mme RBG) 121] 10.01]
_ blotin 328] 001 ZrOCH8H;0 32| oep
choline chiade 14328 | 1.03 mﬁ_ . | ow
foficack |  4243| o040  Hydrocortisone 28| o079
mositl | 20171| 1.2 Putrescine-2HCI|  goog | 40.88
mootinamice | 3202 028 Inclcadid | 53825 | 120
pyridoxine-HCl | 3282] o.18 hioclic add | g4093 | 4.08
rboflavin 380 | 0.0 .
Hiemine-HOI Other
— 9.10 mgh. | el
vitlamin B12 D-ghicose
1121| 001 _{Dexirose) | 33006.90 | 183.57 |
PVA 20
TnoTrke U | mpt, | ma Nacsln™ | 55,00
KHPO, | 1835.00 | 12.02
MgS0rTHO | 17108( 070
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Table 12. Feeds on days 5-13. Modificd Modium 6 contains no glucose or ghutamine.

PCTNUS2005030364

" GRGin Modiied Medium 6 + 43 g/L giucoss + 4.82 g glutamine (controf)
‘Wodified Modium 6 + 49 g/ giucose + 4.52 g/ ginmais
GluAsp | Modified Medium 6 + 43 giL ghucose + 4.30 g/L asparegino
GiuGiyGin | Modifed Medium 6 + 43 g/L glucoss + 6.71 gL giycyigiutamine
GluGiu | Modified Meduim 0 + 43 piL. gaiacioss + 4.52 g/L ghitamine
GalGlu | Modified Medium 0 + 43 g/L galactoss + 4.82 gL glutamate
[GalGin | Modified Medium 6 + 43 g/, gaiuciose + 4.30 p/L Rspamging
GalGlyGin | Modifiod Medium 6 + 43 /L. guciose + .71 giL glycyigiutamine
el Miodiam 6 + 43 gL ghicose

Results and Conclusions

[00253] The highest coll density was seen when glutamate or glycylglutamine
wis substituted for glutamine in the presence of cithor glucose or galactose In the
feed media. Celldenlitywllsgenmllylowinthewlum!bdwhh
glucose/glutamine, galactose/gjutamine, or glucose only (Figuro 20). Final viability
was highest in the cultures fed with glucose only, fllowed by the caltures fed with

[00254] Duy 14 titer was highest in the glucose/glycylghntamine and the
ghicose/glutamate fed cultures at about 700 ug/ml. Titer was lowest in the
galactoso/glycylglutamine and the galactose/asparagine fed cultures at about 500
pg/ml. Titer in the glucose/glutamine control was sbout 570 pg/m] (Figure 22).
[00255] ‘The lowest ammonium levels were seen in the flasky fied with
ghucose/glutamate or glucoso only., The flasks fed with galactose/glutamate,
glucose/ghatamine, glucose/glycylglutamine, and glucose/asparagine showed
intermediate levels of aomonjum. The flasks fed with galactose/asparagine,
galactoso/glycylglutamine, and galaiose/glutamine had the highest levels of
ammonium (Figure 23).

[00256] Glucose levels remained above 1 g/L in all flasks fed with galactose until
day 11. From day 11 through day 14, the giucose in those cultures was never
complotely depleted, remaining between 0.6 and 1 g/L, with no significant
differances between the different oultares.

[00257] Ghucose lovels increased in all flasks fod with glocose or gluvose

. combined with another substrate until day 10. From day 10 through day 14 in these

X3
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Withires, gfbdse FEVEYs remained fairly constant and similar to each other. On day
14 sbout 8.4 g/L. glucose remained in the glucose/glnamate fed cultturcs end about
10.3g/L glucose remained in the cultures fed with glucose only.
[00258] Lactate levela reached s high of about 2.4 /1. on day S, when conditions
were the same for all cells, and dropped to essentially zero in all cultures by day 14.
Lactate lcvels were highest from day 10 through day 14 in the glocose/glutamine
control, but were below 1 g/L during this timo (data not shown).
[00259] All conditions fested in this experiment resulted in higher cell density
than the control glucoss/ghitamine condition, All conditions tested excopt the
galactoss/asparagine condition resuited in higher final viability than cither the
glucose/glutamine control or the galactose/giutamine fied candition. Ther in the
glucose/glutamine control was about 570 pg/m) compared to & high of about 700
pg/ml in the glucose/glycylglutamine fed condition and the glucose/glutamato fed
condition. :

Example 7. Evaluation of a Glstamise Starved Batch Process for the Production

of anth-GDF-4,
{00260)] Typical fed-batch production methods require multipie feeds over the
oulture period. These faeds are designed to replace nutrients in the medium that
may have been depleied by the colls or may have dograded during the batoh. Theso
feeds create complications when the process is scalod up to be usod in larger
reactors, such as the necd for an impeller jump (sce Figure 24). Furthermare, the
feeds dilute the amount of snti-GDF-3 already secroted into the culture and
thereforo affect the harvest titer. The use of & batch process would allow
inoculation of the bioreactor at full volume, instead of st s partial volume so as to
sccommodate the feeds, which would remove the nccessity of an Impeller jump and
greatly reduce eny dilution effect on productivity.
[0026]1] Glutamine is one of the most importsnt reasons that a fed-batch approach
is used since it is not stable at 37°C and it had been thought that it nesded to be
replenished during a batch colture. However, results of Bxamples 2, 5, and 6, in
which a ghriemine starvation straiegy was tested, showed a significant inorcase in
productivity compared to a control reactor that was fed glotamine. This resalt was
combined with the batch process to create a giutamine starvetion batch process that
'was tested In this Example,



nanag

WO 2006/026408 . PCT/US2005030364 a—o

Materials and Methods
[00262] Anti-GDF-8 colls were grown in IL Bioreactors for 12 days according to
the following four growth conditions. Bioreactor paramctors for all conditions were
kept the same. Dissolved oxygen was maintained st no lower than 23% of air
saturstion by sparging with air and pH was maintained at 7.00 by the addition of a
solution containing sodium bioarbonate at 0.58 M and sodium carbonate at 0.71 M.
The temperature of all cultures was maintained at 37 C for the first four days of the
batch. On the fourth day of the batch the tomperature of all the bioreactors was
Jowered to 31°C and maintained st this point for the duration of the betch, The
control and fed-batch cultures wero fed with 8%, 12%, and 8% total roactor volume

of their respoctivo feed media on days 5, 7, and 10, respectively.

[00263] 1) Control.
- Inoculation medium Medium 7 (sec Table 13).
- Feed Medium 8, fed on days 5, 7, and 10 (see Table 13).
- Foed 5 mM of glutemine on dey 4.
- Lower the temperature to 31°C on day 4.

[00264] 2) Fed-bawch glutamine starvation.
- Inoculation medium Medium 7 with only 4 mM of glutamine (see
Table 13).
- Feed Medium 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 glutemine starvation.
- Inoculstion medium new batch medivm with only 4 mM of
glutamine (see Table 13).
No feed modium.
No glutamine feed.
Lower the tempersture to 31°C on day 4.
Add 5g/1. of glucose on day B.
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[00266] 4) Baich glutemine starvation supplemented on day 8.

- Inocalation medium new batch medium with only 4 mM of
glotamine (sce Table 13).

No feed medium,

No glutamine feed.

Lower the temperature to 31°C on dey 4.

Add 4g of glucose, 375 mg of Asparegine, 3 mL of 1 mM FeSOy
stock, 3.33 mL of § g/L. Nucellin™ stock, 2.57 mL of 36 mg/L
Hydrocortisono end 1.0 g/L. Putrescine stock solution, 0.23 mL of
50 mg/L Sodium Sclenite stock, and 13.1 mg of Thiamine on day
.

Table 13. Compositions of madia used.

MW__ | Medium 7 | Medium 8 | Betch media
Amino acids mi mik mM
L -Alanine 88.0 1.08 24 0.2
L- Arginine 1740 | 684 132 4
MMQ_I_WM 4.78 214 7.5
L-Aspaicacd | 1330 | 240 8 186
L-Cysteine-HCl*

KO 1780 | 040 0 0.4
L-Cystine-2HC! | 313 0.66 1.876 1
L-Glutsmicackd | 147.0 | 1.08 24 1.08

L-Glutamine 1480 | 13.00 37.5 4

Glycine _ 75.0 128 24 1.54

Histiding-HCFHLO! 2100 | 178 4.2 1.78
L-isolsucine 1310 | 478 108 | 283
{___ Lideucne 1310 | 652 | 168 _47
Lysins-HC! 1820 | 520 12 52
L-Methionine 1480 | 190 48 286
|L-Phenylalanine | 186.0 | 2.60 8 22 |
L-proine 1150 | 324 72 4.1
L-serine 1050 | 8.60 18 5.6
L-threonine 119.0 | 4.32 9.8 32
__L-Em%r__ 2040 | o078 1.82 1.04
‘ zﬁ'-?u.g 2610 | 219 4.8 175
L-valine 170 | 432 9.8 _ 4
Vitamiina u | um ull

4
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Ly
O3 2440 | 831 | 204 11

D-Calcum
pantothenate 476.0 | 48.08 1128 | 468.08 |
choline chiorige | 138.0 | 8322 1548 840
folic acld 41.0 | 688 144 58.8
Jnositol 180.0 088 1880 11
nicotinamide 120 | 1817 08 | 216
| _pyridodnesHC] | 2080 | 88.16 r_za.o 88
| pyridowalHO) | 2030 | 10 0 10
riboftavin 80 | 637 13.2 1.1
thismine~HC! 3370 | s37 274.7 117
yitamin B12 13560 | 4.8 12 7.8
| _Inorpanic salte
NaC} 58.5 | 18.0 mM
XCl 748 | 42mM 4.19 mM
CaCly 111 | 1.05mM 1.06 mM
Sodlum Selenhte 173 27ugl | 80ugh. 80 uglL
NaH:PO¢HO 142 |488mM| 11mM | 4,68 mM
NeyHPO, 138 | 0.5mM 0.3668 mM
_Mg8O, 120 | 4.16mM [ 1.05mM | 3.16 mM
MgCh 85 0.3 mM 0.3 mM
FeS0,7 278 0 uM AT5uM|  OuM
Fo{NO;0H0 | 404 |0.128uM 0.124 ym |
ZnS0,7THO 287 g2uM | 17um 8.2 um
CuB0D, 160 | 0.05 uM { 0.074 uM | 0.084 um
NaHCO, 84 |238mM 23.8 mM
Others
Qlucose 180 18 38.3 [ X8
Polyvinyl aicohol 25800 | 2490 | 258gn

| _Hydrocortisone | 383|023 mgfl. {0.43 mo.| 0.28 mgt.
Purescine'2HC | 181 |B4mgt | 12mgn | 7.7mgt

Sodium pyruvate 110 uM uM
linolelc acid 280 081uM | 1.8uM 0.87 uM
thioctic acld _208 2.7uM 6 uM 2.7 uM

Nucelin™ 64 moA. | 120 60 mg/L
1000x Trace B 1.5miA [B.76miL| 1.5 mil
Results and Conclusions

[00267] Coll growth for the first 4 days was similar for the control and betch
proceases, while the glutamine starved fed-batch process had a slightly lower cell
density and remained a little lower for the reat of the batch. Both batch procosses
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“tstni Thcd MENE Coll densities for the duration of the batch, probably due 1o the
lack of any significant dilution (see Figure 25). Viabilities of all the cultures were
the samo up to day 8. However, it is interesting to note that on day 11, the viability
of the batch process that was not supplemented was lower than the other three
bioreactors and ended up significantly lower by the final day. This suggests that the
batoh medhum could still be optimized since the supplemented betch process had a
vinbility that was the same as the fod-batoh bioreactors (see Figure 26).

[00268] Cells cultured in either glutamine starved batch process or in the
glutamine starved fod-batch process outperformed the same cells cultured In the
comntrol fed-batch process in productivity. The control fod-batch process had a
harvest day titer of 685 pg/mL, 85 expected, while the glutamine starved fed-batch
proceas had a harvest titer of 1080 pg/mL, about 58% higher than the control. This
js similar to results seen previously. The glutamine starved non-sapplemented batch
process hed a harvest day titer of 960 pg/mL, 40% higher than the control, similar to
the glutemine starved fed-batch process, while the supplemented giutamine starved
batch process had the highest titer st 1296 pg/mi.. This is an 89%6 increase over the
control (sec Figure 27).

[00269] When the inhibitor levels for the four conditions were analyzed the
results showed that the lactatc and ammonia levels for atl three glutamine starved
processes wore significantly lower than the control. In fiact, after day 4, those three
conditions either stopped producing or started consuming lactste while the control
continued to produce lactate throughout the batoh (see Figure 28). As expected, the
ammonia Jevels were much lower in the glutamine starved processes and declined
efter day 4, while the control continued to produce ammonia (see Figure 29).
[00270] In this Example, combining a batch process with a glutamine starvation
stratogy resulted in a 40% improvement in productivity over the control fod-batch
process for antl-GDF-8 cells. The deta also suggest that with some opiimization of
the batch medium, an almost 2-fold improvement In productivity can be stinined.
This improvement in productivity can be attributed to two factors. Fimst, glutamine
starvation increases productivity elther direotly or by kecping ammania and lectate
levels very low. Second, because of the absence of feeds, the titer is not dilated
during the batch. Increased productivity togother with the easo of operation inherent
in a batch process makes this an attractive option for producing recombinant
polypeptidos.

3
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Exnmple 8. Effects of Glutamine and Asparegine concentrations in batch media

on anti-GDF-8 eell culture process.
[00271] Iln Examples 2, S and 6, it was demonstrated that glutamine starvation
conferred benofits on fed-batch cultures in two cell lines, including increased cell
growth, cell viability and titer as well ns decreased production of lactate and

smmonhmn. Asparagine also scema to play a role in baich modia.

Matsrials and Methods
[00272) Anti-GDF-8 colls were cultured for twelve duys in 1L Bioreactors in
modificd Medhum 9 with differing concentrations of glutamine and asparagine.
Base Medium 9 compogition is fisted in Table 14. BExperimentn] variations on this
base composition are listed in Table 15. The cultures were incubsted at 37°C for
the first 5 days with the exception of Reactor 4, whose temperature was 30°C for the
first day due to teriperature control problems. The cultures were shifted to 31°C on
day 6. On day 7, the cultures were fed once with 5% by volume Medium 5 lacking
glutamine. Cultures were measured daily for cell density, anti-GDF-8 titer, lactate
and ammonium levels,

Table 14. Composition of Medium 9.

Amino Aclds mpi. mM Trace Bamenis Y !J
aonine |  4740f o020 Sodium Salenile | #9.18 | 400.00

acginine | eses.00| 400 Fo(NOJrBHO | 50,00 | 123.78
esparegine-H:0 | 3000.00 | 20.00 CuBCs| 1024 84.00
asparticncld | 21945 | 1.5 CuSO,SHO | 99,88 | 400.00
optoine-HCFHO | 7040 o040 FeSO;THO | 470 | 16000
cysteine-2HCl ) 48875 | 1.60 ZnSO¢THO | 2840 8200
monosodium MnS0+H0 R

, gutamats | 3380) 020 _ 33.80 | 200.00
gtemine | spqop] 400] 2 NMWSIOLBHO| opaor| som0
ohycno | 450 1.54] (NAOWMOOWAHO | 247.20 | 200.00
histidine-HCIHO 47400 298 NHVO,y 2| 20.00] d
bolaucine | 57073 | 4.38 NIS0,-6H,0 528 | 20,00
leucine | 403070 7.07 SnCir2HgO 0801 4.00
ywineHC1 | 140140 | _7.70 ANCYBHO | og7| 4.00]
methionine | _3s7.40| 200 _far] o4s] 400]
phanylalanine | go7.00) 3.07 GCh|  45.83 | 100.00 |
pofine | 53050 | 489 NaF 047] 400

serine | 1052.00 | 10.02 GeO, 042] 400

67
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Table 15. Glutamine and Asparagine conditions tested.

WO 2006/026408 PCT/US2005M30364
) TGS " ses80] 475 K| 332020000
tryptophan | 77418 1.34 RoG 048 | 4.00
fyrosine-2Na2HO | 74575| 2.6 HBO: | 1237 | 200,00
vaine | 74900| B840 uct 0.47 | 4.00
Viamina | mon | mm | OtherComponents |  on | o |
biotin 288 0.01 _Hydrocortisone | 54000 | 148
calclum p:nE'ﬂnnah 21.02 0.05 Putrescine-2HCI 16000 | 93.11
choline chioride |  45p.48 | 1.14 Wnololcecld | 200.00| 1.04
folicecld | 2593 | 0.8 tiocticecd | 71900 | 348
__Inositol | 48308 | 0.9
nlmﬂm& M_ 0.22 _Olhnr cﬂEle'l!l‘lh m_ m
pyridaxal-HCl 203| o001 | Dglucose (Dexdross) | 45000.00 | 83.33
Pyridoxine~HCl | 38.13| 0.18 PVA | 2560.00
___ tiboflavin 241| 0.01 __Nucein™ |  gap0
thiamine-HCT |  3943| 0.2 SodumPyruvate | 5500 | 0.50
vitemin B12| 3147 | 0.2
inorgsnic Saits mgh | ma
CaCh| 116.88] 1.06
KCI| 31200 418
NaHPO. |  s880! 0.40
NeCl| 4400.00 | 18.80 |
NaHhPOHO | g4584| 488
MgSO. | 438.00| 1.15
MgCh| 2860! o030
NeHCO: | 2000.00 | 22.81]

Reactor 1 | Reactor2 | Reactor3 | Reactor4 | Reacior 5 | Reactor 6
Cell line anti-GDF-§
Media Batch media (Medium
Glutamine 1 mM ImM - |1mM 4mM 4mM 4 mM
levelg
Asparagine [ 8§ mM 12 mM 20 mM 8 mM 12 mM 20 mM
lovels
Sceding 0310035
density
(x10%mI) _ _
Feed media | Medium 5-Glutamine, 5% on Day 7
| Culture Days | 12
Temperature |Day6 | Day6 Day 6 Day 5 Day 5 Day 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-38 titer, [nctate Jovels and smmonium levels, respectively, throughout the

course of the experiments under the various experimental conditions.

[00274] Under all experimental condltions, 4 mM glutamine is better than 1 mM

glutamine at all the Asparagine levels fested. At comparable glutamine levels, 12

mM and 20 mM asparagine conditions are better than 8 mM asparagine condijtions.

Decreased lactate and NH, levels were observed at the end of the culture for all

conditions tested.

Example 5. Effects of Gluinmive and Asparagine concentrations n batch media
on anti-GDF-§ cell cultare process.
[00275] In Example 8, it was demonatraled that Mcdium 9 containing an initinl
conceniretion of 4 mM glutamine performs better than media containing 1 mM
Blutamine, regardless of aspamgine levels. This examplo demonstrates the effect of
media containing 13 mM glutemine lovels and various asparagine levels.

Matsrials and Methods
[00276] Anti-GDF-8 cells were cultured for twelve days in 11, Bloreactors in
modified Medium 9 with differing concentrations of gluiamine and asperagine as
listed in Table 16: The cultures were Incubsted at 37°C for the first 3 days. The
cultures were then shifted to 31°C on day 4. On day 7, the cultures were fed onoce
with 5% by volume Medium 5 lacking glutamine. Cultures were measured
periodically for cell density, cell viability, (actate, smmonium levels and ghutamine
levels, arti-GDP-8 titer, and osmolarity.

Table 16. Ghutamine and Asparagine conditions tosted,

Reacior { | Remclor2 | Reactor | Reaclor4 | Reaclor 5| Reacior 6
Coliline | antrGDR8 :
Medin Baich media (Medium 8)
Ghiamine AmM [4mM 13mM 13mm 13 mM 13 mM
Aaparagine 20 mM 20mM 20 mM 12 mit 12 mM 8 mM
Seeding 0.3t0 0.35
density
| p10mi) _ L
Feed media | Medium & lacking giutamine, 5% on Day 7
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':hq‘nporlhn Day 4 Day 4 Day 4 Day4 Duy 4 Day 4
37-31

Results and Conclusions
[00277] Figures 34, 35, 36, 37, 38, 39 and 40 show the cell growth of anti-GDF-8
cells, pervent viabllity of anti-GDF-8 cells, lactate levels, ammonium Jevels,
glutamine Jevels, anti-GDF-8 titer, and osmolarity, respectively, throughout the
course of the experiments under the various exparimental conditions.
[00278] Among all the conditions tested, only Medinm 9 containing 13 mM
glutamine and 20 mM asparagine showed significant adverse offects on cell growth
and titer. Glutamine is exhausted in all the cultures at approximately the same time,
regardless of whether the culture begins with 4 mM or 13 mM glutamine. The
highest anti-GDF-8 titer is obtained in cultures that contain 13 mM glutamine and
12 mM asparagine. All culture conditions exhibit docreased lactate and ammonium
levels near the end of the culture. Ammonium lovels were highest in the culture

contalning 13 mM glutamine and 20 mM asparagine.

Example 10. The effect of asparagine and cystsine levels on the observed

decronse in Inctate and ammonium levels in anti-GDF-8 cells euliured in Medinm

9.
[00279] In Examples 2, 5end 6, it was found that cultures grown under
ghitamino stervation conditions exhibit decreased lactate and mnmonium lovels at
the end of the culture process. However, cultures grown lu Medium 9 under non-
glutmnine starvation conditions still exhibit decroased lactaio and ammonium levels
at the end of the culture process. This effeot was not observed in other media such
as Medium 1, where glutamine stervation appears necessary for the decreased Ievels
of lactate and ammonium. Medium 9 and Medium 1 differ in the levels of
asparagine (20 mM in Medium 9 versus 11 mM total in Medium 1 phos feed) and
acidic cystine (1.5 mM in Mediumw 9 versus 0.95 mM in Medium 1). This example
tests whether these two components wers responaible for the observed decroass In
the laciats and mmonium levels at the end of the cultore,

Materials and Methods
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“19i286)> AR GDFE-8 oells were cultured in 1L BioReactors for 12 days. Cells
were Initially cultured at 37°C and were shifted to 31°C on day 4 or day 5 at 8-
10x10%m]. Tablo 17 Jists the various experiments] conditions tested. Samples were
taken daily and saved for titer analysis by Protein A HPLC.

Table 17. Asparagine and cystoinc conditions tested.

[~ G (i) | Ao (i) | Tetal Ols pnil) | Totd Asn (mil)|_ Fesd
Medium 6, 30% —
Mdodium 1 13 8 -] " fotml Smi Gin, duy 4
Madhen 8-Gin,
Medium 1 4 [ ] 4 " 0% total
Maclan B-Gin,
Seich madia (Medium 9) ] % ry ) X day7
[Modim 1+ 5 mid Asn + 0.6 mM| ] Nadum 8, 0%
Cyslsire 2 10 -] ! | [ § mM Gin, day 4
Wodium &, 30%
Baich media (Mediurt 0) T ) » 2 total 5 MM Gin, tay 4

Noto: Medium 5-Gin = Medium 5 lacking glutamine.

Results and Conclusions

[00281] Anti-GDF-8 cells grown in Medium $ exhibited decreased lactate and
ammonium levels st the end of the oulture process, regardiess of whether the
cultures wero atarted with 4 mM or 13 mM glutamine (soo Figures 42 and 43). In
contrast, Medium | only exhibited decroased lactate and ammonium levols at the
end of the culture process when the cultures were started with 4 mM glutamine (see
Figures 42 and 43). Addition of extra asperagine and cystine to Medium 1
containing 13 mM glutamine did not result in decreased lactates snd ammonlum
lovels at the end of the culture proceas (sce Figures 42 and 43).

[00282] Cultures that exhibited decreased lactate and ammonium levels at tho
ead of tho culture process (Medium 1 with 4 mM glutamine, Medium 9 with 4 mM
glutamine end Medium 9 with 13 mM glutamine) were also observed to have lower
toinl osmolarity et the end of the culture procoss (see Figure 47).

[00283] Medjum 9 with 4 mM glutamine cxhibited the highest anti-GDF-8 titer,
followed by Medium 9 with 13 mM glutamine fed on day 4 (soe Figure 46). Taking
the effect of dilution of the feed into account, Medium 9 cortaining 4 mM

N
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glutanting hiad equlvalent anti-GDF-3 titer to Medium 9 containing 13 mM
glutamine.

Exampie 11. The effect of amino acid and vitamin levels on the observed

decrease in lactate and ammoniom levels in anti-GDF-8 cells cultored In Medlom

9.
[00284] Example 10 tested whethor difference in the asparagine and cysteine
levels between Medium 1 and Medium 9 weare responsible for the observed decrease
in Jactate and ammonjum levels at the end of the culture process in Medium 9 that
wasy not starved for glutamine, It was determined that these factors were not
responsible for the cbserved decraase. Modium 1 and Medlum 9 also differ in their
amino acid and vitamin concentrations. This example tests whether differences in
amino acids and vitamin concentrations between these two media are responsible
for the observed decroase.

Materials and Methods

[00285] Anti-GDF-8 cells weore cultured in 1L BioResctors for 12 days. Cells
were initially cultured st 37°C and were shifted to 31°C on day 4 st 8-10x10%/ml.
Table 18 lists the various experimental conditions tested. Amimo acids, vitamins,
hydrocartisone and putrescine, trace elements B (composition listed in Table 19)
and iron were added 1o the various exxperimental Medium 1 conditions such that the
levels of these components were equal 1o the levels in Medium 9. Samples wore
taken daily and saved for titer analysis by Protein A HPLC.

Table 18. Amino acid and vitamin conditions tested.

T Weda  Gn(al) Aan(ele)  Feed Biyd Dwy7 Day® Deyil |
0% Madum  12% L
Medkum 1 13 ¢ MeAmEWNol SMMGindy4 §  MekauS Medumd
% Medan 129 ]
Medun HAA 12 1B Mechm&530%iold SoMGndayd & Medum$ Modum §
Macium 5% Mechum  12% L
HVIHPEFs 19 8 Medum@30% il SMMGindey4 & MxBunS Modhen S 4pi plucosw
% Macum  12% %
o 14all 12 18 MedumS0N il SMMGindays §  MachanS Mashm 8 4, glucome
Madhum @ with 13 mM % Melim  12% "
L an 1 X  VeduntNRbtl SnlOindeys  § Medund Madum b
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Note: AA = Amino ecids, H/P: = 0,036 mg/mL hydrocortisone, 1.08 mg/ml.
Putrescine-2HC), B: Trace Elements E.

Table 19: Composition of Trace Blements E,

{NH)6Mo7O2¢4H,0 123.60 | 100.00
[ ACL6HO oas | 200]
| HsBO, 8.18 | 100.00
CrCh 792 | ©0.00
CuS05H,0 40.94 | 200.00
860, 021] - 200
Ker oz4| 200
Kl 16.60 | 100.00 |
juer oos| 200
MnSOcHO 18.90 | 100.00
| NRuS10,'0H,0 142.03 | 500.00
NP 0.08f 200
| NHVO, 117 | _10.00
| NISO,8H:O 283 [ 10.00
RbGL o24] 200
[ SnClr2H,0 045| 200
Sodium Selenite 34.58 | 200.00
Results and Conclusions

[00286] All conditions tested exhibitod decreased lactate and ammonium levels at
the end of the culture process except for Medium 1 containing added amino acids,
indicating that increased amino scid levels in Medium 9 compared to Medium 1 are
probably not responsible for the decreases in Iactatc and ammonium levels (sce
Figures 49 end 50). However, Medium 1 containing added vitamins,
hydrocortisone and putrescine, trace elements E and iron exhibiied lower lactate and
ammonium Ievels at the end of the culture process compared to Medium 1
containing added smino acids (see Figures 49 and 30). This indicates that these
components may bo responsible for the observed decreases in Medium 9.

[00287] Coultures grown in Medium 1 containing added vitamins, hydrocortisone
and putrescine, trace elements B and iron exhibited the lowest lovels of ammonium
throughout the experiment due to the lower total amounts of asparagine and
glotamine in the starting media (sec Figurc 50).

73
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EXARIE 12 “THe eltect of vitamin, trace clements E and Iron levels on the

observed decreass in lactate and ammonium levels in nﬂ-GDl"-O_elﬁ cultared

in Mediom 9.
{00288] In Bxample 11, it was determined that the increased levels of vitamins,
hydrocortisone and putrescine, trace elomenis E and iron in Medium 9 relative to
Medium 1 might be responsible for the decrease in lactate end emmonium lovels
observed at the end of the culture procoss. Here, theso components were testod
individually and In combination to determine which, if any, wero responsible for the
cbsorved decrease,

. Materials and Methods
[00289] Antl-GDF-8 cells wore cultured in 1L BioReactors for 12 days. Cells
were initially cultured at 37°C and were shifted to 31°C on day 4 at 8-10x10°
cells/ml, with the exception of Medium 1 contalning trace E eleménts, which were
shifted on day 4 at about 6x10° celis/ml. Table 20 lists the various experimental
conditions tested. Hydrocortisone and putrescine were added to all Medium I
conditions such that the levels of these components were equal to the lovels In
Medium 9. Vitamins, Trace elements E (compasition listed in Table 19) and iron
were added to the various experimentz] Medium 1 conditions such that the lovels of
these components wero equal to the levels in Medium 9. Samples were taken daily
and saved for titer analysis by Protein A HPLC,

Table 20. Amino acid and vitamin conditions tested.

[ Neda  Gin(w] Asnpull]  Feed  TempSNR Dy Dey8 Day7  Duyi0
Muciun B 20% 5% Modom 1%

Madhum 14F 17 1 totat dey4  EmMGindey4 0 Medum8 3% Modum
Madium 5 30% 0% Mechum 2%

Madium 148 ? 10 otad doy4 OMMGindsy4 8 Medum® 8% Meduum
Macium 5 30% 8% Maclum  12%

Medium 14V 13 16 total dey4  EmMMGindw4 5 Medum 5 5% Medum
Madkm 8 30% 0% Medun  12%

Mesum 1+FetE 13 18 ol dey4 SmMGindsyé 8  Medum 8% Madkn
Madian B 30% 8% Mehun  12%

Madum +Fe+Vil 13 15 total dey4d  ImMGindsyd 6 Medum S 8% Modum
Madiom 5 30% 8% Mnchan  12%

Madium THEWR 13 10 ot dey4  SmMGnday4 B Medkan & 8% Medkum
Mecium § with 13 Medium 8 30% 8% Madum  12%

M Gin " o tomd dey4  SmMGindey4 &  Medhun5 6% Medkm

™
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“Note: E: Trace Elements E.

Rexults and Conclusions

[00290] Of all the conditions tested, only Medium 9 containing 13 mM glutamine
and Modium 1 contalning trace clements E exhibited decreased levels of lactate and
ammonium at the end of the culture process (soe Figures 54 and 55). It should be

noted that the decreased levels obeerved for Medium 1 containing trace olements B
could be due to the fact that this culture was temperature shifted when the cells were
at about 6x10° cellvmlL.

[00291] Medium 9 containing 13 mM glutemine exhibited higher anti-GDF-8

titer than amy of the Medium 1 formulations.

Example 13. Comparison of Mediums 1, 3 and 9 on cell growth and anti-GDF-8
titer,
[00292] This experiment was performed to measure the differences in ccll growth
and anti-GDF-8 titer using Mediums 1,3 and 9.

Maierily 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 Bioreactors for 12 dxys and were shifted from 37°C t0 31°C
on day 4.

Table 21. Modia and feed conditions tested.

Medin | Asn | O | Dwy3
4.9% Medium
5-8in

14 md

[y

)
2

I

3.3% Medium
¥an

——

S
E]
=

4 mM

e ———

Machum 3
| Mohon 1 { 14 1 |

20 4mM

e —10

2omm | 4
Note: Modium 5-Gin — Medium 3 lacking ghutemine,

:

Table 22, Media summary.
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Foad ASowtimgYrotnd | lowyeiA
| sesmetomBon | semmies 178
5% Mediun 5-Gin §1.4 mi / 54.9 mid | T2

1 31.8% Minchurn 5-Gin 78 mid £ 98.4 mM 74
Note: Medium 5-Gin — Medium 5 lacking glutarnine.

Results ard Conclusions
[00294] Anti-GDF-8 cells coltured in Medium 9 exhibited the highest celi
density and anti-GDF-8 titer, while antl-GDF-8 colls caltured in Medium 3
exhibited the lowest cell density and anti-GDF-8 titer (see Figures 57 and 58). The
fact that Medium 9 produces superior resulis than Medium 1indicates that it is better
to provide the media components in tho starting modia rather than supplying them
through multiple feeds. Additionatly, the fact that both Medium 1 and Medium 9
perform better than Medium 3 indicates that providing amino acids in
concentrations greater than about 70 mM provide superior results than providing
amino acids in concentrations less than about 70 mM. Finally, providing amino
ackds in concentrations grester than about 70 mM in the starting media resufts in the
highest call densities and titors (compare Medium 9 vs. Madium 1).

Example 14, Statistical analysis of optimum total glainmine and ssparagine

lovels in Medium 9 for anti-GDF-8 cell culture In Bioresctors,

Materialz and Methods
{00295] Anti-GDF-8 cclls wero grown in 1L Bioreactors and were shifted from
37°C to0 31°C on the duys indicated in Table 23, Final titers were subjected to 8 T-
test in order to determine the optimum lovel of glutamins alone and the optimum
level of total combined glutamine snd asparagine. Tuble 23 mummarizes some
relovant experimental conditions and ond resuits for anti-GDP-8 cells grown in
Medium 9.

Table 23. Relcvant experiments] conditions and and results for anti-GDF-8 colls
grown in Modium 9.

L) T 5K Wedum 8-Gin (11 ¥] (Y]]
') § Slvedemban | @73 | aH
12 |0 ORiedmsdn | ®7

] =a] Al -
.-\&-ﬁ.
;.'qa.‘h- ohl

ﬂ
E
¥
g

%
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i s e 4 o% ek -G 88 0.4 1 2
) % % Mediom 5-Gin ~ 18828 1.00 L ]
0 | 4 0% Wedumson (1] 1.00 4 3]
F-) 4 O Wedumian |1 110 e L
0 4 OXMedumoan | Teed | o7 ] 3]
— 20 4 5K Medum 5-Gin 16348 120 4 3]
9z 4 OX Medun 0GR (1] 137 | 13 13
12 4 5% Medhan 500 0087 | 1.4 (1] 13
F] 4 0% Madwan 5-Gin Tor0.8 .00 EE] 3]
20 4 0 hiecium 5-Gin L[ Y] 088 EE) =
K] 4 U% Nedian 0-Gin T T o0 18 3]
[ 4 A, Gn 0% MRcum 50N | B4R 081 F-T (1]
30 4 Aan, Gin, 5% Median 5-Gn [N om | =8 ]
% Wiedhun 5, 30% Wil 0 mM Gin
o duy 4 w54 0.5 ¥ ] 20
4 Wedum 5, 30% WD, § mM Gin
20 duy 4 ms o 2.8 ™

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

Results and Conclusions
[00296] Figure 59 shows extrapolated anti-GDF-8 titers for various Jovels of
glutamine alone and tofal combined glutamine and esparagine. Tablo 24 shows the
results of a T-test comparing normalized titer of glutmmine levels between 2 and 15
mM end glutamine levels outside this range. Table 25 shows the results of a T-test
comparing normalized titer of combined glutamine and asparagine lovels between
16 and 36 mM and combined glutamine and asparagine levels outside thias range.
[00297] Both T-test resulis indicated significant difforences in amti-GDF-8 titers
between the two groups thet were compared. Cultures grown in Medium 9
containing betweea 2 and 15 mM glutamine and between 16 and 36 mM combined
ghitamino and asparagine exhibitod higher anti-GDF-8 titers than cultures grown in
media with giutwnine and combined glutamine and asparagine levels that fell
outside these ranges. In all experiments, asparagine levels were greator than 9 mM.

Table 24. T-Test results comparing normalized titer of 2 mMM<Gln<15 mM versus
Gin>15 mM, Gln<2 mM conditions.

NormaTlzed Ther [ GIn>18, Gin <2 | 2<Oin<1s

d Variancs 0.028637381]
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pengy £

Mean Diffel %
1
S -&uwm%
{T<) one-teli 0.00085821
Critical one-tal 1.73
«<oof) two-tall 0.00131
Critical two-tall 210981

Tablo 25. T-Test results comparing normalized titer of 16 mM<Gln+Asnp<36 mM
versus Ginr+-Asn>36 mM, GintAm<16 mM conditicns.
NormaRzed Tier nOln>38, AsntGincis He<iantGin<it

0. 1027074104
0.0120811 0.041
1

0031113044

3
-3.45081602% _

0.001430281
1.7308
0.00288050
2109818524

Example 15. Effects of Medinm on Cell Culture.
[0029%) This example invostigated the performance of thres cell culture modium
varistions at intermodiate scale uvtilizing high density sced coltures. All of the madia
tested weore expected to show improvements over the Phass 1 medhum (Medium 10
fed with Medium 11 feed mexdium), based on small scale bicreactor data.

Materials and Methods

[00299] CHO colls expreasing 5 humanized antl-Abein poptide IgG1 monoclonal
antibody (Manti-ABeta cells™) were tested in various media, s shown in Table 26
(sec Basl et al., Humanized Antibodies that Recognize Beta Amylold Peptide,
'WO002/46237). The pH low end set point was 7.0 controlled with 0.95M Na;CO, +
0.05M KzCOs, exoept for Phase 1, which was controlled with a solution containing
sodjum bicarbonate at 0.58 M and sodtum carbonate at 0.71 M. Dissolved oxygen
'was controliod at 30% by sparging on demand with alr, agitation was at 60 rpm, snd
the feed medlum was Medium 5 (with or without glutamine, as noted). All cuthurea
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wero grown at 1301 scale except for 03P49B 501, which was grown at 5001 scale.
In brief, Medium 1 is enriched in all nutrients, without consideration for relative
nptaks retes, while Medium 12 was balanced by removing spperently unnecessary
putricuts from the indiscriminately enriched version. The compositions of Mediums
10, 11 and 12 are listed in Table 27.

Table 26. Initial medium, feed quantities and seed sourves for Pilot runs,

Baich No. | Description | Inlial Amcunt | @in [ Sasd Danafty
Medtum Fod fod? | Bowrce {Viablea/mL)
Phase 1 Madium 10 % Yo | wavebegs 0.z2x1°
2 Rich Medium, | Madkum 1 1% Yos | Wave bags 0zx10
High Gin (1)
3 Rich Med, Madium 1 1% Yes | Wave begs o2x 10
High Gin (2)
4 Rich Mad, Mediun 1 165% No | Wave bage 02x 10"
Lowsr Gin
8 'Balancad Med, | Medium 12 1% No | Wevobegs | 02x1d®
Low Gin (1)
[] Bal Med, Low | Median 12 % No | Wave bege ozx10*
Gin @)
7 Bal Mad, Low | Modium 12 % No High 20x40°
Gin, Dense denaly
Sowd Blareacior

* The Phase 1 prooess was fed with Medium 12, which i» not as rich as Mediam S,

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

Medium 10 Medium 11 Mediom 12

AminoAckde| wor!| mu| mgn| ww| mon| mm
slnine |  2457]| o028] 14248] 180 1780 | 020
arginine | 42343| 243 152884 70| ev800| 400
weparagine-HO | 17300 4.48| 108060 | 7.20| 1500.00] 1000
mpariiceok | 72| 040] 63240] 400 21845] 166

oysiene-HCI-HO | 7001 | o040 7040 040

Cystaine-2HCI |  @209| o20] 47000 150 312801 1.00

guiamicadd | 4108 | o028| 23538 1.60 ]
monosodium
glutamate 33.680) 020

gitamine | 16240 7.98| 6000.00( 41.10[ &84.00 400
@y | sse2| o048 12007] 180 11550] 1.54

|
|
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[~ RBHENPTCAO |° 7827 ] 038] besas2| 280 389.80] 178
Woleuche | 15100] 1.18]| p44b2} 721| 37073) 283
— =1
luctne |  1728p] 132| 138075 1039 @170 470
hyaine-HCl | 21838 | t20| 145880| 800| e4840] 6.20
methionne | 5366 | o0.38'| 477.08] 320| 36740| 280
phenyisianine | gg81| oeo| €60.36| 400! 383.00] 220
profine |  ga40] o084] 6231 460| 471.50| 4.t0
_ Serne| 273oy{ 280 128470] 1204| 903.00| 660!
threordve | 13281 142 640 33080) 320
fryptophan 122:.30 o014 20084| 120| 21218] 1.04
tyrosine-2Na-2H,0 10! o058 gazez| 3.18) 458.76{ 178
vaine | 13147| 132| 748321| e40| 4e800| 400

21| 04
Viemine )| mgn ) M) mph| M| men|
___ biotin D38| 140 328 | 1345 288| 11.00
caiclum pantothenate 403) w47l 3802| 7567 2103 | 48.08
cholnechioride |  10.11)11682| 14328 1030 116.78 | 840.00
fofic acd 476| 1080 4243) 9e22| 2593| 5680
_Moskol | 2084 [42570) 20174 1120 18398 911.00
Nicotinamide 381| 2082] :202126244| 2823 ) 215.00
pyridoxal-HCI 199| o83 203 10.00
pydadneHGl | 167 st0] a2e24se31| 1813| ssco
rbofiavin 040| 1.08 3680 9.58 o41| 110
thiamine'HCl | — 392 | 1184| 3522 | 104.51] 3043 | 117.00]
vitamin 812 134] o] 12| s2r| 1067| 7.80]
noganicSueite | mpn! w| wpr] we! mon| mM
CaChi 4b78) 1.0¢] 913.27] 102 11685} 1.06
K] 31084]| a7 312.90| 4.9

KH:PO, 1840.00 | 12,08
NaiHPOs | 7081 0.0 56.60 | 040

NoCl| 3704.98 | 8344

NaHFO, HO | 41453 ] o083 045.04 | 488
MoS50,] 4870| 049 138.00 )  1.15

M50, TH,O Beo} 003] i7n00] 089
MgGh| 2853| o030 2860 | 030
NeHCO, | 1200.00 | 14.52 2000.00 | 23.84
Trace Elementsy | _pol nM uolL _E..- nl
Sodium Solenits 7.00| 4049| 4000)291.35| 5385 31027
Fe(NOs8HO |  4p68 | 123.42 50.00 | 12370
Cus0, 0.97 | _8.08 M| 2151 10.00| 8230
GuBO,EH,0 749 | 30.00 749 3000] 4084 { 20000
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FeS0,TH,O 1542 | 5548 25341 9115

3368 | 12000
2n80,7H,0 1383 | 4823 2704 | 8421 2840| D188
MnS0,H.0 017| 1.04 047 ] 1.01 16.80 | 100.00 |

| NaSOs-8HO 14D | 492.84 | 140.00 | 492.84 | 142.03 | 500.00

(KH,)sMo0yOy4H;0 124 | 1.00 124 | 1.00| 12380/ 100.00

___NHVO, 088 | 558 085 | 556 117} 1000

NISO.6H,0 033 | 049 0.13]| o040 283| 1000

SnCl2H0 042| 053 012 | 083 045| 200

ACy-8H;0 120 | 497 048] 200
__AgNO, 017| 1.00
Ba(CaHyOn)r 265] 098

il 42| .09 024| 200
CdCh+2.6H,0 228 | 9.99
CoCly6HyO 2.38 | 10.00

Crch p32| 202 702 | 50.00

_NeF 4.20 | 100.02 008] 200

GeO, 053| 507| o021 200

K 017| 102| 1880]| 100

RbCl 1.21| 10.01 o24| 200
ZOCk-8H,0 az| 990

H3BO, 6.18 | 100.00

el 008} 200

_Hydrocortisone | gg4o| 24| 288.00| o070 seo0o| 0.0
Putrescine-2HC 2480 | 1538) Booo| 4088 | 10000 | 62.07
Bolsicadd |  gegg| 020] 33625| 1.20| 20000 1.04
thiociceckd | 44971 | o060 84083) 4.08] 718.00

| OtherComponents | mon | M| mpr| mu| mon | mm
D-glucose (Daxtrose) | 1104224 | 61.35 | 43005.60 | 238.02 | 16000.00 | 83.33

PVA | 2520.00 2400.00 _2560.00
Nucelln™ | 4400 .__80.00 50.00
Sodium Pyrwvate | 5486 | 0.5 8500 0.50 |
Results and Conclusions

[00300] Media changes led to steady improvement through the course of these
experiments. In terms of cell growth, viability, reduced lactate lovels, reduced
ammonium lovels, and titer, reduced ghitemine lavels were better than elovated oncs
(see Figures 60-64) and balanced (batch) medium was better than rich medium

81
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eochibited higher final titer than did cultures started from lower density inocuhums
(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 the ariginal process (sce
Figure 64). There also was no shift to lactaie uptake after the tomperature change
(see Pigure 62). This suggests that thero may be some scalo sensitivity with this
mediom. This conclusion is supported by small-scale (2L) paralle] runs that were
done along with these intermedinte scale experimonts (data not shown). The later
medium formulations containing less glutamine were not semsitive to scale, at least
in these experiments (sce Pigures 60-65). The duplicated processes (Batches 2 and 3
and Batchos 5 and 6) show very good run-to-run reproducibility (see Figures 60-65),
increasing the confidence in all of the data gathered in this campaign.

Example 16. Production of TNFR-Ig using Medinm 9,
Maisrials and Methods
[00302] CHO cclls expressing a dimevic fusion protein consisting of the
oxtracelluler ligand-binding portion of the human 75 kilodalton (p75) tumor
necroais factor receptor (TNFR) linked to tho Fe portion of 1gG1 (“TNFR-Ig cells™)
were seeded at high donsity from a perfusion bioreactor and diluted to 3x10° viable
celis/ml in Medium 9 for the production bloreactor stop.

Results and Conclusiony
[00303] Figures 66, 67, 68, 69, 70, 71 and 72 show cell grawth, cell viabllity,
residual giucase, glutamine levels, lactate concentration, ammaonium concentration,
and relative product titer, respectively. Under the range of minor modifications to
the process, all conditions yickled good cell growth, high cellular viability, and high
overall final titer,
[00304] For all the conditions of this experiment, the metabolio inhibitory
byproduct lactate was either consumed, or the concentration plateaned, suggesting
that Inctate production was arrested. Similarly, for the inhibitory metabolite
ammonium, levels rose initially, but at somo time after the tamperatore shift the
ammonium started to be consumed by the colla. In this Example, the TNFR-1g ccll
cultures were subjected to the chemical inductants sodium butyrate, and HMBA.
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Example 17, Comparison of Large and Swmall-scale Culturs Conditions
Materiols and Methods
[00305] To determine whether the size of the culture affected relevant culture
characteristics, anti-GDF-8 cells were grown in cither amall-scale 1 liter bloreactors
or large-scale 6000 liter bloreactors. Cells were grown &t 37°C and shifted to 31°C

on day 4.

Rexults and Conclusions
[00306] As can be scon in Figures 73, 74, 75 and 76 (which show cell density,
titer, lactate levels end ammonium levels, respectively), thare were no relevant
differences between the 6000 liter large-scale snd 1 liter small-scalc cultures for
these characteristics. Both lactet= and ammonium levels began to decrease after the
temperature shift on day 4. This example demonstrates that the size of the culture
does not affect cell density, cell viability, lectate lovels and emmonium levels when
the culturcs aro subjected to the same growth conditions.
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Claims
What is claimed ls:

1. A method of producing a-ABeta in a large-scale production cell culture
comprising the steps of:
providing a coll culture comprising;
mammalian cells that contain a gene encoding a-ABeta, which gene is
expressed under condition of cell culture; and
2 medium containing glutamine and having a medium characteristic
selected from the group consisting of: (i) a cumulative amino acid amount per unit
volume greater thar sbout 70 mM, (ii) a molar cumulative glutamine to cumulative
asparaging ratio of less than about 2, (1ii) 8 molar cumulative glutamine to cumulative
total amino acid ratio of less than sbout 0.2, (fv) 2 molar cumulative inorganic ion o
" cumulative total amino acid ratio between about 0.4 to 1, (v) a combined cumulative
amount of glutamine and asparagine per unit volume of greator than about 16 mM,
and combinations thercof;
muintaining said culture in an initial growth phase under a first set of culture
conditions for a first period of time sufficient to allow said colls to reproduce to a
viable cell density within a range of about 20%-80% of the maximal possible viable
coll 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 second period of time under the second set of
conditions and for a second period of time so thet 0-ABeta accumulates in the cell
colture.

2, A method of producing a-ABeta in a large-scale production cell culture
comprising the steps of:
providing & cell culture comprising;

memmalian cells that contain & gene encoding a-ABeta, which gene is
expreased under condition of cell culture; and

& medium containing a curnulative amino acid amount per unit volume
greater than about 70 mM; and

said medium containing ghitamine; and
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"said medium having two medium chamcteristics selected from the
group congisting of: (i) @ molar cumulative glutamine 1o cumulative
aspamagine ratio of less than about 2, (ii) 8 moler cumulative ghntamine 1o
cumulative total amino acid ratio of less than sbout 0.2, (iii) a molar
cumulative inorganic ion to cumulative total amino acid ratio between about
0.4 10 1, (iv) a combined cumulative smount of glitamine and asparagine per
unit volume of greater than about 16 mM, and combinations thereof;
maintaining said culture in an initisl growth phase under a first set of culture
conditions for a finst period of time sufficient to aliow said cells to reproduce to a
viablo cell density within a range of about 20%-80% of the maximal possible visble
cel] donsity if said culture were maintained under the first set of culture conditions;

changing at 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 under the second set of
conditions and for a second period of time so that a-ABeta accumulates in the cell
culture.

3. A method of producing a-ABeta in 8 large-scale production cell culture
comprising the steps of:
providing a cell culture comprising;
mammalian cells that contain & gene encoding a-ABeta, which gene is
expressed undor condition of cell culture; and
8 medium containing a molar cumulstive glutamine to cumulative
asparagine ratio of less than about 2; and
said medium containing glutamine; and
said modium having two medium characteristics selected from the
group consisting of: (f) a medium containing a curmulative amino acid amount
per unit volume grester than ebout 70 mM, (1i) a molar cumulative glutamine
to cumulative total amino acid ratic of leas than about 0.2, (iii) & molar
cumulative inorganic ion to cumulative total amino acid ratio between about
0.4 1o 1, (iv) a combined comulstive emount of glutamine and ssparagine per
unit vohmme of greater than about 16 mM, and combinations thercof:
maintaining said culture in an initis] growth phase under a first set of culture
conditions for a first period of time sufficient to allow said cells to reproduco to s
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viable coll density within a range of about 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 epplied;
malntaining said culturo for a second period of time under the second set of
conditions and for a second period of time so that a-ABeta accumulates in the cell
oulture.

4, A method of producing a-ABeta in a large-scaile production cell culture
camprising the steps of:
providing & cell culture comprising;-
mammalian cells that contuin & gene encoding g-ABets, which gone is
expressed under condition of cell culture; and
a medium containing & molar cumulative glutamine to curulative fotal
amino acid ratio of less then about 0.2; and
said medium containing glutamine; and
said medium having two medium characteristics selected from the
group consisting of: () 2 medium containing & cumuletive amino acid amount
per unit volumo greater than about 70 mM, (i) « molar cumulative glutamine
to cumnlative asparagine rutio of less than about 2, (1if) a molar cumulative
inorganic ion to cumulative total amino acid ratio between about 0.4 1o 1, (iv)
2 combined cumuiative amount of glutamine and aspamagine per ynit volune
of greater than sbout 16 mM, and combinations thereof:
maintaining sald culture in an initie] growth phase under a first set of culture
conditions for a first period of time sufficlent to allow said cclis to reproduce to a
viable cell density within a range of about 20%-80% of the maximal possible viable
cell density if said culture were mainteined under the first set of culture conditions;
changing at least one of the colture conditions, so that s second sct of cultore
conditions is appled;
maintaining said cufture for 1 second period of time under the second set of
conditions and for  sccond period of time so that o-ABeta accumulates in the cell
oulture.
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78§.” = " A method of producing a-ABeta in a large-scale production cell culture
comprising the stops of:
providing a cell culture comprising;
mammalian cells that contain & gene encoding a-ABeta, which gene is
expressed under condition of cell culture; and
a medium containing & molar cumulative Inorganic ion to cumulative
total amino rcid ratio between about 0.4 to 1; and
sald medivmn containing glutamine; end
said medium having two medium characteristics selected from the
group consisting of: (i) a medium containing # cumulative amino acid amount
per unlt volume groator than ebout 70 mM, (i) & moler cumulative glutamine
to cumulative asparagine ratio of less than about 2, (Jil) & moler cumulative
glutamine to cumulative total amino acid ratio of less than about 0.2, (iv) a
combined cumulative amount of glutamine and asparegine per unit volume of
greater than about 16 mM, snd combinations thereof;
maintaining said culture in an initial growth pheso under a first set of culture
conditions for a first period of time sufficlont to allow said cells to repreduce to s
viable coll density within a range of about 20%-80% of the maxima! possible viable
cell density if sald culture were maintained under the first set of culture conditions;
changing at least one of the culture conditions, so that a second set of culiure
conditions is applied;
maintaining sald culture for a second period of time under the second set of
conditions and for & second perlod of time so that a-ABets sccumulates in the cell
culture.

6. A method of producing a-ABeta in a large-scale production cell culture
comprising the steps of:
providing a cell culture comprising;

mammalian cells that contain a gene encoding a-ABeta, which geno is
expressed under condition of cell culture; and

& modium containing a combined comulative smount of glutamine and
asparagine per unit volume of greater than about 16 mM; and

sajd medium containing glutamine; and
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" ‘said medium having two medium characteristics sclected from the
group consisting of: (f) a medium containing a cummulative amino acid amount
per unit volume greater than ebout 70 mM, (if) a molar cumulative glutamine
to cumulative asparagine ratio of less than about 2, (iii) a molar cumulative
glutamine to cumulative totaf amino acid ratio of less than about 0.2, (iv) a
molar camulative inorganic ion to cumulative total amino acid ratio between
about 0.4 to 1, and combinations thereof}
maintaining said culture in an initial growth phase under a first set of culturo
conditions for a first period of time sufficlent to allow said cells to reproduce to a
viable cell density within & range of about 20%-80% of the meximal possible viablo
cell demsity if said oulture were meintained under the first set of culture conditions;

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

maintaining said culture for a second period of tme under the second set of
conditions and for a second period of time so that a-ABets accumulates in the cell
cultare,

7. ‘The method of claim 1, wherein said cell culture condition in said changing at
least one of the culture conditions step is selected from the group consisting of: (j)
bnlpmwre,(u)!:ﬂ (iii) osmolality, (iv) chemical inductant level, and combinations
thereof.

8. ‘The method of claim 1, wherein the initial glutamine concentmation of said
modiom Is less than or equal to 13 mM.

9. ‘The method of ¢laim 1, wherein the initial glutamine concentration of said
medium is loss than or equal to 10 mM.

10. The method of claim 1, whorein the initial glutamine concentration of said
medium is less than or equal {0 7 mM.

11.  The method of claim 1, wherein the initial giutamine concentration of said
medium s loss than or equal to 4 mM.
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12.  ‘The method of clatm 1, wherein the total camulative amount per unit volume
of glutamine of said medium is less than or equal to 13 mM.

13,  The method of claim 1, wherein the total cumulstive amount per unit volume
of glutamine of sald medium ls less than or equal to 10 mM.

14.  The method of claim 1, wherein the total cumulative amount per unit volume
of glutamine of paid medium 1a less than or equal to 7 mM.

15, The method of claim 1, wherein the total cumulstive smpmyt per unit volume
of glutamine of said medium s less than or equal to 4 mM,

16.  Tho method of claim 1, wherein glutamine is only provided in the initial
medium at the beginning of the cell culture.

17.  The method of claim 1, wherein the concentration of soluble irom in the media
is groster than 5 pM.

18.  Tho method of claim 1, wherein viable cell density of sald culture is measared
on a pariodic basis.

19.  The msthod of claim 1, wherein viability of said culture is measured ona
pariodic basis.

20.  The method of claim 1, wherein said lactate levels of said culture is measured
on a periodic basis.

21.  The method of claim 1, wherein said ammonium lovels of sid culture is
messured on a periodic basis,

22, Themethodofeh.hn 1, wherein sald titer of sald culture is measured on a
periodic basis,
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'23. “The method of claim 1, wherein osmolarity of said culture is measured on a
periodic basis,

24. The method of claima 18-23, wherein said measuroments aro taken daily.

25. The method of claim 1, wherein the initial density of said mammalian cells is
at least 2x10” celly/mL.

26. The method of claim 1, wherein the initial density of said mammalian cells is
at Jeast 2x10 colls/mL.

27.  The method of claim 1, wherein the initial density of said mammalian cells is
et least 2x10* cells/mL.

28. The method of claim 1, wherein the initial density of sid mammalian cells is
at least 2x107 cells/ml..

29.  The method of claim 1, whereln the initial density of said mammalian colls is
at loast 2x10° cells/mL.

30. Tho method of claim 1, wherein the initial deasity of sald mammalian colls is
at loast 5x10° cells/mlL.

31. The method of claim 1, wherein the initial density of said mammalian cells is
at least 10x10° cells/mL.

32. Tho method of claim 1, wherein the step of providing comprises providing at
Joast about 1000 L of a culture,

33. The method of claim 1, wherein the step of providing comprises providing at
least about 2500 L of a culture.

34. The mothod of claim 1, wherein the step of providing comprises providing at
Icast about 5000 L of a culture,
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35.  The method of claim 1, wherein the step of providing compeises providing at
least about 8000 L of a culture,

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

37. The method of clalm 1, wherein the step of providing comprises providing st
locast about 12,000 L. of s colture,

38. The method of claim !, wherein said first set of conditions comprises a first
temperature range that is approximately 30 to 42 degrees Celsius.

39. The method of claim 1, wherein said first sét of conditions comprises a first
tomperature rengo that is approximately 32 to 40 degrees Celsius.

40. The method of claim 1, whercin mid first set of conditions comprises » first
tempersture range that is approximately 34 to 38 degrees Celsius.

41. The method of claim 1, wherein said first sct of conditions comprisos a first
temperature range that is appraximataly 36 to 37 degrees Colsius.

42. The method of claim 1, wherein said first set of conditions comprises a first
temperature range that is approximstely 37 degroea Colsius.

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

44.  The method of claim 1, wherein said second sct of conditions comprises a
second temperature range that is approximately 27 to 38 degrees Celsius.

45.  The method of claim 1, wherein said second set of conditions comprises &
second temperature range that is spproximately 29 to 35 degroos Colsius.
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45, Tt 'Wieth54 Jf claim 1, wherein suid second set of conditions comprises &
second tempersture range that is approximately 29 to 33 degrees Celsius,

47, The method of claim 1, wherein said second set of conditions comprises a
socond temperature range that is approximately 30 to 32 degrees Celsivs.

48, The method of claim 1, wherein sald second set of conditions comprises a
second temperature range thet Is approximately 31 degrees Celsfus.

49, The method of ciim 1, further comprising a second changing step subsequent
to first said changing at least one of the culture conditions comprising changing at
least one of the culture conditions, 5o that a third set of conditions is applied to the
culture.

50. Tho method of claim 49, wherein the second changing step comprises
changing at least onc culture condition selected from the group conslsting of: (7)
temperatare, (i) pH, (ili) osmolality, (iv) chemical inductant level, and combinations
thereof.

51.  The method of clalm 49, wherein said third set of conditions comprises a third
temperature range that is approximately 25 to 40 degrees Celsius.

52,  The method of claim 49, wherein said third set of conditions comprises a third
temperuture range that is approximately 27 to 37 dogrees Celslus.

53. The method of claim 49, wherein said third set of conditions comprises a third
tempersture range that is approximately 29 to 34 degrees Celsius.

54,  The method of claim 49, wherein said third set of conditions comprises & third
temperuture range that is approximately 30 to 32 degrees Celstus,

35.  The method of claim 1, wherein said first period of time is between 0-8 days.

56, The method of claim 1, wherein said first period of time Is between 1-7 days.
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57. The method of claim 1, wherein said first period of time is between 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 said first period of time {3 approximately 4
The method of claim 1, whereln said first period of time is approximately 5
61. The mothod of claim 1, wherein said first period of time is approximately 6

62. The method of claim 1, wherein the total of said first period of time and seid
secand period of time is at least 5 days,

63.  The method of claim 1, wherein in the step of maintaining said culture for a
second period of time, the lactate level decreases subsequent to the lactate Jevel in the
culture reaching a maximal level.

64. The method of claim 1, wherein in the step of maintaining said culture fora
second period of time, the ammonium level decreases subsequent to the ammonium
level in the culture reaching 8 maximat levol.

65.  The method of claim 1, wherein said total amount of said produced a-ABetn is
ut least 1.5-fold higher that the amount of a-ABeta produced under otherwise identical
canditions in otherwise identical medium that Iacks said medinm characteristic,

66.  The method of claim 1, whereln said total amount of said produced a-ABet is

at lenst 2-fold higher that the amount of a-ABete produced under ctherwiso identical
conditions in otherwise identical medium thet lacks said medivm characteristic.

3



WO 2006/026408 rcrmszgs':ﬁom‘ [ o {

TY.  The method of claim 1, wherein said cell culture is further provided with
supplemerntary components.

68. The method of claim 67, wherein said supplementary components are
provided at muktiple Intervals.

69.  The method of claim 67 wherein said supplementary components are selected
from a group consisting of hormones and/or other growth fiactors, particular ions
(such as sodium, chioride, calcium, magnesium, and phosphate), buffers, vitamins,
nuclecsides or nucleotides, trace clements (fnorganic compounds usually present at
very Jow final concentrations), amino soids, Hpida, or glucose or other energy source.

70. A method of producing a-ABeta in a largs-scale production cell culture
providing s cell culture comprising;
mammalian cells that contain a gene encoding n-ABeta, which genc is
expressed under condition of cell culture; and
a defined medium coniaining glutamine and having et least two
medium characteristics selected from the group consisting of: i) a starting amino acid
concentration greater than about 70 mM, if) a molar glutamine to asparagine ratio of
less than sbout 2, iii) e molar glutamine to total amino acid ratio of less than about
0.2, ¥) a moler inorganic ion to total emino acid atio botween about 0.4 to 1, and v) a
combined glutamine and esparegine concentration greater than about 16 mM;
maintaining said culture in an initial growth phase under a first set of culture
conditions for & first period of time sufficient to allow said cells to reproduce within a
range of about 2096-80% of the maximal possiblc viable cell dengity If said colture
were maintained under the first set of culture conditions;
changing st least one of the culture canditions, so that a second set of culture
conditions is applied;
maintaining said culture for a second poriod of time under the second set of
conditions and for a second period of time so that a~ABeta accumulates in the cell
oulture.
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"7 ‘A imethod of producing a-ABeta in a large-scale production cell culture

comprising steps of;

providing a cell culture comprising;

' mammalian cella that contain a gene encoding a-ABets, which gene is
expressed under condition of cetl culture; and

a defined medium containing glutamine and having at jeast three

medivm characteristic selected from the group consisting of: f) s starting amino acid
concentration greater than about 70 mM, lf) & molar giutamine to asperagine ratio of
Joma than about 2, i) 8 molar glutamine to total amino acid ratio of leas than about
0.2, iv) a molar inorganic ion to total amino acid ratio between about 0.4 1o 1, and v) a
cambined glutamine and asparagine concentration groxter than about 16 mM;

maintaining seid culture in an initial growth phase under a first set of culture
conditions for a first period of time sufficient to allow said cells to reproduce within a
range of about 20%-80% of the maxima! possible viable coll density if said culture
were muintained under the first set of culture conditions;

changing at least onc of tho culture conditions, 80 thet 8 second set of culture
conditions Is applied;

maintaining seid culture for a second period of time under the second set of
conditions and for a second period of time so that a-ABota accumulates in the coll
culiore.

72. A method of producing a-ABeta in a large-scele production cell culture
comprising stops of;
providing a cell culture comprising;
mammalian cells that contain a gene encoding a-ABeta, which gene is
expressed under condition of cell culture; end
a defined medium containing glutamine and having at least four
medium characteristic selecicd from the group conaisting of® i) a starting amino acld
concenftration greater than about 70 mM, ii) a moler glutamine to aspargine retio of
loss than about 2, 1iT) a moler glutamine to total amino scid mtic of less than about
0.2, iv) a molar inorganic ion to total amino acid ratic between about 0.41t0 1, and V) a
combined ghrtamine and esparagine concentration greater than about 16 mM;
muintaining sald culture in an inttial growth phase under a first set of culture
conditions for » first perlod of time sufficient to allow mld cells to reprodace within a
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Tange o7 abbul 20%-30% 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 cufture for a second period of time under the second set of
conditions end for a second period of time so that a-ABets accumulates in the cell
culture.

73. A method of producing a-ABeta in 2 large-scale production cell cultore
comprising steps of;

providing & cell culture comprising;

mammalian cells that contain a gene encoding a-ABeta, which gene Is
expressed under condition of cell culwre; and
a defined medium containing glutamine, charscterized by; 1) a starting

amino scid concentration greater than about 70 mM, il) a molar glutamine to
asparagine ratio of lesy then about 2, ilf) 2 molar glutamine to total aming acid mtio of
Joss than sbout 0.2, 1v) & molar inorganic ion to total amino ecid ratio botweoen about
0.4 to 1, and v) 2 combined glutamine and asparagine concentration greater than about
16 mM;

maeintalning seid culture in an initial growth phase under a first sct of culture
conditions for a first period of time sufficient 1o ullow ssid cells to reproduce within a
mange of about 20%6-80% of the maximal possible viable cell density if sald culture
were maintalned tnder 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 seid culture for a second period of time under the second set of
oonditions and for 8 second period of time 50 that a-ABcts accumulatos in the cell
cohure.

74. A method of producing a-ABeta in a large-scale production cell cylture
comprising the stops of:
providing a cell culture comprising;
mammalian cells that contain & gene encoding a-ABeta, which gene is
expressed under condition of cell culture; and
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a medium containing glutamine and having a combined cumulative

amount of ghitemine and asparagine per unit volume of preater than about 16 mM;

maintaining said culture in en initial growth phase under a first sct of culture
conditions for a first period of time sufficlent to allow said cells to reproduce within a
range of about 20%-80% of the maximal possible viable cell density if said culture
were maintained under the first set of culiure conditions;

changing at least one of the culture conditions, so that a second set of culture
conditions is applied;

maintaining said culture for a sccond period of time under the second set of
conditions and for a second period of time so that that a-ABeta accumulates in the coll
culture.

75.  The method of cleim 1, wherein sald medium compriges a medium containing
glutamine and having a medium characteristic solected from theé group consisting of:

(i} = starting amino acid concentration grester than about 70 mM, (ii) 8 molar
starting ghutamine to starting asparagine retio of less than sbout 2, (i) 2 molar
starting ghutamine to starting total amino acid mtio of less than about 0.2, (iv) & molar
sterting inorganic jon to starting totel amino acid mtio between about 0.4 to 1, (v) a
combined starting glutamine and starting asparagine concentration groater than about
16 mM, and combinations thereof.

76.  The method of any one of claims 1-6 or 70-75, wherein:

lactate levels are lower than those levels observed under otharwise
identical conditions in otherwise identical medium that iacks said modium

ammonium levels are lower than those levels obsorved under otherwiso
identical condftions in otherwise identical medium that lacks said medhum

total amount of produced a-ABctn is at least as high as that obscrved
under otherwise identical conditions in otherwise Identical medium that Iacks said
mecdium characteristic.

77.  The method of claim 1, wherein said culture is not supplemented with
additional components over the course of producing said a-ABeta.

97
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78. The method of claim 1, wherein sald culture is not supplemented with
additional ghrtamine over ths course of producing said a-ABeta.

79.  The method of claim 1, wherein the gluiamine concentration in said culture is
substantially depleted prior to said step of changing to a second set of culture
conditions.

80.  The method of claim 1, wherein the glutamine concentration in said culture Is
substantially depleted at approximately the same thne as said step of changing to a
second set of culture conditions.

21.  Themethod of claim 1, wherein glycyligivtamine is substituted for glutamine
In said cuiture.

82. Themethod of claim 1, wherein said mediom contains: (i) 8 cumulative amino
scld smount per umit volume greater than sbout 70 mM, (i) & molar cumulative
glutamino 1o cumulative asparagine ratio of less than about 2, (ili) a molar cumulative
glutamine to cumulative total amino acid ratio of less than about 0.2, (iv) 2 molar
cumulative inorganic jon to cumulstive total amine scid ratio between about 0.4 to 1,
and (v) a oombined cumulstive amount of glutamine and asparsgine per unit volume
greater than about 16 mM.

83. The method of claim 1, wherein seid medium contains: (i) a cumulative amino
acid amount per unit volume greater than about 70 mM, (i) & molar cumulative
glutamine to cumulative total amino acid ratio of less than about 0,2, (jii) & molar
cumulative inorganic ion to cumulative total amino acld ratio between about 0.4 to 1,
and (fv) a combined cumulative amount of ghitamine and esparagine per unit volume
greater than sbout 16 e mM,

84. The method of claim 1, wherein the cumulative total amount of histiding,

isoleucine, leucine, methionine, phenylalanine, proline, tryptophan, tyrosine, and
proline per tmit volume in seid medium is grester than approximately 25 mM.
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" 83.” TThéTwethod of claim 1, wherein the cumulative total amount of histidine,

Isolencine, Jeucine, methionine, phenylalanine, proline, tryptophan, tyrogine, and
proline per unit volume in sald modium s greater than approximately 35 mM.

86. The method of claim 1, wherein the initial total amount of histidine,
isoleucine, leucine, methionine, phenylalanine, proline, tryptophan, tyrosine, and
proline per unit volume In said medium is grester than approximately 25 mM.

87. The method of claim 1, wherein the initial toial amount of histidine,
isolencine, leucine, methionine, phenylalanine, proline, tryptophan, tyrosine, and
proline per umit volume In said medium is groater than approximately 35 mM,

88. The method of claim 1, wherein said medivm has & medium characteristic
selected from the group consisting of!

(7) a cumulative total amownt of histidine per unit volume greater than
spproximately 1.7 mM;

(if) & cumulstive total amount of jsoleucine per unit volume grester than
approximately 3.5 mM;

(ilf) & cumulative total amount of leucine per unit volume greater than
approximately 5.5 mM;

(iv) a cumulative total amount of methionine per unit yolume greater than
spproximately 2.0 mM;

(v) a cumulative total amount of phenylalenine per unit volume greater than
approximately 2.5 mM;

(v]) a cumulstive total amount of proline per unit volyme greater than
approximatoly 2.5 mM;

(vif) a cumulative total amount of tryptophan per unit vohume greater than
spproximately 1.0 mM;

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

(ix) » cumulative total emount of proline per unit volume greater than
approximatoly 2.5 mM.
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89. Themethod of ¢claim 1, wherein sald medium has a medium characteristic
sclected from the group consisting of:

() an initial smount of histidine per unit volume greater than approximately
1.7 mM;

(i) sn initial amowunt of isoleucine por unit vohrme greater than spproximately
3.5 mM;

(1) an initial amount of leucine per umit volume greater than approxintately
5.5 mM;

(iv) an Initis] amount of methionine per unit volume greater than
approximately 2.0 mM;

(v) an Initial amount of phenylalanine per unit volume greater than
epproximately 2.5 mM;

(vl) an initial amount of proline per unit volumne reater than approximately 2.5
mM;

(vii) an initial amount of tryptophan per unit volume greater than
approximatoly 1.0 mM;

(viii) an initial amount of tyrosine per unit volume greater than spproximately
2,0 mM; and

(ix) an Initial amount of proline per unit volume grester than approximately
25 mM.

90, The method of claim 1, wherein the cumulative total amount of serine per unit
volume in sald medium Is grester than approximately 7 mM.

91.  The method of claim 1, wherein the cumulative total emonnt of serine per unit
volume in sald medium is grester than approximately 10 mM.

92. The method of claim 1, wherein the cumulative total amount of asparagine per
unit volume in said medium is greater than approximately § mM.

93.  The method of claim 1, wherein the cumulative total amount of asperagine per
unit volume in sald medium Is greater than approximately 12 mM,
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%4,  ‘The method of claim 1, wherein the initial total amount of asparagine per unit
volume in said medium is grester than spproximately 8 mM.

95. The method of claim 1, wherein the initial total amourtt of asparagine per unit
volume in sald medium is greater than approximately 12 mM.

96. The method of claim 1, whereln the cunmlative total amount of phosphorous
per unit volume in said medium is greater than spproximately 2.5 mM,

97. The method of claim 1, wherein the cumulative totel amount of phoaphorous
per unit volume in said mediom is greater then approximately S mM.

98.  The method of claim 1, wherein the cumulative toml amount of glutamate per
unit volume in said medium i3 less than approximately )} mM.

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

100. The method of claim 1, wherein the cumulative total amount of calcium
pantothenats per unit volume in said medium s greater than approximately 20 mg/L.

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

102. The method of claim 1, wherein the cumulstive total amount of nicotinamide
per unit volume in said medium is groster then approximately 25 mg/L.

103. The method of claim 1, wherein the cumulative total amount of pyridoxine -
and pyridoxal per unit volume in said medium is grester than approximetely 5 mg/L.

104. Tho method of claim 1, wherein the cumulstive total amount of pyridoxine
and pyridoxal per unit volume in said medium is greater than approximately 35 mg/L.
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105, “The'method of claim 1, wherein the cumulstive total amownt of riboflavin per
unjt vohyne in said medium is grester than approximately 1.0 mg/L.

106. The method of claim 1, wherein the cumulative total amount of riboflavin per
unit volume in said medium is greater than spproximately 2.0 mg/L.

107, ‘The method of claim 1, wherein tho cumuletive total amount of thiamine
hydrochloride per unit volume in said medium is greater than approximately 7 mg/L.

108. The method of claim 1, wherein the cumulative fotal amount of thiamine
hydrochloride per unit volume in said medium is greater than approximately 35 mg/L.
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Figure 1. Comparison of Medium 1 and Medium 2 in shake flasks using anti-GDF-8
cells.
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Figure 2. Cell growth and visbility of anti-GDF-3 cells in Medium 1.
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Figure 3. Cell growth of anti-GDF-8 cell cultures in control and no glutamine feed
culinre conditions.
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Figure 4. Cell vinbility of anti-GDF-8 cell cultures in control and no glutamine feed
culture conditions,
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Figure 5. Ammonium levels of anti-GDF-8 cell cultures in control and no glatamine

feed culture eonditions.
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Figure 6. Lactute levels of anti-GDF-8 cell cultures in control and no plutamine feed

culture conditions.
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Figure 7, Anti-GDF-8 titer In control and no glutamine feed culture conditions.
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Figure 8. Cell density of anti-GDF-8 cell cultures in control and glotamine-atarved
feed culture conditions.
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Figure 9. Cell viability of anti-GDF-§ cell cnltures in control and glutamine-starved
foed culture conditions.
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Figure 10. Ammonturn levels of antl-GDF-8 cell cultures in control and glatamine-
starved culture conditions.
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Figure 11. Lactute levels of anti-GDF-8 cell cultures in control and glutamine-
starved culture conditions.

Figure 12. Anti-GD¥-8 titer in control and glutamine-starved culture conditions.
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Figure 13. Iron dose response of anti-GDF-8 cells in Medlum 1 and Medium 2.
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Figure 14. Cell density of Glutamate and Glutamine fed cultures.
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Figure 15, Cell viability of Glutamate and Glutamine fod cultures.
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Figure 16. Anti-Lewls Y titer in Glutamate and Glutamine fed cultures.
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Figure 17, Lactate levels in Glutamate and Glutamine fed cultures.

el Gluiamaie 3

T |=—==—Gistansine 3
T~ &~ Guiamst2
T1= % = Guinmine 2
=0~ Gliamals 1

== Clutamine 1

Figure 18. Ammonium levels in Glutamate and Glutamine fed cultures.

—O0—Gtamete 3
= Gutmmine 3
-+ - - Glutama 2

1~ 4~ Guiamine 2
4| == Ghismais 1
o =@ — Glulamine 1 p.2_2

NH4 (mA)
O = N U b ot v 0o

" 1 12 13 14 18

(18



WO 2006026408 PCT/US2005030364 | 19

1038 nriig—

Figure 20. Cell Density. Each plot is the averags of two shake flasks grown using
the same conditions.
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Figare 21. Cell Viability. Each plot is the average of two shake flasks grown using
the same conditiona.
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Figure 22. Average Titer. Each plot Is the average of two shake flasks grown ysing
the same conditions.
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Figure 23. Ammonium levels. Each plot is the average of two shake flasks grown
using the same conditions.
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Figure 25. Cell growth of anti-GDF-8 cells under various experimental conditions.

E8 Colls/mL

Dally Viable Cell Denslity (Cedex)

0 2 4 (] 8 0 122 14
Culture Time (Days)

Figure 26. Viabliity of anti-GDF-8 cells under various experimental conditions.

% of Viable Celis

Dally Cell Viability (Cedex)

o

90 &

20 BN —o—FB Contro
76 -1 * FB 4mM Glmn
n -

- —=—Baich

4.

0 2 4 ] 8 1 12 "

Culture Time (Days)

2\



... nﬂLo.z\

WO 2006026408 PCT/US2003/030364

1338 {Z 2’

Figure 27. Anti-GDF-8 titer under various experimental conditions.
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Figure 28. Lactate levely of anti-GDF-8 cultures under various experimental
condltiony.
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Figure 29, Ammontum levels of anti-GDF-8 cultures under various experimental
conditions.
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Figure 30. Cell growth of anti-GDF-8 cells u;nler various experimentnl conditions.
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Figare 31. Anti-GDF-8 titer under various experimental conditions.
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Figure 32, Lactate levsls of anti-GDF-8 cultures under vyarious experimental

conditions.
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Figure 33, Ammoninm levels of anti-GDF-8 cultures under various experimental
conditions.
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Figure 34. Cell growth of antl-GDF-8 ¢ells in modified Mediom 9 containing
various levels of glutamine and asparagine.
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Figure 35, Cell viability of anti-GDF-8 cells in modified Mediom 9 containiug
various levels of glutamine and asparapine.
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Figure 36. Lactate levels of anti-GDF-8 cultures in modified Medinm 9 containing
various levels of glutamine and ssparagine.
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Figure 38, Glutamiue levels of anti-GDF-3 cnitures in modified Medium 9

containing variows levels of glutamine and asparagine.
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Figure 39. Ant-GDF-8 titor in modified Medium 9 containing various levels of

giutamine and asparagine.
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@ Figure 40. Osmolarity of aut}-GDF-8 cultures in modified Mediam 5 containing
: various levels of glutamine and asparsgine. :
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Figure 41. Cell growth of antl-GDF-8 cells in media containinp various Jevels of
asparagine and cysteine,
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Figare 42, Lactute levels of anti-GDF-8 cultures in media contaizning various

lovels of asparagine and cysieine.
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Figure 43, Ammonium levels of anti-GDF-8 cultures in meodia containiog various

levels of asparagine and cystcine.
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Figure 44. Glutamine levels of anti-GIDF-8 cultures in media containing various
lovels of asparagine and cysteine,
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Figure 45, Glutamate levels of antl-GDF-8 culfures in media containing various
levels 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 cysteine.
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Figure 48. Cell growth of antl-GDF-§ cells in media containing various levels of
smino acids and vitamins,
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Figure 49. Lactate levels of anti-GD¥-8 cultures in media containing various
levels of amino acids and vitamins.
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Figure 50. Ammonium levels of anth-GDF-8 cultures in media containing various
levels of amine acids and vitamine.

Figure 51. Gluiamine levels of anti-GDF-8 cultures in media containing various
levels of amino aclds and vitamins.
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Figure 52. anti-GDF-§ fiter in media containing various levels of amino acids
and vitamins.
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Figare 83, Cell growth of anti-GDF-8 cells in media containing various levels of
vitamins, trace elements E and iroun.
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Figure 54. Lactate levels of anti-GDF-8 culiures in media containing varions

levels of vitaming, trace elements E and iron.
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Figure 55. Ammonium levels of anti-GDF-8 cultures in media containing varions

levels of vilaming, irace elements E and iron.
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Figure 56. Antl-GDF-8 titer in media containing various levels of vitaming, trace
elements K and fron,
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Figure 57. Cell growth of antl-GDF-8 cells in Mediums 1, 3 and 9.
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Figure 58. Anti-GDF-8 titer In Mediums 1, 3 agd 9.

Figure 59. Extrapolated antl-GDF-8 titers for various levels of glutamine alone
and total combined giutamine and asparagine.
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Figure 60. Growih of anti-ABetn cells under various medis conditions tested.
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Figure 61. Viability of anti-ABetn cells under varfous media conditions tested.
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Figure 62. Lactate lovels of anti-ABeta cultures under various media conditions
teated. .



Figure 63. Ammonium levels of anti-ABeta culiures under various medin
conditions tested.

Figure 64. Anti-ABets titer in various medis conditions tested.
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Figure 65. Osmolarity of anti-ABeta cultures under various media conditions
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Figure 66. Growth of cells expressing TNFR-Ig under various experimental

conditions.
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Figure 67. Viability of cells expressing TNFR-Ig under various experimental

conditions.
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Figure 68. Residual glucose in cultures of eells axpressing TNFR-Ig under
various experimental conditions.
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Figure 69, Glutamine levels in cultures of cells expressing TNFR-Ig under
various experimental conditions.
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Figure 70. Lactate concentration in cultures of cells expressing TNFR:-Ig under
various experimental conditions,



WO 2006026408 PCT/US2008/030364 / 44’

L 3538

’ Lactate Concentrations
g bl ol

8 = = ioved FERD
=L ower iryls of inhiclarts (2.1 HiEASRE)
— ey HUEA
e T ]

§ === Laseriwwiy ol gu o4

Q 2 .4

[ ]
Culture Time [d]}

Figure 71, Ammonium lovels in cultures of cells expressing TNFR-Ig under -
various experimental conditions.
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Figure 72. TNFR-Ig relative titer nnder various experimental conditions.
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Figure 73. Cell Deasities of Anti-GDF-8 Cells Grown in 6000 L and 1 L Bioreactors.
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Figure 74. Titers of Antl-GDF-8 Cells Grown in 6000 L and 1 L Bioreactors.
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Figure 76. Ammonium Levels of Anti-GDF-8 Cells Grown in 6000 L and 1 L,

Bloreactors.
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An entes de la Invencién
[0001] Las proteinas y los polipéptidos 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 disefladas
o0 seleccionadas para producir niveles inusualmente altos de ia proteina o del
polipéptido particular de interés. El control y la optimizacién de las condiciones de
cultivo celular son decisivamente importantes para la produccién comercial exitosa
de proteinas y polipéptidos.

[0002] Muchas proteinas y polipéptidos producidos en cultivo celular se
elaboran en un proceso de lote, 0 de alimentacién de lote, donde las células se
cultivan durante un periodo, luego se finaliza el cultivo, y se alsla la proteina o el
polipéptido producido. La cantidad y .calidad finales de proteina o polipéptido
producido 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 metabdlicos que poseen efecitos 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
alimentacién de lote, continfia la necesidad de perfecclonamientos adicionales.

[0003] Ademés, se han invertido significativos esfuerzos en el desarrolio de
medios definidos (esto es, medios reunidos a partir de componentes individuales
conocidos, y que carecen de suero u otros subproducios 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
medios derivados de suero. Se observa una necesidad particular de formulacion de
mejores sistem.as para la produccién de proteinas y polipéptidos mediante el cultivo
de células en medios definidos.

Sumatrio de la invencién
[0004] La presente invencién proporciona un sistema mejorado para la
produccién a gran escala de proteinas y polipéptidos en cultivo de células. Por
ejemplo, la presente invencion provee métodos de cultivo de escala comercial (por

ejemplo, 500 litros 0 méas) que utilizan un medio caracterizado por una o més de las

—r
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siguientes caracteristicas: 1) una cantidad acumulada de aminoéacidos por unidad de
volumen mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una relacibn molar de glutamina
acumulada a asparagina acumulada inferior a aproximadamente 2; 3) una relacién
molar de glutamina acumulada a aminoécidos totales acumulados inferior a
aproximadamente 0,2; 4) una relacidn molar de ion inorganico acumulado a
aminodcidos totales acumulados de entre airededor 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 mM. El experto en el arte comprendera
que el tdrmino “acumulado/a”, como se emplea anteriorments, se refiere a la
cantidad total de un componente particular o de componentes particulares agregados
en el franscurso del cultivo celular, entre ellos, componentes agregados al comienzo
del cultivo y componentes agregados posteriormente. En ciertas realizaciones
preferidas de la Invencién, es conveniente minimizar las “alimentaciones® del cultivo
con el transcurso del tiempo, de manera que sea convenhiente maximizar las
cantidades presentes al comienzo. Naturaimente, los componentes del medio son
metabolizados durante el cultivo, de manera que los cultivos con las mismas
cantidades acumuladas de componentes determinados tendrin diferentes niveles
absolutos si dichos componentes se agregan en momentos distintos (por ejemplo, el
caso donde todos estan iniclaimente presentes, en comparacién con el caso donde
8@ agregan algunos con las alimentaciones).

[0005] . De acuerdo con la presente invencién, el uso de dicho medio permite
altos niveles de produccion de proteina, y disminuye la acumulacidon de clertos
factores Indeseables, tales como amonio o lactato.

[0006] El experto en el arte entendera que las formulaciones de medios de la
presente Invencién abarcan tanto medios definidos como no definidos. En ciertas
realizaciones preferidas de la presente invencion, el medio de cultivo es un medio
definido, donde la compasicién del medio es conocida y controlada.

[0007] En ciertas realizaciones preferidas de la presente invencidn, 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 metabélico de las células. En algunas realizaciones, este cambio
so realiza cuando el cultivo ha alcanzado aproximadamente 20%-80% de su
densidad celular maxima. En algunas realizaciones, el cambio supone el cambio de

la temperatura {0 rango de temperatura) a la cual se mantiene el cultivo. Altemnativa o



3 Acta P 05 01 03595
ne f-
/3O

adicionalmente, la presente invenclén provee métodos ajustados de manera que,
después de alcanzar un pico, los niveles de lactato o amonio en el cultivo 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 &cidos alcanoicos o sus
sales.
[0008]) Los cultivos de células de la presente invencién pueden, opcionalments,
estar suplementadc.ns con nutrientes u otros componentes para medios, entre ellos,
hormonas u otros factores de crecimiento, iones particulares (tales como sodio,
cloruro, calcio, magnesio y fosfato), reguladores, vitaminas, nucletsidos o
nucleétidos, oligoelementos (compuestos inorganicos habitualmente prasentes en
concentraciones finales muy bajas), aminodcidos, lipidos, o glucosa u otra fuente de
energla. En clertas realizaciones de la presente invencién, puede ser 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 composicidon de medio inicial a fin de minimizar la
suplementacién de acuerdo con la presente invencion.
[0008] De conformidad con la presente invencién, pueden controlarse varias
condiciones de cultivo, entre elias, el pH, la densidad celular, la viabilidad celular, los
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 agitacion, usando células anti-GDF-8.

[0011] La Figura 2 muestra el crecimiento celular y la viabllidad 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 amonio de cultivos de células anti-
GDF-8 en condiciones de cultivo sin alimentacion de glutamina y de control.
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[0015] La Figura 6 muestra los niveles de lactato de cultivos de células anti-
GDF-8 en condiciones de cultivo sin alimentacion de glutamina y de control.
[00186] La Figura 7 muestra la valoragién anti-GDF-8 en condiciones de cultivo
sin alimentacién de glutamina y de control.
[0017] La Figura 8 muestra la densidad celular de cultivos de células anti-GDF-
8 en condiciones de cultivo de alimentacién careciente de glutamina y de control.
[0018] La Figura 9 muestra la viabilidad celular de cultivos de _células anti-

GDF-8 en condiciones de cultivo de alimentacién careciente de glutamina y de
control.

[0019] La Figura 10 muestra los niveles de amonio de cultivos de células anti-
GDF-8 en condiclones de cultivo careciente de glutamina y de control.

[0020] La Figura 11 muestra los niveles de lactato de cultivos de células anti-
GDF-8 en condiciones de cultivo careciente de glutamina y de control.

[0021] La Figura 12 muestra la valoracién anti-GDF-8 en condiclones de cultivo
carecientes de glutamina y de control.

[0022] La Figura 13 musestra la respuesta de dosis de hiermo de células anti-
GDF-8 en Medio 1 y Medio 2.

[0023] La Figura 14 muestra la densidad celular de cultivos de alimentacion de
glutamato y glutamina.

[0024] La Figura 15 muestra la viabilidad celular de cultivos de alimentacion de
glutamato y glutamina.

[0025] La Figura 16 muestra la valoraci6n anti-Lewis Y en cultivos de
alimentacién de glutamato y glutamina.

[0026] La Figura 17 muestra los niveles de lactato en cultivos de alimentacién
de glutamato y glutamina.

[0027] La Figura 18 muestra los niveles de amonio en cultivos de alimentacioén
de glutamato y glutamina.

. [0028] La Figura 19 muestra la osmolaridad de cultivos de alimentacién de

glutamato y glutamina.
[0028] La Figura 20 muestra la densidad celular de células ant-Lewis Y. Cada
diagrama es el promedio de dos frascos de agitacion cultivados usando las mismas

condiciones.
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[0030] La Figura 21 muestra la viabilidad celular de células anti-Lewis Y. Cada
diagrama es el promedio de dos frascos de agitacion cultivados usando las mismas
condiciones.

[0031] La Figura 22 muestra la valoracién promedio de cultivo anti-Lewis Y.

Cada diagrama es el promedio de dos frascos de agitacion cultivados usando las

mismas condiciones.

[0032] La Figura 23 muestra los niveles de amonio de ceélulas anti-Lewis Y.
Cada diagrama es el promedio de dos frascos de agitacién cultivados usando las
mismas condiciones.

[0033] La Figura 24 muestra un impulsor de salto utilizado en cultivos de
alimentacion de lots. '

[0034] La Figura 25 muestra el crecimiento celular de células anti-GDF-8 en

varias condiclones experimentales.

[0035] La Figura 26 muestra |la viabilidad de células ant-GDF-8 en varias
condiciones experimentales.

[0036] La Figura 27 muestra la valoracidon anti-GDF-8 en varias condiciones
experimentales.

[0037] La Figura 28 muestra los niveles de lactato de cultivos ant-GDF-8 en
varias condiciones experimentales.

[0038] La Figura 29 muestra los niveles de amonio de cultivos ant-GDF-8 en

varias condiciones experimentales.

[0039] La Figura 30 muestra el crecimiento celular de células anti-GDF-8 en
varias condiciones experimentales.

[0040) La Figura 31 muestra la valoracién ant-GDF-8 en varias condiciones
experimentales.

[0041] La Figura 32 muestra los niveles de lactato de cultivos anti-GDF-8 en
varias condiciones experimentales.

[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 asparagina.

[0044] La Figura 35 muestra la viabilidad celular de células anti-GDF-8 en

Medio 9 modificado, que contiene varios niveles de giutamina y asparagina.
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[0045] La Figura 36 muestra los niveles de lactato de cultivos anti-GDF-8 en
Medio 8 modificado, que contiene varios niveles de glutamina y asparagina.
[00486] La Figura 37 muestra los niveles de amonio de cultivos anti-GDF-8 en

Medio 9 modificado, que contiene varios 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.

[0048] La Figura 39 muestra la valoracién anti-GDF-8 en Medio 8 modificado
que contiene varios niveles de glutamina y asparagina.

[0048] La Figura 40 muestra la osmolaridad de cuitivos antl-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
medio que contiene varios niveles de asparagina y clstelna.

[0051] La Figura 42 muestra los niveles de lactato de cultivos ant-GDF-8 en
medio que contiene varios niveles de asparagina y cistelna.

[0052] La Figura 43 muestra los niveles de amonio de cultivos ant-GDF-8 en
medio que contlene varios niveles de asparagina y cisteina.

[0053] La Figura 44 muestra los niveles de glutamina de cuttivos ant-GDF-8 en
medio que contiene varios niveles de asparagina y cistsina.

[0054] La Figura 45 muestra los niveles de glutamato de cultivos anti-GDF-8
en medio que contiene varios niveles de asparagina y cistelna.

[0055] La Figura 46 muestra la valoracién anti-GDF-8 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 de células ant-GDF-8 en
medio que contiene varios niveles de aminoacidos y vitaminas.

[0058] La Figura 49 muestra los niveles de lactato de cultivos anti-GDF-8 en
medio que contiene varios niveles de aminoacidos y vitaminas.

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

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

[0061] La Figura 52 muestra la valoracién anti-GDF-8 en medio que contiene

varios niveles de aminodcidos y vitaminas.



7 Acta P 05 01 03595
NRLEL
159

[0062) La Figura 53 muestra el crecimiento celular de células anti-GDF-8 en
medio que contiene varios niveles de vitaminas, oligoelementos E y hiermo.
[0063) La Figura 54 muestra los niveles de lactato de cultivos anti-GDF-8 en
medio que contiene varios niveles de vitaminas, oligoelementos E y hierro.
[0064] La Figura 55 muestra los niveles de amonio de cultivos ant-GDF-8 en
medio que contiene varios niveles de vitaminas, oligoelementos E y hierro.
[0085] La Figura 56 muestra la valoracidn anti-GDF-8 en medio que contiene

varios niveles de vitaminas, oligoelementos E y hierro.

[0086} La Figura 57 muestra e} crecimiento celular de células anti-GDF-8 en
los Medios 1; 3y 9.

[0067] La Figura 58 muestra la valoracion anti-GDF-8 en los Medios 1;3y9.
[0068] La Figura 59 muestra las valoraciones anti-GDF-8 extrapoladas para
varios niveles de glutamina sola y glutamina y asparagina combinadas totales.

[0089] La Figura 60 muestra el crecimiento celular de células ant-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.

[0071] La Figura 62 muestra los niveles de lactato de cultivos de anti-ABeta en
varias condiciones de medios avaluadas.

[0072] La Figura 63 muestra los niveles de amonio de cultivos de anti-ABeta
en varias condiciones de medios evaluadas.

[0073] La Figura 64 muestra la valoracién de anti-ABeta en varias condiciones
de medios evaluadas.

[0074] La Figura 65 muesira la osmolaridad de cuiltivos 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.

[0078] La Figura 60 muestra los niveles de glutamina en cultivos de células

que expresan TNFR-Ig en varias condiciones experimentales.
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[0079] La Figura 70 muestra la concentracidn de lactato en cuftivos de células
que expresan TNFR-Ig en varlas condiclones experimentales.
[0080] La Figura 71 muestra los niveles de amonio en cultivos de células que
expresan TNFR-Ig en varias condiciones experimentales.
[0081] La Figura 72 muestra |la valoracion relativa de TNFR-Ig en varias
condiciones experimentales.
[0082] La Figura 73 muesira las densidades celulares de células anti-GDF8
cultivadas en biormeactores de 60001y 1 1.
[0083] La Figura 74 muestra las valoraciones de células anti-GDF8 cultivadas
en biorreactores de 60001y 1 I.
[0084] La Figura 75 muestra los niveles de lactato de células antl-GDF8
cultivadas en biorreactores de 60001y 1 1.
[0085] La Figura 76 muesira los niveles de amonio de células anti-GDF8
cultivadas en biormeactores de 60001y 1 1.

Definiciones
[0086] “Aproximadamente”, "alrededor de": conforme a esta solicitud, los

términos “aproximadamente® y “alrededor de”, aplicados a una o més condiciones de
cultivo celular particulares, se refleren a un rango de valores similares al valor de
referencia establecido para esa condicién de cultivo o condiciones de cultivo. En
clertas 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
clento 0 menos del valor de referencla establecido para esa condicién de cultivo o
condiciones de cultivo.

[0087] ‘Aminoécido®: el término "aminoécido®, conforme a esta solicitud, se
reflere a cualquiera de los veinte aminoécidos naturales utilizados normaimente en la
formacidn de polipéptidos, o analogos o derivados de dichos aminoacidos. Los
aminoécidos de la presente invencion se proveen en medio para cultivos celulares.
Los aminoécidos proporcionados en el medio pueden proveerse como sales, 0 en
forma de hidratos.

[0088] “Anticuerpo”: el término "anticuerpo® conforme a esta solicitud se refiere
a una molécula de inmunogilobulina o una porcién inmunolégicamente activa de una
molécula de inmunoglobulina, tal como un fragmento Fab o F(ab')z, que contiene uno

0 més sitios de union de antigeno que se unen de manera especifica a un antigeno
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(inmunorreaccionan con un antigeno). Los términos “anticuerpos monoclonales® y
"composicidbn de anticuerpo monoclonal®, segin se utilzan en esta solicitud, se
refieren a una poblacién clonal de moléculas de anticuerpo que contienen solo una
espeacie de un sitio de unién de antigeno capaz de inmunorreaccionar con un epitope
particular de un antigeno, mientras que los términos “anticuerpos policlonales” y
“composicién de anticuerpo policlonal" se refieren a una poblacién de moléculas de
anticuerpo que contienen maltiples especies de s_ttios de unién de antigeno capaces
de interactuar con un antigeno particular. La definicién de anticuerpos monocionales
incluye tanto moléculas clonales derivadas por tecnologlas tradicionales, como
moléculas de secuencia definida derivadas por manipulacién o mutacién de residuos
especificos, por ejemplo, anticuerpos humanizados.

[0089] “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 usardn en el cultivo de las células, enfre ellos, el medio
(ver definicion de “medio” a continuacién), como asi también, las células en si
mismas, se proveen al comienzo del proceso de cultivo. Un culivo de lote
habitualmente se detiene en algiin 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
mamiferos. El biommeactor puede ser de cualquier tamafio, siempre que sea (til para
el cultivo de células de mamiferos. En general, el biorreactor seré de por lo menos 1
litro, y puede ser de 10; 100; 250; 500; 1000; 2500; 5000; 8000; 10.000; 12.0000 (N.
de T.: como aparece en el original) litros 0 més, o de cualquier volumen comprendido
entre estos valores. Las condiciones intemas del biomreactor, entre ellas, sin
limitacién, el pH y la temperatura, en general se controlan durante el periodo de
cultivo. El blorreactor puede estar hecho de cualquier material adecuado para
mantener cultivos de células de mamiferos suspendidas en medio, en las
condiclones de cultivo de la presente invencién, por ejemplo, vidrio, plastico o metal.
El término “"biomreactor de produccién®, conforme a esta solicitud, se refiere al
biomeactor final err;pleado 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 méas, o cualquier
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volumen comprendido entre estos valores. El experto en el arte tendra conocimiento
de los biorreactores adecuados para el uso en la practica de la presente invenclén, y
podré seleccionarios consecuentemente.
[0091] *Densidad celular”: el término "densidad celular”, conforme a esta
solicitud, se refiere a aquel nimero 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 condiciones de cultivo o variaciones experimentales. El
término, seglin se emplea en esta solicitud, también se refiere a aquella porcion de
células que estén vivas en un momento particular, en relacién con el nimero total de
células, vivas y muertas, en el cultivo en ese momento.
[0093] *Cultivo®, “cultivo celular" y “cultivo de células de mamifero”: estos
términos, conforme a esta solicitud, se refieren a una poblacion de células de
mamiferos que estd suspendida en un medio (ver definicion de “medio® mas
adelante), en condiciones adecuadas para la supervivencla o el crecimiento de la
poblacién de células. Como seré evidente para el experto en el arte, estos términos,
como se usan en esta solicitud, pueden referirse a la combinacién que comprende la
poblacién de células de mamiferos y el medio en el cual se suspende la poblacion.
[0094] “Cultivo de alimentacién de lote™. el término “cultivo de alimentacién de
lote”, conforme a esta solicitud, se refiere a un método de cultivo de células, donde
se proveen componentes adicionales al cultivo en algin momento posterior al
comienzo del proceso de cultivo. Los componentes proporcionados en general
comprenden suplementos nutricionales para las células, que se han agotado durants
el proceso de cultivo. Un cultivo de alimentacion de lote en general se detiene en
algin 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, se
refiere a polipéptidos, y se define como cualquier porcién separada de un polipéptido
determinado, que es (nico, o caracteristico de ese polipéptido. El término segin se
utiliza en esta solicitud mhbién se refieore a cualquier porcion separada de un
polipéptido determinado, que retiene por lo menos una fraccién de la actividad del
polipéptido de longitud completa. Preferentemente, la fraccidn de actividad retenida
es por lo menos 10% de la actividad del polipéptido de longitud completa. Méas
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preferentemente, la fraccién de actividad retenida es por o menos 20%; 30%; 40%;
50%; 60%; 70%; 80% o 90% de la actividad del polipéptido de longitud completa.
Aun mas preferentemente, la fraccién de actividad retenida es por lo menos 95%,
96%; 97%:; 98%: o 89% de la actividad del polipéptido de longitud completa. Con
mayor preferencia, la fraccién de actividad retenida es 100% de la actividad del
polipéptido de longitud completa. El término, como es utilizado como en esta
solicitud, 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, mas preferentemente, por lo menos aproximadamente 10; 15; 20; 25; 30;
35; 40; 45; 50; o mas aminoéacidos del polipéptido de longitud completa.

[0096] "Gen": el tdrmino "gen”, conforme a esta solicitud, se refiere a cualquier
secuencia de nucledtidos, ADN o ARN, donde por lo menos una porcién codifica un
producto final separado, en general, sin limitacién, un polipéptido, que funciona en
algin aspecto del metabolismo o del desamolio celular. El tdrmino no tiene la
intencién de referirse solo a la secuencia codificadora que codifica el polipéptido u
otro producto final separado, sino que también puede abarcar regiones que preceden
y que siguen a la secuencia codificadora, que modulan el nivel basal de expresion
(ver definicién de "elemento de control genético™, més adelante), como asf también,
secuencias intervinientes (“intrones”) entre los segmentos de codificacion
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 expresién de un gen, al cual estéd funcionalmente ligado.
Los elementos de control genético pueden funcionar aumentando o disminuyendo los
niveles de expresion, y pueden ubicarse antes de la secuencia codificadora, después
de la secuencia codificadora, o dentro de la secuencia codificadora. Los elementos
de control genético pueden actuar en cualquier etapa de la expresidn de genes,
regulando, por ejemplo, la iniclacidn, la elongacién o la terminacién de Ila
transcripcion, el empalme de ARNm, la edicién de ARNm, |a estabilidad de ARNm, la
localizacion de ARNm dentro de la célula, la iniciacién, elongacién o terminacion de
la traduccién; o cualquier otra etapa de la expresion de genes. Los elementos de
control genético pueden funcionar individualmente o en combinacion entre sl.
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[0098] "Hibridoma": el término "hibridoma”, de conformidad con esta solicitud,
se refiere a una célula creada por fusioén de una célula.inmortalizada derivada de una
fuente inmunolégica y una célula productora de anticuerpo. El hibridoma resultante
€3 una célula inmortalizada que produce anticuerpos. Las células individuales
utilizadas para crear el hibridoma pueden ser de cualquier fuente de mamifero, por
ejemplo, sin limitacién, de rata, cerdo, conejo, oveja, cerdo, cabra y seres humanos.
El témino ademas abarca lineas de células de trioma, que resuftan cuando la
progenie de fusiones de mielomas heterohibridos, que son el producto de una fusién
entre células humanas y una linea de células de mieloma de murino, posteriormente
se fusionan con una célula de plasma. Ademas, el término tiene la intencién de incluir
cualquier linea de células hibridas inmortalizadas que produzca anticuerpos, tales
como cuadromas (ver, por ejemplo, Milsteln y col., Nature, 537: 3053 (1883)).
[0099] "Densidad celular viable intagmda-l': 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 polipéptido o proteina
producidos es proporcional al nimero de células viables presentes en el transcurso
del cultivo, la densidad celular viable integrada es una herramienta Gtil 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 solucién que contiene
nutrientes que alimentan las células de mamifero en crecimiento. En general, estas
soluciones proveen aminoacidos esenciales y no esenciales, vitaminas, fuentes de
energla, lipidos y oligoelementos necesarios para el minimo crecimiento y
supervivencia de la célula. La solucidn ademas puede contener componentes que
mejoran el crecimiento o la supervivencia a niveles superiores a la tasa minima, por
ejemplo, hormonas y factores de crecimiento. La solucién preferentemente se
formula a un pH y en una concentracién salina 6ptimos para la supervivencia y la
proliferacion celulares. El medio también puede ser un “medio definido” —un medio
libre de suero, que no contlene proteinas, hidrolizados ni componentes de
composiciébn desconocida. Los medios definidos estidn libres de componentes
derivados de animales, y todos los componentes tienen una estructura quimica

conocida.
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[00101] *Producto de desecho metabdlico™ el término "producto de desecho

metabdlico®, conforme a esta solicitud, se refiere a compuestos producidos por el
cultivo celular como resultado de procesos metabdlicos normales o anormales, que,
en cierta forma, son nocivos para el cultivo celular, en particular, en relacién con la
expresion o actividad de una proteina o polipéptido biotecnoldgico deseado. Por
- @jomplo, los productos de desecho metabdlico pueden ser nocivos para el
crecimiento o la viabilidad de! cultivo celular; pueden disminuir la cantidad de
proteina o polipéptido biotecnolégico producido; pueden alterar el pliegue, la
estabilidad, la glicosilacién u otra modificacién postraduccién del polipéptido o
proteina expresada, o pueden ser nocivos para las células o para la expresion o
actividad del polipéptido o proteina biotecnologica, en cualquier cantidad de otras
maneras. Ejemplos de productos de desecho metabdlico son lactato, que es
producido como consecuencia del metabolismo de la glucosa, y amonio, que es
producido como consecuencia del metabolismo de glutamato. Un objetivo de la
presente invencién es disminuir la produccién de productos de desecho metabdlico,
reducir o aun eliminar los productos de desecho metabdlico en cultivos celulares de
mamiferos.

[00102] *Osmolaridad® y “"osmolalidad®. "osmolalidad® es una medida de la
presion osmdtica de particulas de soluto disueltas en una solucion acuosa. Las
particulas de soluto incluyen tanto iones como moléculas no lonizadas. La
osmolalidad se expresa como la concentracion de particulas osméticamente activas
(esto es, osmoles) disueltas en 1 kg de solucién (1 mOsm/kg de H20 a 38°C es
equivalente a una presién osmética de 19 mm Hg). "Osmolaridad”, en contraste, se
refiere al nimero de particulas de soluto disueltas en 1 litro de solucién. Conforme a
esta solicitud, la abreviatura “mOsm" significa “miliosmoles/kg de solucién®.

{00103] “Cultivo de perfusion®: el término “cultivo de perfusion®, 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 se han agotado durante el proceso de cultivo. En
general, se cosecha una porcién de las 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 se usa en esta solicitud, se

refiere a una cadena secuencial de aminoécidos ligados por medio de enlaces
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peptidicos. El tdrmino se usa para hacer referencia a una cadena de aminoécidos de
cualquier longitud, si bien, una persona experta en el arte entendera que el término
no se limita a cadenas largas, y puede referirse a una cadena minima que
comprende dos aminoéacidos ligados por medio de un enlace peptidico.

[00105] *Protelna”: el término “protelna®, conforme a esta solicitud, se refiere a
uno o méas polipéptidos que funcionan como una unided separada. Si un solo
polipéptido es la unidad de funcionamiento separada, y necesita permanente
asoclacion fisica con otros polipéptidos a fin de formar la unidad de fusionamiento
separada, los términos “polipéptido” y "proteina” en esta solicltud se usan de manera
Indistinta. Si la unidad funcional separada esta compuesta de més de un polipéptido
que se asociaﬁ fisicamente entre sl, el término “proteina® como se usa en esta
solicitud se refiere a los muitiples polipéptidos flsicamente acoplados y que funcionan
juntos como la unidad separada.

[00106] *Polipéptido  expresado  biotecnoldgicaments® y  “polipéptido
biotecnoldgico™: estos términos se usan en esta solicitud para hacer referencia a un
polipéptido expresado desde una célula huésped de mamifero que ha sido
genéticamente disefiada para expresar ese polipéptido. El polipéptido
blotecnolégicamente expresado puede ser idéntico o similar a los polipéptidos
normaimente expresados en la célula huésped de mamifero. El polipéptido
expresado biotecnolégicamente también puede ser extrafio a la célula huésped, esto
es, heterdlogo con respecto a péptidos normalmente expresados en la célula
huésped de mamifero. Altermmativamente, el polipéptido expresado
biotecnolégicamente puede ser quimérico, en términos de que porciones del
polipéptido contlenen secuencias de aminoécidos que son Idénticas o similares a
polipéptidos expresados normaimente en la célula huésped de mamifero, mientras
que oftras porciones son exirafias a la célula huésped.

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

[00108] *Valoracion®: el término “valoracion®, como se emplea en la presente
solicitud, se refiere a la cantidad total de proteina o polipéptido expresado
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biotecnolégicamente producido por un cultivo de células de mamifero, dividido por
una cantidad determinada de volumen de medio. La valoracidn en general se

expresa en unidades de miligramos de polipéptido o proteina por mililitro de medio.

Descripcién detallada de ciertas realizacion idas
[00109] La presente invencién provee sistemas mejorados para la produccién
de proteinas y polipéptidos por cultivo celular. En particular, la invencién provee
sistemas que minimizan la produccién de uno o mas productos metabdlicos noclvos
para el crecimiento y la viabilidad celulares, y para la produccién o calided de la
protelna. En una realizacién preferida de la presente invencion, el cultivo celular es
un cultivo de lote o de alimentacién de lote. Otras ciertas realizaclones preferidas de
la invencién se analizan en detalle a continuacién. Sin embargo, el experto en el arte
entenderd que varias modificaciones a estas realizaciones preferidas se encuentran
dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas. Las relvindicaciones y sus
equivalentes definen el alcance de la presente invenclén, que no esta limitado por
esta descripcién de ciertas realizaciones preferidas, ni debe interpretarse limitado de
tal forma.
_Polipéptidos
[00110] De acuerdo con la presente invencién, se puede producir cualquier
polipéptido que sea expresable en una célula huésped. El polipéptido se puede
expresar desde un gen endégeno a la célula huédsped, o desde un gen introducido en
la célula huésped a fravés 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 disefiado se puede ensamblar a partir de otros
segmentos de polipéptidos que aparecen en forma individual en la naturaleza, o
puede incluir uno o mas segmentos no naturales.
[00111] Los polipéptidos que pueden expresarse convenientemente de acuerdo
con [a presente Invencién a menudo se seleccionardn sobre la base de una actividad
biolégica o quimica de interés. Por ejemplo, la presente Invencion se puede emplear
a fin de expresar cualquier enzima, receptor, anticuerpo, hormona, factor de
regulacién, antigeno, agente de unidn, etc., de importancia farmacéutica o comercial.
Anticuerpos
[00112] Dada ia gran cantidad de anticuerpos utilizados en la actualidad, o en

investigacion, como agentes farmacéuticos u otros agentes comerciales, la
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produccién de anticuerpos es de particular interdés 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
Invencién, se puede emplear cualquier anticuerpo que pueda ser expresado en una
célula huésped. En una realizacién preferida, el anticuerpo por expresar es un
anticuerpo monocional.

[00113] En otra realizacién preferida, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo
quimérico. Un anticuerpo quimérico contiene fragmentos de aminoacidos derivados
de mas de un organismo. Las moléculas de anticuerpo guimérico pueden incluir, por
ejemplo, un dominio de unién de antigeno de un anticuerpo de ratdn, rata u 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. S. A., 81, 6851 (1985); Takeda y col., Neture, 314; 452
(1985); Cabilly y col., Patente de los Estados Unidos Nro. 4 816 567; Boss y col.,
Patente de los Estados Unidos Nro.
4 816 397; Tanaguchi y col., Publicaciéon de Patente Europea EP171498; Publicacién
de Patente Europea 0173484, Patente del Reino Unido GB 2177086B.

[00114] En oftra realizacién preferida, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo
humano derivado, por ejemplo, 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. 6 281 159; y Kawasaki, Patente de los Estados Unidos Nro. 5 658 754),
o ol uso de especies xendgrafas en las cuales los genes de anticuerpos naturales
son inactivados y funcionaimente reemplazados 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 realizacion preferida, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo
humanizado. Un anticuerpo humanizado es un anticuerpo quimérico &onde la gran
mayoria de los residuocs de aminodcidos son derlvados 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
aminodcidos en las regiones de determinacidon de complementaridad son
raempla_zados. por lo menos en parte, por residuos de una especie no humana que
confiere una afinidad o especificidad de antigeno deseada. Dichas moléculas de

inmunoglobulina alteradas pueden elaborarse mediante cualquiera de varias técnicas
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conocidas en el arte (por ejemplo, Teng y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 80,
7308-7312 (1983); 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 Publicacion 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 mas 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 realizacion preferida, los anticuerpos monocionales, quiméricos
o humanizados descriptos con anterioridad pueden contener residuos de
aminoacidos que no aparecen naturaimente en ningdn anticuerpo en ninguna
especio de la naturaleza. Estos residuos extrafios 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 toxinas, farmacos citotdxicos de bajo
peso molecular, modificadores de la respuesta biologica y radioniclidos (por ejemplo,
ver Kunz y col., Calicheamicin derivative-carrier conjugates, US 20040082764 A1).
[00117] En una realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo que 8e une de
manera especifica al fragmento Ap de la protelna precursora amiloide, o a otros
componentes de una placa amiloide, y es dtil para combatir la acumulacion 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 expresados en células o tejidos blanco en
trastornos proliferativos, tales como cancer. En una realizacion, el anticuerpo es un
anticuerpo antilewis Y IgG1. Lewis Y es un antigeno de carbohidrato con la
estructura Fucgl > 2Galp1 -> 4[Fucq1 ->» 3]GicNacf1 -> 3R (Abe y col., (1983), J.
Biol. Chem., 258, 11793-11797). El antigeno Lewis Y es expresado en la superficie
del 60% a 80% de los tumores epiteliales humanos (entre ellos, los de mama, colon,
pulmén y prdstata), por lo menos 40% de los cuales sobreexpresan este antigeno, y

tiene expresion limitada en tejidos normales.
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[00119) A fin de apuntar Ley y apuntar a un tumor de manera eficaz, se necesita
de manera ideal un anticuerpo con especificidad exclusiva para el antigeno. Por lo
tanto, pmfemntemeﬁte. los anticuerpos anti-Lewis Y de la presente invencién no
reaccionan en forma cruzada con las estructuras de tipo | (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 hu3$193 (ver Patentes de los Estados
Unidos Nros. 6 310 185; 6 518 415;
5 874 080; incorporadas a la presente solicitud en su totalidad). El anticuerpo
humanizado hu3S193 (Attia, M. A. y col., 1787-1800) se generd por injerto de CDF
de 35193, que es un anticuerpo monocional de murino producido contra célula de
adenocarcinoma con especificidad excepcional para Ley (Kitamura, K., 12957-
12961). Hu3S193 no solo retiene la especificidad de 38193 para Ley, sino gue,
ademds, ha ganado e.n la capacidad para mediar la citotoxicidad dependiente de
complemento (de aquli 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
lamplfios, como lo demuestran los estudios de biodistribucién con hu3$1983 marcado
con 1251, 111In o 18F, como asi también, otras radiomarcas que requieren un agente
quelante, tal como 111In, 98mTc o 90Y (Clark y col., 4804-4811).

[00120] En otra realizacién, el anticuerpo es uno de los anticuerpos anti-GDF-8
humanos denominados Myo29, Myo28 y Myo22, y anticuerpos y fragmentos de unién
"de antigeno derivados de ellos. Estos anticuerpos pueden uniree a GDF-8 maduro
con alta afinidad, inhiblir la actividad de GDF-8 in vitro e in vivo, como se demuestra,
por ejemplo, por la inhibicién de unién de ActRIIB y ensayos de genes reporteros, y
pueden inhibir la actividad de GDF-8 asociada con la regulacion negativa de la masa
de misculo 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. L.os receptores en general
son glucoprotelnas de transmembrana que funcionan reconociendo un ligando de
sefializaclon extracelular. Habituaimente, los receptores tienen un dominio de

quinasa de protelna, ademés del dominio de reconocimiento de ligando, que inicia
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una via de sefializacién mediante la fosforilacion de moléculas intracelulares blanco
al unirse al ligando, lo que conduce a cambios metabdlicos o de desarrolio dentro de
la célula. En una realizacién, los receptores de interés son modificados de manera de
eliminar el dominio de transmembrana o intracelular; en su lugar, puede adjuntarse
opcionaimente un dominio Ig. En una realizacién preferida, los receptores por
producir de acuerdo con la presente invencion son tirosina quinasas de receptores
(RTK, por sus siglas en inglés). La familia de RTK incluye receptores cruciales para
una variedad de funciones en numerosos tipos celulares (ver, por ejemplo, Yarden y
Ullrich, Ann. Rev. Biochem., 57: 433-478, 1988, Ulirich y Schlessinger, Cell, 61: 243-
254, 1990, 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 crecimienio derivado de plaqueta (PDGF, por sus siglas en
inglés), tirosina quinasa con dominios-1 de homologla de EGF e inmunoglobulina
(TIE-1, por sus siglas en inglés), y receptores TIE-2 (Sato y col., Nature, 376 (8535):
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, 120: 885-898, 19885). Otros
ejemplos, sin limitacién, de RTK incluyen quinasa 1 de higado fetal (FLK-1, por sus
siglas en inglés; a veces denominada receptor que contlene dominlo 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 (Fii-1) (DeVries y col., Science, 255;
989-891; 1992; Shibuya y col., Oncogene, 5: 518-524, 1980), 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 Axi. Los expertos en el arte
tendrdn conocimiento de otros receptores que pueden ser expresados
preferentemente de acuerdo con Ia presente invencion.
[00122) En una realizacién particularmente preferida, conforme a la presente
invencidbn 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 1891; 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 (1995-98),
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incorporada a la presente solicitud como referencia). Conforme a una reallzacion, el
inhibidor de factor de necrosis tumoral comprende un receptor de TNF soluble, y
preferentemente, un TNFR-Ig. En una realizacion, los inhibidores de TNF preferidos
de la presente invencién son formas solubles de TNFRI y NTFRII, como asl también,
proteinas de unién de TNF solubles; en otra realizacion, la fusibn 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 porcion extracelular del receptor p75 TNF-
.alfa, donde cada molécula consiste en una porcion Fc de 235 aminoacidos de
IgG.sub.1 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 sefalizaciébn. Los factores de crecimiento habituaimente son
glucoproteinas secretadas por células, que se unen a receptores en otras células y
los at':tivan, para iniciar un cambio metabdlico o de desarolio en la célula receptora.
En una realizacién, la proteina de interés es un polipéptido de fusién 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 A1). En otra realizaci6n, el factor de crecimiento puede
ser un propéptido GDF-8 modificado (ver, por ejemplo, Wolfman y col., Modified and
stabilized GDF propeptides and uses thersof, US 2003/01044068 A1).
Altermativamente, la proteina de interés podria ser una proteina que contiene dominio
de folistatina (ver, por ejemplo, Hill y col., GASP1: a follistatin domain containing
brotein, US 2003/0162714 Af1; Hill y col., GASP1: a follistatin domain containing
protein, US 2005/0106154 A1; Hill y col., Foliistatin domain containing proteins, US
2003/0180306 A1).

[00124] Ejemplos, sin limitacién, de factores de crecimiento de mamiferos y
otras moléculas de sefializaciébn comprenden citoquinas; factor de crecimiento
epidémico (EGF); factor de cracimiento derivado de plaqueta (PDGF); factores de
crecimiento de fibroblastos (FGF), tales como aFGF y bFGF; factores de crecimiento
de transformacidn (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 o0 TGF-beta 5; factor
de crecimiento de tipo insulina | y Il (IGF-I e IGF-II, por sus siglas en inglés); des(1-
3)-IGF-| (IGF-I cerebral); proteinas de unién de factor de crecimiento de tipo insulina;
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proteinas CD tales como CD-3, CD4, CD-8 y CD-19; eritropoyetina; factores
osteoinductores; inmunotoxinas; una proteina morfogenética 6sea (BMP, por sus
siglas en inglés); un interfer6n, tal como interfern alfa, beta y gamma; factores de
estimulacion 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 foliculoestimulante; calcitonina; hormona
luteinizante; glucagon; factores coagulantes tales como factor VIIIC, factor 1X, factor
tisular y factor von Willebrands; factores anticoagulantes tales como Protelna C;
factor natriurético auricular; surfactante pulmonar; un activador de plasminégeno, tal
como uroquinasa u orina humana o activador de plasminégeno 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 macréfagos humana (MIP-1-alfa); sustancia inhibitoria de
Miller; relaxina cadena A; relaxina cadena B; promelaxina; péptido asociado con
gonadotropina de ratdn; factores neurotrdficos, tales como factor neurotrfico
derivado de huesos (BDNF, por sus siglas en Inglés), neurotrofina-3;
-4, -5 0 -8 (NT-3, NT-4, NT-5 o NT-6), o un factor de crecimiento nervioso, tal como
NGF-beta. El experto en el arte tendré conocimiento de otros factores de crecimiento
o0 moléculas de seflalizacidbn que puedan expresarse de acuerdo con la presente
invencion.

Receptores acoplados a proieina G

[00125] Otra clase de polipéptidos que han demostrado ser eficaces como
agentes farmacéuticos o comerciales Incluye factores de crecimiento y otras
moléculas de seflalizacion. Los recepiores acoplados a protelna 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 fisiolégica de la célula.

[00126] Los GPCR, junto con las proteinas G y efectores (canales y enzimas
intracelulares que son modulados por proteinas G), son componentes de un sistema
de sefializacion modular que conecta el estado de mensajeros secundarios
intracelulares a entradas extracelulares. Estos genes y productos génicos son
potenciales agentes causantes de enfermedades.
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[00127] Se ha demostrado que defectos especificos en el gen de rodopsina y el
gon de receptor de vasoprasina V2 causan varias formas de retinitis pigmentosa
autosdmica recesiva y autosémica dominante, y diabetes insipida nefrogénica. Estos
recoptores tienen importancia declsiva tanto para procesos fisiolégicos del sistema
nervioso central como periféricos. La superfamilia de proteinas GPCR ahora contiene
més de 250 tipos de paralogos, recepiores que reprasentan variantes generadas por
duplicaciones génicas (u otros procesos), como contraposicion a ortdlogos, el mismo
receptor de diferentes especies. La superfamilia puede descomponerse en cinco
familias: Familia |: receptores tipificados por rodopsina y el receptor beta2-
adrenérgico, y actualmente representada por mas de 200 miembros de caracter
Unico; Familia II: la familia recientemente caracterizada de receptores de hormona
paratiroidea/calcitonina/secretina; Familia lll: la familia de receptores de glutamato
metabotrdpicos en mamiferos; Familia IV: la familia de receptores de cAMP,
importante en la qumiotaxia y desarrollo de D. discoideum; y Familia V: los
receptores de feromonas de apareamiento fangico, tales como STE2.
[00128] Los GPCR incluyen receptores para aminas biogénicas, para
mediadores lipidicos de la inflamacién, hormonas peptidicas y mediadores de la
seflal sensorial. Los GPCR sa activan cuando el receptor se une a su ligando
extracelular. Los cambios de conformacién en los GPCR, que surgen como
consecuencia de la 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 !a proteina G. '
[00128] La activacién de la proteina G por GTP conduce a ia interaccion de la
proteina G, subunidad «, con adenilato ciclasa u otros generadores de moléculas de
mensajero secundario. Esta interaccion regula la actividad de adenilato ciclasa, y en
consecuencia, la producciéon de una molécula de mensajero secundario, cAMP. El
cAMP regula la fosforilacién y la activacibn de otras proteinaa Intracelulares.
Altemativamente, los niveles celulares de otras moléculas de mensajero secundario,
tales como cGMP o eicosinoides, pueden ser regulados de manera ascendente o de
manera descendente por la actividad de los GPCR. La protelna G, subunidad a, es
desactivada por la hidrdlisis del GTP por GTPasa, y las subunidades a, p y y 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
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también puede ser regulada por la fosforilacién de las anillas o dominlos intra- y
extracelulares.

[00130] Los receptores de glutamato forman un grupo de GPCR importantes en
la neurotransmision. El glutamato es el principal neurctransmisor en el SNC, y se
cree que tiene funciones relevantes en la plasticidad neuronal, en la cognicion, la
memoria, el aprendizaje y en algunos trastomos neurolégicos tales como epilepsia,
accidente cerebrovascular y neurodegeneracién (Watson, S. y S. Arkinstall (1894),
The G-Protein Linked Receptor Facis Book, Academic Press, San Diego CA. pp.
130-132). Estos efectos del glutamato son mediados por dos clases distintas de
receptores, denominados ionotrdpicos y metabotrdpicos. Los receptores ionotropicos
contienen un canal catiénico intrinseco, y median acciones de excitacion rapidas de
glutamato. Los receptores metabotrépicos son moduladores, y aumentan la
capacidad de excitacion de membrana de las neuronas, inhibiendo las conductancias
de potasio dependientes del calcio, e inhibiendo y potenclando la transmisién de
excitacién de receptores ionotrépicos. Los receptores metabotrdpicos se clasifican en
cinco subtipos sobre la base de la farmacologla agonista y las vias de transduccién
de sefial, y se distribuyen ampliamente en los tejidos cerebrales.

[00131] La familia de polipéptiios Intestinales vasoactivos (VIP, por sus siglas
en inglés) es un grupo de polipéptidos relacionados cuyas accliones también son
mediadas por GPCR. Los miembros claves de esta familia son VIP en sf, sacretina y
factor de liberaciébn de hormona de crecimiento (GRF, por sus siglas en inglés). VIP
tiene un amplio perfil de acciones fisioldgicas, entre ellas, la relajacién de misculos
lisos, la estimulacién o inhibicién de la secrecién en varios tejidos, la modulacién de
varias actividades celulares inmunitarias, y diversas actividades de excitacién e
inhibicion en el SNC. La secretina estimula la secrecién de enzimas e iones en el
pancreas 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 adenohipdfisis (Watson, S. y S. Arkinstall, supra,
pp. 278-283).

[00132] Después-de la unién de ligando al GPCR, se transmite un cambio de
conformacion a la protelna G, lo que hace que la subunidad o intercambie una
molécula GDP unida por una molécula GTP, y se disocie de las subunidades By. La
forma de la subunidad o unida a GTP habituaimente funciona como una porcién

moduladora efectora, lo que conduce a la produccién de mensajeros secundarios,
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tales como AMP ciclico (por ejemplo, por activacibn de adenilato ciclasa),
diacilglicerol o inositol fosfatos. En el hombre se conocen més de 20 tipos diferentes
de subunidades a, que se asooian' con un grupo menor de subunidades B y .
Ejemplos de protelnas G de mamfferos incluyen Gi, Go, Gq, Gs y Gt. Las proteinas
G se describen exhaustivamente en Lodish H. y col., Molecular Cell Biology
(Scientific American Books Inc., New York, N. Y., 1885), cuyos contenidos se .
incorporan a la presents solicitud a modo de referencia.

[00133] Los GPCR constituyen un importante blanco para la accién y el
: desarrollo de fairmacos. De hecho, los receptores han conducido a més de la mitad
de los farmacos actualmente conocidos (Drews, Natu-ra Biotechnology, 1996, 14:
1516), y los GPCR representan el blanco més importante para la intervencién
terapéutica, donde el 30% de los farmacos clinicamente prescritos o bien
antagonizan o agonizan un GPCR (Milligan, G. y Rees, S. (1999), TIPS, 20: 118-
124). Esto demuesira que estos receptores poseen antecedentes establecidos y
probados como agentes terapéuticos.

[00134] En general, aquellos que pongan en practica la presente Invencion
seleccionardn su polipéptido de interés, y sabrdn su secuencia de aminoécidos
precisa. Las técnicas de la presente invencién se han aplicado con éxilb ala
producciéon de diversos polipéptidos, entre ellos, por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal humano dirigido al factor 8 de diferenciacion y crecimiento (EjJemplos 1;
3; 4; 7-14), anticuerpo anti-Lewis Y humanizado (Ejemplos 5 y 6), anti-ABeta
(Ejemplo 15); y una protelna de fusién Fc dimera de receptor de factor de necrosis
tumoral {Ejemplo 16), lo que indica que la presente invencibn sera Gtil para la
expresién de una variedad de diferentes polipéptidos y proteinas. Cualquier proteina
determinada que deba expresarse de acuerdo con la presents invencién tendra sus
propias caracteristicas idiosincrasicas, puede afectar la densidad o la viabilidad
celular de las células cultivadas, y puede expresarse en niveles Infericres en
comparacion con cotro polipéptido o proteina cultivado en condiciones de cultivo
idénticas. El experto en el arte podrd modificar apropiadamente las etapas y
composiciones de la presente invencién a fin de optimizar el crecimiento celular o
produccién de cualquier proteina o polipéptido expresado determinado.

Eleme e control genético

[00135] Como serd evidente para los expertos en el arte, los elementos de
control genético pueden emplearse con la finalldad de regular la expresién génica del
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polipéptido o proteina. Dichos elementos de control genético deben salaccionarse de
manera de ser activos en la célula huésped pertinente. Los elementos de control
pueden ser oonstitutivamel;te activos, 0 pueden ser inducibles en circunstancias
definidas. Los elementos de control inducibles son particularmente (tiles cuando la
protelna expresada es tdxica, o de lo contrario, cuando posee efectos nocivos para el
crecimiento o la viabilldad celular. En dichos casos, la regulacién de la expresidn del
polipéptido o |a proteina medlante elementos de control inducibles puede mejorar la
viabilidad celular, la densidad celular o el rendimiento total de la proteina o
polipéptido expresado. Se conocen en el arte una gran cantidad de elementos de
control Gtiles en la practica de la presente invencion, que pueden obtenerse.

[00136] Los promotores de mamiferos constitutivos representativos que pueden
emplearse de acuerdo con la presente invencién incluyen, sin limitacion, el promotor
de hipoxantina fosforribosil transferasa (HPTR, por sus siglas en inglés), el promotor
de adenosina desaminasa, el promotor de piruvato quinasa, el promotor de beta-
actina, como asl también otros promotores constitutivos conocidos por los expertos
en el arte. Adicionalmente, los promotores virales que han demostrado conducir la
expresion constitutiva de secuencias de codificacién en células sucariotas incluyen,
por ejemplo, promotores de virus de simio, promotores da virus de herpes simple,
promotores de virus de papiloma, promatores de adenovirus, promotores del virus de
inmunodeficiencia humana (HIV), promotores de virus de sarcoma Rous, promotores
de citomegalovirus (CMV), las repeticiones terminales largas (LTR, por sus siglas en
inglés) del virus de leucemia de murino Moloney y otros retrovirus, el promotor de
timidina quinasa del virus de herpes simple, como as! también, otros promotores
virales conocidos por los expertos en el arte.

[00137] Los promotores inducibles conducen la expresibn de secuenclas
codificadoras funcionalmente ligadas en presencia de un agente inductor, y también
se pueden usar de acuerdo con la presente invencién. Por ejemplo, en células de
mamiferos, el promotor de metalotionelna induce la transcripcién de secuencias
codificadoras comiente descendente en presencia de clertos lones metalicos. Otros
promotores inducibles seran reconocidos o conocidos por los expertos en el arte.
[00138] En general, la secuencia de expresién génica también incluird
secuenclas no transcripcion 5' y no traduccion 5 comprometidas en la iniclacion de la
transcripcion y traduccién, respectivamente, tales como caja TATA, secuencia de

cubierta, secuencia CAAT y similares. En forma opcional, se pueden emplear
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oelementos mejoradores a fin de aumentar los niveles de exprasion 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 se describe en Dijkema y col., EMBO J. (1985), 4. 761, y el
mejorador/promotor derivado de la repeticion terminal larga (LTR) del virus de
sarcoma Rous (RSV), como se describe en Gorman y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S. A. (1982b), 79: 6777 y el citomegalovirus humano, como se describe en Boshart y
col., Cell (1985), 41: 521.

[00139) Los sistemas para ligar elementos de confrol a secuenclas
cadificadoras son bien conocidos en el arte (en Sambrook, Fritsch y Maniatis,
Molecular Cloning: A Laboratory Manueal, Second Edition, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989, incorporado a la presents sollcitud
a modo de referencla, se describen técnicas de ADN biotecnoldgicas y biolégicas
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 gecuencias codificadoras y elementos de control relacionados, en

células huéspedes
[00140] Los métodos adecuados para la introduccion de écidos nucleicos en

células huéspedes de mamiferos, suficientes para lograr la expresion de los
polipéptidos o proteinas de interés, son bien conocidos en el arte. Ver, por ejemplo,
Gething y col., Nature, 293: 620-625 (1981); Mantei y col., Nature, 281: 40-48 (1879),
Levinson y col., EP 117 060; y EP 117 058, todos incorporados a la presents solicitud
como referencia.

[00141] Para células de mamiferos, los métodos preferidos de transformaciéon
comprenden el método de precipitacion de fosfato de calcio de Graham y van der
Erb, Virology, 52: 456-457 (1978), o el Lipofectamine™ (Glbco BRL) Method of
Hawley-Neison, Focus, 1573 (1183). Los aspectos generales de las
fransformaciones de sistemas huéspedes de células 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 (1889), Keown y col., Methods
in Enzymology, 185: 527-537 (1880) y Mansour y col., Nature, 336: 348-352 (1988).



27 Acta P 05 01 03595

poaze | TH

Ejemplos representativos, sin limitacion, de vectores adecuados para la expresién de
polipéptidos o proteinas en célulaa de mamiferos comprenden pCDNA1; pCD, ver
Okayama y col. (1985), Mol. Cell Biol., 5: 1138-1142; pMCineo Poly-A, ver Thomas y
col., (1987), Cell, 51: 503-512; y un vector de baculovirus, tal como pAC 373, o pAC
610.

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

Células

[00143] De conformidad con la presente invencion, se puede usar cualquier tipo
celular o célula de mamfifero susceptible de cultivo celular y de expresién de
polipéptidos. Ejemplos, sin limitacién, de células de mamfferos que pueden
' emplearse de acuerdo con la presente invencion comprenden |la linea de mieloma de
ratbn BALB/c (NSO/I, ECACC Nro. 85110503); retinoblastos humanos (PER.C6
(CruCell, Leiden, Palses Bajos)); la linea CV1 de rifién de ratén transformada por
SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); la linea de rifién embrionario humano (células 283,
o 293 subclonadas para crecimiento en cultivo de suspensién, Graham y col., J. Gen
Virol., 36: 59 (1977)), células de rifibn de hamster cria (BHK, ATCC CCL 10); células
de ovario de hémster chino +/- DHFR (CHO, Urlaub y Chasin, Proc. Natl. Acad. Scl.
U. 8. A, 77: 4216 (1980)); células de Sertoli de ratdn (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 hepdéticas de bifalo rata (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células pulmonares
humanas (W138, ATCC CCL 75); células hepaticas humanas (Hep G2, HB 8065);
tumor mamario de ratdn (MMT 066562. ATCC CCL51); células TRI (Mather y col.,
Annais 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 invenclén se usa para el cultivo de lineas celulares CHO y expresion de
polipéptidos y proteinas.

[00144] Adicionaimente, se puede emplear cualquier cantidad de Iineas
celulares de hibridoma que puedan obtenerse en el mercado, o que no estén

disponibles en el mercado, que expresen polipéptidos o proteinas, de acuerdo con la
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presente invencién. El experto en el arte apreciard que las lineas celulares de
hibridoma podrian tener diferentes necesidades nutricionales, o podrian necesitar
distintas condiciones de cultivo para el'croclmlonto 6ptimo y la expresiébn de
polipéptidos ¢ proteinas, y podran modificar las condiciones segin lo necesario.
[00145] Como se observa con anterioridad, en muchos casos, las células se
seleccionardn o se diseflarén de manera de producir altos niveles de proteina o
polipéptido. A menudo, las células se disefian genéticamente para producir altos
niveles de proteina, por ejemplo, mediante la introduccién de un gen que codlfica la
proteina o polipéptido de interés, 0 mediante la introduccién de elementos de control
que regulan la expresién del gen (endégeno o introducido) codificador del polipéptido
de Interés.

[00146] Cilertos polipéptidos pueden tener efectos nocivos sobre el crecimiento
celular, la viabilidad celular 0 alguna otra caracteristica de las células, que en Gltima
instancia, limitan la produccidn del polipéptido o proteina de interés de alguna
manera. Aun entre una poblacién de células de un tipo particular disefiado para
expresar un polipéptido especifico, existe variabilidad dentro de la poblacién celular,
de manera que ciertas células individuales crecerdn mejor, o producirdn méas
polipéptido de interés. En ciertas realizaciones preferidas de la presente invencion, la
linea de células es seleccionada empiricamente por el aquel que pone en practica la
invencldn, para crecimiento fuerte en las condiciones particulares seleccionadas para
el cultivo de las células. En realizaciones particulammente preferidas, las células
individuales disefiadas 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, o
cualquier combinacién de estos factores, o cualquier otra condicién considerada
importante por aquel que ponga en préactica la invencién. |

Fase de cultivo celular

[00147] Los procedimientos tipicos para la produccién de un polipéptido de
interés comprenden cultivos de lote y cultivos de alimentacién de lote. Los procesos
de cultivo de lote tradicionalmente comprenden la inoculacidn de un cultvo 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
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expresado. Los procedimientos de cultivo de alimentacion de lote comprenden una
etapa adiclonal 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 alimentacion de lote tradicionales es la produccién de productos de desecho
metabdélico, ciue poseen efectos nocivos sobre el crecimiento y la viabilidad celulares
y sobre la produccion de polipéptidos expresados. Dos producios de desecho
metabdlico que tienen efectos particularmente nocivos son el lactato y el amonio, que
son producidos como consecuencia del metabolismo de la glucosa y la glutamina,
respectivamente. Ademé4s de la produccion enzimatica de amonio como
consacuencia del metabollsmo de glutamina, el amonio también se acumula en los
cultivos celulares, como resultado de la degradacién no metabdlica con el transcurso
del tiempo. La presente invencién proporciona un método mejorado pama 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 reconocera que la
presente invencién se puede emplear en cualquier sistema en el cual se cultiven
células, entre ellos, sin limitacién, sistomas de lote, de alimentacién de lote y de
perfusién. En clertas realizaciones preferidas de la presente invencion, las células se
cultivan en sistemas de lote o de alimentaclién de lote.

Medios

[00148]  Las formulaciones tradicionales para medios, entre elios, 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 y
glutamina, en comparacién con otros aminoécidos. Se crela que estos componentes
eran necesarios en forma abundante, ya que constituyen las fuentes primarias de
energia metabdlica para las células. Sin embargo, el rapido consumo de estos
nutrientes conduce a la acumulacién de lactato y amonio, como ya se describio.
Adicionaimente, los altos niveles iniciales de glucosa y glutamina y la posterior
acumulacién de lactato y amonio producen alta asmolaridad, una condicién que, por
si misma, a menudo es nociva para el crecimiento celular, la viabilidad celular y la
produccién de polipéptidos.
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[00149) La presente invencién proporciona una variedad de formulaciones de
medios que, cuando se emplean de conformidad con otras etapas de cultivo
descriptas en esta solicitud, minimizan y aun revierten la acumulacion de lactato y
amonilo. Las formulaciones de medios de la presente invenciéon que han demostrado
tener efectos beneficiosos sobre el crecimiento y la viabilidad celulares, o sobre la
expresion de polipéptido o proteina, tienen una o méas de las siguientes
caracteristicas: 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 relacidn molar de
glutamina acumulada a aminoécidos totales acumulados inferior 8 aproximadamente
0,2; 4) una relacib5n molar de ion inorganico acumulado a aminoéacidos totales
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. El experto en el arte comprenderd 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 ellos,
componentes agregados al comienzo del cultivo y componentes agfagados
posteriormente. El experto en el arte entenderé que las formulaciones de medios de
la presente invencién abarcan tanto medios definidos como no definidos.

i00150] Las formulaciones de medios tradicionales comienzan con un nivel
relativaments bajo de aminoéacidos totales, en comparacion con las formulaciones de
medios de la presents invencion. Por ejemplo, el medio de cultivo celular tradicional
conocido como DME-F12 (una mezcla 50:50 de medio de Eagle modificado por
Dulbecco y medioc F12 de Ham) tlene un contenido de aminoécidos totales de 7,29
mM, y el medio de cultivo celular tradicional conocido como RPMI-1640 tiene un
contenido de aminoacidos totales de 6,44 mM (ver, por ejemplo, H. J. Morton, /n
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: 518-24 (1987), todos incorporados
como referencia). En ciertas realizaciones de la presente invencion, la concentracion
de aminoacidos en el medio de cultivo preferentemente es superior a alrededor de 70
mM. Aun con mayor preferencia, las formulaclones de medios de la presente
invencién contienen concentraciones de aminoacidos superiores a alrededor de 70
mM en los medios iniciales. Se ha demosirado que cuando las concentraciones de

aminoacidos de los medios iniciales se encuentran en este rango, la densidad celular
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y la valoracién aumentan durante todo el periodo de crecimiento del cultivo {ver
Ejemplo 13).

[00151] Adicionalmente, en cierias reallzaciones de la presente invencion, 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
relacion molar de giutamina a asparagina en los medios de cultivo es inferior a
alrededor de 2. B

[00152] Ademés, en ciertas realizaciones de la presente invencion, la relacién
molar de glutamina a aminoéacidos totales en el medio de cultivo es reducida, en
comparacién con otros medios comerciales y no comerciales. Preferentemente, la
relacién molar de glutamina a aminoécidos totales en los medios de cultivo es inferior
a alrededor de 0,2.

[00153] ‘Una consecuencia interesante e inesperada de la disminucién de la
relacién molar de glutamina a asparagina o a la concentracion total de aminoacidos
en los medios iniciales de acuerdo con la presente invencion fue que, ademés de una
disminucién observada en la acumulacion de amonio, se observd 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 control,
sino que, de hecho, en realidad disminuyen luego de una acumulacién Iniclal (por
ejemplo, ver EjJemplos 3 y 7).

[00154] Boraston (Patente de los Estados Unidos Nro. 5 871 999) ha descripto
un medio de cultivo en el cual la relacibn molar de iones inorgénicos tolales a
aminoécidos totales es entre 1 y 10. Boraston demostré que proporcionando un
medio de cultivo en el cual la relacidn molar de iones Inorganicos totales a
aminodcidos totales se encuentre en este rango, la agregacién de células CHO en el
medio disminuye. En otra realizacién preferida de la presente invencion, la relacién
molar de lones inorgénicos totales a aminoécidos totales en el medio de wlﬁw 80
reduce aun més, a entre aproximadamente 0,4 y 1. Como se muestra en el Ejemplo
13, la reduccién de esta relacién de 1,75 a aproximadamente 0,7 logra un notable
aumento en la densidad celular y en la produccion de polipéptido o proteina
expresada durante todo el periodo de crecimiento del cultivo.

[00155] En ofra realizacién preferida de la presente invencién, el medio de
cultivo contiene una concentraclén de glutamina y asparagina combinadas de entre

apmxi[nadamente 16 y 36 mM. Como se muestra en el Ejemplo 14, Tabla 22, los
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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 podrd seleccionar la concentracién
combinada exacta de glutamina y asparagina dentro de esta rango, a fin de optimizar
el crecimiento o la viabilidad celularea.i. y de maximizar la produccion del polipéptido
exprasado.

[00158] Ademas, el experto en el arte podrd reconocer que cuaiquiera de las
condiciones mencionadas se puede emplear en forma individual o en varias
comblnaciones entre si. Utilizando formulaciones de medios que exhiben una,
algunas, o todas de las caracteristicas anteriores, el experio en el arte podra
optimizar el crecimiento o la viabilidad celular, y maximizar la produccién del
pollpéptido expresado.

[00157) Cualquiera de estas formulaciones de medios descriptas en la presente
invencidon puede suplementarse en forma opcional, segin lo necesario, con
hormonas y otros factores de crecimiento, iones particularea (tales como sodio,
cloruro, calcio, magnesio y fosfato), reguladores, vitaminas, 'nucleésidos o
nucledtidos, oligoelementos (compuestos inorganicos habitualmente presentes en
concentraciones finales muy bajas), aminoacidos, lipidos, hidrolizados proteicos o
glucosa u otra fuente de energla. En ciertas realizaciones de la presente invencion,
puede ser 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, 0 se pueden agregar en un
punto posterior, a fin de reponer nutrientes agotados, o por alguna otra razén. El
experto en el arte tandrd conocimiento de cualquier suplemento deseable o
necesario que pueda incluirse en las formulaciones de medios descriptas.

Provisién de un cultivo celular de mamifero

[00158] En el arte, a6 conocen diversos métodos de preparacion de células de
mamiferos para la producciéon de proteinas o polipéptidos por cultivo de lote y de
alimentacién de lote. Como se describié con anterloridad, se puede Introducir un
acido nucleico suficiente para lograr la expresién (habitualmente, un vector que
contiene el gen codificador del polipéptido o de la proteina de interés y cualquier
elemento de control genético funcionaimente ligado), en ia linea de células
huéspedes, por medio de cualquier cantidad de técnicas bien conocidas. En general,



33 Acta P 05 01 03585
. NOARH- 180

las células se someten a una identificacién sistemaética a fin de establecer las células
huéspedes que han realmente absorbido el vector y expresan el polipéptido o la
proteina de interés. Los métodoa tradicionales para la deteccién de un polipéptido o
proteina particular de interés, expresados por células de mamiferos, abarcan, sin
limitacién, inmunohistoquimica, inmunoprecipitacién, citometria de flujo, microscopia
de inmunofluoresecencia, SDS-PAGE, Western blots, ensayo inmunosorbente figado
a enzima (ELISA), técnicas de cromatografla liquida de alto rendimiento (HPLC),
ensayos de actividad biolégica y cromatografia de afinidad. El experto en el arte
tendré conocimiento de otras técnicas apropiadas para la detecclon de proteinas o
polipéptidos expresados. En el caso de que miuiltiples células huéapedea expresen el
polipéptido o la proteina de interés, se pueden emplear algunas o todas las técnicas
citadas a fin de establecer las células que e:q-)resan dicho polipéptido o proteina en
los niveles mas altos.

[00158] Una vez identificada una célula que expresa el polipéptido o la protelna
de interéds, 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 dé interés habitualmente se propaga cultivandola a una
temperatura y en un medio que conducen a la supervivencia, al crecimiento y la
viabllidad de la célula. E! volumen de cultivo inicial puede ser de cualquier tamafio,
aunque a menudo es inferior al volumen del cultivo del biorreactor de produccion
utilizado en la produccién final del polipéptido o la proteina de interds, y con
frecuencia, las células se pasan varias veces en biorreactores de volumen en
aumento, antes de la siembra del biorreactor de produccion. El cultivo celular puede
agitarse o sacudirse a fin de aumentar la oxigenacién del medio y la dispersion de
nutrientes en las células. Alternativa o adicionalments, pueden emplearse aparatos
espoeciales de riego bien conocidos en el arte, con la finalidad de aumentar y
controlar la oxigenacién del cultivo. De acuerdo con la presente invencién, el experto
en el arte entenderd que puede ser beneficloso controlar o regular ciertas
condiclones Internas del biorreactor, entre ellas, sin limitacién, el pH, la temperatura,
la oxigenacién, etc.

[00180] La densidad celular inicial en el biomeactor de produccion puede ser
seleccionada por el experto en el arte. Conforme a la presente invencién, la densidad
celular inicial en el blorreactor de produccién puede ser tan baja como una sola

célula por volumen de cultivo. En realizaciones preferidas de la presente invencion,
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las densidades celulares iniciales en el biomeactor 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 10% 5 x 10% 0 10 x 10° células viables por ml, y pueden ser
aun mayores.
[00161] Los cultivos celulares iniciales e intermedios pueden desarrollarse hasta
cualquier densidad deseada, antes de sembrar el sigulente biormeactor de produccién
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 de! sobrenadante,
por ejemplo, mediante centrifugacién ultra-rapida. Ademés 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 metabdlico 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 solucion de lavado
seleccionada por aquel que pone en préctica la presente invencion.
[00162] Las células luego pueden-dilulrse hasta una densidad apropiada para la
siembra del blomreactor de produccion. En una realizacién preferida de la presente
Invencién, las células se diluyen en el mismo medio que se utilizara en el biorreactor
de produccién. Alternativamente, las células se pueden diluir en otro medio o en otra
solucién, conforme a las necesidades y los deseos de los que pongan en practica la
presente invencion, o a fin de adaptar necesidades particulares de las células en sl,
por ejemplo, en el caso de que las células deban aimacenarse durante un periodo
corto antes de la siembra del biormeactor de produccién.
Fase de crecimiento inicial
[00163] Una vez que se ha sembrado el biomeactor de produccién como se ha
descripto, el cultivo celular se mantiene en la fase de crecimiento inicial, en
condiciones que conducen a la supervivencia, al crecimiento y a la viabilidad del
cultivo celular. Las condiciones precisas variardn segan 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 biomreactor de produccion
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
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del blormeactor He produccién es 1000; 2500; 5000; 8000; 10.000; 12.000 litros o
mas, o cualquier volumen comprendido entre estos valores. El experto en el arte
tendrd conocimiento del biorreactor adecuado para el uso en la prictica de la
presente invencién, y podrad seleccionario consecuentements. El biorreactor de
produccién puede estar hecho de cualquier material que conduzca al crecimiento y a
la viablilidad celulares, que no Interflera con la expresién o establlidad de la proteina o
del polipéptido producidos.

[00165] La temperatura del cultivo celular en la fase de crecimiento inicial se
seleccionara principalmentse sobre la base del rango de temperaturas a las cuales el
cultivo celular permanece viable. Por ejemplo, durante la fase de crecimiento Iniclal,
las células CHO crecen bien a 37°C. En general, la mayoria de las células de
mamiferos crecen bien dentro de un rango de aproximadamente 25°C a 42°C.
Preferentemente, las células de mamiferos crecen bien dentro del rango de
aproximadamente 35°C a 40°C. El experto en el arte podrd seleccionar la
temperatura o las temperaturas apropiadas para el cultivo de las células, segin las
necesidades de las células y las necesidades de producciéon de aquel que pone en
préctica la invencién.

[00168] En una realizacion de la presente invencién, la temperatura de la fase
de crecimiento inicial se mantiene a una sola temperatura constante. En oftra
realizacion, 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 Iniclal. Alternativamente, la
temperatura se puede aumentar o disminuir en cantidades discontinuas, en varios
momentos durante la fase de crecimlento inicial. El experto en e! arte podré
determinar la conveniencia del uso de una sola temperatura o de miltiples
temperaturas, y si la temperatura debera ajustarse de manera constante o en
cantidades discontinuas.

[00167] Durante la fase de crecimiento inicial, las células pueden desamollarse
una cantidad de tiempo mayor o menor, segin las necesidades del que pone en
practica la invencién y las necesidades de las células en si. En una realizaclén, las
células se desarrollan durante un tiempo suficiente para lograr una densiiad celular
viable, que es un porcentaje determinado de la densidad celular viable méxima que
las células alcanzarian finaimente si se las dejara crecer sin Interrupcién. Por

ejemplo, las células pueden desarmollarse durante un tiempo suficlente para lograr
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una densidad celular viable deseada de 1; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40; 45; 50; 55;
60; 65; 70; 75; 80: 85; 90; 95; 6 99 por ciento de la densidad celular viable méxima.
[00168] En ofra realizacion, las células se dejan crecer durante un tiempo
definido. Por ejemplo, conforme a la concentracién inicial del cultivo celular, la
temperatura a la cual las células se desamollan y |a tasa de crecimiento intrinseco de
las células, estas pueden desarrollarse durante 0; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 11; 12;
13; 14; 15; 16; 17; 18; 19; 20 o mas dias. En algunos casos, las células pueden
dejarse crecer durante un mes, 0 més. 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 biormeactor de produccién
en el momento de su inoculacién ya estuviera en el porcentaje deseado de la
densidad celular viable méxima, las células no se dejarian crecer durante ningdn dia
en el biomeactor de produccién. Aquel que lleva a la practica la invencién presente
podrd seleccionar la duraciéon 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 sl.

[00169] El cultivo celular puede agitarse o sacudirse durante la fase de cultivo
inicial, a fin de aumentar la oxigenacién y la dispersiébn de nutrientas an las células.
De acuerdo con la presente invencion, el experto en el arte entenderé que puede ser
beneficioso controlar o regular clertas condiciones intemas del biorreactor durante la
fase de crecimiento inicial, entre ellas, sin limitacién, el pH, la temperatura, la
oxigenacion, 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.

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 condiclones de cultivo y de
producir un cambio metabdlico en el cultivo. La acumulacion de metabolitos
Inhibltorios, en su mayorfa lactato y amonlaco, inhibe el crecimiento. Un cambio
metabdlico, efectuado, por ejemplo, mediante una modificacién en la temperatura, el
pH, ia osmolalidad o el nivel de Inductores quimicos del cultivo celular, puede
caracterizarse por una reduccién en la relacién de una tasa de produccién de lactato

especifica a una tasa de consumo de glucosa especifica. En una reallzacién, sin
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limitacién, las condiciones de cultivo se camblan modificando la temperatura del
cultivo. Sin embargo, como es sabido en el arte, la modificacién de la temperatura no
es ol Unico mecanismo para lograr un cambio metabdlico apropiado. Por ejemplo,
dicho cambio metabélico también puede obtenerse modificando otras condiciones de
cultivo,-entre ellas, sin limitacién, el pH, la ocsmolalidad y los niveles de butirato de
sodio. Como se detalla con anterioridad, el momento dei cambio de cultivo sera
determinado por aquel que lleva a la préctica 1a presente invencion, sobre la base de
las necesidades de produccion de la proteina o el polipéptido, o las necesidades de
las células en sl.

[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 dlas. De manera altemativa, el cambio de temperatura puede
ser relativamente abrupto. Por ejemplo, puede completarse el cambio de temperatura
en menos de algunas horas. Dados la produccion 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] La temperatura del cultivo celular en la fase de crecimiento posterior se
seleccionara principaimente sobre la base del rango de temperaturas a las cuales a
las cuales el cultivo celular permanece viable y expresa proteinas o polipéptidos
biotecnolégicos en niveles adecuados desde el punto de vista comercial. En general,
la mayoria de las células de mamiferos permanecen viables y expresan proteinas o
polipéptidos biotecnolégicos en niveles comerciaimente adecuados dentro de un
rango de aproximadamente 25°C a 42°C. Preferentements, las células de mamiferos
permanecen viables y expresan proteinas o polipéptidos blotecnolégicos en niveles
comerciaimente adecuados dentro del rango de aproximadamente 25°C a 35°C. El
experto en el arte podra 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 préactica la invencién.

[00173] En una realizacién de la presente invencion, la temperatura de la fase
de crecimiento posterior se mantiene a una sola temperatura constante. En otra
realizaclén, la temperatura de la fase de crecimiento posterior a8 mantiene dentro de
un rango de temperaturas. Por ejemplo, la temperatura se puede aumentar o

disminuir de manera constante durante la fase de crecimiento posterior.
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Altemativamente, 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 miuiltiples
cambios de temperatura discontinuos. Por ejemplo, la temperatura puede madificarse
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 o0 menor. La temperatura del
cultivo después de cada cambilo discontinuo puede ser constante, o puede
mantenerse dentro de un clerto rango de temperaturas.

[00174] En el Ejemplo 18, se expone informacion que demuestra la eficacia del
empleo de dos cambios de temperatura sucesivos, si bien, aquelios expertos en el
arte de acuerdo con la presents invencién entenderén que pueden emplearse tres o
més cambios de temperatura sucesivos a fin de aumentar la viabilidad o densidad
celular, o a fin de aumentar la expresién de proteinas o polipéptidos 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
temperaturas o rangos de temperaturas anteriores al camblo. En una realizacion
preferida de la presente invencién, cada temperatura o rango de temperatura
sucesivo es Inferior a la temperatura o rango de temperaturas precedents.

Fase de produccion posterior

[00175] De conformidad con la presente invencién, una vez que se han
cambiado las condiciones del cultivo celular como se detalla anteriormente, el cultivo
celular se mantiene para una fase de produccién posterior en un segundo grupo de
condiciones de cultivo, que conducen a la supervivencia y a la viabllidad del cultivo
celular, y apropiadas para la expresion del polipéptido o la proteina deseada en
niveles comercialmente adecuados.

[00176] Como ya se analiz6, el cultivo puede cambiarse modificando una o mas,
de una cantidad de condiciones de cultivo, entre ellas, sin limitaclén, la temperatura,
el pH, la osmolalidad y los nivelea de butirato de sodio. En una realizacién, se cambla
la temperatura del cultivo. De acuerdo con esta realizacién, durante la fase de
produccion posterior, el cultivo se mantiene a una temperatura o rango de
temperaturas inferior a la temperatura 0 rango de temperaturas de !a fase de
crecimiento inicial. Por ejemplo, durante la fase de produccién posterior, ias células
CHO expresan proteinas y polipéptidos biotecnolégicos dentro de un rango de 25°C
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a 35°C. Como se analiz6 anteriormente, pueden emplearse mudltiples camblos de
temperatura discontinuos a fin de aumentar la densidad o la viabilidad celular, o a fin
de incrementar la expresién de la proteina o el polipéptido biotecnolégico.

[00177] Conforme a la presente Invencién, las células se pueden mantener en la
fase de produccién posterior hasta lograr una densidad celular o valoracion de
produccion deseada. En una realizacién, las células se@ mantienen en la fase de
produccién posterior hasta que la valoracibn para la proteina o polipéptido
biotecnolégico alcanza un méxdmo. En otras realizaciones, el cultivo puede
cosecharse antes de este punto, segin la necesidad de produccion del que pone en
préactica la invencién, o las necesidades de las células en sl. 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, 85; 70, 75; 80; 85; 90; 95; 6
99 por ciento de la densidad celular viable méxima. En algunos casos, puede ser
conveniente permitir que la densidad celular viable alcance un méximo, 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.

[00178] En otra realizaci6n de la presents invencion, las células se dejan crecer
durante un tiempo definido durante la fase de producciéon posterior. Por ejemplo,
conforme a la concentraciéon 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; 15; 14; 15; 16; 17; 18; 19; 20 0 mas dlas. En algunos casos, las células
pueden dejarse crecer durante un mes, o mas. Aquel que lleva a la préctica la
invencion presente podra seleccionar la duracion de la fase de produccién posterior,
conforme a las necesidades de produccidn del polipéptido o la proteina y a las
necesidades de las células en sl.

[00179] " En ciertos casos, puede ser beneficioso o necesario suplementar el
cultivo celular, durante la fase de producciébn posterior, con nutrientes u otros
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, segin se ha aobservado en el control
del cultivo de células (ver la seccidn de “Control de las condiciones de cultivo®, a
continuacién), se han agotado. Altemnativa o adicionalmente, puede ser beneficloso o
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necesario suplementar el cultivo celular antes de la fase de produccién posterior.
Como ejemplos, sin limitacién, puede ser beneficloso o necesario la suplementacién
del cultivo celular con hormonas u otros factores de crecimlento, iones particulares
(tales como sodio, cloruro, calcio, magnesio y fosfato), reguladores, vitaminas,
nuclebsidos o nucledtidos, oligoelementos (compuestos inorganicos habitualmente
presentes en concentraciones finales muy pajas). aminoécidos, lipidos, 0 glucosa u
otra fuente de energla.

[00180] Estos componentes suplementarios pueden agregarse al cultivo celular
todos juntos, de una sola vez, o pueden proporcionarse al cultivo celular en una serie
de adiclones. En una realizacién de la presente invencién, los componentes
suplementarios se proveen al cultivo celular en maitiples momentos, en cantidades
proporcionales. En otra realizacién, puede ser conveniente proporclionar solo ciertos
componentes suplementarios al comienzo, y proporcionar el resto de los
componentes en un momento posterior. En aun otra realizacién de la presente
invencién, el cultivo celular se alimenta de manera continua con estos componentes
suplementarios.

[00181] De conformidad con la presente invencion, el volumen total agregado al
cultivo celular debe mantenerse éptimamente en una cantidad minima. Por ejemplo, '
el volumen total del medio 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 culivo celular puede agitarse o sacudirse durante la fase de
produccién posterior, a fin de aumentar la oxigenacion y la dispersion de nutrientes
en las células. De acuerdo con la presente Invencién, el experto en el arte entendera
que puede ser beneficioso controlar o regular ciertas condiciones intemas del
blorreactor durante la fase de crecimiento posterior, entre ellas, sin limitacion, el pH.,
la temperatura, la oxigenacién, etc. Por ejemplo, el pH se puede controlar
suministrando una cantidad apropiada de &cido o base, y la oxigenaclon puede
controlarse con aparatos de riego bien conocidos en el arte.

Control de las condiciones de cultivo

[00183] En clertas realizaciones de |la presente invencién, la persona que lleva a
la practica la invencién puede hallar beneficioso o necesario controlar periédicamente

las condiciones particulares del cultivo celular en crecimiento. El control de las
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condiciones de cultivo celular permite que aquel que pone en préctica la invencion
pueda determinar si el cultivo celular produce proteina o polipéptido biotecnoldgico
en niveles subdptimos, o si el cultivo est4 préximo a entrar en una fase de produccion
subdptima. A fin de controlar ciertas condiciones de cultivo, serd necesario extraer
pequefias allcuotas del cultivo para andlisis. El experto en el arte entendera que
dicha extraccion potenciaimente puede introducir contaminacién en el cultivo celular,
y observard los cuidados apropiados a fin de minimizar el rlesgo de dicha
contaminacién.

[00184] Como ejemplo, sin limitacién, puede ser beneficioso o necesario el
control de la temperatura, el pH, la densidad celular, la viabilidad celular, la densidad
celular viable integrada, los niveles de lactato, los niveles de amonio, la osmolaridad,
o la valoracién de la proteina o del polipéptido expresado. Se conocen bien en el arte
numerosas técnicas que permitirdn que la persona que lleva a la préactica la invencién
pueda medir estas condiciones. Por ejemplo, la densidad celular se puede medir
usando un hemacitdmetro, un contador Coulter, © 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 establecerse por medio del
recuerito de la cantidad tota! de células, la division del nimero de células que
absorben el colorante por el nimero total de células, y tomando el nimero reciproco.
Se puede emplear HPLC para establecer los niveles de lactato, amonio, o de la
proteina o el polipéptido expresado. Altemativamente, el nivel de protelna o
polipéptido expresado se puede determinar mediante técnicas convencionales de
blologia molecular, tales como la tincion Coomassle de geles de SDS-PAGE,
Westem blotting, ensayos Bradford, ensayos Lowry, ensayos Biuret y absorbancia de
UV. Ademés, puede ser beneficioso 0 necesario controlar las modificaciones pos-
traduccién de la proteina o el polipéptido expresado, entre ellas, la fosforilacion y la
glicosilaclén.

Aislacién de polipéptido expresado

[00185] En general, habituaimente se deseara la aislacién o purificacién de
protelnas o polipéptidos expresados de acuerdo con la presente invencién. En una
realizacién preferida, la proteina o el polipéptido expresado se secretara en el medio,
y de esa manera, se podran eliminar las células y otros sdlidos, tal como por

centrifugaciéon o filtracién, como una primera etapa en el proceso de purificacion.
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Esta realizacion es particularmente Gtil cuando se emplea de conformidad con la
presents invencién, ya que los métodos y ias composiciones que se describen.en
esta solicitud logran mayor viabilldad celular. Como consecuencia, mueren menos
células durante el proceso de cultivo, y se liberan menos enzimas proteoliticas en el
medio, que puedan disminuir potenclaimente el rendimiento de la proteina o del
polipéptido expresado.

[00186] Altemativaments, 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 son lisadas como una primera
etapa en el proceso de purificacion. La lisis de células huéspedes de mamiferos
puede lograrse de cualquier cantidad de maneras conocidas por los expertos en el
arte, entre ellas, la interrupcion fisica mediante cuentas de vidrio y la exposicién a
altas condiciones de pH.

[00187] La proteina o el polipéptido puede aislarse y purificarse por métodos
convencionales, entre ellos, sin limitacién, la cromatografla (por ejemplo,
cromatografila de Intercambio 16nico, de afinidad, de exclusiéon por tamaflo y de
hidroxiapatita), fittracién 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 Purlfication Principles and Practice 2™ Edition,
Springer-Verlag, New York, 1987; Higgins, S. J. y Hames, B. D. (eds.), Profein
Expression: A Practical Approach, Oxford Univ. Press, 1989; y Deutscher, M. P.,
Simon, M. |, Abelson, J. N. (eds.), lGuide to Protein Purification: Methods in
Enzymology (Methods in E;':mnology Series, Vol. 182), Acedemic Press, 1997, todos
Incorporados en la presente solicitud a modo de referencia). Para la cromatografia de
inmunosafinidad en particular, la protelna se puede aiglar mediante su unién a una
columna de afinidad que comprende anticuerpos producidos contra esa proteina y
filados a un soporte estacionario. Alternativamente, pueden adherirse a la proteina
marcas de afinidad, tales como una secuencla de cubierta de influenza, poli-histidina,
o glutationa-S-transferasa, mediante técnicas convencionales biotecnoldgicas, a fin
de permitir |a facil purificacién mediante el pase en la columna de afinidad apropiada.
Los inhibidores de proteasa, tales como fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF),
lsupeptina, pepstatina o aprotinina, pueden agregarse en cualquier etapa 0 en todas
las etapas, a fin de reducir o eliminar la degradacion del polipéptido o de Ia proteina
durante el proceso de purificacion. Se desean en particular los inhibidores de la
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proteasa cuando deben lisarse las células a fin de aislar y purificar la proteina o el
polipéptido expresado. El experto en el arte apreciard que la técnica de purificacién
exacta variard conforme al carécter del polipéptido o de la protelna por purificar, el
carécter de las células desde las cuales se expresa la proteina o el polipéptido, y la
composicion del medio en el cual crecen las células.

Formulaciones farmacéuticas

[00188] En clertas realizaciones preferidas de la invencion, los polipéptidos o las
proteinas producidas tendran actividad farmacolégica y serén Utiles en la preparacion
de productos farmacéuticos. Las composiciones de la invencién descriptas
anteriormente se pueden administrar a un sujeto, o pueden formularse primero para
administracién por cualquier via, entre ellas, sin limitacién, las vias parenteral (por
ejemplo, intravenosa), intradérmica, subcutinea, oral, nasal, bronquial, oftdimica,
transdérmica (topica), transmucosal, rectal y vaginal. Las composiciones
farmacéuticas de la invencién comprenden tipicaments una proteina o un polipéptido
purificado, expresado desde una linea de células de mamifero; un agente de
administracién (es decir, un polimero catiénico, transportador molecular de péptido,
surfactante, etc., como se describe con anterioridad), en combinacién con un
portador farmacéuticamente aceptable. Conforme a esta solicitud, la expresion
"portador farmacéuticamente aceptable” incluye solventes, medios de dispersion,
revestimientos, agentes antibacterianos y antifiingicos, agentes de demora de
absorcion e Isotdnicos y similares, compatibles con la administracién farmacéutica.
En las composiclones también pueden incorporarse compuestos activos
suplementarios.

[00189] Una composicion farmacéutica se formula de manera de ser compatible
con su via de administracién propuesta. Las soluciones o suspensiones utilizadas
para aplicacién parenteral, intradérmica o subcutdnea pueden comprender los
sigulentes componentes: un diluyente estéril, tal como agua para inyaccién, solucién
salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros solventes
sintéticos; agentes antibacterianos, tales como alcohol bencllicp o0 metilparabenos;
antioxidantes, tales como acido ascérbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes,
tales como acido etilendiaminatetraacético; reguladores, tales como acetatos, citratos
o fosfatos; y agentes para el ajuste de la tonicidad, tales como cloruro de sodio o
dextrosa. El pH puede ajustarse con acldos o bases, tales como acido dorhidrico o
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hidréxido de sodio. La preparacién parenteral puede encerrarse en ampollas, jeringas
descartables o viales de maltiples dosis elaborados de vidrio o plastico.
[00180] Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso Inyectable
tipicamente comprenden dispersiones o soluciones acuosas estériles (cuando son
solubles en agua) y poivos estériles para la preparacién improvisada de dispersiones
o soluciones inyectables estériles. Para administracién Intravenosa, los portadores
adecuados incluyen solucién salina fisiolégica, agua bacteriostatica, Cremophor EL™
(BASF, Parsippany, NJ) o solucién salina regulada con fosfato (PBS). En todos los
casos, la composicion debe ser estéril y fluida al punto que pueda ser facilmente
Introducida en la Jeringa. Las formulaciones farmacéuticas preferidas son estables en
las condiciones de elaboracién y almacenamiento, y deben preservarse contra la
accion contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. En general,
el portador pertinente puede ser un solvente o0 medio de dispersién que contiene, por
ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propllenglicol y polletilenglicol
liquido y similares) y sus mezclas adecuadas. La fluidez apropiada puede
mantenerse, por ejemplo, utilizando un revestimiento tal como lecitina, manteniendo
ol tamafio de particula necesario en el caso de la dispersion, y utlizando
surfactantes. La prevencion de la accién de microorganismos puede lograrse por
medio de diversos agentes antibacterianos y antif(ingicos, tales como parabenos,
clorobutanol, fenol, &cldo ascorbico, timerosal y similares. En muchos casos, serd
preferible Incluir agentes isotdnicos, por ejemplo, azlicares, poliaicoholes tales como
manitol, sorbltol o cloruro de sodio, en la compaosicion. La abaordoﬁ prolongada de
las composiclones inyectables se puede lograr incluyendo en las composiciones un
agente que demore |a absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.
[00191] Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando la
proteina o el polipéptido purificado en la cantidad necesaria, en un solvents
apropiado, con un ingrediente 0 una combinacién de ingredientes enumerados con
anterloridad, segan lo necesario, y luego efectuando la esterllizacion 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 bésico y los otros ingredientes necesarlos, de
los enumerados anteriormente. En el caso de los polvos estérlles para la preparacién
de soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacién son el
secado al vaclo y la liofilizacién, que logran un polvo del ingrediente activo mas
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cualquier ingrediente deseado adicional, a partir de una solucibn de estos
previaments filrada por esterilizacién.

[00192] Las composiciones orales en general incluyen un diluyente inerte o un
portador comestible. Para el propésito de administracién terapéutica oral, la protelna
o el polipéptido purificado puede incorporarse con excipientes y utilizarse en forma
de comprimidos, sellos o céapsulas, por ejemplo, capsulas de gelatina. Las
composiciones orales tamblén se pueden preparar empleando un portador fluido
para uso como un lavado bucal. Como parte de la composicién, pueden incluirse
agentes aglutinantes farmacéuticamente compatibles o0 materiales coadyuvantes. Los
comprimidos, las pastillas, las cépsulas, los sellos y similares pueden contener
cualquiera de los siguientss ingrédientes. 0 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 écido
alginico, Primogel o almidén de malz; un lubricante, tal como estearato de magnesio
o Sterotes; un deslizante, ial como diéxido de silicio coloidal, un edulcorante, tal
como sacarosa o sacarina; un agente saborizante, tal como menta, metil salicilato o
saborizante de naranja. Las formulaciones para administracion oral
convenientements pueden incorporar agentes para mejorar la estabilidad dentro del
tracto gastrointestinal, o para mejorar la absorcion.

[00193] Para administracién por inhalacion, las composiciones de la invencion,
que comprenden una proteina o un polipéptido purificado expresado desde una linea
de ceélulas de mamifero y un agente de administracion, preferentements se
suministran en forma de un rocio en aerosol desde un recipiente presurizado o
doslificador que contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un gas tal como
diéxido de carbono, o un nebulizador. La presente invencién contempla en particular
la administracién de las composiciones empleando un roclo nasal, un inhalador u
otro dispositivo directo para las vias respiratorias superiores o inferiores. Se ha
demostrado que la administracién intranasal de vacunas de ADN dirigidas contra
virus de la gripe induce respuestas de células T CD8, lo que indica que por lo menos
algunas células del tracto respiratorio pueden absorber ADN cuando este se
administra por esta via; los agentes de administracion de la invencién mejorarén la
absorcién celular. De acuerdo con ciertas realizaclones de la invencidn, las

composiciones que comprenden un polipéptido purificado expresado desde una linea
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de células de mamifero y un agente de administracién se formulan como particulas
porosas grandes, para administracion en aerosol.

[00194] La administracién generalizada también puede efectuarse por medios
fransmucosales o transdérmmicos. Para la administracibn transmucosal o
transdérmica, se usan en la formulacién agenies penetrantes apropiados para la
barrera por ser penetrada. Dichos agentes penetrantes son generalmente conocidos
en el arte, e incluyen, por ejemplo, para administracion transmucosal, detergentes,
sales biliares y derivados de &cido fusidico. La administracién transmucosal se puede
realizar utilizando roclos nasales o supositorios. Para administracién transdérmica, la
proteina o el polipéptido purificado y los agentes de administracién se formulan en
forma de unglientos, balsamos, geles 0 cremas generalmente conocidos en el arte.
[00195] Las composiciones también se pueden preparar en forma de
supositorios (por ejemplo, con bas-es convencionales para supositorios, tales como
manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencién para administracion
rectal.

[00196] En una realizacién, las composiciones se preparan con portadores que
protegerén el polipéptido o la proteina contra la rapida eliminacién del organismo, por
ejemplo, como ima formulacién de llberacién controlada, tal como implantes y
sistemas de administracléon microencapsulados. Se pueden usar polimeros
biocompatibles biodegradables, tales como acetato de etilenvinilo, polianhidridos,
écido polliglicdlico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico. Los métodos de
preparacion de dichas formulaciones serdn evidentes para los expertos en el arte.
Los materiales ademés pueden obtenerse en el mercado, de Alza Corporation y
Nova Phamaceuticals, Inc. Las suspensiones liposémicas (entre ellas, liposomas
apuntados a las células infectadas con anticuerpos monoclonales para antigenos
virales) tamblén pueden emplearse como portadores farmacéuticamente. aceptables.
Estas pueden prepararse conforme a métodos conocidos por los expertos en el arte,
por ejemplo, como se describe en la Patente de los Estados Unidos Nro. 4 522 811.
[00197] Es conveniente formular las composiciones orales o parenterales en
formas farmacéuticas unitarias, para facilidad de administracién y uniformidad de la
dosificacién. La forma farmacéutica unitaria, como se usa en esta solicitud, se refiere
a unidades flsicamente separadas, adecuadas como dosificaciones unitarias para el

sujeto por ser tratado; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de
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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
invencibn puede administrarse con diferentes intervalos y perlodos 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 6 semanas, etc. El experto en el arte apreciara que ciertos
factores pueden afectar la dosificacién y el tiempo necesarios para tratar de manera
eficaz un sujeto; por ejemplo, sin limitacién, la gravedad de la enfermedad o
trastomno, los tratamientos previos, la salud general o la edad del sujeto y otras
enfermedades presentes. En general, el tratamiento de un sujeto con una proteina o
un polipéptido descripto en esta solicitud puede comprender un tratamiento
individual, o en muchos casos, puede comprender una serie de tratamientos.
Ademas, 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 la administracién 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 salud general, el género y la dieta del sujeto, el tiempo
de administracién, la via de administracion, la tasa de excrecién, cualquier
combinacién de farmacos y el grado de expresién o actividad por ser modulado.
[00199)] La presente invencion comprende el uso de composiciones de la
invencion para el tratamiento de animales no humanos. En consecuencla, ias dosis y
los métodos de administracién se pueden seleccionar de acuerdo con principios -
conocidos de la farmacologia veterinaria y la medicina. Pueden hallarse pautas, por
ejemplo, en Adams, R. (ed.), Veterinary Pharmacology and Therapeutics, 8" edition,
lowa State University Press; ISBN: 0813817439; 2001.

[00200] Las composiciones farmacéuticas de la invencién se pueden inclulr en
un recipiente, envase o dosificador, junto con instrucciones para la administracién.
[00201] Debe entenderse que la descripcion precedente es solo representativa,
y no tiene la intencién de limitar. Los métodos y materiales altemativos para llevar a

cabo [a invencion, y ademas, las aplicaciones adicionales, seran evidentes para el
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experto en el arte, y tienen la intencién de incluirse dentro de las reivindicaciones
adjuntas.
Eiemplos

Ejemplo 1: Medio mejorado 1 para proceso de allmentacién de | nti-GDF-8
[00202] Los procesos tradicionales de alimentacion de lote para el cultivo de
lineas celulares poseen varlas desventajas, entre ellas, el tlempo y el esfuerzo
necesarios para administrar las alimentaciones, y la necesidad de equipamiento
espacial en biormeactores de gran escala. El objetivo fue formular un medio de lote
para la produccidén de proteinas de interés en biomeactores de gran escala, que
requiriese minimas alimentaciones.
Materiales y métodos
[00203] Cepas y medios. Se diseflaron células de ovario de hamster chino
("CHO") de manera de expresar un anticuerpo monocional conira el factor 8 de
diferenciacién y crecimiento ("células antl-GDF-8") (ver Veldman y col., Neutralizing
Antibodles Against GDF-8 and Uses Therefor, US 20040142382 A1). Las células
anti-GDF-8 se usaron para evaluar un nuevo medio de lote. El medio 1 y el Medio 2
. 86 compararon con la finalidad de establecer sus capacidades para sostener altas
densidad y viabllidad celulares. Las composiciones de estos medios, como asl
también, del Medio 3, se citan en la Tabla 1. Los medios se elaboraron mediante la
adicién de todos los componentes, excepto FeS0,07H20. Luego se ajustd el medio a
pH 7,25, se registrd la osmolaridad, y entonces se agregd FeSO4e7H20.
[00204] Condiciones de cultivo. Para los experimentos en frascos, las células
anti-GDF-8 se cultivaron en frascos de agitaclén 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 medio de
*" alimentacién Medio 4 20X (Tabla 3), 0 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 cambié |la temperatura de las células a 31°C.
[00205] Anallsls de muestras. Se tomaron muestras diarias de los cultivos, y se

analizaron para determinar los niveles de aminoéacidos, vitaminas, hiermo, fosfato,

glucosa y glutamina.
Tabla 1. Composiciones de Medio 1, Medio 2 y Medio 3.
Medio 1 Medio 2 Medio 3
Aminoicidos mgh mM mgh mM mg/ mM |
alanina 96,03 1,08 17,80 020 24,87 028
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aginina | 1186,99 8k2| MA1O7 200 | 42343 243 |
sspamgina+h0
713,59 478 75,00 050 | 17380 1,10
dckio sepirico | 318,53 2% | 2820 020| s272 0,40
cateing-HCI-H:0 70,01 040 70,16 0,40 70,01 040 |
clstina-2HCl | 297,00 008 8225 0,20 62,00 0,20
#cido ghamico | 158,99 108 | 2040 0,20 41,08 028 |
gutamina | 1802.40 1206 | 116,85 TOT | 116240 7.0 |
giicina 5,68 128 3000 040 | 3582 048 |
histidina~HCi*H;0 360,10 1,78 48,00 0,2 75,27 0,30
iscleucina 621,03 470 | 10400 o080 | 151,00 1,18
loucna | 852,31 851 10490 080 | 17260 |
BsinaHCl | 949,00 14500 0,60 | 218,38 120 |
melioning | 201,52 19| 28| 020 53,55 0,36 |
feniialaning | 428,62 2,00 05,00 0,40 88,81 0,80 |
prolina 312,25 324 60,90 0.60 88,40 0,84
serina | 004,71 862 | 12600 120 27307 290 |
teonina | 513,39 431 64,00 080 | 13281 142 |
Tpitfano | 159,32 0,78 16,00 | 0,08 28,00 0,14
[ trosna2Ne-2HhO | 580,81 215 | 103,70 040 | 14510 0,50 |
valina 505,38 42 03,90 080 | 131,17 112
Vitemings | mgA #M | mgh s mgh i
bioting 2,00 8,21 020 o082 0,38 149 |
pantotenato de caicio 202 46,27 224 471 403 8,47 |
cloruro de colina e1.67 830,74 868 64,80 16,11 | 11592 |
Ackio follco 25,05 884 | 208 6,01 4,786 | 1080 |
hoeldl | 123,99 885,47 12,00 80,00 204 | 125,19 |
nicotinamida 19,80 180,70 2.02 105 301
PINdoal-HC! 100 9,83 2,00 0,85 1.9 088 |
piridndna“HCI 18,08 87,07 0,03 0,16 1,87 8,10
"~ ribofiaving 220 5,05 0.2 50 0,40 1,00 |
taming*HGl 21,51 &S| 217 644 302 11,04 |
vitaming B12 512 0,78 0,38 134 0,99
Sales inorginicas mgh mM mgh mM mgl mM
CaCh 118,78 104 | 116,00 1,08 11578 1,04
KO | 31084 a17| T 418 | 31084 417
NaHPO, | 70,81 050 | 7080 050 | 7081 0,50
NaCi | 1104,88 10| 5m00| o485 370408 | o344
NaHPOHZO | 636,33 481 6249 043 | 11433
MgSO, 48,70 0A1 4883 041 | 4870 0,49
MgSO«7HO 0,03 98,00 860 | 8500
MgCh 28,53 03| 288 o3| 2853 0,30
NaHCO;
2000,00 2381 | 2440,00 20,04 | 244000 20,04
Oligoelementos P M ] nM n nM |
Selanito de sodio 28,00 161,04 5,00 28,02 7.00 40,40 |
“Fe{NOs)s" 80 49,88 123,42 50,00 | 123,78 40,86 | 123,42 |
CusS0, 2,60 18,80 0,60 5,00 0.67 6,08
CuS0,5H0 11,24 45,00 749 30,00
FeSO~THO | 250385 | 000664 | 63008 | 302145 | 154285 | 5540,81
Zn80,THO | 273477 | oa28@e2 | 42086 | 149812 | 138380 | 4821.%

(e

9L
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MnS0H,0 0,26 1,51 0.17 1,01
NaZBIO30rg0 | 210,00 | 730,27 140,00 | 492,54 |
(NH4)MorOn4H:0 186 150 124 1,00
NHVO, 0,50 8,33 0, 5,50 |
NISO,-6H:0 020 0.74 0,13 049 |
SnC2H0 0,18 0,80 0.12| 053
Ofros componentss | mgA s mgh s  mgh 7
"Fidrocorfisona 023 0.64 0.04 0,10 0,00 0.24
Putrescina~2HCl 6,48 40,2 08| 6710 248 15,39 |
ficido lincleico 0.2 0,80 0,04 0,14 0,08 0,20
#cido fidctico 0,50 2.73 0,10 049 0,14 0,80 |
D-glucosa (Dexcrosa) | 16030,43 | 89107,82 | 6150.72 | 34170,04 | 11042,24 | 61345,70 |
PVA | 25080,00 2400,00 2520,00
Tneulina 54,00 10,00 14,00
Piruveio de sodio 5405 | 40863 5500 | 409,05 54,85 | 498,08 |

Resullados y conclusiones

[00206] La Figura 1 muestra que la tasa de crecimiento de células ant-GDF-8
fue simllar 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 viabllidad y la densidad celulares finales, en comparacion
con el Medio 3. La valoracién final también aumentd de manera significativa, de 551
mg/ 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 dia 5. Debido al inesperado
alto crecimiento celular, los cultivos se 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
consecuencla, este no fue un experimento de lote real, como se propuso
originaimente. La asparagina y la tiamina se suplementaron al medioc de
alimentacion, 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 determind
que todos los nutrientes y componentes estaban por debajo de los limites de
toxicidad (informacién no expuesta).

[00209] En segundo lugar, el medio de lote concentrado necesariamente tiene
osmolaridad superior a los medios no concentrados, lo que ha demostrado poseer
efectos nocivos sobre el crecimiento y la viabilidad celulares. Este problema puede
evitarse disminuyendo la cantidad de NaCl en el medio inicial. Ademdas, el medio de

lote concentrado contiene niveles insuficientes de glucosa para sostener el
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crecimiento durante el perlodo de cultivo entero. Por lo tanto, los cultivos se
suplementaron diarlamente después del dia 5, con una alimentacién de glucosa.
[00210] En tercer lugar, la insulina y la glutamina son susceptibles de
degradacién durante el periodo de cultivo de 12 dias. En consecuencia, el cultivo se
suplementd con estos componentes, ademés de la glucosa.
[00211] Finaimente, se precipitaréd hiemo de la solucidon que contiene altas
concentraciones de fosfato a alto pH. Este problema puede evitarse agregando hiermo
al final del proceso de preparacién del medio, después de ajustar el pH hasta un nivel
apropiado. '
Elemplo 2. Formulacién de medio de alimentacién concentrado (Medio 5) para
lulas anti-GDF-8 en limentacién de

[00212) En el Ejemplo 1, se desarrollé 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 determind que aln era conveniente la suplementacién de
nutrientes, ademéas de la glucosa y la glutamina. Sin embargo, la suplementacion del
lote con medio de alimentacibn Medio 4 8X logré excesiva dilucidon del cultivo. Se
formulé un medio de alimentacién mas 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.

Oligoaiementos | Oligoslementos
Medio 4A-1 Medio 4B B D
Aminoécldos mgil mM mgfl mM mgh | mM mg mM
Alaning 17,80 020
Argnina 191,00 1,10
asparaginaHsO 135,00 0,80
ficido aspartico 65,50 0,50
#cido gutamico 20,40 020
" gicina 15,00 0,20
histidina=-HCIHZO 73.50 0,35
Tcleucina 118,00 0,80
feucina 170,00 1,30
Tisna-HCI 182,00 1.00
metionina 5060 | 040




3 se provee la formulacién de medio para Medio 4 20X.

Tabla 3. Planllia de céiculo para medio de alimentacién Medio 4 20X
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fenliaianina 82,50 0,50
prolina 69,00 0,60
serina 158,00 1.50
treoning 9520 | 0,60
triptsfano 32,60 0,16
tirosina-2Na-2He0 104,00 040
vaiina 83.60 0,80
Vitaminas mgh | uM mgl | aM mg/l | mM mgii mM
biotina 041 1,68
paniotenatn de caiclo 4,50 045
Garuro de collna 17,00 | 128,78
acido 1ico 5,30 12,02
Tnositol 2520 | 140,00
nicotinamida 4,00 279
plridaxina*HCl 4,10 19,80
[ ribofiavina 045 120
teming=HCI 440 | 1300
“vitamina B12 1,40 1.03
Oligoslementos | zgN | nM mgh | M g | M g nM
NHOWMOrO2 410 14 1.00
[ CuS0, 043 2,68
CuS0.5H,0 749 | 30,00
FeBO,THO 834 3000
MnSO,H,0 017 1,01
NaaSIO; B0 140,00 492,04
NHVO, 0,65 550
NISO;-6HO 0,13 049
SnClr2HO 0,12 0,53
Zn8OTHO 230,00 | 801,39 863 3007
 Otros
componentes sgh nM poh nM pgh | M pgi nM
B0 NONICO 4200 | 015
dcido tibclico 105,00 0,5
D-glucosa (Dextrosa) 1000000 | 5555,50
Medio 4 20X
- [00214] El primer medio concentrado se formulé como Medio 4 20X. En la Tabla

[Partel  Componente Cantidad Unidad
| Medio 4A-1 31,120 gl
Nucellin™ 40,000 mi
Carga H/P 20,000 mi/
Carga de selenito 2,000 miA
PVA 2,400 gl
NaHzPO,HzO 2,610 g
MgSO,7H;0 0,430 gl
Acido aspértico 1,330 gl
Acido glutdmico 0,588 g
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Acido linoleico 0,840 miA
Acido tiéctico 2,100 miA
Tirosina-2 Na (Mw 225) 1,790 gl
1000X Oligoelem. B 6,000 mifl
Glucosa 100,000 gh
Glutamina 14,600 gl
pHa7,0
Osmolaridad méx. 1064,000 mOsm
Agregar 108 ml Oligoslem. D,
! 0,25 g FeS0;-7H20 a 280 mi
Cisteina (400 mM) de carga de cistelna
1l Acido félico 720 ml acido f6lico 68 mM

Observacion: Nucellin™ es fabricado por Eli Lilly (Indianapolis, IN, USA); carga H/P =
0,036 mg/mi de hidrocortisona, 1,08 mg/ml de Putrescina-2HCI.

[00215] La formulacién de medio consiste en 3 partes: |, lI, lil. La Parte | es la
version concentrada de Medio 4 8X con los componentes individuales de Medio 4B,
excepto éacido félico, debido a las preocupaciones sobre la solubilidad de esta
vitamina. La Parte 1l es carga de hiermo, Oligoelementos D y cisteina &cida, a fin de
evitar la posible precipitacion de hierro, si se agrega en la Parte |. La Parte Il es la
carga de &cido félico. La Parte | se agrega en 2% en volumen diariamente,
comenzando el dia 5, y las Partes 11 y llll se agregan una vez el dia 5 junto con la
Parte I.

[00216] Se ajustd el pH final del medio de alimentacién a 7,0, y la camolaridad
fue aproximadamente 1064 mOsm. Una alimentacién al 2% producira an el cultivo un
incremento de osmolaridad 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
alimentacion se cambid del Medio 4 20X (2% en volumen diariaments) 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 célculo para el medio de alimentacién Medio 4 16X

Parte Componente Cantidad Unidad
| Medio 4A-1 24,896 gl
Nucellin™ 32,000 mif
Carga H/P 16,000 mi1
Carga de selenito 1,600 mi
PVA 2,400 g/l
NaH2PO,H0 2,088 gl
MgSO.-7H;0 0,344 g/l
Acido aspértico 1,064 g
Acido glutémico 0,470 g
Acido linoleico 0,672 miA
Acido tiéctico 1,680 mi/
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Tirosina-2 Na (Mw 225) 1,432 g
1000X Oligoelem. B 8,000 mi1
Glutamina 6,280 g
pHa?7,0
Osmolaridad max. 285,000 mOsm
| Agregar 108 ml Oligoelem. D,
0,25 g FeSO,4-7H20 a 280 mi
Cisteina (400 mM) de carga de cisteina
11 Acido félico 720 mi Acido félico 6 mM

Observacion: Nucellin™ es fabricado por Eli Lilly (Indlanapolis, IN, USA); carga H/P =
0,036 rﬁglml de hidrocortisona, 1,08 mg/ml de Putrescina-2HCI.

[00218] En este Medio 4 16X modificado, también se elimind glucosa a fin de
reducir adicionalmente la osmolaridad y proporcionar cier_ta flexibilidad de la
alimentacion de glucosa. La osmolaridad total del medio de alimentacién entonces
fue 295 mOsm.

3. Medio 4 16X

[00219]

solucién de carga de hiermo a la alimentacién, para lograr una adicion de 0,45 pM en

Se hicieron cambios a la formulacién de Medio 4 16X. Se agregé

cada alimentacién. Ademas, 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 célculo de medio de alimentacién Medlo 4 18X

Parte Componente Cantidad Unidad
| Medio 4A-1 24,896 gh
Nucellin™ 32,000 mil
Carga de H/P 16,000 mi/
Carga de selenito 1,600 miA
PVA 2,400 gl
NaH2PO, -Hz0 2,088 g
MgSO,-7H;0 0,344 o
Acido aspértico 1,064 g/l
Acido glutamico 0,470 gn
Acido linoleico 0,672 miA
Acido tidctico 1,680 miA
TirosIna-2Na (Mw 225) 1,432 gl
1000X Oligoslem. B 9,000 mi
Glucosa 50,000 g/
Glutamina 7,300 gl
pHa7.0
[FeSO47HzO (carga 1 mM) 15,000 mi/l
Osmolaridad max. 607,000 mOsm
Il Acido félico 720 ml é&cido fdlico 6 mM
1] Agregar 108 mil Oligoslem. D,
0,25 g FeS0,-7H20 a 280 ml
Cistelna (400 mM) carga de cistelna
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Observacién: Nucellin™ es fabricado por Eli Lilly (indianapolis, IN, USA); carga H/P =
0,036 mg/ml de hidrocortisona, 1,08 mg/ml de Putrescina-2HCI.

4. Medio 4 16X

[00220] Aqul, el medio de alimentacién (Medio 4 16X) se elabord en medios
combinados, en lugar de 3 alimentaciones separadas, como en los Gltimos varios
lotes. Se realizaron los ensayos para garantizar que el cido fdlico pudiera disolverse
en la concentracién necesaria, y que ni el hierro ni el acldo félico se precipitaran de la
solucién 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 alimentacién Medio 4 16X

Componente Cantidad Unidad
Medio 4A-1 24,896 gl
Nucellin™ 32,000 mi/l
Carga H/P 168,000 miA
Carpa de selenito 1,600 miA
PVA 2,400 gl
NaHaPO4Hz0 2,088 gl
MgS0,-7H,0 0,344 g/l
Acido aspértico 1,084 g
Acido glutdmico 0,470 gh
Acido linoleico 0,672 mi/
Acido tidctico 1,880 mii
Tirogina-2 Na (Mw 225) 1,432 gl
Glucosa 66,700 g
Glutamina 7,300 gl
Acido folico 70,560 mg/l
Cisteina acida (400
mM) 6,250 mi/
Carga FeS0, (1 mM) 23,000 mif
1000x Oligoslem. B 9,000 miAl
1000x Oligoelem. D 3,300 miA
pH esperado 6,11 Alustara 7,0
Osmolaridad méx. 724,000 mOsm

Observacién: Nucellin™ es fabricado por Eli Lilly (Indianapolis, IN, USA); carga H/P =
0,036 mg/mi de hidrocortisona, 1,08 mg/ml de Putrescina-2HCI.

[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. Medlo 4 12X

[00222) Aqui, se hicieron varios cambios al medio de alimentacidn. Se usé polvo
de Medio 4B en lugar de la adicién de cada ingrediente individual en el Medio 4B. El
polvo de Med?o 4B se mezcld con glucosa y se disolvié por separado en condiciones
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basicas, valorando la soluclén a pH 10,25. Se agregaron asparagina y tlamina
adicionales, ya que los resultados de los anélisls de vitaminas y aminoécidos
mostraron que estos dos componentes se habian agotado hacia. el final del proceso
de alimentacion de lote. El uso de Medio 4 12X redujo adicionaimente 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 célculo de medio de alimentacién Medio 4 12X

Componente Cantidad Unidad
Medio 4A-1 18,672 g/
Nucellin™ 24,000 mi/
Carga de H/P 12,000 mi
Camga de selenito 1,200 mi
PVA 2,400 gl
Asparagina, H20 1,620 g
NaH2PO4,H20 1,568 g/
MgS04,7H20 0,258 gl
Glutamina 5475 gl
Tiamina 0,040 gl
Medio 4B predisueito y
glucosa ~175 miA
Cistelna acida (400 mM} 4,688 miA
pH méx.
Ajustar pH a 7,2 con HCI
5N
Carga FeSO4 (1 mM) 17,250 mi
1000x Oligoelem. B 6,750 miA
1000x Oligoelem. D 2,475 mifl
|pH méx. (esperado 7,18))
Osm méx. 566,000
Medio 4B predisuelto y
glucosa * (para 1 1de
medio de allmentacién)
Agua 150 ml
Mezcla de medio 4B
(14,5 g) con glucosa
(38,3 ) Agregar
Ajustar pH usando 25%
NaOH hasta disolver (pH
apréx. 10,25)

Observacién: Nucellin™ es fabricado por Eii Lilly (Indianapolis, IN, USA); carga H/P =
0,036 mg/ml de hidrocortisona, 1,08 mg/ml de Putrescina-2HCI.

[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 tambiéﬁ se conoce como Medlo 5. El Medio 5 es
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facil de elaborar, en comparacién con el Medio 4 20X o el Medio 4 16X, y es estable
durante 10 dlas a temperatura ambiente, 0 a 4°C (informacién no expuesta).

Elemplo 3. Proceso de alimentacién de lote careciente de glutamina, para cultivo de
células ant-GDF-8

[00224] Las células CHO necesitan glutamina en el medio inicial para sobrevivir.
Tradicionaiments, los niveles iniciales de glutamina han sido altos, y la glutamina se
alimentaba diariamente después del dla 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, que, sagin se sabe,
poseen efectos inhibitorios sobre el crecimiento celular, la denaidad celular y la
expresién de proteina biotecnoldgica. Los procesos de alimentacion de lote donde la
glucosa se agrega lentamente al cultivo han demostrado disminuir la produccién de
lactato y mejorar el crecimiento celular, la densidad celular y la expresion de protelna
biotecnoldgica. Sin embargo, los métodos del arte previo para la manipulacién de la
adiclén de glucosa no son précticos para la elaboracién de gran escala. Aqul,
utilizando medios de cultivo con niveles iniclales inferiores de glutamina, y eliminando
la glutamina de la alimentacién, se demuestra que se logran niveles inferiores de
amonio y lactato, lo que conduce a mayor viabilidad celular. Ademéas, en cultivos
carecientes de glutamina, la expresidbn de proteina biotecnolégica es mayor, y la
osmolaridad final se reduce.

Materiales y métodos

[00225]) Cepas y medios. Se cultivaron células ant-GDF-8 de un modo de
alimentacion de lote, en Medio 1, en un biorreactor de 1 I.

[00226] Condiciones de cultivo. Las células se cultivaron durante doce dias en
biorreactores de 1 |. La temperatura se cambié de 37°C a 31°C, el dia 4 o el dla 5,
seglun el crecimiento celular. Se evaluaron tres procesos de alimentacién de lote: un
proceso nomal (control), un proceso sin 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 |, con proceso sin

alimentacién de glutamina.

Proceso de control |Proceso sin alimentacién de

glutamina

Medio iniclal 13mM 13 mM
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Glutamina (mM)

Alimentacion de glutamina |5 mM el dia 4 Sin alimentacién de glutamina

Medio de alimentacion Medio 5 (con|Medio 5 sin glutamina
glutamina 37,5 mM)

Esquema de alimentacién |4% diariamente | 4% diariamente desde el dia 5
desdo el dia 5

Cambio de temperatura a|Dia 4 Dia 5
31°C

Tabla 8. Proceso de alimentacion de lote en biomeactores de 1 |, con proceso

caraciente de glutamina.

Proceso de control |Proceso con bajo contenido de
glutamina

Medlo inicial 13mM 4 mM

Glutamina (mM)

Alimentacién de glutamina |5 mM el dla 4 Sin alimentacion de glutamina

Medio de alimentacién Medio &5 (con|Medio 5 sin glutamina
glutamina 37,5 mM)

Esquema de allmentacion |4% diariamente | 4% dlarlamente desde el dia 5
desde el dla 5

Cambio de temperatura a|Dia 4 Dia 5

31°C

[00227] Anélisis de muestras. Se tomaron muestras diarias de los cultivos, y se
analizaron para determinar los niveles de densidad celular, viabilidad celular, lactato,
glutamina y amonio. También se midi6 diariamente la valoracién de anticuerpo anti-
GDF-8 expresado.

Resultados y conclusiones

[00228] La Figura 3 muestra la densidad celular de cultivos desarmollados en
condiclones de alimentacién de lote de control o sin alimentacién de glutamina. En
ambos casos, la densidad celular fue similar en el transcurso del experimento.
[00229] La Figura 4 muestra el porcentaje de viabilidad celular en cultivos
desarmrollados en condiciones de alimentacién de lote de control, o sin alimentacion
de glutamina. El cultivo sin alimentacién de glutamina mostré viabilidad celular
notablemente mas alta hacia el final del experimento, que comenzd el dia 6.

225
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[00230] La Figura 5 muestra los niveles de amonio en cultivos desarrollados en
condiciones de alimentacién de lote de control, o sin allmentacién de glutamina. El
cultivo sin alimentacién de glutamina mostrd una notable disminucién en los niveles
de amonio hacia el final del experimento, que comenzo el dia 4.

[00231] La Figura 6 muestra los niveles de lactato en cultivos desarrollados en
condiciones de alimentacién de lote de control, o sin alimentacidn de glutamina. Los
niveles de lactato fueron significativamente 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 valoracién de anticuerpo anti-GDF-8 final fue més alta en el cultivo
sin alimentacién de glutamina.

[00233] La Figura 8 muesira la densidad celular de cultivos desarrollados en
condiciones de alimentacion de lote de control o careciente de glutamina. En ambos
casos, la densidad celular fue similar en el transcurso del experimento.

[00234] La Figura 9 muestra la viabilidad celular de cultivos desarrollados en
condiciones de allmentacién de lote de control o careciente de glutamina. En ambos
casos, la viabilidad celular fue sirr.lilar on ol transcurso del experimento.

[00235] La Figura 10 muestra los niveles de amonio en cultivos desarrollados en
condiciones de alimentacién de lote de control o careciente de glutamina. El cultivo
careciente de glutamina mostrd una notable disminucién en los niveles de amonio
durante todo el transcurso del experimento.

[00236] La Figura 11 muestra los niveles de lactato en cultivos desarroliados en
condiciones de alimentacién de lote de control o careclente de glutamina. El cultivo
careciente de glutamina mostrd una notable disminucién en los niveles de lactato
hacla el final del experimento, que comenzt el dia 4.

[00237] La Figura 12 muestra la valoracién de anticuerpo anti-GDF-8 en cultivos
desamrollados en condiciones de alimentacién de lote de control, o careclients de
glutamina. La valoracién de anticuerpo antl-GDF-8 final fue més aita en el cultivo
careclente de glutamina.

[00238] En conjunto, estos resultados indican que los menores niveles de
glutamina son beneficiosos para los cultivos celulares, y reducen la cantidad de
produccién de amonio, aumentan la viabilidad celular y aumentan la valoracion de

anticuerpo anti-GDF-8 expresado. Ademas, en los cultivos carecientes de glutamina,
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se observaron bajos niveles 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 sabe ademas que la mayor osmolaridad

tiene efactos inhibitorios sobre la viabilidad y el crecimiento celulares. Los bajos

niveles iniciales de glutamina, junto con la eliminacién de la alimentacién: de

glutamina, también poseen el efecto positivo de reducir el amonio producido como

consecuencia de la degradacibn no enzimética de glhitamina en el medio

almacenado. La eliminacién de glutamina en la alimentaciéon también simplifica el
proceso de cultivo de células antl-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 concentracion mucho mayor de nutrientes que el
Medio 2. Se determinaron los niveles dptimos de hierro para el crecimiento celular en
el Medio 1, a fin de evitar problemas por la deficiencia de hiermo durante el cultivo
celular.
Materiales y métodos
[00240) Se cultivaron las células anti-GDF-8 en discos para un pase, en Medio 1
0 Medlo 2. Se manipularon las concentraclones de hierro de estos medios agregando
diferentes cantidades de solucién de hiermo 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 hlerro. En el Medio 2, la
densidad celular fue relativamente constante para las concentraciones de hierro que
oscilaron desde 3 uM hasta 15 uM. En el Medio 1, la densidad celular aumenté con
las .mayores conceniraciones de hierro, pero alcanzd un méximo luego de
aproximadamente 5 puM. Esta diferencia podria deberse al alto contenido de
nutrientes del Medio.1, lo que podria reducir la disponibilidad de hierro para las
células, como consecuencia de la quelacion del hierro en el medio. Estos resultados
indican que los niveles de hierro deben mantenerse superiores a 5 uM, a fin de evitar
problemas por la deficiencia de hiermo 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
sustitucion de glutamina con glutamato, en un proceso de cultivo celular antl-Lewis Y.
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Materiales y métodos ZD?
[00243] Los experimentos se llevaron a cabo en biormeactores de 10 |, 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., y 12% de oxigeno. El medio inicial en todos los experimentos
fue Medio 1, que contenia glutamina. El medio de alimentacién y el esquema de
alimentacion, incluso las alimentaciones de glutamina y glucosa suplementarias, se
muestran en la Tabla 10. Las columnas tituladas "Glutamato™ se alimentaron con
Medio 5 modificado, que no contenla glutamina, pero que contenla una
concentracién molar de glutamato igual a la concentracidbn molar de glutamina en

Medio 5 convencional. Las columnas tituladas “Glutamina® se alimentaron con Medio

5 convencional.
Tabla 10. Esquema de alimentacién
Dia 2804044 9040-56 8040-84
Glutamato | Glutamina1 | Glutamato | Giutamina 2 | Glutamato | Glutamina 3
1 2 3
0
1
2
3
4 5 mM gin. 5mMgin. | 3gigluc. | 7,7 mMgin.
3 2,8 gA gluc.
5 36¢g/ 5mMgin. 35gN SmMgin. | 3ggluc. 3 g/l gluc.
gluc. 5.5 gl gluc. gluc. 6 g/l gluc.
6 12% 16X 12% 16X 17% 17% 16X 20% 29% Medio 5
Medio 4 Medio 4 Medio 5 Medio 4 Medio 5
7 4 mMgin.
8
9 2,5 g/l gluc.
10 | 10% 16X 10% 18X 8% Medio | 5% 168X
Medio 4 Medio 4 5 Medlo 4
11 1 g/l gluc.
12
13 1 g/l glue.
Resultados y conclusiones
[00244] En cada experimento, la densidad celular fue similar, 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 8,7,
el dia 3 del proceso. La calda 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.
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[00245] La Figura 15 muestra la viabilidad celular de los cultivos de alimentacién
de glutamato y glutamina. Las viabilidades permanecieron més altas durante la
segunda mitad del proceso en los blomeactores que contenian cultivos de
alimentacion de glutamato.
[00248] En el Experimento 1, la valoracién de anti-Lewis Y fue similar entre los
cuttivos 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 biomreactores con glutamato en los medios de alimentacién tienen
menor concentracion de amonio (Figura 18) y menor osmolaridad (Figura 19).
[00248] Se usod el ensayo de ELISA de unidn 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 muestra de Glutamina 1 y 122% de referencia
para la muestra de Glutamato 1 (informacién no expuesta).
[00249] La sustitucion de glutamina con glutamato en estos experimentos no
tuvo un efecto significativo sobre la densidad celular. Sin embargo, la viabilidad
celular fue inferior en los biomreactores alimentados con glutamina. Los niveles de
amonio, lactato y la osmolaridad fueron inferiores en los biorreactores alimentados
con glutamato, en comparacibn con aquellos alimentados con giutamina. En
promedio, la valoracién anti-Lewis Y fue més alta en los biormeactores alimentados
con glutamato, y la actividad fue esencialmente la misma en ambas condiciones.
Ejemplo 8. Sustitucién de glucosa v glutamina en el proceso de cultivo celular anti-
Lewis Y
[00250] El 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 hu3S193-N-acetyl
gamma calicheamicin dimethyl hydrazide targets Lewisy and eliminates Lewisy-
positive human carcinoma cells and xenografts”, Clin. Can. Res., 10: 4538-48
(2004)). Se midieron la densidad celular, |a viabilidad celular, la valoracion anti-Lewis
Y y los niveles de amonio.
Materiales y métodos
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[00251] £l experimento se efectud en frascos de agitacién de 250 mi, con un
volumen inicial de 75 ml. Todos los frascos de agitacién se sembraron a 0,25 x 10°
células/ml, en Medio 2. Los frascos se 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 alimentaciéon Medio 8. La composicién de Medio 6 se cita en |a
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, glucoe';a y lactato.
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Tabla 11. Composicién de Medio 6.

Tabla 12. Alimentaciones los dias 5-13. Medio 68 modificado que no contiene glucosa

Amincicldos [ o mM Oligoeismentos prgh nM
alanina 14248 | 180 Selenito de sodio 40,00 | 231,35
erginina | 152884 | 8,79 Cuso, 344 | 21,51
asparagina°H,0 | 108060 | 7,20 CuS0,+5H0 749 | 30,00
bcido aspdrtico | 53240 [ 4,00 FeSO«7THO | 2534 | 0115
cistina2HCl | 47300 [ 1,51 ZnSO.#7TH0 2704 | 9421
écldo gluthmico | 73538 | 1,60 MnSO,H.0 017 1,01
glutamina | 482000 | 33,01 NazSI05+8H,0 140 | 482,84
glicina | 12007 | 1,80 | (NH«)aM0yO2*4H0 124| 1,00
histidina*HCl*H,0 588,32 2,80 NHVO, 0,85 5,56
loleucina | gqqm | 721 NISO,+6H.0 013]| 049
_leucina | 138075 [ 10,39 SnCix2H,0 02| 053
lisinaHC! | 145880 | 8,00 AICly*8H0 1,20 497
metlonina | 47708 | 320 ____AgNGs 0417| 1,00
fenllalanina 860,36 400 Ba(CaHi0z)z 2.55 9,98
prolina | 55231 4,80 KBr 012] 1,01
serina | 128470 | 12,04 CdCiz2,5H,0 228| 980
reonina | 76202 | 640 CoCl6H,0 238 | 10,00
triptéfano | 28004 | 128 CrCla 032] 202
trosina"2Na2H,0 | gaze2 | 3.19 NeF 4.20 | 100,02
vallna 749,21 8,40 GOO: 0,53 5,07
K 017 | 1,02
VRaminas | mgn | mm ____Ra 1,21 | 10,01
blotina 3,28 0,01 ZrOCl»8H,0 32 9,00
pantotenato de calcio 38,02 0,08
cloruro de colina Otros
14328 | 103 componentes | gl nM
écido folico 42,43 0,10 Hidrocortisona 288 0,79
inositol 201,71 1,12 Putrescina-2HCI 8000 | 4968
nicotinamida -32'02 0,26 écldo linoleico 338,25 1,20
piidoxine*HCI | 3282 [ 0,18 écido tiéctico | 84063 | 4,08
riboflavina 360 0,01 )
tiamina*HCI Otros
32| 0,10 componentes mg/l mM
vitamina B12 D-glucosa
1121 001 (Dextrosa) | 33005.90 | 183,37
PVA | 2400,00
Sales Inorgénicas | o mM Nucellin™ 80,00
KHPO. | 183500 | 1202
MgSO+7THO | 47108 070

ni glutamina. i
GluGin Medio modificado 8 + 43 g/ glucosa + 4,82 g/l glutamina {control)
Glu Medio modificado 8 + 43 g/l glucosa + 4,82 g/ glutamato
GluAsp Medio modificado 6 + 43 g/l glucosa + 4,36 g/l asparagina

 GluGlyGin | Medio modificado 8 + 43 g/l glucosa + 6,71 g/ glicligiutamine

GIuGlu Medio modificado 6 + 43 g/l galactosa + 4,82 g/l giutamina
GalGlu Medio modificado 6 + 43 g/l galactosa + 4,82 g/l giutamato

 GalGin Medlo modificado 6 + 43 g/l galactosa + 4,36 g/l asparagina

| GalGlyGin | Medio modificado 6 + 43 g/l galactosa + 6,71 g/ gliciigivtamina
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[GalAsp [ Medio 6 + 43 g/l glucosa ]
Resultados y conclusiones
[00252) La més alta densidad celular se observd cuando se sustituyd glutamina

con glutamato o glicilglutamina, en presencia de glucosa o galactosa en el medio de
alimentacién. La densidad celular fue generalmente inferior en los cultivos
alimentados con glucosa/glutamina, galactosa/glutamina, o glucosa solamente
(Figura 20). La viabilidad final fue méas 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).

[00253} La valoracién del dia 14 fue més alta en los cultivos alimentados con
glucosa/glicilgiutamina y glucosa/glutamato, de aproximadamente 700 pg/mi. La
valoracién fue menor en los cultivos alimentados con galactosa/gliciigiutamina y
galactosa/asparagina, de aproximadamente 500 pg/ml. La valoracion en el control de
glucosa/glutamina fue aproximadamente 570 pg/ml (Figura 22).

[00254] Los menores niveles de amonio se observaron en los frascos
alimentados con glucosa/glutamato o glucosa sola. Los frascos alimentados con
galactosa/glutamato, glucosa/glutamina, glucosa/gliciiglutamina y glucosa/asparagina
mostraron niveles intermedios de amonlo. Los frascos alimentados con
galactosa/asparagina, galactosa/gliciiglutamina y galactosa/glutamina tuvieron los
niveles més altos de amonio (Figura 23).

[00255] Los niveles de glucosa permanecieron superiores a 1 g/l en todos los
frascos allmentados con galactosa hasta el dia 11. Desde el dia 11 hasta el dia 14, la
glucosa en estos cultivos nunca se agotd por completo, y permanecié entre 0,6 y 1
g/l, sin diferencias significativas entre los diferentes cultivos.

[00256] Los niveles de glucosa aumentaron en todos los frascos alimentados
con glucosa o 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 y similares entre si. El dia 14, quedaban aproximadamente 8,4 g/ de
glucosa en los cultivos alimentados con glucosa/glutamato, y quedaban
aproximadamente 10,8 g/l en los cultivos alimentados solo con glucosa.

[00257)] Los niveles de lactato alcanzaron un méximo de aproximadamente 2,4
o/l el dla 5, cuando las condiciones fueron las mismas para todas las células, y
cayeron esencialmente hasta cero en todos los cultivos, el dia 14. Los niveles de

lactato fueron los més altos desde el dia 10 hasta el dla 14 en el control de
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glucosa/glutamina, pero fueron inferiores a 1 g/1 en este tiempo (Informacién no
expuesta).
[00258] Todas las condiciones evaluadas en este experimento produjeron
densidad celular més alta que la condicion de glucosa/glutamina de control. Todas
las condiciones evaluadas, excepto la condicidn de galactosa/asparagina, lograron
superior viabilidad final en comparaciéon con el control de glucosa/glutamina, o la
condicion de alimentacién de galactosa/glutamina. La valoracién en el control de
glucosa/glutamina fue aproximadamente 570 ug/ml, en comparacién con un maximo
de alrededor de 700 ug/ml en la condicién de alimentacién de glucosa/glicilglutamina
y la condicion de alimentacién de glucosa/glutamato.
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Ejemplo 7. Evaluacién de un proceso de lote careciente de glutamina, para |la

roducciéon de anti-GDF-8
[00259] Los métodos tipicos de produccidn de alimentacién de lote requieren
milltiples alimentaciones durante el periodo 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 amplla el proceso para ser utlizado en reactores mas
grandes, por ejemplo, la necesidad de un impulsor de salto (ver Figura 24). Ademés,
las alimentaciones diluyen la cantidad de anti-GDF-8 ya secretada en el cultivo, y por
lo tanto, afectan la valoracién de cosecha. El uso de un proceso de lote permitiria la
inoculacién del blormeactor en volumen completo, en lugar de un volumen parcial, de
manera de acomodar las alimentaciones, lo que eliminaria la necesidad de un
impulsor de salto y reduciria en gran medida cualquier efecto de dilucion sobre la
productividad.
[00280] Una de las razones méas imponrtantes por las que se emplea un enfoque
de alimentacion de lote as la glutamina, ya que esta no es estable a 37°C, y se pensd
que era necesaria su reposicion durante un cultivo de lote. Sin embargo, los
resultados de los Ejemplos 2; 5 y 6, donde se ensayd una estratagia de carencla de
glutamina, mostraron un aumento significativo en la productividad, en comparacién
con un reactor de control, alimentado con glutamina. Este resultado se combind con
el proceso de lote para crear un proceso de lote careciente de glutamina, que se
evalud_en aste Ejemplo.
Mateniales y métodos
[00261] Se cultivaron células anti-GDF-8 en biomreactores de 1 |, durante 12
dlas, de acuerdo con las siguientes cuatro condiciones de crecimiento. Los
parametros de los biomreactores para todas las condiciones se mantuvieron Iguales.
El oxigeno disuelto se mantuvo a no menos de 23% de saturacion de aire, mediante
el riego con aire, y el pH se mantuvo a 7,00 mediante la adicién de una solucidon que
contenia bicarbonato de sodio en una concentracién de 0,58 M y carbonato de sodlo
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 dia del lote, la temperatura
de todos los biommeactores se baj6 a 31°C, y se mantuvo en este punto durante todo
el lote. Los cultivos de control y de alimentacidn de iote se alimentaron con 8%; 12%
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y 8% del volumen total del reactor, de sus respectivos medios de alimentacion, los
dias 5; 7; y 10, respectivamente.
[00262] 1) Control.

— Inoculacién del medio Medio 7 (ver Tabla 13).

- Alimentacion de Medio 8, alimentado los dlas 5; 7 y 10 (ver Tabla 13).

— Alimentacion de 5 mM de glutamina, el dfa 4.

— Disminucién de la temperatura a 31°C, el dia 4.
[00263] 2) Alimentacion de lote con carencia de glutamina.

— Inoculacién del medic Medio 7, solo con 4 mM de glutamina (ver Tabla 13).

— Alimentacién de Medio 8, sin glutamina, alimentado los dias 5; 7 y 10 (ver
Tabla 13).

— Sin 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, nueve medio de lote, con solo 4 mM de glutamina
(ver Tabla 13).

— Sin medio de alimentacion.

- Sin alimentacién de glutamina.

— Disminucién de la temperatura a 31°C, el dia 4.

— Adicioén de 5 g/l de glucosa el dia 8.
[00265] 4) Lote con carencia de glutamina suplementado el dia 8.

— Inoculacién del medio, nuevo medio de lote, con 8olo 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 4 g de glucosa, 375 mg de Asparagina, 3 ml de carga de FeSO4 1
mM, 3,33 ml de carga de 5 g/l de Nucellin™, 2,57 ml de 36 mg/l de Hidrocortisona 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.
MW _ | Medio7 | Medio 8 [Medios de lote]

Aminoicidos mM mM mM
L -Alanina 89,0 1,08 24 02
L- Arginina 1740 6,84 13,2 4
| L-Asparagina-H,0 | 1500 476 214 7,5
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Acido L-Aspértico | 1330 |. 240 8 1,85
L-Cisteina*HCl*
H0 178,0 040 0 04
L-Cletina-2HCI 313 0.95 1,876 1
Acido L-Glutémico | 147,0 1,08 24 1,08
L-Glutamina 148.0 13,00 37,5 4
Glicina 75,0 1,28 24 1,54
LL-Histidina*HCIH,Of 2100 1,76 4.2 1,78
L-isoleucina 1310 476 10,8 283
L-eucina 131.0 6,52 15,8 47
Lisina-HCI 1820 5,20 12 52
L-Metionina 1490 1,08 48 28
L-Fenllalanina 165,0 2,60 8 22
L-prolina 115,0 3,24 7,2 4.1
L-serina 105,0 8,680 18 86
L-treonina 118,0 432 9.6 32
L-riptdfano 2040 | 078 1,92 1,04
|-tirosine 2Na*2H.O| 261,0 2,168 4.8 1,76
L-valina 117,0 432 9,0 4
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Vitaminas uM um uMm -
Blotina 2440 8,31 204 11
D-Calcio
pantotenato 476.0 48,08 1128 46,08
Cloruro de colina 138,0 832,2 1548 840
Acido folico 4410 58,8 144 58.8
I-Inositol 180,0 886 1680 911
nicotinamida 122,0 181,7 396 215
piridoxina~HCI 208.,0 88,15 240 88
piridoxal-HCl | 203,0 10 0 10
riboflavina 3760 537 13,2 1,1
tlamina~HCI 37,0 63,7 2747 117
vitamina B12 1355.0 49 12 7,8
Sales Inorgénicas
_NaCl 585 |[188mM
KCI 74,8 42 mM 418 mM
CaCl, 111 1,06 mM 1,05 mM
Selenito de sodlo 173 27ugh | 80uph 60 ugh
NaHPO,H;0 142 488mM | 11 mM 4,68 mM
Na;HPO, 138 0,5 mM 0,3888 mM
MgSO, 120 14,15mM|105mM | 1,15mM
MgCl, a5 03 mM 0,3 mM
FaS0,7TH.O 278 QuM |24 875 uM 9 uM
Fe{NOy)y*6H0 404 0,125 uM 0,124 um
ZnS0,7HO 287 9.2 uM 17 uM 9,2 um
CuSO, 160 0,05uM |0,074uM | 0,084 um
NaHCO, 84 228 mM 238 mM
_Otros
Glucosa 180 16 g/l 83l 15 g/
Alcohol polivinflico 2,56 g 24g1 258gh
Hidrocortisona 383 |023mpN | 043 mpgl| 0,28 mgh
| _Putrescina-2HCI 161 64 mgh | 12 mgh 7,7 mgh
Piruvato de sodio 110 500 uM 500 uM
Acido linoleico 280 | 081uM | 18uM | 0,81uM
Acido tiéctico _208 2,7 uM 6 uM 2,7 uM
Nucellin™ 54 mpl | 120 mgA 50 mgA
1000x Oligoel. B 1,5miA | 8,75 miA 1,5 miA

2133
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Resultados y conclusiones q
[00266] El crecimiento celular durante los primeros cuatro dias fue similar para

los procesos de control y de lote, mientras que el proceso de alimentacion de lote
careciente de glutamina tuvo una densidad celular levemente inferior, y se mantuvo
un poco méas baja durante el resto del lote. Ambos procesos de lote mantuvieron
densidades celulares mas altas durante todo el lote, probablemente, debido a la falta
de cualquier dilucion significativa (ver Figura 25). Las viabilidades de todos los
cultivos fueron las mismas hasta el dia 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 medic de lote aun pudo optimizarse, ya que el proceso de lote suplementado
tuvo una viabilidad equivalente a los biormeactores 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 alimentacion 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 proceso de alimentacion de lote de control
tuvo una valoracién de dla de cosecha de 685 pg/ml, como era esperado, mientras
que el proceso de alimentacién de lote careciente de glutamina tuvo una valoracién
de cosecha de 1080 pg/ml, aproximadamente 58% més alta que el control. Esto es
similar a los resultados observados con anterioridad. El proceso de lote no
suplementado, careciente de glutamina, tuvo una valoracion de dia de cosecha de
860 nug/mi, 40% maés alta que el control, similar al proceso de alimentacién de lote
careciente de giutamina, mientras que el procesc de lote careciente de glutamina,
suplementado, fuvo una valoracién més alta, de 1286 pg/ml. Esto representa un
aumento del 88% sobre el control (ver Figura 27).

[00268] Cuando se anallzaron 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 méas bajos que para
el control. De hecho, después del dia 4, esas tres condiciones dejaron de producir
lactato, o comenzaron a consumir lactato, mientras que el control continud
produciendo lactato durante todo el lote {ver Figura 28). Como era esperado, los

niveles de amonlaco fueron mucho més bajos en los procesos carecientes de
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glutamina, y declinaron después del dla 4, mientras que el control continué
produciendo amoniaco (ver Figura 28).

{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 informacion ademéas sugiere que, con alguna optimizaciéon del medio
del lote, se puede lograr un aumento de casi el doble de productividad. Este
incremento en la 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 ausencia de alimentaciones, la valoracién no se diluye durante el lote. La
mayor productividad, junto con la facilidad de operacién inherente a un proceso de
lote, hacen que esta sea una opcion atractiva para la produccién de polipéptidos
biotecnolégicos.

Eiemplo 8. Efectos de las concentraciones de glutamina y asparagina en medios de

lote, sobre el proceso de cultivo de células anti-GDF-8
[00270] En los Ejemplos 2; 5 y 6, se demostré que la carencia de glutamina

conferfa beneficlos a los cultivos de alimentacion de lote en dos lineas de células,
entre ellos, mayores crecimiento celular, viabilidad celular y valoracién, como asl
también, menor produccién de lactato y amonio. La asparagina 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 |, en Medio 9 modificado, con diferentes concentraciones de glutamina y
asparagina. La composicion de Medio 9 base se cita en la Tabla 14. Las variaciones
experimentales sobre esta composicion base se citan en la Tabla 15. Los cultivos se
incubaron a 37°C durante los primeros 5 dias, excepto el Reactor 4, cuya
temperatura fue de 30°C durante el primer dia, 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 carecla de glutamina. Los
cultivos se midleron diariamente para establecer la densidad celular, la valoraclén de
anti-GDF-8, y los niveles de lactato y amonio.

Tabla 14. Composiclén de Medio 9.
Aminoécidos mg/ mM ligoslementos pgh nM
alanina 17,80 0,20 Selenito de sodio 69,16 | 400,00
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Tabla 15. Condiciones de glutamina y asparagina evaluadas.

n f‘-ﬂ-‘-}fzz—
(
argnina | gse00] 4,00 Fe(NO:»9H:0 | 50,00 | 123,76
asperagina-H:0 | 300000 | 20,00 CuSO,| 1024 | 64,00
dckdo aspértico | 21945 | 1,65 CuSO,SHO| 99,88 | 400,00
cistaing"HCFHZ0 7040 | o040 FeSO,7H0 4170 | 15000
clsteina+2HCI 488,75 1,50 ZnS0,7H0 2640
glutamato MnSO,HO
monosédico | 3380 ] 020 33,80 | 200,00 |
gutamina | 58400 | 4,00 Na;SI0*8H0 | 28407 1000
gicina | 14550 | 154 | (NHOMOO244H0 | 247 20 | 200,00
histidina*HCI'H:0 |  47480] 226 NHVO, 2.34 | 20,00
isoleucina 570,73 4,36 N'394'3Hz° 526 | 20,00
leucine | 103070 | 7,87 SnClr2H0 090| 400
lisina"HCl | 1401 40 7,70 AlCly*6H;0 097 4,00
metionina { 38740 2,60 KBr 048 | 400
fenfialanina | s50700| 3,07 CrCly 15,83 | 100,00
prolina | 53950 | 4,69 NaF 017 | 4,00
serina | 45200 | 10,02 GeO, 042 ] 4,00
treonina 564,80 4,75 KI 33,20 | 200,00
triptéfano | 574 16| 1,34 RbCH 048 | 400
tirosina*2Ner2H;0 745,75 2.86 HsBO, 12,37 | 200,00
valina | 74900 640 LIt 017 | 4,00
Vitaminas mg mm | Otros componentss pgh nM
blotine 268 | 001 Hidrocortisone | 54000 | 149
pantotenato de caiclo 2192| o008 Putrescina+2HCI 15000 | 93,11
cloruro de colina 158,46 1,14 éicido linolelco 290,00 1,04
acidofdlico | 2503 0,08 fcido tidctico | 71600 | 348
Inositol | 1398 [ 091
nicotinamida 2623| 022| Otros componentss _mgil mM
piridoxal<HCI 203 | 0,01 | D-glucosa (Dextrosa) | 1500000 | 83,33
piridoxinaeHCI 3813| o048 PVA | 256000
riboflavina 2.41 0,01 Nucellin™ 50.00
tiamina~HCI 3943| o012 Plruvato de sodio 5500 ] 0,50
vitamina B12 21,17 0,02
Sales inorgénicas mgh| mm
CeCl! 11855( 1,05
KCI| 31200f 4,19
Na;HPO, 5660 | 040
NaCl| 410000 | 1880
NeHPO/H0 | g4584| 408
MSOs | 13800| 1,15
MCla)| 2850] 030
NaHCOs | 2000,00 | 23,81

Reactor 1 | Reactor 2 | Reactor 3 | Reactor 4 | Reactor 5 | Reactor 6
Linea celular | anti-GDF-8
Medio Medio de lote (Medio 9)
Niveles de 1imM 1TmM 1mM 4mM 4 mM 4 mM
 glutamina
Niveles de 8 mM 12mM 20mM 8 mM 12 mM 20 mM
asparagina
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Cambio de Dia 6 Dia 6 Dia 6 Dia b Dia5 Dia 4
temperatura
(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 giutamina 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 y as Ina en. medios de
lote, sobre el proceso de culti células anti-GDF:

[00274] En el Ejemplo 8, se demostrd que el Medio 9, que contenia una
concentracién inicial de glutamina de 4 mM, era mas eficaz que el medio que
contenla glutamina 1 mM, sin consideracion de los niveles de asparagina. Este
ejemplo demuestra el efacto 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 bioreactores
de 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 dias. Los cultivos se cambiaron a 31°C el dla 4. El dia 7, se
alimentaron los cultivos una vez con 5% en volumen de Medio 5 que carecia de
glutamina. Los cultivos se midieron periddicamente para establecer la densidad
celular, la viabilidad celular, los niveles de lactato y amonio, los nivelas de glutamina,
la valoracion anti-GDF-8 y la osmolaridad.

Tabla 16. Condiciones de glutamina y asparagina evaluadas.

Reactor 1 | Reactor 2 | Reactor 3 | Reactor 4 | Reactor 5 | Reactor 6
Linea celular | anti-GDF-8
Medio Maedlo de lote (Medio 9)
Niveles de 4 mM 4mM 13mM 13mM 13mM 13mM
 glutamina
Niveles de 20 mM 20 mM 20 mM 12 mM 12 mM 8 mM
asparagina
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Densidadde | 0,3a0,35
siembra
(x10%mi)
Medio de Medio 5 careciente de glutamina, 5% el dia 7
alimentacién
Dias de 12
cultivo
Cambio de Dia4 Dia 4 Dia 4 Dia 4 Dia 4 Dia 4
temperatura
(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 niveles de amonio; los niveles de giutamina; la valoracién de ant-GDF-
8; y la osmolaridad, respactivamente, durante todo el transcurso de los experimentos,
en las varias condiciones experimentales.

[00277]
glutamina 13 mM y asparagina 20 mM mostr6 significativos efectos adversos sobre la

Entre todas las condiciones evaluadas, solo el Medio 8 que contenia

valoracion y el crecimiento celular. La glutamina se agotd en todos los cultivos
aproximadamente en el mismo momento, sin consideracion del inicio del cultivo con
4 mM o con 13 mM de glutamina. La valoracidn més alta anti-GDF-8 se obtuvo en
cuitivos que contenian glutamina 13 mM y asparagina 12 mM. Todas las condiciones
de cultivo exhibieron menores niveles de lactato y amonio cerca dal final del cultivo.
Los niveles de amonio fueron mas altos en el cultivo que contenia glutamina 13 mM y

asparagina 20 mM.
Ejemplo 10. Efecto de los niveles de asparagina y cistelna sobre la disminucién

observada en los ni de lactato y amonio en células anti-GDF-8 cultivad n
Medio 9
[00278] En los Ejemplos 2; 5 y 6, se demostrd que los cultivos desamoliados en

condiciones de carencia de glutamina exhiblan menores niveles de lactato y amonio
al final del proceso de cultivo. Sin embargo, los cultivos desarrollados en Medio 9 en
condiciones sin carencia de glutamina adn 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 8, en comparacién con 11 mM total en el Medio 1
més alimentacion) y cistina acida (1,5 mM en el Medio 9, en comparacién con 0,85
mM en el Medio 1). Este ejemplo evalia si estos dos componentes fueron
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responsables de la disminucion observada en los niveles de lactato y amonio al final
del cultivo.

Materiales y métodos

[00279] Las céluias anti-GDF-8 se cultivaron durante doce dias en biorreactores
de 1 \. Inicialments, las células se cultivaron a 37°C, y se cambiaron a 31°C el dia4 o
el dia 5, a 8-10 x 10%ml. La Tabla 17 cita las varias condiciones experimentales
evaluadas. Se tomaron muestras a diario y se guardaron para andlisis de valoracién
por medio de HPLC de Proteina A.

Tabla 17. Condiciones de asparagina y cisteina evaluadas.

Wedio Gin (mM) | Asn (mM) | Total Gin (mi) | Total Asn (mM)| Alimentacién
Medio 5, 30%
Medio 1 13 5 2 11 ol [SmMGin, dis
Madio 5-Gin,
Medio 1 4 5 4 1 30% fotal
Medio 5-Gin, 5%
Medio da iots (Medio 9) 4 20 4 21 dia 7
Medio 1+ 5 mM Asn + 0.5 mM Media 3, 30%
Cistsina 13 10 2 18 ol  [5mMGin, dia
_ Medio 5, 30%
Madio de lots (Medio 6) 13 20 ) 21 oal  EmMGn, da 4

Observacion: Medio 5-Gin = Medio 5 carecliente de glutamina.

Resultados y conclusiones

[00280] Las células ant-GDF-8 cultivadas en Medio 9 exhibieron menores
niveles de lactato y amonio al final del proceso de cultivo, sin consideracion del inicio
de los cultivos con 4 mM o con 13 mM de glutamina (ver Figuras 42 y 43). Como
contraste, el Medio 1 solo exhibi6 menores niveles de lactato y amonio al final del
proceso de cultivo cuando los cultivos se iniclaron con 4 mM de glutamina (ver
Figuras 42 y 43). La adicién de asparaginé y cistina adicional al Medio 1 que
contenfa 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 fotal al final del proceso de cultivo (ver Figura 47).

[00282] El Medio 9 con glutamina 4 mM exhibi6 |a mas alta valoracién de anti-
GDF-8, seguido del Medio 9 con glutamina 13 mM alimentado el dia 4 (ver Figura
48). Teniendo en cuenta el efecto de la dilucién de la alimentacién, el Medio 9 que
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contenla glutamina 4 mM fuvo una valoracién ant-GDF-8 equivalente al Medio 8 que
contenia glutamina 13 mM.

Eiemplo 11. Efecto de los nivelas de aminodcidos y vitaminas sobre la disminucién
observada en los niveles de lactato y amonio en células anti-GDF-8 cultivadas en
Medio 9

[00283] El Ejemplo 10 evalud si la diferencia en los niveles de asparagina y
cistelna entre el Medio 1 y el Medio 9 eran responsables de la disminucién
observada en los niveles de lactato y amonio al final del proceso de cultivo en el
Medio 9, que no tenia carencia de glutamina. Se determind que estos factores no
eran responsables de la disminucién observada. El Medio 1 y el Medio 9 también
difieren en sus concentraciones de aminoacidos y vitaminas. Este ejemplo evalGa si
las diferencias en las concentraciones de aminoécidos y vitaminas entre astos 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 I. Inicialmente, las células se cultivaron a 37°C, y se cambiaron a 31°C el dia 4,
a 8-10 x 10%ml. La Tabla 18 cita las varias condiciones experimentales evaluadas.
Se agregaron aminoécidos, vitaminas, hidrocortisona y putrescina, oligoslementos 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 18. Condiciones de aminoécidos y vitaminas evaluadas.

Medio Gin(mil) Asn{mM) Alimentacién Dla 3 D7 D10 D1l |
Madio 5, 30% 5 mM Gin, dia 12% Medio  B%
Medio 1 13 5 total 4 8% Medio 5 5  Medo5
Medio 5, 30% 5 mM Gin, dia 12% Medio 8%
Medio 1 +AA 13 15 otal 4 8% Medio 5 5  Medo5
Medio 5, 30% 5 mM Gin, dia 12%Medlo 8% 4N
Medio 1+RHPEFe 13 5 totel 4 8% Medio 5 S  Meda8 glucosa
Medio 8,30% 5§ mM Gin, dia 12%Medlo 8%  4gA
Madlo 1 + fodo 13 15 total 4 8% Medlo 5 S  Modo$ giucoss
Medio @ con 13 mM Medio 5, 30% 5 mM Gin, dis 12% Medio 0%
Gin 13 20 fotal 4 8% Madio 5 ] Madio 5

_ Observacion: AA = Aminodcidos, H/P: = 0,036 mg/ml hidrocortisona, 1,08 mg/ml
Putrescina-2HCI, E: Oligoslementos E.

Tabla 19: Composicién de Oligoelementos E.
| figockementos| ,gn| nw
{NH,)6M0,024*4H,0 123,80 | 100,00
AlCl~6H,0 048! 200
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H,BO, 8,18 | 100,00 ZZ—)—
CrCly 782 | 50,00
CuS0,*5H0 49,94 | 200,00
GeO, 021| 200

| KBr 024| 200
Ki 16,60 | 100,00
Licl 008| 200
MnSO,H;0 18,90 | 100,00
NazSI10,-8H0 142,03 | 500,00
NaF 008] 200
NHVO, 1,47 | 10,00
NISO,-6H;0 283 | 1000
RbCl 024 2,00
SnCiz-2H:0 045| 2,00
Selenito de sodio 34,58 | 200,00

Resultados y conciusiones

[00285] Todas las condiciones evaluadas exhibieron mencres niveles de lactato
y amonio al final del proceso de cultivo, excepto el Medio 1 que contenia
aminoéacidos agregados, lo que indicd que los mayores niveles de aminoécidos en el
Medio 9, en comparacién con el Medio 1, probablemente no eran responsables de
las disminuciones en los niveles de lactato y amonio (ver Figuras 49 y 50). Sin
embargo, el Medio 1, que contenia vitaminas, hidrocortisona y putrescina,
oligoelementos E y hiermo agregados, exhibid menores niveles de lactato y amonio al
final del proceso de cultivo, en comparacibn con el Medio 1 que contenia
aminoécidos agregados (ver Figuras 49 y 50). Esto indica que estos componentes
pueden ser responsables de las disminuciones observadas en el Medio 9.

[002886] Los cultivos desamollados en Medio 1 que contenia vitaminas,
hidrocortisona y putrescina, oligoelementos E y hiermo agregados exhibieron los
menores niveles de amonio durante todo el experimento, debido a las menores

cantidades totales d9 asparagina y glutamina en el medio inicial (ver Figura 50).

Ejemplo _12. Efecto de los nivel e vitaminas, oligoelementos E y hiermo sobre la

disminucidon observada en los niveles de lactato y amonio en céliulas 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 y hierro en el Medio 9, en relacién con
el Medio 1, podrian ser responsables de la disminucién observada en los niveles de

lactato y amonio al final del proceso de cultivo. Aqul, estos componentes se
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evaluaron de manera individual y en combinacién, a fin de determinar cuéles de
ellos, o si alguno de ellos, eran responsables de la disminucién observada.
Materiales y métodos
[00288] Las células anti-GDF-8 se cultivaron durante doce dias en biorreactores
de 1 L. Iniciaimente, las células se cultivaron a 37°C, y se cambiaron a 31°C el dia 4,
a 8-10 x 10%/ml, excepto el Medio 1 que contenta oligoelementos E, que se cambié el
dla 4 a aproximadamente 6 x 10° células/ml. La Tabla 20 cita las varlas 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
(composicion 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
valoracion por medio de HPLC de Protelna A.

Tabla 20. Condiciones de aminoécidos y vitaminas evaluadas.

Camblo
Medlo QGin{mM} Asn(mM) Allmentacién temp. Dia4d Dia 8 Dia7 Dia 10
5 mM Gin, 8% Medio 12% Medio
Medio 1 + Fe 13 18 Madio 5, 30% total diad dia 4 5 5 8% Medio 5

5mM Gin, 5% Medio 12% Madio
Medio 1 +E 13 15 Medio 5, 30% folal dia 4 dia4 5 8 8% Madio 5
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5 mM Gin, 8% Medio 12% Medio q

Medio 1 + Vit 13 15  Medio5,30%toll diad dia4 5 3  8%Medio5
5 mM Gin, 8% Medio 12% Medio

Medio 1 +Fe +E 13 15 Medio 5, 30% total  dia 4 dia4 5 §  8%Medios
5 mM Gin, 8% Madio 12% Medio

Madic 1 + Fe + Vit 13 15 Madio 5, 30% total  dia4 dia4 5 5 6% Medio 5
8mM Gin, 8% Medio 12% Medlo

Madio 1 + E + Vit 13 15  Medio5, 30%tolal dia 4 dia 4 5 5 8% Medio 5
Medio © con 13 mM 5mM Gin, 8% Madio 12% Madio

Gin 13 20 Madio5 30% ol dia4 dia4 5 5 8% Medio 5

Observacion: E: Oligoelementos E.

Resultados y conclusiones

[00289] De todas las condiciones evaluadas, solo el Medio 9 que contenia
giutamina 13 mM y el Medio 1 que contenia oligopelementos E exhibieron menores
niveles de lactato y amonio al final del proceso de cultivo (ver Figuras 54 y 55). Debe
observarse que los menores niveles observados para el Medio 1 que contenla
oligoelementos E podrian deberse al hecho de que, para este cultivo, se cambio la
temperatura cuando las células estaban a aproximadamente 6 x 10° células/ml.
[00280] El Medio 9 que contenia giutamina 13 mM exhibié la més alta
valoracién anti-GDF-8 en comparacién con cualquiera de las formulaciones de Medio
1.

Ejemplo 13. Comparacién de los Medios 1; 3; v 8 en términos de-crecimi celular
y valoracion anti-GDF-8

[00291] Este experimento se efectué a fin de medir las diferencias en el
crecimiento celular y en la valoracién anti-GDF-8 usando los Medios 1; 3; y 9.
Materiales y métodos

[00292] Se cultivaron las células anti-GDF-8 en varios medios y en las
condiciones de alimentacién que se citan en la Tabla 21. La informacién pertinente
de los medios se cita en la Tabla 22. Las células se cultivaron en blorreactores de 1 |
durante 12 dias, y se cambiaron de 37°C a 31°C el dia 4.

Tabla 21. Condiciones de alimentacién y medios evaluados.

Allmentacién
Medio Asn Dia 3 Dia 4 Dia S Din 8 Dia 7 Dia10 | Dia11
33% 33%
3,3% Medlo 3-|3,3% Madio 5-3.3% Madio 5{Medio 5-| 10% Medio | Medio 8- [3,3% Meadio
Mediod | 14mM | 4mM Gin Gin Gin Gin 5-Gin Gin 5-Gin
33% 3.3%
3,3% Meadio 5-]3,3% Madio 5-13.3% Madio 5 Madio 5-| 10% Madio | Madio 5- SMW
Mediod | 14mM | 4mM Gin Gin Gin Gin 5-Gin @Gln 5-Gin
8% Medio 5- 12% Madio 9% Medio|
Medio1 |14mM | 4mM Gin _ 5-Gin B-Gin
5%
Medio 5-
Medic® [20mM | 4mM Gin

Observacion: Medio 5-Gin — Medio 5 careciente de giutamina.
Tabla 22. Resumen de medios.
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v NeASH—
Medio Ash Gin Allmantacién AA (niclaly{Total) lon/Total AA
Medio3 [14mM | 4mM 34% Medio 5-Gin 34 mM /64 mM 1,75
Madiof | 20mM | 4 mM 5% Medio 5-Gln 914 mM /94,3 mM 0,72
Medio1 |14mM | 4mM 31,6% Medio 5-Gin TamM/ mM 0,74
Observacién: Medio 5-Gin — Medio 5 careciente de glutamina.

Resuitados y conclusiones

[00293] Las células anti-GDF-8 cultivadas en Medio 9 exhibieron la mas alta
densidad celular y valoracién anti-GDF-8, mientras que las células ant-GDF-8
cultivadas en Medio 3 exhibieron la menor densidad celular y valoracién ant-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 Ilugar de suministrarios a través de multiples alimentaciones.
Adicionalmente, el hecho de que tanto el Medio 1 como el Medio 9 sean més
eficaces que el Medio 3 indica que la provision de los aminoécidos en
concentraciones mayores gue aproximadamente 70 mM logra mejores resultados
que con la provisién de aminoacidos en concentraciones inferiores a 70 mM.
Finaimente, la provisién de aminoécidos en concentraciones mayores que alrededor

de 70 mM en el medio inicial logra las méas altas densidades celulares y valoraciones

(comparar Medio 9 y Medio 1).

Eiemplo 14. Anélisis Istico de los niveles 6ptimos totales de glutamin
asparagina en Medio 8 para el cultivo lulas anti-GDF-8 en biomreactores
Materiales y métodos

[00294] Las células anti-GDF-8 se cultivaron en biorreactores de 1 |, y se
cambiaron de 37°C a 31°C los dias indicados en la Tabla 23. Las valoraciones finales
se sometieron a una prueba de la T, a fin de determinar el nivel dptimo de glutamina
sola y el nivel 6ptimo 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.

L de loracién/[Total E-::l otal
lo [Gin (mA) L-n (M) bio  Allmentacién N l:;u In n+Asn

oo 1 (] 8 5% Medo 5Gin 6152 0.51 1 ] 10

o8 1 ] 6 5% Medo54in 8571 [ XZ] 4 ] 13

() 1 12 8 5% Medio 5-Gin 47 0,78 1 (E] 1
E;n 4 12 4 5% Medio 5-Gin 1164 0,99 4 | 13 17
piedio 8 r 20 4 5% Modio 5-Gin 7608 | 064 1T | 21 2 |
o® 4 [] 5 5% Medio 5-Gin 12520 1,06 CE 2 |
o8 4 20 4 5% Medio 5-Gin 1108 1,00 4 [ A o
] 4 20 4 5% Madio 5-Gi 13211 1,10 4 | 21 25 |
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9 4 20 4 5% Medio 5Gin 11824 0.67 4 | 2 25 ZJ ‘
] K] 20 4 5% Maedio 5Gin 14368 120 4 | 21 | 28 |
o® 13 12 4 5% Madio 5-Gin 16386 1,37 13 [ 13 28
] 13 12 4 5% Madio 5Gin 1606,7 1,34 13 | 13 26
] 13 2 4 5% Madio 5Gin 1075,01 0.90 13 | 21 M
] 13 20 4 5% Medio 3Gin 10584 088 B2 [ M
Medio © 13 20 4 5% Medio 3Gin 107501 0,00 5| 2 38
4 Asn, Gin, 5% Medio
Mecio 9 13 5 5-Gin 974,52 081 |285| 11 | 395
4 Asn, Gin, 5% Medio
Medio 0 13 20 5Gin 831,81 060 |285]| 28 | 345
4  Madio5, 30% towJ,
Medio 9 13 20 5 mM Gin dla 4 o754 081 |288| 28 | M5
4 Wedio 5, 30% i,
Medio 9 13 20 5mM Gin dia 4 s 081 |2m5| 28 | 545

Observacion: Medio 5-Gin — Medio 5 carecients de glutamina.

Resultados y conclusiones

[00285]) La Figura 59 muestra las valoraciones anti-GDF-8 extrapoladas para
varios niveles de glutamina sola y glutamina y asparagina combinadas, totales. La
Tabla 24 muestra los 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 nommalizada 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] Los resultados de ambas pruebas de la T indicaron diferencias
significativas en las valoraciones anti-GDF-8 entre los dos grupos comparados. Los
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 méas altas, en comparacién con los cultivos desarollados 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 mayoras que 9 mM.
Tabla 24. Resultados de la prueba de la T que compara la valoracién normalizada de
condiciones de 2 mM < Gin < 15 mM con Gin > 15 mM, Gin<2 mM.

Valoraciéon normalizada | Gin>13, Gin <2 | 2<Gin<15§
Media 0,724848917 1,033147483
NVeriancie 0,013326855 0,036834108]
bservaciones 7] 1
arlancia reunida 0,028537381

Diferencia media establecida 0

E 17

tad. t -3,8307091884
lprT<=t) uniiateral | 0,000856219
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k Critica unilateral 1,739606432
P(T<=1) bilateral 0,001312438
k Critica bilateral 2,109818524]

Tabla 25. Resultados de la prueba de la T que compara la valoracidbn nomalizada de
condiciones de 16 mM < Gin + Asn < 36 mM con Gin + Asn > 36 mM, GIn + Asn <16

mM.

Valoracién normalizada |Ann+eln>38. Asn+Gin<18 [18<Asn+Gin<38
Media 0,735088584; 1,027071104)
IVariancia 0,012081148  0,041504987|
Observaciones 7 1
[Variancia reunida 0,031113044

lferencia media establecida 0
i 17,
-3.43051
%ﬂ unilateral 0,001430281
Critica unilateral 1,739606432]
(T<=1) biateral 0,002860561]
k Critica bilatsral 2,109818524}
Eijemplo 15. E g del medio sobre el cultivo celular

[00297] Este ejemplo investigd el comportamiento de tres variaciones del medio
de cultivo celular en escala intermedia, utilizando cultivos de siembra de alta
densidad. Se esperd que todos los medios evaluados mostraran mejorias en
comparacién con el medio de la Fase 1 (Medio 10 alimentado con medio de
alimentaciéon Medio 11), sobre la base de la informacién del blomeactor de escala
pequefia.

Matenales y métodos

[00268] Se evaluaron células CHO que expresaban un anticuerpo monocional
lgG1 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 Na.COj3 0,95 M + K2COj3 0,05 M, excepto para la Fase 1,
que se controld con una solucibn que contenla bicarbonato de sodio en una
concentraciéon de 0,58 M y carbonato de sodio en una concentracién de 0,71 M. El
oxigeno disuelto se controlé a 30% mediante el rlego a demanda con aire; la
agitacion fue a 60 r. p. m., y el medio de alimentacién fue el Medio 5§ (con o sin
glutamina, segin lo observado). Todos los cultivos se desarrollaron en 130 | de
escala, excepto 03P49B501, que se desamolld en una escala de 500 I. En resumen,
el Medio 1 estaba enriquecido con todos los nuirientes, sin consideracién de las
tasas de absorcién relativa, mientras que el Medio 12 se equilibré eliminando los
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nutrientes evidentemente innecesarios de la versidn enriquecida de maimfa3
indiscriminada. Las composiciones de' los Medios 10; 11; y 12 se citan en la Tabla
27.
Tabla 26. Medio inicial, cantidlades de alimentacién y fuentes de siembra para
experimentos Piloto.

Lote Nro. Descripcién Medic Inicial | Cantidad Gin Fuents de Densidad de
alimentada | alimen- | slembrm slombra
tado (Viablea/mi)
1 Fase 1 Medio 10 38%* sl Bolsas " 02x10°
“Wawa"
2 Medio rico, Ao | Medio 1 16% Si Bolsas 02x10*
Gin (1) "Wave"
3 Medio rico, Alto | Medio 1 16% 8l Bolsas 02x10°
Gin (2) "Wave"
4 Medlo rico, Bajo | Medio 1 15% No Bolsas 0.2x10°
Gin "Wave"
5 Madio Medio 12 10% No Bolaas 02x10°
equibrado, "Wave"
Bajo Gin (1)
e Medio Medio 12 2% No Bolsas 0,2 x 10°
equlllbrado, "Wave”
Bajo Gin (2)
7 Medio Medio 12 5% No Blorreactor 20x10°
equlllbrado, alta
Bajo Gin, densidad
Slembra densa

* El proceso de Fase 1 se alimentd con Medlo 12, que no es tan rico como el Madio 5.

Tabla 27. Composiciones de Medios 10; 11; y 12.

Medio 10 Medio 11 Medio 12

Aminodcidos mgh| mM mg| mM mgh| mM
glanina |  2487| o028| 14248| 160| . 1780{ 020

aginine |  42343| 243| 152884 879| 69600| 4,00
asperagineH;0 | 47390| 1.16| 108060 | 720} 150000 10,00
écldo aspértico 5272| o040| 53240| 400| 21945| 165
clsteina*HCI-H;0 7001 | 040 70,40 0,40
cleteina«2HCI 6200| 020! 47000 150| 31250 1,00

&cldo glutdmico 41,08 0,28 23538 1,60
glutamato
monosddico 33,80 0,20

giutamina | 14g240| 7.06| 8000,00| 41,10{ 58400| 4,00
gicna | 3592 | o048| 12007]| 160| 11550] 154
hisdinaHCI*H0 | 7527 | o0238| 58832 280| 38960] 1786
lsoleucina |  45100| 116| ©94452] 721| 37073| 283
leucina | 47280 | 1,32] 1380,75| 1039 | 81570 4,70
lisina*HC! | 21838 | 120 146680] B800| 94840| 520
metionina 5355| 038| 4r708| 320| 38740| 260
fonllalenina | g1 | 060| 68038| 400| 38300| 220
prolina 9640 | 084| 55231| 480| 47150| 4,10
serina | 27307| 260) 126470 1204 | 90300/ 860
reonina | 43281 | 1,42| 76202| 640| 38080| 320
triptéfano 2800! 014! 26084! 128! 21218! 1.04
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trosina-2Na-2H,0 | 14510 066| 83262] 319 45675] 175
valina | 13117| 112| 74821| 640] 46800| 4,00
Vitaminas mgh M mg/l M mgh M
biotina 036 149 328 | 1345 288 | 11,00
pantotenato de caicio 403 | 847 38,02 | 7567 2183 | 46,08
cloruro de colina 1611 | 11502 | 14328| 1030| 116,76 | 840,00
écido féllco 4768 | 10,80 4243 | 9622 2583 | 58,80
inosttol | 2284 | 12579 | 20171 | 1120| 16398 911,00
nicotinamida 381| 2082 | 3202|28244| 2623| 21500
piridoxal-HC! 199 | 883 203 | 1000
piridoxina-HCI 167 810 32,82 | 158,31 18,13 | 88,00
ribofiavina 040| 1,06 360 | ©,58 041| 1,10
tiamina-HC 382| 1164 3522 | 104,51 39,43 | 117,00
vitamina B12 134 | 0,99 11,21| 827 1057 | 7.80
Sales Inorgénicas mg/ mM mg/l mM mg/l mM
CaCl| 11578 104]| 11327] 102]| 116855] 1,05
KCl| 31084| 417 31290| 4,19

KHzPO, 1640,00 | 12,06
Ne;HPO. | 7081 | 050 5660 | 040

NaCl| 370406 | 6344

NaH:POsH0 | 11453 | 083 84584 | 488
MgSO, 4870 | 041 13800| 1,15

MgSQ.7H0 860| 003| 17000| 060
MgCla| 28s3| o030 2850] 030
NaHCOs | 122000 | 14,52 2000,00 | 23,81
Oligosiementos pgh nM pgh nM pgh nM
Selenito de sodio 7,00 | 40,49 40,00 | 231,35 5385 | 310,27
Fo(NOaJw8H0 | 4986 | 12342 50,00 | 123,76
___ Cus0, 097| 608 3 | 2151 10,00 | 6250
CuSO,5H;0 749 | 30,00 749 | 30,00 49,94 | 200,00
FeSO,#7H.0 1542 | 5549 2534 | 9115 3366 | 12000
ZnSO,7H.0 1383 | 4821 2704 | 9421 2640 | 9198
MnSO,-H0 047| 1,01 017| 1,01 18,90 | 100,00
Na,SI058H-0 140 | 49284 | 140,00 | 49284 | 142,03 | 500,00
(NH,}aMo;034+4H;0 124 1,00 124] 100] 123,60 100,00
_NHVO, 085| 556 085| 556 147] 10,00
NiSO,-6H;0 013| 0489 013| 049 263| 10,00
8nClz*2H;0 012| 053 012| 053 045| 2,00
ACly"8H.0 120 497 048| 2,00

AgNO, 017| 1,00

Ba(C,Hx0,) 255 098
KBr 12| 1,01 024| 200

CdCl»2,5H.0 228| 989

CoCl»6H,0 238 | 10,00
CrCl, 032 | 202 792 | 50,00
NaF 4,20 | 100,02 008| 200
GeO; 0,53 | 5,07 021 200]
Ki 017 ] 1.02 18,60 100
RbCl 121 | 10,01 024| 200

234
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ZroCiy8H,0 322| o088 Z‘) ¥
H3BO, 6,18 | 100,00
LICI 008|200
Otros componentes pgh M I r

Hidrocortisona | g 40 24 079]| 3s000] 099
Putrescina-2HCI 2480 | 15,39 4966 | 10000 | 62,07
écido linoleico 5680 020| 33825| 120 20000| 1,04
@cidotidotico | 44171 | o06p| 84063| 408| 71600| 348

143

| Otroa componentes mghl mM mgh| mM mM
D-glucosa (Dextrosa) | 11042.24 | 61,35 | 4300599 | 236,92 | 15000,00 | 83,33
PVA | 252000 2400,00 2660,00
Nucellin™ 14,00 80,00 50,00
Piruvato de sodio 5485 0,50 55,00 0,50
Resultados y conclusiones
[00289] Los cambios en el medio condujeron a la mejorfa uniforme durante el

transcurso de estos experimentos. En términos de crecimiento celular, viabilidad,
menores niveles de lactato, menores niveles de amonio y valoracién, los menores
niveles de glutamina fueron mejores que los elevados (ver Figuras 60-84), y el medio
equilibrado (lote) fue mejor que el medio rico (Medio 1; ver Figuras 60-64). Loa
cultivas iniclados con alta densidad de indculo exhibieron valoracién final mas alta
que los cultivos iniciados con inéculos de menor densidad (ver Figura 64).

[00300] A diferencia de lo observado en biomreactores de pequefia escala, el
primer medio (Medio 1 con alto Gin) logré mencres valoraciones que el proceso
original (ver Figura 64). Tampoco hubo cambio de absorciéon 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 |) que se realizaron junto con estos experimentos de
escala intermedia (informacién no expuesta). Las formulaciones del medio posterior
que contenilan menos glutamina no fueron sensibles a la escala, por lo menos en
estos experimentos (ver Figuras 60-65). Los procesos duplicados (Lotes 2 y 3, v
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 la informacién

reunida en esta campafia.
Ejemplo 16. Produccién de TNFR-Ig usando Medio 8
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
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factor de necrosis tumoral humano de 75 kllodaltones (p75) (TNFR), unida a la
porcién Fc de IgG1 (“células TNFR-1g°), a alta densidad, desde un biomeactor de
perfusién, y se diluyeron a 3 x 10° células viables/ml en Medio 9, para la etapa de
produccion de biorreactor.

Resultados y conclusiones

[00302] Las Figuras 66; 67; 68; 69; 70; 71; y 72 muestran el crecimiento celuiar,
la viabilidad celular, la glucosa residual, los niveles de glutamina, la concentracién de
lactato, la concentracion de amonio y la valoracibn de producto relativa,
respectivamente. En el rango de modificaciones menores al proceso, todas las
condiciones lograron buen crecimiento celular, alta viabilidad celular y alta valoracion
final general.

[00303] Para todas las condiciones de este experimento, el subproducto lactato
metabdlico inhibitorio se consumib, o su concentracion se estabilizd, lo que sugiere
que la produccién de lactato se detuvo. Asimismo, para el metabolito amonio
inhibitorio, los niveles iniciaimente se elevaron, pero en algin momento después del
cambio de temperatura, el amonio comenzd a ser consumido por las células. En este
Ejemplo, los culivos de células TNFR-Ig se sometieron a los inductores quimicos
butirato de sodio y HMBA.

Ejemplo 17. Comparacién de condiciones de cultivo de escala gran uefia
Materiales y métodos

[00304] A fin de establecer si el tamafio del cultivo afectaba las caracteristicas
del cuftivo pertinente, se cultivaron células anti-GDF-8 en biomeactores de escala
pequefia de 1 |, o en bioreactores de escala grande de 6000 |. Las células se

cultivaron a 37°C y se cambiaron a 31°C el dia 4.
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Resultados y conclusiones 2 3 .?_
[00305] Como puede observarse en las Figuras 73; 74; 75; y 76 (que muestran
la densidad celular, la valoraclén, los niveles de lactato y los niveles de amonio,
respectivamente), no hubo diferencias pertinentes entre los cultivos de escala grande
de 6000 | y los cultivos de escala pequefia de 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 Z‘} 8
Habiendo asi especiaimente descripio y determinado la naturaleza de la
presents invencién y la forma como la misma ha de ser llevada a la practica, se
declara reivindicar como de propiedad y derecho exclusivo:
1. Un método para la produccion de anti-ABeta en un cultivo celular de
produccion 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 anti-ABeta,
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
aminoécidos por unidad de volumen mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una
relacibn .molar de glutamina acumulada a asparagina acumulada inferior a
aproximadamente 2; 3) una relacién molar de glutamina acumulada a aminoécidos
totales acumulados inferior a aproximadamente 0,2; 4) una relacidn molar de ion
inorgénico acumulado a aminoécidos 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 aproximadaments 16 mM; y sus combinaciones;
el mantenimiento de dicho cultivo en una fase de crecimiento iniclal, 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 condiclones de cultivo, de manera de
aplicar un éagundo conjunto de condiciones de cultivo;
el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo periodo, en el segundo
conjunto de condiciones y durante un segundo perfodo, de manera de acumular anti-
ABeta en el cultivo celular.
2. Un método para la producciéon de un anti-ABeta en un cultivo celular de
produccidn de gran escala, que comprende las etapas de:
la provision de un cultivo celular que comprende:
células de mamliferos que contienen un gen que codifica anti-ABeta,

donde dicho gen se expresa en condiciones de cultivo celular; y
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un medio que contiene una cantidad de aminoacidos acumulada por
unidad de volumen, mayor que aproximadamente 70 mM; y
donde dicho medio contiene glutamina; y
donde dicho medio tiene dos caracteristicas del medio seleccionadas
del grupo que consiste en: 1) una relacion molar de glutamina acumulada a
asparagina acumulada inferior a aproximadamente 2; 2) una relaclén molar de
glutamina acumulada a aminoécidos totales acumulados inferior a aproximadamente
0,2; 3) una relacién molar de ion inorgénico acumulado a aminoédcidos 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 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 cultivo se mantuviera en el primer conjunto de condiciones de
cultivo,
el camblo 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 anti-
ABeta en el cultivo celular.
3. Un método para la produccion de anti-ABeta en un cultivo celular de
produccién de gran escala, que comprende las etapas de:
la provision de un cultivo celular que comprende:
células de mamiferos que contienen un gen que codifica anti-ABeta,
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 aminoécidos
acumulada por unidad de volumen, mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una

relacion molar de glutamina acumulada a aminoécidos totales acumulados inferior a
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aproximadamente 0,2; 3) una relacion molar de ion inorganico acumulado a
aminoacidos 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;

ol mantenimiento de dicho cultivo en una fase de crecimiento iniclal, 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 conjunio de condiciones de
cultivo;

el cambio de por 1o 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 anti-
ABeta en el cultivo celular.

4. Un método para la produccién de anti-ABeta en un cultivo celular de
produccion de gran escala, que comprende las etapas de:

la provision de im cultivo celular que comprende:

células de mamiferos que contienen un gen que codifica anti-ABeta,
donde dicho gen se expresa en condiciones de cultivo celular; y

un medio que contiene una relacién molar de glutamina acumulada a
aminoécidos totales acumulados Inferior a aproximadamente 0,2;

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
relacion molar de glutamina acumulada a asparagina acumulada inferior a
aproximadamente 2; 3) una relacion molar de ion inorganico 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 suficlente para
permitir que dichas células se reproduzcan hasta una densidad celular viable dentro
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de un rango de aproximadamente 20%-80% de la densidad celular viable posible
méxima 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;

ol mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo periodo, en el segundo
conjunto de condiciones y durante un segundo perfodo, de manera de acumular anti-
ABeta en el cultivo celular.

5. Un método para la produccion de anti-ABeta en un cultivo celular de
produccion de gran escala, que comprende las etapas de:

la provisién de un cultivo celular que comprende:

células de mamiferos que contienen un gen que codlifica anti-ABeta,
donde dicho gen se axpresa en condiciones de cuttivo celular; y

un medio que contiene una relacién molar de ion inorganico acumulado
a aminoécidos totales acumulados de entre alrededorde 0,4y 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 aminoécidos
acumulada por unidad de volumen, mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una
relacién molar de glutamina acumulada a asparagina acumulada infarior a
aproximadamente 2; 3) una relacién molar de glutamina acumulada a aminoé4cidos
totales acumulados inferior a aproximadamente 0,2; 4) una cantidad acumulada
combinada de giutamina 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 aproximadaments 20%-80% de la densidad celular viable posible
méxima si dicho cultivo s8 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 periodo, en el segundo
conjunto de condiciones y durante un segundo periodo, de manera de acumular anti-
ABeta en el cultivo celular.

6. Un método para la produccién de anti-ABeta en un cultivo celular de
produccion 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 anti-ABeta,
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 que contiene una cantidad de aminoécidos
acumulada por unidad de volumen, mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una
relacibn molar de glutamina acumulada a asparagina acumulada inferior a
aproximadamente 2; 3) una relacion molar de glutamina acumulada a aminoacidos
totales acumulados inferior a aproximadamente 0,2; 4) una relacion molar de ion
inorgénico acumulado a aminoécidos totales acumulados de entre alrededor de 0,4 y
1; y sus combinaciones,

ol mantenimlento de dicho cultivo en una fase de crecimiento iniclal, an un
primer conjunto de condiciones de cultivo, durante un primer perfodo 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
méaxima 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 sagundo 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 anti-
ABeta 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) ia temperatura; (2) el pH; 3) ia

osmolalidad; 4) el nivel de inductores quimicos; y sus combinaciones.
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8. El método de la reivindicacién 1, donde la concentracién de glutilmsa:S
inicial de dicho medio es Inferior o igual a 13 mM.
9. El método de la reivindicacion 1, donde la concentracién de glutamina
inicial de dicho medio es inferior o igual a 10 mM.
10. El método de la reivindicacién 1, donde la conoentraci@n de glutamina
inicial de dicho medio es Inferior o igual a 7 mM.
11. El método de la reivindicacién 1, donde la concentracién de glutamina
inicial de dicho medio es inferior o igual a 4 mM.
12. El' método de la reivindicacion 1, donde la cantidad acumulada total de
glutamina, por unidad de volumen, de dicho medio, es inferior 0 igual a 13 mM.
13. El método de la relvindicacién 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 medio, 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. El método de la reivindicaciéon 1, donde la glutamina solo se provee en
el medio inicial, al comienzo del cultivo celular.
17. El método de la reivindicacién 1, donde la concentracién de hierro
soluble en el medio es mayor que 5 uM.
18. El método de la reivindicaciéon 1, donde la densidad celular viable de
dicho cultivo se mide periédicamente.
18. El método de la reivindicacién 1, donde la viabilidad de dicho cultivo se
mide periédicamente.
20. El método de ia reivindicacién 1, donde dichos niveles de lactato de
dicho cultivo se miden periddicamente.
21. El método de la reivindicacién 1, donde dichos niveles de amonlo de
dicho cuitivo se miden peridédicamente.
22. El método de la reivindicacion 1, donde dicha valoracién de dicho
cultivo se mide periédicamente.
23. El método de la reivindicacién 1, donde la osmolaridad de dicho cultivo
se mide peribdicamente.
24. El método de las reivindicaciones 18-23, donde dichas mediciones se

toman diariamente.
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25. El método de la reivindicaclén 1, donde la densidad inicial de dichas
células de mamifero es por lo menos 2 x 102 células/ml.

26. El método de la reivindicacién 1, donde la densidad inicial de dichas
células de mamifero es por lo menos 2 x 102 células/ml.

27. El método de la reivindicacién 1, donde la densidad inicial de dichas
células de mamifero es por lo menos 2 x 10* células/ml.

28. El método de la reivindicacién 1, donde la densidad inicial de dichas
células de mamifero es por lo menos 2 x 10 células/ml.

20. E! método de la reivindicacion 1, donde la densidad inicial de dichas
células de mamifero es por io menos 2 x 10° células/ml.

30. El método de la reivindicacién 1, donde la densidad inicial de dichas
células de mamifero es por lo menos 5 x 10° células/ml.

31. El método de la reivindicacién 1, donde la densidad inicial de dichas
células de mamifero es por lo menos 10 x 10° células/mi.

32. El método de la reivindicacibn 1, donde la etapa de provision
comprende la provision de por lo menos aproximadamente 1000 | de un cultivo.

33. El método de la reivindicacion 1, donde la etapa de provision
comprende la provisién de por lo menos aproximadamente 2500 | de un cuitivo.

34. E| método de la reivindicacibn 1, donde la etapa de provision
comprende la provisién de por lo menos aproximadamente 5000 | de un cultivo.

35. El método de la mivindicacién 1, donde la etapa de provisién
comprende la provisién de por lo menos aproximadamente 8000 | de un cultivo.

36. El método de la reivindicacion 1, donde la etapa de provisidn
comprende la provisién de por lo menos aproximadamente 10.000 | de un cultivo.

37. El método de la reivindicacién 1, donde la etapa de provision
comprende la provisién de por lo menos aproximadamente 12.000 | de un cultivo.

36. El método de la reivindicacidn 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 reivindicaciébn 1, donde dicho primer conjunio de
condiclones comprende un primer rango de temperatura que es de aproximadamente

32 a 40 grados Celsius.
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40. EIl método de la reivindicacion 1, dorde dicho primer conjunto de
condiclones comprende un primer rango de temperatura que es de aproximadamente
34 a 38 grados Celsius.

41. EH rl:nétodo de la reivindicacién 1, donde dicho primer conjunto de
condiciones comprende un primer rango de temperatura que es de aproximadamente
38 a 37 grados Celsius. _

42. . El método de la reivindicacion 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 rangoc de temperatura que es de
aproximadamente 25 a 41 grados Celsius.

44, El método de la reivindicacion 1, donde dicho segundo conjunto de
condiciones comprende un segundo rango de temperatura que es de
aproximadamente 27 a 38 grados Celsius.

45. E| 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 Caelsius.

48. El método de la relvindicacién 1, donde dicho segundo conjunto de
condiciones comprende un segundo rango de temperatura que es de
aproximadamente 29 a 33 grados Calsius.

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 reivindicacion 1, donde dicho segundo conjunto de
condiciones comprende un segundo rango de temperatura que es de
aproximadamente 31 grados Calsius.

49. E! método de la reivindicacién 1, que ademés comprende una segunda
etapa de cambio posterior a dicho primer cambio de por lo menos una de las
condiciones de cultivo, que comprende el camblo 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 48, donde la segunda etapa de cambio

comprende el cambio de por lo menos una condicion de cultivo seleccionada del
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inductores quimicos; y sus combinaciones. '

51. El método de la reivindicacion 49, donde dicho tercer conjunto de
condiciones comprende un tercer rango de temperatura que es de aproximadamente
25 a 40 grados Celsius.

52. El método de la reivindicacion 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 reivindicacion 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 reivindicacién 1, donde dicho primer periodo es entre 0
y 8 dlas.

56. El método de la reivindicacion 1, donde dicho primer periodo es entre 1
y 7 dias.

57. El método de la relvindicacion 1, donde dicho primer periodo as entre 2
y 6 dlas.

58. El método de la reivindicacion 1, donde dicho primer periodo es entre 3
y 5 dias.

59. El método de la reivindicacién 41, donde dicho primer periodo es de
aproximadamente 4 dlas.

60. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer periodo es de
aproximadamente 5 dias.

61. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer periodo es de
aproximadamente 6 dlas.

62. El método de la relvindicacién 1, donde el total de dicho primer periodo
y dicho segundo periodo 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 méximo.
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64. El método de la reivindicaclén 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 maximo.

65. El método de la reivindicacion 1, donde dicha cantidad total de dicho
anti-ABeta producido es por lo menos 1,5 veces mayor que la cantidad de anti-ABeta
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
anti-ABeta producido es por lo menos 2 veces mayor que la cantidad de anti-ABeta
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
ademaés con componentes suplementarios.

68. EI método de la reivindicacion 67, donde dichos componentes
suplementarios se proveen en multiples intervalos.

69. El método de la relvindicacibn 67, donde dichos componentes
suplementarios se seleccionan de un grupo que consiste en hormonas u otros
factores de crecimiento, iones particulares (tales como sodlo, cloruro, calcio,
magnesio y fosfato), reguladores, vitaminas, nucledsidos © nucledtidos,
oligoelementos (compuestos inorgdnicos habltuaiments presentes en
concentraclones finales muy bajas), aminoécidos, lipidos, o glucosa u otra fuente de
energia.

70. Un método para la produccién de anti-ABeta 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 anti-ABeta,
donde dicho gen se expresa en condiciones de cuitivo 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
concentracion inicial de aminoécidos mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una
relacibn molar de glutamina a asparagina inferior a aproximadamente 2; 3) una
relacién molar de glutamina a aminoécidos fotales inferior a aproximadamente 0,2; 4)

una relacién molar de ion inorgénico a aminoéacidos totales de entre alrededor de 0,4
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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 méxima 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 segundo
conjunto de condiciones y durante un segundo periodo, de manera de acumular anti-
ABeta en el cultivo celular.
71. Un método para la produccién de anti-ABeta en un cultivo celular de
produccion de gran escala, que comprende las etapas de:
la provision de un cultivo celular que comprende:
células de mamiferos que contienen un gen que codifica anti-ABeta,
donde dicho gen se 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 grupo que consiste en: 1) una
concentracion inicial de aminoacidos mayor que aproximadaments 70 mM; 2) una
relacion molar de glutamina a asparagina inferior a aproximadamente 2; 3) una
relacion molar de glutamina a aminoacidos totales inferior a aproximadamente 0,2; 4)
una relacién molar de ion inorganico a aminoécidos totales de entre alrededor de 0,4
y 1; y 5) una concentracién combinada de glutamina y asparagina sup;m'or 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 méxima 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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ol mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo perfodo, en el segundo
conjunto de condiciones y duraﬁte un segundo periodo, de manera de acumular anti-
ABeta en el cultivo celular.

72. Un método para la produccion de anti-ABeta en un cultivo celular de
produccién de gran escala, que comprende las etapas de:

la provision de un cultivo celular que comprende:

células de mamiferos que contienen un gen que codifica anti-ABeta,
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) una
concentracién Iniclal de aminoacidos mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una
relacion 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 inorgénico a aminoécidos 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 perfodo suficlente para
permitir que dichas células se reproduzcan dentro de un rango de aproximadamente
20%-80% de la densidad celular viable posible méxima 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;

ol mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo periodo, en el segundo
conjunio de condiciones y durante un segundo periodo, de manera de acumular anti-
ABeta en el cultivo celular.

73. Un método para la produccion de anti-ABeta 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 anti-ABeta,
donde dicho gen se expresa en condiciones de cultivo celular; y

un medio definido' que contiene glutamina, caracterizado por: 1) una
concentracién inicial de aminoacidos mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una

relacion molar de glutamina a asparagina inferior a aproximadamente 2; 3) una
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relacidbn molar de glutamina a aminodcidos totales inferior a aproximadaments 0,2; 4)
una relacién molar de ion inorganico a aminoécidos totales de entre alrededor de 0.4
y 1, y 5) una concentracibn 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 celuiar viable posible méxima 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 cuttivo;

ol mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo periodo, en el segundo
conjunto de condiciones y durante un segundo periodo, de manera de acumular anti-
ABeta en el cultivo celular.

74. Un método para la produccion de anti-ABeta 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 anti-ABeta,
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 méxima si dicho cultivo se mantuviera
en el primer conjunto de condiciones de cultivo;

el camblo 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 anti-

ABeta en el cultivo celular.
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75. El método de la reivindicacidbn 1, donde dicho medio comprende un
medio que contiene glutamina y que tiene una caracteristica de medio seleccionada
del grupo que conasiste en:

1) una concentracion inicial de aminodacidos mayor que aproximadamente 70
mM; 2) una relacion molar de glutamina inicial a asparagina inicial inferior a
aproximadamente 2; 3) una relacién molar de glutamina inicial a aminoacidos totales
iniciales inferior a aproximadamente 0,2; 4) una nalacidn' molar de ion inorgénico
inicial @ aminoécidos totales iniciales de entre alrededor de 0.4 y 1; y 5) una
concentracion combinada de glutamina inicial y asparagina inicial superior a
aproximadamente 16 mM; y sus combinaciones.

76. El método de cualquiera de las relvindicaciones 1-8 & 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 amonio son inferiores a aquellos niveles observados en
condiclones Idénticas, en medio idéntico, pero que carece de dicha caracteristica de
medio; y

la cantidad total de anti-ABeta producido es por lo menos tan alta como
aquella observada en condiciones idénticas, en medio idéntico, pero que carece de
dicha caracteristica de medio.

77. El método de la reivindicacion 1, donde dicho cultvo no es
suplementado con componentes adicionales durante el transcurso de la produccién
de dicho anti-ABeta.

78. El método de la reivindicacion 1, donde dicho cultivo no es
suplementado con glutamina adicional durante el transcurso de la produccién de
dicho anti-ABeta.

79. El método de la reivindicacién 1, donde la concentracién de glutamina
en dicho cultivo se agota sustancialmente antes de dicha etapa de cambio a un
segundo conjunto de condiciones de cultivo.

80. El método de la reivindicacion 1, donde la concentracién de glutamina
en dicho cultivo se agota sustanciaimente, aproximadamente en el mismo momento
que dicha-etapa de cambio a un segundo conjunto de condiciones de cultivo.

81. El método de la reivindicacién 1, donde se sustituye la glutamina con
glicilglutamina en dicho cuiltivo.
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82. Elmétodo de la reivindicacion 1, donde dicho medio contiene:

1) una cantidad acumulada de aminoécidos por unidad de volumen mayor que
aproximadamente 70 mM; 2) una relacion molar de glutamina acumulada a
asparagina acumulada inferior a aproximadamente 2; 3) una relacibn molar de
glutamina acumulada a aminoéacidos totales acumulados inferior a aproximadamente
0,2; 4) una relacibn molar de ion inorganico acumulado a aminoécidos totales
acumulados de entre alrededor de 0,4 y 1; y 5) una cantidad acumulada combinada
de glutamina y asparagina, por unided de volumen, superior a aproximadamente 16
mM.

83. El método de la reivindicaciéon 1, donde dicho medio contiene:

1) una cantidad acumulada de aminoéacidos por unided de volumen mayor que
aproximadamente 70 mM; 2) una relacin molar de glutamina acumulada a
aminoécidos totales acumulados inferior a aproximadamente 0,2; 3) una relacién
molar de ion Inorganico acumulado a aminoécidos totales acumulados de entre
alrededor de 0,4 y 1; y 4) una cantidad acumulada combinada de glutamina y
asparagina, por unidad de volumen, superior a aproximadamente 16 mM.

84. El método de la reivindicacion 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 25
mM.

85. 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.

86. 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, s mayor que aproximadamente 25
mM.

87. E! método de la reivindicacion 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.

88. El método de la reivindicacion 1, donde dicho medio tiene una

caracteristica del medio seleccionada del grupo que consiste en:
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(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 aproximadaments 5,5 mM;

(4) una cantidad total acumulada de metionina, por unidad de volumen, mayor
que aproximadaments 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 aproximadaments 2,5 mM;

(7) una cantidad total acumulada de triptéfano, 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.

89. El método de la reivindicacibn 1, donde dicho medio tiene una
caracteristica del medio seleccionada del grupo que consiste en:

(1) una cantidad inicial de histidina, por unidad de volumen, mayor que
aproximadamente 1,7 mM;

(2) una cantidad inicial de isocleucina, por unidad de volumen, mayor que
aproximadamente 3,5 mM;

(3) una cantidad inicial de leucina, por unidad de volumen, mayor que
aproximadamente 5,5 mM;

(4) una cantidad inicial de metionina, por unidad de volumen, mayor que
aproximadamente 2,0 mM;

(5) una cantidad Iniclai de fenllalanina, 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 triptdfano, por unidad de volumen, mayor que
aproximadamente 1,0 mM;
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(8) una cantidad inicial de tirosina, por unidad de volumen, mayor que
aproximadamente 2,0 mM; y

(9) una cantidad inicial de prolina, por unidad de volumen, mayor que
aproximadamente 2,5 mM.

90. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad total acumulada de
serina, por unidad de volumen en dicho medio, @s mayor que aproximadamente 7
mM.

91. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad total acumulada de
sarina, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que aproximadamente 10
mM.

92. El método de la reivindicacién 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 reivindicacién 1, donde la cantidad total acumulada de
asparagina, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que aproximadamente
12 mM. |

84. El método de la reivindicacion 1, donde la cantidad total inicial de
asparagina, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que aproximadamente
8 mM.

95. El método de la reivindicacion 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 reivindicaclén 1, donde la cantidad total acumulada de
fosforo, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que aproximadamente 2,5
mM.

97. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad total acumulada de
foésforo, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que aproximadamente 5
mM.

98. El método de la reivindicacion 1, donde la cantidad total acumulada de
glutamato, por unidad de volumen en dicho medio, es menor que aproximadamente 1
mM.

99. El métiodo 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.
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100. EIl método de la reivindicacion 1, donde la cantidad total acumulada de
pantotenato de calcio, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que
aproximadamente 20 mg/l.

101. El método de la reivindicacion 1, donde la cantidad total acumulada de
nicotinamida, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que
aproximadamente 7 mg/l.

102. El método de la reivindicaciéon 1, donde la cantidad total acumulada de
nicotinamida, por unidad de wolumen en dicho medio, mayor que
aproximadamente 25 mg/.

103. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad total acumulada de
piridoxina y piridoxal, por unidad de volumen en dicho medio, e mayor que
aproximadamente 5 mg/l.

104. El método de la reivindicacién 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. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad total acumulada de
rboflavina, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que aproximadamente '
1.0 mgA.

106. EIl método de la reivindicacion 1, donde la cantidad total acumulada de
riboflavina, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que aproximadamente
2,0 mg.

107. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad total acumulada de
clorhidrato de tiamina, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que
aproximadamente 7 mg/l.

108. EIl método de la reivindicacién 1, donde la cantidad total acumulada de
clorhidrato de tiamina, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que
aproximadamente 35 mg/l.

p. p. de: WYETH RESEARCH IRELAND LIMITED
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Se provee un sistema mejorado para la produccion a gran escala de proteinas
y a-Beta en cultivo de células, en particular, en medios caracterizados por una o més
de las siguientes caracteristicas: 1) una concentracion acumulada de aminoéacidos
mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una relacidén molar de glutamina acumulada
a asparagina acumulada inferior a aproximadaments 2; 3) una relaciébn molar de
glutamina acumulada a aminoacidos totales acumulados inferior a aproximadamente
0,2; 4) una relacibn molar de ion inorgdnico acumulado a aminoécidos totales
acumulados de entre alrededor de 0,4 y 1; o 5) una concentracién combinada de
glutamina acumulada y asparagina acumulada de entre aproximadaments 16 y 36
mM. El uso de dicho sistema permite altos niveles de produccién de a-Beta, y
disminuye la acumulacién de ciertos factores indeseables, tales como amonio y
lactato. Adicionalmente, se proveen métodos de cultivo que incluyen un cambio de
temperatura, que habituaimente comprende una disminucion en la temperatura
cuando el cultivo ha alcanzado alrededor de 20%-80% de su densidad celular
méxima. Atemativa o adicionaimente, la presente Invencion provee métodos tales
que, después de alcanzar un pico, los niveles de lactato y amonio en el cultivo

disminuyen con el transcurso del tiempo.
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FIG. 1

Comparacin del Medio 1 y ¢l Medio 2 en frascos de agitacién, usando células ant-GDF-8.

FIG. 2

Crecimiento celular y viabflidad celular de células anti-GDF-8 en Medio 1
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FIG. 3

Crecimiento celular de cultivos de células antl-GDF-8 en condiclones
de cultivo sin alimentacién de giutamina y de control
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FIG. 4

Viabilidad celular de cultivos da células anti-GDF-8 en condiclones
de cultivo sin alimentacién de giutamina y de control
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FIG. 5

Niveles de amonio de cuitivos da células anti-GDF-8 en condiciones
de cultivo sin allmentiacién de glutamina y de control

FIG. 6

Niveles de lactato de cultivos de céiulas anti-GDF-8 an condiclones
de cultivo sin alimentacidn de glutamina y do control
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FIG. 7

Valoracién anti-GDF-8 en condiclones de cultivo sin-alimentacién
de glutamina y de control

FIG. 8

Densidad celular de cultivos ds céiulas anti-GDF-8 en condiciones de
cultivo de allmentacién careclents de glutamina y de control
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FIG. 9

Viabilidad celular de cultivos de células anti-GDF-8 en condiciones
de cultivo de alimaentacién carclents de giutamina y de contyol
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FIG. 10

Niveles de amonio de cultivos de céiulas ant-GDF-8 en condiclones
de cultivo careclonts de glutamina y de control
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FIG. 11

Niveles de lactato de cultivos ds células anti-GDF-8 en condiciones
de cuitivo careclents de glutamina y de control

FIiG. 12

Valomcién anti-GDF-8 en condiclones de cultivo carsclentes
de glutamina y de control
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FIG. 13
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Respuesta de dosis de hiervo de células ant-GDF-8 en Medio 1 y Medlo 2
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FIG. 14

Deansidad celular ds cultivos de alimentacién de glutamato y glutamina

10 1
1= A= Ghimmsio2

12 H
| =0 == Giutamato 1

—— Glutamina 3

= B+ Glutaminal

0 11 12 1 14 18



Ze4

- nl}"’

"
oyl

FIG. 15

Viabliidad celular de cultivos de afknentacidn da glutamato y glutamina
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FIG. 16

Valoracién antl-Lewis Y an cultivos de alimeniaciin de glutamato y glutamina
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FIG. 17

Niveles de lactato en cultivos de alimeniacion de giutamato y glutamina
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FIG. 18

Niveles de amonio en cultivos de allmentacién de giutamato y glutamina

el Glutnaio 3

FIG. 19

Osmolaridad de cultivos de allmentacién da glutamato y glulsmine
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FIG. 20

Densidad celular. Cada diagrama es el promadio de dos frascos de agitacién
cultivados usando las mismas condiciones
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FIG 21

Viabliidad celular. Cada diagrama as ¢l promadio de doa frascos de agitacién
cultivados usando las mismas condiciones
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FIG. 22

Valomacion promedio. Cada diagrama es el promedio de dos frascos de agitacién
cultivados usando las mismas condiciones
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FIG. 23

Niveles de amonilo. Cada dlagrama es ¢l promedio de dos frascos de agitacién
cultivados usando las mismas condiclones
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FIG. 25
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Crecimiento celular de céiulas anti-GDF-8 en varias condiciones experimentales

Densidad calular vishis dinria (Cacex)

ViabHidad de células ant-GDF-8 en varias condiciones experimentales

FIG. 26

Visbilidnd celular diaria (Cadex)

amQue Lots sim. Ouetrel

= 1 Lolenlis. Gland DM
o= Loin
2 4 | ] g | ] 12 14

Tiampo da cultivo (dias)




“ nn2sg
2¢4

FIG. 27

Valoracién anti-GDF-8 en varias condiciones experimentales

e Valoraciones diarias Pro A HPLC
_, 1000 B
i

m -

0 LA e
0 ] 10 15
Tiempo de cullivo (dies)
FIG. 28

Niveles de lactato de cuttivos anti-GDF-8 en varias condiclones experimentales
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FIG. 29

Niveles de amonio de cultivos anti-GDF-8 en varias condiciones axperimentales
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Crocimiento celular de células ant-GDF-8 en varias condicliones expsrimentales
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FIG. 31

Valoracion ant-GDF-8 en varias condiclones cxplﬂmmlls
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FIG. 32

Nivales da lactato de cultivos anti-GDF-8 en varias condiciones experimeniaios
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FIG. 33
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Niveles da amonio da cultivos anti-GDF-8 en varias condiciones axparimantales
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FIG. 34

Crecimiento celular de células anti-GDF-8 en Medio 9 modificado,
qua contiane varios niveles de glutamina y asparagina
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FIG. 35

Viabiiidad celular de células anti-GDF-8 en Medio § modificado, que contiene
varios nivelis de glutamina y asparagina
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FIG. 36

Niveles de laciato de cultivos anti-GDF-8 sn Medio 9 modificado,
que contiens varios nivelas de glutamina y ssparagina

T
w4 0kl Glo, 20 whd A
=4 =2 bl Gin, 20wl Aen
=13 rhi On, 1Rl Amn
=013 ri O, 12aMAm
w13 wii (i, 8 mid Amn




FIG. 37

Niveles de amonio de cuiltivos anti-GDF-8 on Medio § modificado,
que contiene varios niveles de glutamina y asparagina
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FIG. 38

Niveles de giutamina de cultivos ant-GDF-8 en Medio § modificado,
que contiene varios niveles de glutamina y aspamgina
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FIG. 39

Valoracién anti-GDF-8 sn Medio 8 modificado que contiens varios
niveles de glutamina y asparagina
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FIG. 40

Osmolaridad de cultivos anti-GDF-8 en Medio 9 modificado, que contiene
varios nivelas da glutamina y asparagina
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FIG. 41

Crecimiento celular da células ant-GDF-8 sn medio que contiens
varios niveles de asparagina y clsteina
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FIG. 42

Niveles de lactato de cultivos anti-GDF-8 en medio que contiene
varios niveles de asparagina y cisteina
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FIG. 43

Niveles de amonio de cultivos anti-GDF-8 en medio que contiane
varios niveles de asparagina y cisteina
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FIG. 44

Niveles de glutamina ds cultivos anti-GDF-8 en medio qus contiene
varios niveles de asparagina y clsteina
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FIG. 45

Niveles de glutamato ds cultivos anti-GDF-8 sn medio que contiene
varios niveles de ssparagina y clsteina
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FiG. 46

Valomeién anti-GDF-8 en medio que contisne varios niveles de asparagina y cisteina
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FIG. 47

Osmolaridad de cultivos anti-GDF-8 en madio que contiene varios
niveles de asparagina y cisteina
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FIG. 48

Crecimiento celular de céiulas antl-GDF-3 en medio que contisne
varios niveles de aminodcidos y vitaminas
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FIG. 49

Niveles de lactato ds cuitivos anti-GDF-8 en medio que contiene varios
niveles do aminoécidos y vitaminas

=L il 1 +AA

gl Mnslio 1 i'“..
HRE M
e REJ

= Lindin B,
Gin 13 mik

FIG. 50

* Nivelss de amonio de cultivos anti-GDF-8 en medio que contiene
varics niveles de aminoécidos y vitaminas
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FIG. 51

Niveles de giutamina de cultivos ant-GDF-8 en medio que contiene
varios niveles de aminocécidos y viaminas

FIG. 52

Valoraclén anti-GDF-8 en medio que contiens varios
niveles do aminodcidos y vitaminas
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FIG. 53

Crecimiénto cslular de céiuias ant-GDF-8 en medioc que contiens varics
niveles de vitaminas, oligosiamentos E y hlemmo
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FIG. 54

Niveles de Iaciato de cultivas anti-GDF-8 en medio que contiene varios
niveles de vitaminas, oligosiomentos E y hlermo
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FIG. 55

Niveles de amonio de cultivos anti-GDF-8 en medio que contisne
varios niveles de vitaminas, oligosiementos E y hlamo
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FIG. 56

Valorez16n ant-GDF-8 sn medio que contians varios niveles de vitaminas,

oligosiementos E y hlemo
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FIG. 57
Crecimiento celular de céluias anti-GDF-8 en los Medloa 1; 3y 9
-0~ Nadiol
={}= badol
~d~~ Madio1
=¢— hindin®

0 2 4 6 8 10 12 14
Dins
FIG. 58

Valoracién antl-GDF-8 en los Medios 1; 3y 8
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FIG. 59

Valomacionss anti-GDF-§ axtrapoiadas pam varios nivelss de glutamina sola
y glutamina y asparagina combinadas toinles
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FIG. 60

Crecimiento de células antl-ABstn on varias condiciones de medios evaluadas
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FIG. 62

Niveles de lactato de cultivos de anti-ABeta en varias condiciones
de medios svaluadas

FIG. 63

- Niveles de amonio de cultivos de antl-ABeta on varias condiciones
de medios svaluadas
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FIG. 64

Valoracién de anti-ABeta en varies condicionas de medios svaluadas
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FIG. 65

Osmolaridad de cultivos de anti-ABeta en varias condicliones de medios evaluadas
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FIG. 66
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Crecimiento de células que expresan TNFR-ig en varias condiciones axperimentales

FIG. 67
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FIG. 68

OGlucosa residual en cultivos de células que expresan TNFR-ig en varias
condicionas experimentales
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FIG. 69

Niveles de glutamina en cultivos de cilulas que ilpﬂlllﬂ TNFR-Iig
an varias condiciones axperimentalea
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FIG. 70

Concentracién de iactato en cultivos de céiulas que expresan TNFR-Ig
en varias condiciones sxperimentales
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FIG. 71

Niveles de amonie en cultivoe de células que expresan TNFR-Ig en varias
condiciones exparimentales
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FIG. 72

Prgug

Valoracién relativa de TNFR-Ig en varias condiclones experimentales

Valoracidn relativa de producio TNFR-Ig - ProA HPLC
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FIG. 73

Densidades celularea de células antl-GDF2 cultivadas en biomaactores

de 80001y1l
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FIG. 74

Valoraciones de cdlulas anti-GDFS culiivadas an
blorrsactores de 80001y 11

FIG. 75

Niveles de lacixto de células ant-GDF3 cultivadas
on blomeactones de 60001y 11

Comparaciin de inciato

n no-a—

23X



. PAIRE—

FIG. 76

Nivelas de amonio de céluvine anti-GDFS cultivadas
on blormeactores de 80001y 11
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REI CION ,

Hablendo asi especiaimente descripto y determinado ia naturaleza de ia
presents Invencién y la forma como la misma ha de ser lievada a la practica, se
declara relvindicar como de propiedad y derecho exclusivo:

1. Un método parsa la produccidn de anti-ABeta en un cultivo celular
de produccién de gran esacala, que comprende las etapas de:

la provisién de un cultivo celular que comprende:

células de mamiferos que contienen un gen que codifica anti-ABeta,
donde dicho gen se expresa en condiciones de cultivo celular; y

un medio que contlene glutamina, y que tiene una caracteristica del
medio selecclonada del grupo que consiste en: 1) una cantidad acumulada de
aminoécidos 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 relacion molar de glutamina acumulada a
aminoécidos totales acumulados Inferior a aproximadamente 0,2, 4) una
relacién molar de lon inorgénico acumulado a aminoécidos 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 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 cuttivo;
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el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo periodo, en el
segundo conjunto de condiciones y durante un sagundo periodo, de manera de
acumular anti-ABeta en el cultivo celular.

2. Un método para |a produccién de anti-ABeta en un cultivo celular
de produccién de gran escala, que comprende las etapas de:

la provisién de un cultivo celular que comprende:

células de mamiferoe que contienen un gen que codlifica anti-ABeta,
donde dicho gen se expresa en condiclones de culiivo celular; y

un medio que contiene una relacion molar de glutamina acumulada a
asparagina acumulada inferior a aproximadamente 2;

donde dicho medio contiene glutemina; y

donde dicho medio tlene dos caracteristicas del medio seleccionadas del
grupo que consiste en: 1) un medio que contiene una cantidad de aminoécidos
acumulada por unidad de volumen, mayor que aproximadamente 70 mM; 2)
una relacién molar de glutamina acumulada a aminoécidos totales acumulados
inferior a aproximadamente 0,2; 3) una relaclén molar de lon inorgénico
acumulado a aminoécidos totales acumulados de enire alrededor de 0,4 y 1; 4)
una cantidad acumulada combinada de giutamina 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 condiclones de cuitivo, durante un primer periodo
suficlente 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 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 condiclones de cultivo;
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el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo periodo, en el
segundo conjunto de condiciones y durante un segundo periodo, de manera de
acumular anti-ABeta en el cultivo celular.

3. El método de la relvindicacién 1, donde dicha condicién de culliw
celular, en dicha etapa de camblo de por lo menos una de las condiciones del
cultivo, se selecclona del grupo que conaiste en: 1) la temperatura; (2) el pH; 3)
la osmolalidad; 4) el nivel de inductores quimicos; y sus combinaciones.

4. El método de la reivindicacibn 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 inferlor o igual 8 4 mM.

6. El método de la relvindicacion 1, donde la cantidad acumulada
total de giutamina, por unidad de volumen, de dicho medio, as inferior o_lgual 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 reivindicacibn 1, donde la glutamina solo se
provee en el medio inicial, al comienzo del cultivo celular.

9. El método de la reivindicacldn 1, donde la densidad inicial de
dichas células de mamifero es por lo menos 2 x 10° células/mi.

10. El método de la reivindicacion 1, donde la densidad Iniclal de
dichas células de mamifero es por lo menos 2 x 10° células/mi.

11.  El méiodo de la reivindicacién 1, donde la etapa de provisién
comprende la provision de por lo menos aproximadamente 1000 | de un cultivo,

12. El método de la relvindicacién 1, donde la etapa de provisién
comprende la provigién de por lo menos aproximadamente 10.000 | de un
cultivo.
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13. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer conjunto de (] e-s
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 Celslus.

15. El método de la relvindicacién 1, donde dicho segundo conjunto
de condiciones comprende un segurdo rango de temperatura que es de
aproximadamente 25 a 41 grados Celsius.

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

17. El método de la relvindicaciéon 1, donde dicho segundo conjunto
de condiclones comprende un segundo rango de temperatura que es de
aproximadamente 31 grados Celsius.

18. El método de la relvindicaclén 1, que ademés comprende una
segunda etapa de cambio posterior a dicho primer camblo 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.

18. El método de la reivindicacén 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 método de la reivindicacién 18, donde dicho tercer conjunin_de
condiciones comprende un tercer rango de temperatura que es de
aproximadamente 27 a 37 grados Celslus.

21. - El método de la relvindicacién 1, donde dicho primer periodo es
entre 1y 7 dias.



22. El método de Ia reivindicacién 1, donde dicho primer perfodo es
de aproximadamente 4 dias.

23. El método de la relvindicacién 1, donde el total de dicho primer
periodo y dicho segundo periodo a3 por lo menos 5 dlas.

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

25. El método de la reivindicacion 1, donde, en la etapa de
mantenimiento de dicho cultivoe durante un segundo periodo, el nivel de amonio
disminuye después de que el nivel de amonlo en el cuitivo alcanza un nivel
méaximo.

26. El método de la reivindicacién 1, donde dicha cantidad total de
dicho anti-ABeta producido es por 0 menos 1,5 veces mayor que la cantidad
de anti-ABeta producido en condiciones |dénticas, en medio idéntico, pero que
carece de dichas caracteristicas del medio.

27. El método de la relvindicacion 1, donde dicha cantidad total de
dicho anti-ABeta producido es por lo menos 2 vaces mayor que la cantidad de
anti-ABeta 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 la reivindicacion 28, donde dichos componentes
suplementarios se proveen en miltiples intervalos.

30. El método de la relvindicacion 28, donde dichas componentes
suplementarios se selaccionan de un grupo que consiste en hormonas u otros
factores de crecimiento, lones particulares (tales como sodlo, cloruro, calcio,
magnesio y fosfato), reguladores, vitaminas, nucleésidos o nucledtidos,
oligoelementos (compuestos inorgénicos habituaimente presantes en
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concentraciones finales muy bajas), aminodcidos, lipidos, o glucosa u otra
fuente de energia.
‘ 31. Un método para la producciébn de anti-ABeta en un cultivo celular

de produccioﬁ de gran escala, que comprende las etapas de.

la provision de un cuttivo celular que comprende:

células de mamiferos que contlenen un gen que codifica anti-ABeta,
donde dicho gen se axpresa en condiciones de cultivo celular; y

un medio definido que contiene glutamina, y que tiene por lo menos dos
caracteristicas del medio selecclonadas del grupo que consiste en: 1) una
concentracién Inicial de. aminoécidos mayor que aproximadamente 70 mM; 2)
una relacién molar de glutamina a asparagina inferior a aproximadamente 2; 3)
una relacion molar de glutamina a .aminoéicidos totales inferior a
aproximadamente 0,2; 4) una relacién molar de ion Inorgéanico a aminoécidos
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 crecimlento Inicial, en
un primer conjunto de condiciones de cultivo, durante un primer perfodo
suficients para permitir que dichas células se reproduzcan dentro de un rango
de aproximadamente 209%-80% de la densidad celular viable posible méxima si
dicho cultivo se mantuviera en el primer conjunto de condiclones de cultivo;

el cambio de por io 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
segundo conjunto de condiclones y durante un segundo periodo, de manera de
acumular anti-ABeta en el cultivo celular.

32. Un método para la produccién de ant-ABeta en un cultivo celular
de produccién de gran escala, que comprende las etapas de:

la provisién de un cultivo celular que comprende:

nN2a-5
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células de mamiferos que contienen un gen que codifica antl-ABeta,
donde dicho gen se expresa en condiciones de cultivo celular; y

un medio definido que contlene glutamina, caracterizado por: 1) una
concentracién iniclal de aminoécidos mayor que aproximadamente 70 mM; 2)
una relacién molar de giutamina a asparagina inferlor a aproximadamente 2; 3)
una relaciéin molar de glutamina a aminoécidos totales Inferior a
aproximadamente 0,2; 4) una relacion molar de ion inorganico a aminoécidos
totales de entre alrededor de 04 y 1; y 5) una concentracion combinada de
glutamina y asparagina superior a aproximadamente 16 mM;

e 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 proxlmadament-e 20%-80% de la densidad celular viable posible méaxima sl
dicho cultivo se mantuviera en el primer conjunto de condiciones de cultivo;

el camblo de por lo menos una de las condiciones de cuitivo, 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 condiclones y durante un segundo perfodo, de manera de
acumular anti-ABeta en el cultivo calular.

33. El método de la reivindicacion 1, donde dicho medio comprende
un medio que contlene glutamina y que tiene una caracteristica de medio
seleccionada del grupo que consiste en:

1) una conceniraclon inicdal de aminoécidos mayor que
aproximadamente 70 mM; 2) una relacion molar de glutamina iniclal a
asparagina Iniclal inferior a aproximadamente 2; 3) una relacibn molar de
giutamina Inicial a aminoécidos totales iniciales inferlor & aproximadamente 0,2;
4) una relacién molar de lon inorgdnico inicial a aminoécidos totales iniclales de
entre alrededor de 0,4 y 1; y 5) una concentraciéh combinada de glutamina
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inicial y asparagina iniclal superior a aproximadamente 16 mM; y sus
combinaciones.

34. El método de cuaiqulera de las reivindicaclones 1-2 6 31-33,
donde:

los niveles de lactato son Inferiores a aquellos niveles observados en
condiclones Idénticas, en medio idéntico, pero que carece de dicha
caracteristica de medio;

los niveles de amonio son inferiores a aquelios niveles observados en
condiciones Idénticas, en medio idéntico, pero que carece de dicha
caracteristica de medio; y '

la cantidad total de anti-ABeta producido es por lo menos tan alta como
aguella 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 transcurso de la
produccién de dicho anti-ABeta.

36. El método de la relvindicacién 1, donde se sustituye la glutamina
con gliciiglutamina en dicho cultivo.

37. El método de la reivindicacin 1, donde la cantidad total
acumulada de histidina, isoleucina, leucina, metionina, fenllalanina, prolina,
triptéfano, tirosina y prolina, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor
que aproximadamente 25 mM.

38. EI méiodo de la reivindicacion 1, donde la cantidad total
acumulada de histidina, isoleucina, leucina, metionina, fenlialanina, prolina,
tript6fano, tirosina y prolina, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor
que aproximadamente 35 mM.

39. El método de la relvindicacién 1, donde dicho medio tiene una
caracteristica del medio seleccionada del grupo que consiste en:
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(1) una cantidad total acumulada de histidina, por unidad de volumen,
mayor que aproximadamante 1,'f mM;

(2) una cantidad total acumulada de isoleucina, por unided 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 acumuilada 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 triptéfano, 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

(8) una cantidad total acumulada de prolina, por unidad de volumen,
mayor que aproximadamente 2,5 mM.

40. El! método de la relvindicacion 1, donde la cantidad total
acumulada de serina, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que
aproximadamente 10 mM.

41. El método de la relvindicacién 1, donde la cantidad total
acumulada de asparagina, por unidad de volumen en dicho medio, 88 mayor
que aproximadamente 8 mM.

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

que aproximadamente 12 mM.
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43. El método de la reivindicacidn 1, donde la cantidad total
acumulada de fésforo, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que
aproximadamente 5 mM.

44, El método de la relvindicacion 1, donde la cantidad total
acumulada de glutamato, por unidad de volumen en dicho medio, es menor que
aproximadamente 1 mM.

45. El método de la reivindicacion 1, donde la cantidad total
acumulada de pantotenato de calcio, por unidad de volumen en dicho medio,
6s mayor que aproximadamente 20 mg/l.

46. EI método de la reivindicacion 1, donde la cantidad total
acumulada de nicotinamida, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor
que aproximadamente 25 mg/l.

47. El método de la reivindicaciébn 1, donde la cantidad total
acumulada de piridoxina y piridoxal, por unidad de volumen en dicho medio, s
mayor que aproximadamente 35 mgl/l.

48. E| 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.

49. El método de la reivindicacion 1, donde la cantidad total
acumulada de dorhidrato de tiamina, por unidad de volumen en dicho medio,
63 mayor que aproximadamente 35 mgl.
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