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FRODUCTION OF A TNFR-IG FUBION PROTEIN

Related Application
{00011 ‘This application claims pricrity to Provisional Patent Application No.
60/605,379, filed August 27, 2004, which Is incorporated herein by reference in its
ontirety.

Backgrownd of the Invention
[0002] Protoing and polypeptides have become increasingly important as
therapeutic 'ngmn. In most cases, therspeutic proteins and polypeptides are
produced in cell culture, from cells that have been engineered and/or selected to
produce unususlly high levels of the particular protein or polypeptide of interest.
Control snd optimization of cell culture conditions is critically important for
successful commercial production of proteins and polypeptides.
[0003] Many proteins and polypeptides produced in cell culture are mede in a
batch or fed-batch process, in which cells are cultured for & period of time, and then
the culture is terminated and the produced protein or polypeptide is isolated. The
ultimate emount and quality of protein or polypeptide produced can be dramatically
affected by the conditions of the cell culture. For example, traditional batoh and
fed-batch culture processes often result in production of metebolic waste products
that have 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 protelns and polypeptides in batch and fed-batch culture processes,
there remains s need for additional improvements.
[0004] Additionally, significant effort has been Invested In the development of
defined media (i.e., media assembled from known individual components and
lecking serum or other animal byproducts) for use in culturing cells, particularly
mammalian cells. Coll growth characteristica can be very different in defined media
as contrasted with serum-derived media. There is a particular need for the
development of improved gystems for producing proteins and polypeptides by cell
culture in definod modia.
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Summary of the Invention
[0005] The present invention provides an improved systom for large scale
production of proteins and/or polypeptides in cell culture. For example, the pressnt
invention provides commercial scale (e.g., 500 L or more) culture methods that '
utilize a modium charecterized by one or more oft I) a cumulative amino scid
amount per unit volume greater then about 70 mM:; i) a molar cumulative glutamine
to cumulative asparagine ratio of lesy than about 2; ili) & molar camulative
glrtamine to cumulative total amino acid ratio of less than about 0.2; iv) a molar
cumulative Inorganic ion to cumulative total amino acid mtio between about 0.4 to
1; or v) a combined cumulative amount of glutamine and asparagine concentration
per unit volumo greator than about 16 mM, One of ondinary skill in the art will
understand that *cumulative™, as used above, refers fo the total emount of a
particular component or componenta added over the course of the cell culture,
including components added at the beginning of the culture and subsequently added
componenta. In cortain preferrod embodiments of the invention, it is desimble to
minimize “feeds” of the culture over time, so that it is desirable to maximize
amounts present initially. Of course, medium components are metabolized during
culture so that coltures with the same cumulative amounts of given components will
have different absolute levels if those components are added at different times (¢.g.,
all prosent initlally vs. some added by foeds).
{0006]  According to the present invention, use of such & medium allows high
levels of protein production and lessens accumulation of cestain undesirable factors
such as ammonium and/or lactate.
{0007}  One of ordinary skil! in the ert will understand that the media
formulations of the present invention encompass both defined and non-defined
media. In certain preferred embodimenty of the present invention, the culture
medium is a defined medium in which the composition of the medium is known and
controlled.
[0008]  In certain preferred embodiments of the present invention, the culture
methods include chenging the culture from & first set of culture conditions to a
scocond set of culture conditions so thet a metabolic shift of the cells is achieved. In
some embodiments, this change is performed when the culture has reached about
20-80% of |ts maximal cell density. In some embodiments, the change Involves
changing the tomperature (or temperature range) at which the culture is maintained.
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Alternatively or additionally, the present invention provides methods adjusted so
that, after reaching a peak, lactats and/or ammonium levels in the culture decrease
over thne. In other embodiments, the shift involves shifting the pH, osmolarlity or
level of chemical inductants, such as alkanoic aclds or their salts.

[0009]  Cell cultures of the present invention may optionally be supplemented
with nutrients and/or other modium components including hormones and/or other
growth factors, particular ions (such as sodium, chioride, calclum, magnesium, end
phosphate), buffers, vitamins, nucleosides or nucleotides, trace elements (inorganic
compounds usually present at very low final conoentrations), amino acids, lipids, or
glucose or other energy source. In certain embodiments of the present invention, it
may be beneficial to supplement the media with chemical inductants such as
hexamethylene-bis(acetamide) (“HMBA™) and sodium butyrate (“NaB™). These
optional supplements meay be added at the beginning of the culture or may be sdded
ut a later point In order to replenish depleted nutrients or for another reason. In
genoral, it is desirable to select the initial medium composition to minimize
supplementation in accordance with the present Invention.

[0010] Various culture conditions may be monitored in accordence with the
present invention, including pH, cell density, cell viability, lactate levels,
ammonium leveis, osmolarity, or titer of the expressed polypeptide or protein,

Brief Description of the Drawing
{0011]  Figure 1 shows s comparison of Medlum 1 and Medium 2 in shake
flasky using anti-GDF-8 cells.

[0012]  Figure 2 shows cell growth and viability of anti-GDF-8 colls in Medium
1.

[0013]  Figure 3 shows cel! growth of anti-GIDF-8 cell cuitures in control and no
glutamine feed culture conditions.

[0014]  Figure 4 shows cell viability of anti-GDF-B cell cultures in control and
no ghutamine feed culture conditions.

[0015]  Figurs 5 shows ammonium levels of anti-GDF-8 cell cultures in control
and no glutamine fead culture conditions.

[0016]  Figuro 6 shows lactate levels of anti-GDF-8 cell cultures in control and
no glutamine feed culture conditions.
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[0017]  Figure 7 shows antl-GDP-8 titer in control and no glutamine foed culture
conditions.

[0018]  Figure B shows cell density of anti-GDF-8 cell culturos in control and
ghiamine-starved feed culture conditions.

[0019]  Figure 9 shows cell viability of antl-GDF-8 cell cultures in oontrol and
glutamine-starved food culture conditions.

[0020]  Figure 10 shows ammonium levols of anti-GDF-3 cell cultures in control
and glntemino-starved culture conditions,

[0021]  Figure 11 shows lectate levels of anti-GDF-8 cell cultures in control and
glutmine-starved culture conditions.

[0022]  Figure 12 shows anti-GDF-8 titer in contro) and glutamine-starved
culture conditions.

[0023]  Figure 13 shows fron dose response of anti-GDF-8 cells in Medium 1
and Medium 2.

[0024]  Figure 14 shows coll density of Glutamate and Glutamine fed cultures.
[0025] Figure 15 shows cell viability of Glutamate and Glutamine fed cultures.
[0026]  Figure 16 shows anti-Lewls Y titer in Glutemate axnd Glutamine fed
cultures.

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

[0029]  Figure 19 shows osmolarity of Glutamate and Glutamine fed cultures.
[0030]  Figure 20 shows cell donslty of antl-Lowis Y oclls. Each plot Is the
sverage of two shake flasks grown using the same conditions.

[0031]  Figure 21 shows ceil viabllity of enti-Lewis Y colls, Each plot is the
average of two shake flasks grown using tho same conditions.

[0032]  Figure 22 ahows averagn titer of anti-Lawis Y culture. Each plot is the
average of two shake flasks grown using the same conditions.

[0033]  Figure 23 shows ammonium levels of anti-Lewis Y cells. Each plot is
the average of two shake flasks grown using the same conditions.

[0034]  Figuro 24 shows an impeller jump used in fed-batch cultures,

[0035] Figuro 25 shows cell growth of entl-GDF-3 cells under various
cxperimental conditions,
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[0036]  Figure 26 shows viability of anti-GDF-8 cells under various
experimental conditions.

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

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

[0040]  Figure 30 shows coll growth of anti-GDF-8 cells under various
experimental conditions.

[0041]  Figure 31 shows anti-GDF-8 titer under various exxperimental conditions,
[0042] Figure 32 shows lactato lovels of anti-GDF-8 cultures under various
experimental conditions.

[0043]  Figure 33 shows ammonium levels of anti-GDF-8 cultures under various
experimental conditions.

[0044)  Figure 34 shows cell growth of anti-GDF-8 cells in modified Medium 9
containing various levels of glutamine and asparagine.

[0045]  Figure 35 shows cell viability of anti-GDF-8 cells in modified Medium 9
containing various Jovels of glutamine and asparagine.

[0046]  Figure 36 shows lactate levels of anti-GDF-8 cultures In modified
Medium 9 contrining various lovels of glutamine and asparagine.

[0047]  Figure 37 shows ammonium levels of enti-GDF-8 cultures in modified
Medium 9 containing various levels of glutamine and asparagine.

[0048)  Fligure 38 shows glutamino levels of anti-GDF-8 culiures in modified
Medium 9 containing various levels of glutamine and esparagine.

[0049] Figure 39 shows anti-GDP-8 titer in modified Medium 9 containing
varlous levels of glutamino and asparagine,

[0050] Figure 40 shows osmolarity of antl-GDF-8 cultures in modified Medium
9 containing various levels of glutamine and asparagine.

[0051]  Figure 41 shows cell growth of anti-GDF-8 cells in media containing
various levels of asparagino and cysteine.

[0052]  Figure 42 shows lactate levels of anti-GDF-3 cultures in media
containing various levels of usparagine and cysteine.

[0053]  Figure 43 shows ammonium levels of mti-GDF-8 cultures in media
containing various levels of asparagine and cysteine.

i
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[0054]  Figure 44 shows glutamine levels of anti-GDF-8 culiures in media
contuining various levels of asparagine end cysteine.

[0055]  Figure 45 shows glutamate levels of amti-GDF-§ cultures in media
containing varlous levels of asparagine and cysteine.

[0056]  Figure 46 shaws anti-GDF-8 titer in media conteining various levels of
asparagine and cysteine,

[0057]  Figure 47 shows osmolarity of anti-GDF-8 cultures in media containing
various lsvels of nsparagine and cystcine,

[0058]  Figure 48 shows cell growth of anti-GDF-8 celly in media containing
various lovels of amino acids and vitamins.

[0059]  Pigure 49 shows lactate levols of anti-GDF-8 cultures in media
containing various Jevels of amino acids and vitamins.

[0060]  Figure 50 shows ammonium levels of anti-GDF-3 cultures in media
containing various levels of amino acids and vitamins,

[0061]  Figure 51 shows glutamine levels of anti-GDF-8 cultures in media
containing various levels of amino ecids and vitamins.

[0062] Figure 52 shows anti-GDF-8 titer in media containing various levels of
amino acids and vitamins,

(0063)  Figure 53 shows cell growth of anti-GDF-8 cclls in media containing
various lovels of vitamins, trace elements E and iron,

[0064]  Figure 54 shows lactate levels of anti-GDF-8 cultures in media
containing various levels of vitamins, trace elements E and iron.

[0065]  Figure 55 shows ammonium levels of anti-GDF-§ cultures in media
containing various levels of vitamins, trace eloments B and iron.

[0066]  Figure 56 shows anti-GDF-8 titer in media containing varlous levels of
vitaming, trace clements B and iron,

[0067]  Flgure 57 shows cell growth of anti-GDF-8 cells in Mediums 1, 3 and 9.
[0068)  Figure 58 shows anti-GDF-8 titer in Medium 1, 3 end 9.

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

[0070]  Figure 60 shows cell growth of anti-ABeta cclls under various media
conditions tested,

[0071]  Figure 61 shows cell viability of antl-ABeta cells under various media
conditions tested.
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[0072)  Figure 62 shows lactsie lcvels of anti-ABeta cultures under various
media conditions tosted, '

[0073] Figure 63 shows smmonium levels of antl-ABeta cultures under various
media conditions tested,

[0074]  Figure 64 shows anti-ABetn titer in various media conditions tested,
[0075] Figure 65 shows oamolarity of anti-ABeta cultures under various media
[0076] Figure 66 shows cell growth of cells expressing TNFR-Ig under various
experimental conditions.

[0077]  Figure 67 shows visbliity of cells expressing TNFR-Ig under various
axporimental conditions.

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

[0079)  Figure 69 shows glutamine levels in cultures of cells expressing TNFR-
Ig under various experimental conditions.

{0080]  Figure 70 shows lactate concentration in cultures of cells expressing
TNFR-Ig under various experimental condttions.

[0081]  Figure 71 shows emmonium levels in cultures of colls expressing TNFR-
Ig under various experimental conditiona.

[008B2]  Figure 72 shows TNFR-Ig relative titer under various experimental
conditions,

[0083]  Figure 73 shows cell densities of antl-GDF-8 cells grown in 6000 L and
1 L blcreactors.

[0084]  Figure 74 shows titers of anti~GDF-8 colls grown in 6000 L and 1 L
bloreactors.

[0085]  Figurc 75 shows leotate levels of anti-GDF-8 cells grown in 6000 L and
1 L bloreactors.

[00B6]  Figure 76 shows ammonium levels of antl.GDF-8 cellx grown in 6000 L
and [ L bloreactors.

Definitions
[0087]  “About™, “Approximatoly”: As used herein, tho terms “about” and
“approximately”, as applied to ons or more particular cell culture conditions, refer
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10 u rangp of values that are similar to the stated reforence value for that culture
ocondition or conditions. In certain embodiments, tho term “about™ refors to a range
of values that fill within 25, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13,12, 11, 10,9, 8, 7,6, 5, 4,
3, 2, 1 percent or less of the stated refivence yalue for that culture condition or
conditions.

[0088] *“Amino ecid"; The term “amino acid™ as used herein refers to any of the
twenty naturally occusring amino acids that are normally used in the formation of
polypeptides, or analogs or derivatives of those amino aclds. Amino acids of the
present Invention are provided in medium to cell cultures. The amino acids
provided In the medium may be provided as salts or in hydrate form.

[0089]  *Antibody™: The term "antibody" as used herein refers to an
immunoglobulin moleculs or an immunologically active portion of an
immunoglobulin moleculo, such as a Fab or F(ab'), fiagment, that contains ono or
more antigen binding sites which specifically bind (immunoreact with) an entigen.
The terms "monocional antibodies" and "monoclonal antibody compaosition™, as
used herein, refer to a clonal population of antibody molecules that contain only one
species of an antigen binding site capable of immunoreacting with s particular
cpitope of an entigen, whereas the terms "polyclonal antibodies” and "polyclonal
antibody componition” refer to a population of antibody molecules that contain
multiple specics of antigen binding sites capable of interacting with & particular
antigen. ‘The dofinition of monoclonal antibodies includes both clonal molecules
derived by traditional tochnologics es well as molecules of defined sequence derived
by manipulation or mutation of speclfic residues, for examplo, humanized
antibodics,

[0090] “Batch culture™ The term “baich culture” as used herein refers to a
method of culturing celis in which all the components that will ultimately be used in
culturing the oells, including the medium (sce definition of “medium® below) as
well as the cclls themselves, are provided at the beginning of the culturing process.
A batch culture is typioally stopped at some point and the cells and/or components
in the medium are harvested and optionally purified.

[0091] ‘Bicreactor”: The term “bloreactor” as used herein refers to any vessel
used for the growth of a mammalian cell culture. The bioreactor can be of any size
80 long as it is useful for the culturing of mammalian cells. Typically, the
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bioreactor will be at least 1 liter and mey 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 bloreactor, imcludimg, but not limited to pH and tempereture, aro
typically controlled during the culturing period. The bloreactor can be composed of
any material thet is suitable for holding mammalian cell cultures suspended in
media under the oulture conditions of the present invention, Including glass, plastic
or metal. The term “production bioreactor” as used herein refers to the final
bioreactor uged in the production of the polypeptide or protein of interest, The
volume of the large-scale cell culture production bloreactor is typically st loast 500
liters and may be 1000, 2500, 5000, 8000, 10,000, 12,0000 liters or more, or any
volumo in between. One of ordinary skill In the art will be aware of end will be able
to choose suitable bioreactors for use in practicing the present invention.

[0092] “Cell density”™: The term “cell density” as used herein refers to that
number of cells present in & given volumo of medium.

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

[0094]  “Culture”, “Cell culturc” and “Mammalian ocll culture’; Thesc terms as
used herein refer to a mammualian cell population that is suspended in a medium (see
definition of “medium™ below) under conditions suitable to survival and/or growth
of the cell populstion., As will be clear to those of ordinary sidl] in the art, these
terms as used herein may refer to the combination comprising the mammalian cell
population and the medium in which the population 1s suspended.

[0095]  “Fed-batch culture™: The term *fod-batoh culture” as used hereln refers
to a method of culturing cells in which additional components are provided to the
culture at some time subsequent to the boginning of the culture process. The
provided components typically comprise nutritional supplements for the cells which
have been depleted during the culturing process. A fod-batch culture is typically
stopped et some point and the colls and/or compaonents in the medium are harvosted
and optionally purified,

[0096] “Fragment”: The torm “fragment” a3 used herein refers to polypeptides
and is defined a3 any discrete portion of a given polypeptide that is unique to or
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characteristio of that polypeptide, The torm as used herein also refers to any
discreto portion of a given polypeptide that retains st loast & fraction of tho activity
of the full-length polypoptide. Preferably the fraction of ctivity refained is at loast
10% of the activity of the full-length polypeptide, More preforably the fraction of
activity retained is ut least 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% or 90% of the
activity of tho full-length polypeptide. More preferably still the fraction of activity
retained Is at lcast 95%, 96%, 97%, 98% or 99% of the activity of the full-length
polypeptide. Most preferably, the fraction of activity retained is 100% of the
activity of the full-length polypeptide. The term as usod herein also refers to any
portion of a given polypeptide that includes at lcast an established sequence element
found In the full-length polypeptide. Proferably, the sequence elemest spans at least
4-5, more preferably at least about 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 or more amino
acids of the full-length polypeptide.

[0097] “Gene™: The torm “gene”™ as used heroin refers to any nucleotide
scquence, DNA or RNA, st lcast somoe portion of which encodes a discreto final
product, typically, but not limhted to, & polypeptide, which functions in some aspect
of cellular metabolism or development. The term is not meant to refer only to the
coding sequence thet encodes the polypeptide or other discrete final product, but
may also encompass regions preceding and following the coding sequence that
modulate the basal level of expression (see definition of “genstic control clement”
below), as well as intervening sequences (“introns™) between individual coding
segments (Mexxons”).

[0098]  “Genetic control elemant™: The term “genetic control element” as used
herein rofers to any sequence element that modulates the expression of s gene to
which it is operably linked. Genetic control elements may function by either
Increasing or decreasing the expression levels and may be located before, within or
after the coding sequence. Genetic control elements may act at any sitage of gene
expression by regulating, for exemple, initiation, clongation or termination of
trangoription, mRNA splicing, mRNA editing, mRNA stability, mRNA localization
within the oel], Initiation, clongation or termination of translation, or any other stage
of gens expression. Genetic control elements may fumction individually or in
combination with one another.

[0099] ‘“Hybridoma™ The term “hybridoma” as used herein refers to a cell
created by fusion of an immortalized cell derived from an immunologic source and

10
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an antibody-producing cell. The resulting hybridoma s an immortalized cell that
produces antibodics. The individual cells used to create the hybridoma cen 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
progeny of heterohybrid myeloma fusions, which are the product of a fusion
between human cells and a murine myeloma cell line, are subsequently fused with a
plasma cell. Furthermore, the term is meant to include eny immortalized hybrid ceil
line that produces entibodies such as, for example, quadromas (See, e.g., Milsteln et
al., Natare, 537:3053 (1983)).

[00100] “Integrsted Viable Cell Density”: The term “integrated viable cell
dengity” es used herein refers to the average density of viable cells over the course
of the culture multplied by the amount of time the culturc has run. Assuming the
amount of polypeptide and/or protein produced is proportional to the number of
viable cells present over the courss of the culture, integrated vieble cell density is s
useful tool for estimating the amount of polypeptide and/or protein produced over
the course of the culture.

[06101] “Medium”, “Cell cuiture medium”, "Culture medium™: These terms as
used hereln refer 1o a solution containing nutrients which nourish growing
mammalian cells. Typically, these sofutions provide essentinl and non-essontial
amino aclds, vitamina, energy sources, lipids, and trace elements required by the
cell for minimal growth end/or survival, The solution may also contein components
that enbance growth and/or survival above the minimal rate, Including hormones
and growth factors. The solution is preferably formulated to a pH and salt
concentration optimal for cell survival and proliferation. The medium may also be a
“defined media” — a scrum-free media that containg no proteins, hydrolysates or
components of unknown composition. Defined media are free of animal-derived
components and ail components have a known chemical structure.

[00102] “Metbolic wasto product™ The term “metabolic waste product” as used
herein refers to compounds produced by the cell culture s a result of normal or
non-normal metabolic processes that are In some way detrimental 1o the cel] culture,
particularly in relation to the expression or activity of a desired recombinant
poiypeptide or protein. For example, the metabolic waste producty may be
detrimentsl to the growth or visbility of the cell culture, may decroase the amount of
recombinant polypeptide or protein produced, may alter the folding, stability,

1
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glyocoslystion or other post-transiational modification of the exprossed polypeptide
or protein, or may be detrimetal to the cclls and/or expression or activity of tho
recombinant polypeptide or protein in any number of other ways. Exemplary
metabolic waste products inchude Inctate, which is produced as a result of glucose
metabolism, and smmonium, which is produced ss a rosult of glutamine
metabolism. One goal of the prosent invontion is to slow production of, reduce or
even climinate metabolic waste producis in mammalian cell culiures.

[00103] *Osmolarity” and “Osmolality”™: "Osmolality” 15 & measure of the
osmotic pressure of dissolved solute particles in an aqueous solution. The soluto
particles include both ions and non-lonizad molecules. Osmolality is exprossod as
the concontration of camotically active particles (i.c., osmoles) dissolved in 1 kg of
solution (1 mOsm/kg H;O at 38°C is equivalent to en osmotic pressure of 19mm
Hg). "Osmolarity," by contrast, refars to the number of solute particles dissolved in
1 liter of solution. When used herein, the abbreviation "mOsm" means
"milliosmoles/kg solution".

[00104] “Perfhsion cuiture™: The term “perfusion culture” as used herein refers to
8 method of oulturing cells in which additional components are provided
continuously or semi-continuously to the culture subsequent to the beginning of the
culture process. The provided components typically comprise nutritional
supplements for the cells which have been deploted during the culturing process. A
portion of the cells and/or components in the medium are typically harvested on a
continuous or semi-continuous basis and are optionally purified.

[00105] *“Polypeptide™: The term “polypeptide” as used herein refers » sequential
chain of amino aclds linked together via peptide bonds, The term Is used to refer to
&n amino acid chain of any length, but one of ordinary skill in tho art will
undorstend thet the tarm iz not limited to lengthy chains and can refer to @ minimal
chain comprising two amino acids linked together via a peptide bond.

[00106] “Protein™: The torm “protein™ as used heroin refors to one or more
polypeptidos that function as a discrete unit. If a single polypeptide is the discrets
functioning unit end does require permanent physical association with other
polypeptides in order to form the discrote functioning unit, the tarms “palypeptide”
and “protoin” as used herein are used interchangeably. If discrete functional unit is
comprised of moro than one polypeptide that physioally assooclate with one another,

12
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the term “protein” as used herein rofers to the multiple polypoptides that are
physically coupled and function together as the discreto unit,

[00107] "Recombinantly expressed polypeptide” and “Recombinant
polypeptide”: These terms as used herein rofer to » polypeptide expressed from &
mammalian host call that has been genectically engineored 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, i.c.
heterologous to peptides normally expressed in the mammalian host cell.
Alternatively, the recombinantly expressed polypoptide can be chimeric in that
portions of the polypeptide contain amino acid ssquences that are identical or
similar to polypeptides normally expressed in the mammalian host cell, while other
portions are forelgn to the host cell

[00108] *Seeding™: The term “sceding" as used heroin refers to the process of
providing a cell culture to a bioreactor ar another vessel. The cells may have been
propagated previously in another bicreactor or veasel. Alternatively, the cells may
have been frozen and thawed immediataly prior to providing them to the bioreactor
or vessel, The term refers to any number of cells, including a single cell,

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

Detniled Description of Certain Preferred Embodiments
[00110] The present invention provides improved systems for the production of
proteins and/or polypeptides by cell culture. In particular, the invention 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
oembodiment of the present invention, the coll culture is a batch or fed-batoh culture.
Other certain preferred embodimenty of the invention are discussed in detall below.
Those of ordinary skill in the art will understand, however, that various
modifications to these preferred embodimonts are within the scope of tho appended
claims. 1t ig the olaims and equivalents thereof thet define the scope of the present

13
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jnvention, which is not and should not be limited to or by this description of certain
preferred embodiments.

Polypoptides
[00111] Any polypeptide that is expressible in a host cell may be produced in
accordance with the present invention. The polypoptide may be expressed from a
gene that is endogenous to the host cell, or from a gene that is introduoed into the
host cell through genetic engineering. The polypeptide mey be one that oocurs in
nature, or may aiternatively have a scquence that was enginocred or selected by the
hand of men. An enginoered polypoptide may be assembled from other polypeptide
segments thet individually ocour in nature, or may include one or more segments
that are not naturally occurring.
[00112] Polypeptides that may desirably bo expressed in accordance with the
present invention will often be solected on the basis of en interesting blological or
chemical ectivity, For example, the present invention may be employed to express
any pharmeceutically or commercially relovant enzyme, receptor, antibody,
hormone, regulatory factor, antigen, binding egent, ete,

Antibodies
[00113]) Given the large number of antibodics currently in use or under
investigation as pharmacoutical or other commerolal agents, production of
antibodies is of particular interest in accordance with the present invention.
Antibodies are proteins that have the ability to specifically bind a particular antigen.
Any antibody that can be expressed in a host cell may be used in accordance with
the present invention. In a preferred embodiment, the antibody to be expressed is @
monocionsl antibody.
[00114] In enother preferred embodiment, the monoclonal antibody is a chimerio
antibody. A chimeric antibody contains amino acid fragments that are derived from
more than one arganism. Chimerio antibody molecules oan include, for example, an
antigen binding domain from an antibody of a mouse, rat, or other specics, with
human constant regions. A varlety of epproaches for meking chimeric antibodies
have been described. See .., Morrison ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. US.A 81,
6851 (1985); Takeds ef al., Nature 314, 452 (1985), Cabilly ef al., U.S. Patent No.
4,816,567, Boss et al., U.S. Patent No. 4,816,397, Tanaguchi et al., Buropean Paient
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Publication EP171496; European Patent Publication 0173494, United Kingdom
Patent GB 2177096B.

[00115] In another preferred embodiment, the monoclonal antibody Is a humaen
antibody derived, e.g., through the use of ribosome-display or phage-display
librarics (see, e.g., Winter ef /., U.S. Patent No. 6,251,159 and Kawaseaki, U.S.
Patent No. 5,658,754) or the use of xonographic specles in which the native
antibody genes are insotivated and functionally replaced with human antibody
genes, while leaving intact the other components of the native immune system (see,
e.g., Kucherlapstl e al., U.S. Patent No. 6,657,103).

[00116] In another proferred embodiment, the moooclonal antibody is &
humanized entibody. A humanized antibody is & chimeric antibody wherein the
largo majority of the amino acid residues aro derived from humen antibodics, thus
minimizing any potential immume reaction when delivered to a human subject. In
humanized antibodies, smino acid residues in the complementarity determining
reglons are replaced, at least in part, with residues from a non-human species thet
confer a desired antigen specificity or affinity. Such altered inmunoglobulin
molecules can be made by any of several techniques known in the art, (e.g., Teng et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.SA., 80, 7308-7312 (1983); Kozbor et al., Immmology
Today, 4, T2T9 (1983); Olsson et al., Meth. Emymol., 92, 3-16 (1982)), and ere
preferably made according to the teachings of PCT Publication WO92/06193 or EP
0239400, all of which are incorporated herein by reference). Humanized antibodies
can be commercially produced by, for example, Scotgen Limited, 2 Holly Road,
Twickenham, Middlesex, Great Britain. For finther reference, see Jones ef al.,
Neture 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988); and
Preata, Curr. Op. Struct. Biol, 2:593-596 (1992), all of which are incorporated
herein by reference,

[00117] In another preferred embodiment, the monoclonal, chimeric, or
humanized antibodies described above may contain amino acid residucs that do not
naturally occur in any entibody in any species in nature. These foreign tesidues can
be utilized, for example, to confer novel or modified specificity, affinity or effector
function on the monoclonal, chimeric or humanized entibody. In another preferred
embodiment, the antibodies described above msy be conjugated to drugy for
systemic pharmacotherapy, such as toxins, low-molecular-weight cytotoxic drugs,
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blological mpmne modifiers, and mdionuclides (see 6.2, Kunz et al,,

sheamicin ds r conjngateg, US20040082764 Al).
[00118] Inonumbodhnmt. thonmbodyummtlbodythnupmﬁullybmdlto
the AP fragment of amyloid precursor protein or to other components of an
amyloid plaque, and is useful in combeting the accumulation of amyloid plaques in
the brain which characterize Alzheimer’s disonse. (Sos, 0.g., US Provisional
Application §0/636,684.)
[00119] In another enbodiment, antibodies of the present invention are directed
against coll surface antigens expressed on target cells and/or tissucs in proliferative
dizorders such as cancer, In one embodiment, the antibody Is an IgG1 antl-Lewis Y
antibody. Lewis Y is a carbohydrate antigen with the structure Fucg] — 2Galf1 —
4[Fucg] — 3]GlcNacB1—3R (Abe et al. (1983) J. Biol, Chem., 258 11793-11797).
Lewis Y antigen is oxpressed on the surfico of 60% to 90% of human opithelial
tumors (including those of the breast, colon, lung, and prostate), at least 40% of
which overexpress this antigen, and has limited expression in normal tissues.
[00120] In order to target Loy and cffectivoly target a tumor, an antibody with
exclusive specificity to the antigen is ideally required. Thus, prefernbly, the anti-
Lewis Y antibodies of the present invention do not cross-react with the type 1
structures (i.e., the lacto-serics of blood groups (Lea and Leb)) and, preferably, do
not bind other type 2 cpitopes (i.c., neolacto-structure) like Lex and H-type 2
structures. An example of a preferred antl-Lowis Y antibody is degignated hu38193
(sce U.S. Patent Nos. 6,310,185; 6,518,415; 5,874,060, incorporated herein in their
entirety). The humanized antibody hu38193 (Attia, M.A.,, et al. 1787-1800) was
genermted by CDR-grafting from 38193, which is a murine monoclonal antibody
mised against edenocarcinoma cell with excoptional specificity for Ley (Kitamura,
K., 12957-12961). Hu3$193 not anly retains tho spectiicity of 35193 for Loy but
has also gained in the capability to mediate complement dependent oytotoxicity
(hereinafter referred to as CDC) and antibody dependet cellular cytotoxicity
(hereinafter referred to as ADCC) (Aftla, M.A., ot ai. 1787-1800). This antibody
targets Loy expressing xenografts in nude mico as demonstrated by biodistribution
studies with hu3S193 laboled with 1251, 111In, or 18F, as well as other radiolabels
that require 8 chelating agent, such ss 111In, 99mTec, or 90Y (Clark, et o], 4804-
4311).
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[0012]]) In enother smbodiment, the antibody is one of the human anti-GDF-8
antibodies termed Myo29, Myo28, and Myo22, and antibodies and antigon- binding
fragments derlved therefrom. These antibodies are capable of binding msture GDF-
8 with high affinity, inhibit GDF-8 activity in vitro and in vivo as demonstrated, for
example, by inhibition of ActRIIB binding and reporter geno assays, and may
inhibit GDF-8 aotivity associated with negative regulation of skeletal muscle mass
and bone density. See, e.g., Veldman, ef o/, U.S. Patent Application No.
20040142382,

Receptaors
[00122] Another class of polypeptides that have been shown to be effective a3
pharmaceutical and/or commercial agonts includoes receptors. Recoptors are
typically trans-membrene glycoproteins that fimetion by recognizing an extra-
cellular signaling ligand. Receptors typically have a protein kinase domain in
addition to the ligand recognizing domain, which initiates a signaling pathrwey by
phosphoryiating target Intraceliular molecules upon binding the ligand, [eading to
developmental or metabolic changes within the cell. In one embodiment, the
receptors of interest are modified 50 as to remove the transmembrano and/or
Intracellular domain(s), in place of which there may optionally be sttached an Ig-
domain, In a prefesred embodiment, receptors to be produced in accordance with
the present invention are receptor tyrosine kinases (RTKs). The RTK family
includes receptors that are crucial for a variety of functions numerous cell typea
(see, e.g.. Yarden and Ullrich, Amn. Rev. Blochem. 57:433-478, 1988; Ullrich and
Schlessinger, Cell 61:243-254, 1990, incorporated herein by reference). Non-
limiting examples of RTKs include members of the fibroblast growth factor (FGF)
receptor family, members of the epidermal growth factor receptor (EGF) family,
platelot derived growth factor (PDGF) receptor, tyrosine kinase with
immunoglobulin and EGF homology domains-1 (TIE-1) and TIB-2 reoeptors (Sato
et al., Nature 376(6535):70-74 (1995), incorporated herein be roference) and c-Met
receptor, some of which have been suggested to promote anglogenesis, directly or
Indirectly (Mustonen and Alitalo, J. Cell Biol. 129:895-898, 1995). Other non-~
limiting examples of RTK's inchude fetal liver kinase | (FLK-1) (sometimes
referred to as kinase insert domain-containing receptor (KDR) (Terman et al.,
Oncogeno 6:1677-83, 1991) or vascular endothelial cell growth factor receptor 2
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(VEGFR-2)), fims-like tyrosine kinaso-1 (Fit-1) (DeVries et al, Science 255;989-
991, 1992; Shibuya et al., Oncogens 5:519-524, 1990), sometimes referred to as
vascular endothellal cell growth factor receptor 1 (VEGFR-1), neuropilin-1,
endoglin, endosialin, and Axl, Those of ordinsry skill In the art will be sware of
other recoptors that can preferably be expressed in accordance with tho present
invention.

[00123] In a particularly preferred embodimaent, tumor necrosis factor inhibltors,
in the form of tumor necrosis factor alpha and bota receptors (TNFR-1; BP 417,563
published Mar. 20, 1991; and TNFR-2, EP 417,014 published Mar. 20, 1991) aro
axpresscd in accordance with the present inverttion (for review, sce Nalsmith and
Sprang, J Irgflamm. 47(1-2):1-7 (1995-96), Incorporated herein by reference).
According to one embodiment, the tumor necrosis factor inhibitor comprises a
soluble TNF receptor and preforably a TNFR-Ig. In ons embodiment, the preferred
TNF inhibltors of the present invention are soluble forms of TNFRI and TNFRII, as
well as soluble TNF binding proteins, in another embodiment, the TNFR-1g fusion
{s a TNFR:Fec, a term which as used herein refers to "stanercept,” which is a dimer
of two molocules of the extracellular portion of the p75 TNF-,alpha. receptor, each
molecule consisting of a 235 amino acid Fe portion of human JgG.sub.1.

Growth Factors and Other Signaling Molacules
[00124] Anocther class of polypeptides that have been shown to be effective as
pharmaceutical and/or commercial agents includes growth factors and other
signaling moleoules. Growth factors are typically glycoproteins that are sccreted by
cells and bind to end activate receptors on other cells, initiating a metabolic or
developmental changs in the receptor cell. In one embodiment, the protein of
interest Is an ActRITB fusion polypeptide comprising the extracellular domaln of the
ActRIIB reccptlor and the Fc portion of an antibody (ses, ¢.g., Wolfiman, ct al.,

11; peptides pnd uges therefor, US2004/0223966 Al). In another
embodlmt, the grorwth fictor may be a modified GDF-8 propeptide (ses., e.g.,
Wolfinan, et al., Mpdifed and stabliizes jdes gnd us
US2003/0104406 Al). Alt!mll:vely. the protein of interest could be a follistatin-
domain-containing protein (see, e.g,, Hill, et al., GASP]; a follistatin domain
containing protein, US 2003/0162714 A, Hill, et al., GASP].: a follistatin domain
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contgining protein, US 2005/0106154 A1, Hill, et al., Folljstatin domain containing
pEoieins, US 2003/0180306 Al),

[00125] Non-limiting examples of mammalian growth factors and other signaling
molecules include cytokines; cpidermal growth factor (EGF); platelet-derived
growth factor (PDGF); fibroblast prowth factors (FGFs) such as aFGF and bFGF;
transforming growth factors (TGFs) such s TGP-alpha and TGF-beta, including
TGF-betz 1, TGF-beta 2, TGF-bota 3, TGF-beta 4, or TGF-beta 5; insulin-like
growth factor-I and -11 (IGF-1 and IGF-II); des(1-3) -IGF-I (brain IGF-I), insulin-
like growth factor binding proteins; CD protsins such as CD-3, CD-4, CD-8, and
CD-19; erythropoletin; osteoinductive fhctors; immunotoxins; a bone
morphogenetic protein (BMP); an interferon such as Interforon-alpha, -beta, and -
gamma; colony stimulating factors (CSFs), e.g., M-CSF, GM-CSF, and G-CSF,;
interleukins (TL3), ¢.§., IL-1 to TL-10; tumor necrosis factor (TNF) alpha and bets;
insulln A-chein; insulin B-chain; proiagulin; follicle stimulating hormone;
calcitonin; luteinizing hormone; glucagon; clotting factors such as factor VIIIC,
factor IX, tissue factor, and von Willebrands factor; anti-clotting factors such as
Protein C; atrial natriurctic factor; lung surfactant; 2 plasminogen activator, such as
urokinase or human urine or tissue-type plasminogen activator (t-PA); bombesin;
thrombin, hemopoietic growth factor; enkephalinase; RANTES (regulated on
ectivation normally T-cell expressed and scoreted); humen macrophage
inflammatory protein (MIP-1-alpha); mullerien-inhibiting substance; relaxin A-
chain; relaxin B-chain; prorelaxin; mouse gonadotropin-associated peptide;
neurotrophic factors such as bone-derived neurotrophic factor (BDNF),
neurctrophin-3, -4, -5, or -6 (NT-3, NT-4, NT-5, or NT-6), or a nerve growth factor
such es NGF-betn. One of ordinary akill in the art will be aware of other growth
factors or signaling molecules that can be expressed in accordance with the prumt
invention.

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

[00127] GPCRs, along with G-proteins and cffectors (intracellular enzymes and
channels which are modulated by G-proteins), are the components of a modular
signaling system that connects the stato of intracellular sccond messengers to
extracellular inputs, These genes and gene-products are potential causative agents of
disoaso.

[00128] Specific defects in the rhodopsin gene and the V2 vasopressin recoptor
gene have been shown to cause various forms of autosomal dominant and sutosomal
recessive retinitis pigmentoss, nephrogenic diabetes insipldus. These receptors are
of critical importanoe to both the central nervous system and peripheral
physiological processes. The GPCR protein superfamily now contains over 250
types of paralogues, receptors that represent variants generated by gene duplications
(or other processes), as opposed to orthologues, tho same receptor from different
species. The superfamily can be broken down into five families: Family 1, receptors
typified by rhodopsin and the beta2-adrenergic receptor and currently represented
by over 200 unique members; Family 1L, the recently characterized parathyroid
hormone/calcitonin/secretin receptor family; Family 111, the metabotropio glutamate
recoptor family in mammals; Family IV, the cAMP receptor family, important in the
chemotaxis end development of D. discoideum; and Family V, the fungal mating
pheromone receptors such as STE2,

[00129] GPCRs include receptors for biogenic amines, for lipid modistors of
inflammation, peptide hormones, end sensory signal mediators. The GPCR becomes
activated when the recoptor binds its extracelluler ligand. Conformational changes
in the GPCR, which result from the ligand-receptor interaction, affect the binding
affinity of a G'protein to the GPCR Intracellular domeins. This enables GTP to bind
with enhanced affinity to the G protein,

[00130] Activation of the G protein by GTP icads to the interaction of the G
protein o subunit with adenylate cyclase or other socond messenger molecule
gencrators. This interaction regulates the activity of sdenylate cyolase and henoo
production of & second messonger molecule, cAMP. cAMP regulates
phosphorylstion and activation of other intracallular proteins. Alternstively, cellular
levels of other second messenger molecules, such as cGMP or cicosinoids, may be
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upreguleted or downregulsted by the activity of GPCRs. The G protein a subunit is
deactivaied by hydrolysis of the GTP by GTPese, and the a, B, and y subunits
reassociate, The heterotrimerio G protein then dissociates from the adenylate
cyclase or other sacond messenger molecule generator. Activity of GPCR may also
be regulated by phosphorylation of the intra- and extracellular domains or loops.
[0013]1] Giutamate recoptors form a group of GPCRs that are important in
neurotransmission. Glutamats is the major neurotransmitter in the CNS and is
believed to have important roles in neuronal plasticity, cognition, memory, leamning
and some nourclogical disorders such as epilepsy, stroks, and neurodegeneration
(Watson, 8. and 8. Arkinstall (1994) The G- Protein Linked Receptor Facts Book,
Academic Press, San Diogo CA, pp. 130-132). These effects of glutamate are
mediated by two distinct classes of recoptors termed ionotropic and metabotropic,
lIonotropic receptors contain an intrinsic cation channel and mediate fast excitatory
actions of glutamate, Metabotropic receptors are modulatory, increasing the
membrane excitability of neurons by inhibiting calcium depandent potassium
conductances and both Inhiblting and potentiating excitatory transmission of
jonotropic receptors. Metabotropic receptors are classified Into five subtypes based
on agonist pharmacology end signal transduction pathways and are widely
distributed in brain tissues.

[00132] The vasoactive intestinal polypeptide (VIF) family is a group of related
polypeptides whose actions are also mediated by GPCRa. Key members of this
family are VIP itself, seoretin, and growth hormone releasing factor (GRF). VIP has
& wide profile of physiological actions including relaxation of smooth muscles,
stimulation or inhibition of secretion in various tissues, modulation of various
Immuno cell activitics. and various exoitatory and inhibitory activities In the CNS,
Sccretin stimulates secretion of enzymes and ions in the pancreas and intestine and
is also present in small amounts in the brain. GRF is an important neurcendocrine
agent regulating synthesis and release of growth hormone from the anterior pituitary
(Watson, 8. and 8. Arkinstall supra, pp. 278-283).

[00133] Following ligand binding to tho GPCR, a conformational chango is
transmtited to the G protein, which causes the a-subunit to exchange a bound GDP
molecule for a GTP moleculo and to dissociate from the Py-subunits, The GTP-
bound form of the a-subunit typleally functions as an effector-modulating moiety,
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leading to the production of socond messengers, such as cyclic AMP (e.g., by
activation of adenylate cyclase), diacylgiyverol or inositol phosphates. Greater than
20 different types of o-subunits arc known in man, which essociate with s smaller
pool of P and y subunits, Examples of mammalisn G proteins Include Gi, Go, Gq,
Gs and Gt. G proteins are described extensively in Lodish H. et al. Molecular Cell
Biology, (Scientific American Books Inc., New York, N.Y., 1995), the contents of
which is incorporated herein by reforence.

[00134] GPCRs are a major target for drug action mud development. In fact,
receptors have led to more than half of the currently known drugs (Drews, Nature
Biotechnology, 1996, 14: 1516) end GPCRs represent the most important target for
therapeutio Intervention with 30% of clinlcally prescribed drugs cither antagonizing
or agonizing a GPCR (Milligan, G. and Rees, S., (1999) TIPS, 20: 118-124), This
demonstrates that these receptors bave an established, proven history as therapeutic
inrgets.

[00135] In general, practitioners of the present invention will selected their
polypeptide of interest, and will know its precise amino acid sequence. The
techniques of the present invention have been successfully applied to production of
diverse polypeptides including, for example, a human monoclonal antibody directed
to growth and differontiation factor § (Examples 1, 3, 4, 7-14), humanized anti-
Lewis Y antibody (Examples 5 and 6), anti-ABets (Examplo 15) and a dimeric Fe-
fusion protein of tumor necrosis factor receptor (Example 16), indicating that the
present invention will be useful for expression of a variety of different polypeptides
and proteins, Any given protein that is to be expressed in accordance with the
present invention will have lts own idlosyncratic chamcteristics and may influenoe
tho cell donsity or viability of the cultured cells, and may be expressed at lower
levels than enother polypeptide or protein grown under identical culture conditions.
One of ardinary skill in the art will be able to appropriately modify the steps and
compositions of the present invention in order to optimize cell growth and/or
production of any given expressed polypeptide or protein.

Genetic Control Elements
[00136]  Aswill be clear to those of ordinary skill in the ert, genetic contral
elements may bo employed to regulste gene expression of the polypeptide or



nrngy 14

WO 2006/026447 PCT/US2003/030439

protein. Such genetic control elemants should be sclocted to be active in the
rolevant host coli, Control elements may be constitutively active or may be
inducible under defined circumstances. Inducible control elemonts are particulerly
useful when the expressed protein i toxic or has otherwise deletorious effects on
cell growth and/or viability. In such instances, regulating expression of the
polypeptide or proteln through inducible control elements may improve cell
viability, cell density, and /or total yicld of the expressed polypeptide or protein. A
lerge number of control elements useful In the practice of the present invention wre
known and avallable In the art.

[00137] Reprosentxtive constitutive mammalisn promaters that may be used in
accordance with the present invention include, but are not limited to, the -
hypoxanthine phosphoribosyl transferase (HFTR) promoter, the adenosine
deaminase promoter, the pyruvate kinase promoter, the beta-actin promoter as well
as other constitutive promoters known to those of ordinary skill in the art.
Additionally, viral promoters that have boan shown to drive constitutive expression
of coding sequences in eukaryotio cells include, for example, simian virus
promoters, herpes simplex virus promoters, pepilioma virus promoters, adenovirus
promoters, human immunodeficlency virus (HIV) promoters, Rous sarcoma virus
promoters, cytomegalovirus (CMV) promoters, the long terminal repeats (L TRs) of
Moloney murine leukomia virus and other retroviruses, the thymidine kinase
promoter of herpes simplox virus as woll as other viral promoters known to those of
ordinary skill in tho art,

[00138] Inducible promotars drive expression of operably linked coding
sequences in the presence of an Inducing agont and may also be used in sccordance
with the present invention. For example, in mammalian cells, the metallgthionein
premoter is induces tranacription of downstream coding sequences in the presence
of certain metnl fons. Other induclble promoters will be recognized by and/or
known to those of ordinary skill in the art,

[00139] In general, the gene expregsion sequence will also include 5' noa-
transcribing and 5' non-trans!ating sequences involved with the initiation of
transcription and translation, respectively, such as 8 TATA box, capping sequence,
CAAT sequence, and the like. Enhancer clements can optionelly be used to
increase expression levels of the polypeptides or proteins to be expressed. Examples
of enhancer eloments that have been shown to function in mammalian cells include
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the SV40 carly gene enhancer, as described In Dijkema ot al.,, EMBO J. (1985) 4:
761 and the enbancer/promoter derived from the long texminal repeat (LTR) of the
Rous Sarcoma Virus (R8V), as described in Gorman et al,, Proo, Natl. Acad. Sci.
USA (1982b) 79:6777 and human cytomegalovirus, as described in Boshart et al.,,
Cell (1985) 41:521.

[00140] Systems for linking contro| elements to coding sequences are well
known in the art (general molecular biological and recombinant DNA techniques
are described in Sambrook, Fritsch, and Manistis, Molecwlar Cloning: A Laboratory
Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Pross, Cold Spring
Harboar, NY, 1989, which is incorporated herein by reference). Commercisl vectors
suitable for inserting proferred coding sequence for expression In various
mammalian cells under a variety of growth and induction conditions are also well
known in tho art,

[00141] Methods suitable for introducing into meammalian host cells nuclelc acids
sufficient to achieve axpression of the polypeptides or proteins of interest are woll
known in the art. See, for example, Gething et al., Nature, 293:620-625 (1981);
Mantol ct al,, Nature, 281:40-46 (1979); Levinson et al.; EP 117,060; and EP
117,058, ell incorporated herein by reference.

[00142] For mammalian colls, prefarred methods of transformation include the
calcium phosphste precipitation method of Graham end van der Brb, Firology,
52:456-457 (1978) or the lipofectamine™. (Gibco BRL) Method of Hawley-Nelson,
Focus 15:73 (1193). General aspects of mammalian cell host sysiem transformations
have been desoribed by Axel in U.S, Pat. No. 4,399,216 issued Aug. 16, 1983, For
various techniques for transforming mammalian cells, soc Keown et al., Mathods in
Erzymology (1989), Keown et al., Methods in Encymology, 185:527-337 (1990),
and Mansour et al., Nature, 336:348-352 (1988). Non-limiting representative
oxamples of suitable vectors for expression of polypeptides or proteins in
mammalian cells Include pCONAL; pCD, see Okayama, et al. (1985) Mol. Cell
Biol. 5:1136-1142; pMClneo Poly-A, see Thomas, et al. (1987) Cell 51:503-512;
snd a baculovirus vector such as pAC 373 or pAC 610.

[00143] In preferrad embodiments, the polypeptide or protein is stably
transfected into the host cell. However, one of ordinary skill in the art will
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recognize that the present invention can be used with either translently or stably
transfected mammalian oalls.

Cells
[00144] Any mammalian cell or cell type susceptible to cell culture, and to
expreasion of polypeptides, may be utilized in ascordance with the present
invention. Non-limiting examplos of mammalian cells that may be used in
accordance with the present invention include BALB/c mouse myeclome line
{NSO/1, ECACC No: 85110503); human retinoblasts (PER.C6 (CruCell, Leiden,
The Netherlands)); monkoy kidaey CV1 line transformed by SV40 (COS-7, ATCC
CRL 1651); human embryonic kidney line (293 or 293 colls suboloned for growth in
suspension culture, Graham et &l., J. Gen Virol,, 36:59 (1977)); baby hamater
kidney cells (BHK, ATCC CCL 10); Chinesc hamstor ovary cells +/-DHFR (CHO,
Urlaub and Chasin, Proc. Natl, Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)); mouse sertoli
cells {(TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)); monkey kidney colls (CV1
ATCC CCL 70); African gresn monkey kidney cells (VERO-76, ATCC CRL-1
587); human carvical carcinoma colls (HeLa, ATCC CCL 2); canine kidney cells
{MDCK, ATCC CCL 34); buffalo rat liver cells (BRL 3A, ATCC CRL 1442);
humen lung oclis (W138, ATCC CCL 75); human liver oclls (Hep G2, HB 8065);
mouse mammary tumor (MMT 060562, ATCC CCL51); TRI cells (Mather et al,,
Annals N.Y. Acad. Sci., 383:44-68 (1982)); MRC 5 colls; FS4 cells; and a human
hopatoma line (Hep G2). In & particularly preferred embodiment, the present
invention is used in the culturing of and expression of polypeptides and protelns
from CHO cell lines.
[00145] Additionally, any number of commeroially and non-commercially
available hybridoma coll lines that express polypeptides or proteing may be utilized
in sccordance with the prosent inventlon. One skilled in the art will appreciate that
hybridoma cell lines might have different nutrition requirements and/or might
require different oulture conditions for optimal growth and polypeptide or protein
expression, and will be able to modify conditions as noeded.
[00146] As noted sbove, in many instances the cells will be sclected or
engineered to produce high levels of protein or polypeptide. Often, colls are
genetically engineered to produce high levels of protein, for example by
Introduction of a gene encoding the protein or polypoptide of intorest and/or by
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introduction of control elements that regulate cxpression of the gene (whether
endogenous or introduced) encoding the polypeptide of interest.

[00147] Certain polypeptides may have detrimental effects on cell growth, cell
visbility or some other characteristic of the cclls that ultimately limits production of
the polypeptide or protein of interest in some way. Even emongst a population of
cells of one particular type engineered 1o express a specific polypeptide, variability
within the cellular population exists such that certain individual cells will grow
better and/or produce more polypoptide of interest, In certain preferred
embodiments of the present invention, the cell linc is empirically sclected by the
practitioner for robust growth under the partioular conditions chosen for culturing
the cells. In particularly preferred embodiments, individual cells engineered to
express & particular polypeptide are chosen for large-scale production based on cell
growth, final cell density, percent cell viability, titer of the cxpressed polypeptide or
any combination of thess or any other conditions deemed important by the
practitioner.

Cell Culture Phaso
[00148] Typical procedures for producing e polypeptide of interest include batch
cultures and fed-batch cultures. Batch culture processes traditionally comprise
inoculating a large-scale production culture with a seed culture of a particuler ocll
density, growing the cells under conditions conducive to cell growth and viability,
harvesting the culture when the cclls reach a specified cell density, and purifying the
expressed polypoptide. Fed-batch culture procedures include an additional step or
stops of supplementing the batoh culture with nutrients and other components that
are consurned during the growth of the cells. A persistent and unsolved problem
with traditional batch and fed-batch cultures is the production of metabolic waste
products, which have detrimental effects on cell growth, viability, end production of
exprossed polypeptides. Two metabolic waste products that have particularly
detrimentnl effects are lactate and ammonium, which are produced as a result of
glucose and glutamine metabolism, respectively. In addition to the enzymatic
production of smmonium as a result of glutamine metabolism, ammonium also
accumulates in coll cultures as a result of non-metabolic degradation over time. The

present invention provides an improved method of large-scale production of
polypeptides that minimizes the detrimental effects of sammonium and lactate by
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slowing and even reversing the accumulation of these waste products in cell
cultures, One of ordinary skill in the art will recognize that the present invention
can be employed In any system in which cells are cultured including, but not limied
to, batch, fed-batch and perfusion systems, In certsin preferred embodiments of the
present invention, the colls are grown in batch or fed-batch systems.

Media
[00149] Traditional media formulations, including commercially available media
such as Ham's F10 (Sigme), Minimal Essential Medium ((MEM], Sigma), RPMI-
1640 (Sigma), and Dulbecco's Modifled Bagle's Medium ({DMEM), Sigme), have
oontained relatively high levels of glucose and glutamine in comparison to other
amino acids, These components have been thought to be required in sbundance
gince they ere the primary metabolic energy sources for the cells. However, rapid
consumption of these nutrients lcads to the accumulation of lactate and ammonium
a8 described above., Additionally, high initial levels of glucose and glutamine and
the subsequent aocumulation of lactate and ammonium result in high osmolarity, a
condition that by ltself i3 often detrimental to cell growth, oell viability and the
production of polypeptides.
[00150] The present invention provides a variety of media formulations thet,
when used in accordance with other culturing steps described herein, minimize and
even reverso accumulation of lactate and ammonium. Media formulations of the
preaent Invention that have been shown to have beneficial effects on coll growth
and/or viability or on expression of polypeptide or protein include one or more of: I)
a cumulative amino acid amount per unit volume greater than about 70 mM, ii) a
molar cumulative gluiamine to cumulative asparagine ratio of leas than about 2, iif)
& molar cumulative giuvtemine to cumulative total amino acid ratlo of lcas than about
02, 1v) 8 molar cumu!ative inorganic ion to cumulative total amino ecid ratio
between about 0.4 to 1, and v) a combined cumulative amount of glutamine and
asparagine per unit volume greater than about 16 mM. One of ordinary skill In the
art will understand thet “cumulative”, as used above, refers to the total amount of a
particular component or components added over the course of the cell culture,
including components added st the beginning of the culture and subsequently added
components. One of ordinary skill in the art will understand that tho media
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formulations of the present invention encompass both defined and non-defined
media.

[00151] Traditional media formulations begin with a relatively low lovel of total
amino acids in comparison with the media formulations of tho present Invention.
For example, the traditional coll culture medium known as DME-F12 (a 50:50
mixture of Dulbeoco's Modifiad Eagle's medium and Ham's F12 medium) has a total
amino acid conteat of 729 mM, and the traditional cell oulture medium known as
RPMI-1640 has a total amino ecid content of 6.44 mM (Sec e.g., H.J. Morton, In
Yitro, 6:89-1U8 (1970), R.G. Ham, Proc. Nat. Aysoc. Scl. (USA), 53:288-293
(1965}, G.B. Moare et al,, J. Am. Medical Assn., 199:519-24 (1967), all
incorporated herein by reference). In certain embodiments of the present invention,
the emino acid concentration in the culture media is preferably greater than about 70
mM. More preferably still, the media formulations of the present invention contain
emino acid conoentrations greater than about 70 mM in the starting media. It has
been shown that when amino acid concentrations of the starting media are in this
range, cell density and titer are incroased throughout the growth period of the
culture (sce 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 aspamgine in the culture media is less than about two,

[00153] Additionally, in certain embodiments of the present invention, the molar
ratio of glutemine to total amino acids In the culture media is reduoed compared to
othes commercially and non-commerclally available media. Preferably the molar
ratio of glutamine to total amino acids in the culture media less than about 0.2,
[00154] An interosting and unexpected result of lowering the molar ratio of
glutamine to asperagine or to the total concentration of amino acids in the starting
media according to the present invention was thet in addition to an observed
decrease in the accumulation of smmonium, a decrease in the accumuiation of
Iactutc was scen as woll. In certain embodiments, the scoumulated levels of
ammonium and lactate are not only lower than those In control cultures, but in fiact
actually decrease after an initial accumulstion (for example, see Examples 3 and 7).
{00155) Boraston (US Patent Number 5,871,999) has disclosed a culture medium
in which the molar ratio of total inorgenic ions to total amino eclds is between 1 and
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10. Boraston showed that by providing culture medium in which the molar mtio of
total inorganic fons to total amino acids is in this range, aggregation of CHO cells
grown in the medium is decroased, In another preferred embodiment of the present
invention, the molar ratio of total inorganic jons to total amino ecids 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 a marked increaso
in cell density and production of expressed polypeptide or protein throughout the
growth period of the culture.

[00156] In another preferred embodiment of the present invention, the culture
medium contains & combined glutamine and asparagine concentration of between
about 16 and 36 mM. As shown in Example 14, Table 22, media which contain a
combined total concentration of glutamine and asparagine within this range exhibit
higher titers of expressed polypeptide than media which contain a combined total
glutamine and asparagine outside this range. One of ordinary skill in the art will be
able to choose the exact combined glutamine and aspamgine concentration within
this range in order to optimize cell growth and/or viebility and to meximize the
production of the expressed polypeptide.

[00157] Furthermore, one of ordinary skill in the art will recognize that any of
the conditions listed above may be used either singly or in various combinations
with ono another. By utilizing media formulation which exhibit one, some or all of
the shove characteristica, one of ordinary skill in the art will be able to optimize cell
growth and/or visbility and to maximize the production of the expressed
polypeptide.

[00158] Any of these media formulations disclosed in the present invention may
opticnally be supplemented as necogsary with hormones and/or other growth
factors, particular lons (such a8 sodium, chloride, calchum, magnestum, and
phosphatz), buffers, vitamins, nucleosides or nucleotides, tmce clements (inorganic
compounds usually present at very low final concentrations), amino acids, lipids,
protein lrydrolysates, or glucose ar other energy source, In certain embodiments of
the prosent invention, it may be beneficial to supplement the media with chemical
inductants such as hexamethylene-bis(acetamide) (“HMBA™) and sodium butyrate
(“NaB"). These optional supplements muy be added at the beginning of the culture
or may be added at a Iater point in order to replenish depleted nutrients or for
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another reason. One of ordinary skill in the art will be sware of any desinable or
necessary supplements that may be included in the disclosed media formulations.

Providing a mammalian cell culture
[00159] Various methods of preparing mammalian cells for production of
protoins or polypeptides by batch and fod-batch culture are well known in the art.
As described above, a nucleic acid sufficlent to achieve expression (typically s
veotor containing the gene encoding the polypeptide or protein of intcrest and any
operably linked genetic cantrol elements) may be introduced into the host cell line
by any mumber of well-known techniques. Typically, cells are scroemed to
determine which of the hast cells have nctually taken up the vector and express the
polypeptide or protein of interest. Traditional methods of detecting a particular
polypeptide or protein of interest expressod by mammalian cells include but are not
limited to immunohistochemistry, immunoprecipitation, flow cytometry,
immunoflucrescence microscopy, SDS-PAGE, Western blots, enzyme-linked
Immunosorbentaasay (HLISA), high performance Hquid chromatography (HFLC)
techniques, biological activity assays and affinity chromatography. One of ordinary
skill in the art will be aware of other appropriate techniques for detecting expressed
polypeptides or proteins. If multiple host oells express the polypeptide or protein of
interest, some or all of the listed techniques can be used to determine which of the
oells expresses that polypeptido or protein at the highest levels,
[00160] Once » coll that expresses the polypeptide or protein of intorest has been
identified, the coll is propagated in culture by any of the variety of methods well-
known to one of ordinary skill in the ert. The oell expresaing the polypeptide or
protein of interost is typically propagated by growing it at & tempersture and in &
medium that is conduocive to the survival, growth and viebility of the cell. The
Initial culture volume can be of any size, but Is often smaller than the culture
volume of the production bioreactor used in the final production of the polypeptide
or protein of interest, and frequently cells arc passaged soveral times in bioreactors
of increasing volume prior to seeding the production bioreactor. The cell culture
can be agitated or ghaken to inorease oxygenation of the medium and dispersion of
nutrients to the cells. Altematively or additionally, special sparging devices that are
well known In the art can be used to increase and control oxygenation of the culture.
In accordance with the present invention, one of ordinary akill in the art will
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understand that it can be beneficial fo control or regulate certain intemnal conditions
of the bioroactor, including but not limited to pH, temperature, cxygenation, etc.
[00161] The starting cell density in the production bioreactor can be chosen by
one of ordinary akill in the art. In accordance with the present invention, the
starting cell denaity in the production bicreactor can be as low as a single cell per
culture volume. In preferred embodiments of the present Invention, starting cell
densitles In the production bioreastor can range fram about 2 x 107 visble cells per
mL to about 2 x 10°, 2 x 10%, 2 x 10°, 2 x 10%, 5 x 10° or 10 x 10° viable cells per
mL and higher.

[00162) Initial and intermediate cell cultures may be grown to any desired
density bafore seeding the next intermediato or final production bioreactor. It is
preferred that most of the cells remain alive prior to seeding, although total or near
total viability is not required. In one embodiment of the present invention, the cells
may be removed from the supernatant, for example, by low-speed centrifugation. It
may also be desirable to wash the removed cells with a medium before seeding the
next bioreactor to remove any unwanted metabolic waste products or medium
components, The medium may be the medium in which the cells were previously
grown or it may be a difforent medium or & 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 bloreactor. In a preferred embodiment of the present invention, the cells
are diluted into the same medium that will be usad in the production bioreactor.
Alternatively, the colls can be diluted into another medium or solution, depending
on the ncods and desiros of the pmetitioner of the present invention or to
accommaciate particular requirements of the cells themselves, for example, If they
are to be stored for a short period of time prior to seeding the production bioreactor.

Initial Growth Phase
[00164] Once the production bicreactor has been seadad as described above, the
ocl! culture 1s maintained in the initial growth phase under conditions conducive to
the survival, growth and viabllity of the ocll culture. The precise conditions will
vary depending on the coll type, the organism from which the cell was derived, and
the nature and charaoter of the expressed polypeptide or protein.
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[00165] In eccordance with the present invention, the production bioreactor can
bo any volume that is approprixte for large-scale production of polypeptides or
proteins. In a prefrred embodiment, the volume of the production bioreactor is at
lcast 500 Jiters. In other prefisred embodiments, the volume of the production
bloreactor is 1000, 2500, 5000, 8000, 10,000, 12,000 liters or more, or any volume
in betweem. One of ordinary skill in the art will be aware of and wil] be able to
choose a sultnble bioreactor for use in practicing the present invention. The
production bloreactor may be constructed of any material that is conducive to cell
growth and viability that doos not intarfere with expression or stability of the
produced polypeptide or protein.

[00166] The temperature of the cell culture in the initial growth phase will be
selected based primarily on the range of temperatures at which the cell culture
romains viable. For example, during the initial growth phase, CHO cells grow well
at 37°C. In general, most memmalian cells grow well within a range of about 25°C
to 42°C. Preferably, mammalian cells grow well within the range of about 35°C to
40°C. Thoee of ordinary akill In the szt will be able to select appropriate
temperature or temperatures in which to grow oells, depending on the needs of the
cells and the production requirements of the practitioner.

[00167] In one embodiment of the present invention, the temperature of the
initial growth phase is maintained at a single, constant temperature. In another
embodiment, the tomperature of the initial growth phase is maintained within a
range of temperatures. For example, the tempesature may be steadily increased or
dooreasad during the initial growth phase. Alternatively, tho temperature may be
increased or decreased by discreto amounts at various times during the initial
growth phase. One of ordinary skill in the art will be eble o determine whother a
single or multiple temperatures should be used, and whether the temperature should
be adjusted steadily or by discrete amounts.

[00168] The cells mey be grown during the initial growth phase for a greater or
lesser amount of time, depending on the needs of the practitioner and the
requirement of the cells themselves. In one embodiment, the cells are grown for a
period of time sufficient to achieve s viable cell density that is a given porcentage of
the maximal viable cell density that the cells would eventually reash if allowed to
grow undisturbed. For example, the cells may be grown for s period of time
sufficient to achieve a desired viable cell density of 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
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45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 or 99 pervent of maximal visble cell
density.

[00169] In another embodiment the cells are allowed to grow for e defined period
of time. For example, depending on the starting concentration of the cell culture,
the temperature at which the cells are grown, and the intrinsic growth mte of the
cells, the cellamay 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 days. In some cases, the cells may be atlowed to grow fora
month or more. The cells would be grown for 0 days in the production bioreactor if
their growth In a seed bioreactor, at the initial growth phase temperature, was
sufficiont that the viable cell density in'the production bioreactor at the time of its
inoculation is already at tho desired percentage of the maximal viable cell density.
The practitioner of the present invention will bo able to choose tho duration of the
initial growth phase depending on polypeptide or protein production requirements
end the needs of the celis themsolves.

[00170] The cell culture may be agitated or shaken during the initial culture
phase in order to Increase oxygenation and dispersion of nutrients to the cells, In
accordance with the present invention, one of ordinary skill in the art will
understand that it can be beneficial to control or regulate certain intornal conditions
of the bioreactor during the Initial growth phase, including but not limited to pH,
tempeorature, oxygenation, etc. For exampls, pH can be controlled by supplying an
eppropriate amount of acid or base and oxygenation can be controlled with sparging
devices that are well known in the art.

Shifting Culture Conditions
[00171] In accordance with the teaching of the present invention, at the end of
the initial growth phase, st least one of the culture conditions may be shified so that
a second set of culture conditions is applied and a metabolic shift occurs in the
oulture. The accumulation of inhibitory metabolites, most notably Inctate and
ammonia, inhibits growth. A metabolic shift, accomplished by, ©.8., a change in the
temperature, pH, osmolality or chemical inductant level of the cell culture, may be
chamcterizad by e reduction m the ratio of a specific lactate production rate to a
specific glucoss consumption rate. In one non-limiting embodiment, the culture
oconditions are shifted by shifting the temperature of the culture, However, as is
known in the art, shifting temperature is not the only mechanism through which an
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appropriste metabolic shift can be achieved. For cxample, such a metabolic shift
can also be achisved by shifting other culture conditions including, but not limited
to, pH, osmolality, and sodium butyrato Jevels. As discussed above, the timing of
the culture ghift will be determined by the practitioner of the present invention,
based on polypeptide or protein production requirements or the needs of the cells
themsolves.

{00172] When shifting the temperature of the culturo, the tcmperature shift may
bo relatively gradual. For example, it may take scveral hours or days to completo
the temperature change. Altematively, the temperature shift may be relatively
abrupt. For example, the temperature change may be complete in less than scveral
hours. Qiven the appropriate production and control equipment, such as is standard
In the commercial large-scale production of polypeptides or proteins, the
temperature change may even be completa within loss than an hour.

[00173] The temperature of the cell culture in the subsequent growth phase will
be solected based primarily on the range of temperatures at which the coll culture
remains viable and expresses recombinant polypeptides or proteins at commercially
adequate levels. In genoral, most mammalien cells remain viable and oxpress
recombinant polypeptides or proteins at commercially adequate levels within a
mange of about 25°C to 42°C, Preferably, mammalian cells romain viable and
express recombinant polypeptides or proteins at commercially adequate levels
within a range of about 25°C to 35°C. Those of ordinary skill in the art will be able
10 select appropriste temperature or temperatures in which to grow cells, depending
on the noods of the colls and the production requirements of the practitioner,
[00174] In one enbodiment of the presant invention, the temperuture of the
subsequent growth phase is maintained &t & single, constant temperature. In another
embodiment, the tempemture of the subsequent growth phase is maintained within a
range oftemperl.hm. For example, the temperature may be steadily increased or
decreased during the subsequent growth phase. Alternatively, the temperature may
be increased or decreased by discrete amounts at various times during the
subsequent growth phase. One of ordinary skill in tho art will inderstand that
multiple dlscrets temperature shifts are encompassed in this embodiment. For
example, the temperatare may bo shifted onoe, the cells maintained st this
temperature or teperature rango for a certain period of time, after which the
temperature may be shifted again — either to s higher or lower temperature. The
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temperature of the culture after each discrete shift may be constant or may be
maimained within a cortain range of temperatures.

[00175] In Examplo 16, data are shown that demonstrate the efficacy of
employing two successive temperature changes, although it will be understood by
those of ordinary skill iu the art thet in accondance with the present invention, three
OF more successive temperature chamges may be used to increass oell viability or
density and/or increase oxpression of recombinant polypeptides or protoins. The
temperature or tsmperature ranges of the cell culture after cach successive
temperature shift may be higher or lower then the temporature(s) or temperature
range(s) preceding the shift. In a preferred embodiment of the present Invention,
each successive temperature or tempersature range is lower than the preceding
temperature or temperature rango.

Subsequent Production Phase
[00176] In eccordance with the present invontion, once the conditions of the cell
culture have been shifted as discussed abave, the ceil culture is maintained for a
subscquent production phase under a second sot of culture conditions conducive to
the survival and viability of the cell culture and appropriate for expression of the
desired polypeptide or proiein at commeroially adequate levels.
[00177] As discussed above, the culture may be shiftied by shifting one or more
of & aumber of culture conditions including, but not limited to, temperature, pH,
osmolality, and sodium butyrate levels. In one embodiment, tho temperature of the
culture i shified. According to this embodiment, during the subsequent production
phase, the culture is maintained at a temporature or temperature range that is lower
than the temperature or tempereture range of the initlal growth phase. For axample,
during the subsequent production phase, CHO colls expresa recombinant
polypeptides and proteins well within a rengo of 25°C to 35°C, As discussed above,
multiple discrets tomperature shifts may be employed to increase coll denaity or
viability or to increase expression of the recombinant polypeptids or protein.
[00178] Inaccordance with the present invention, the colls may be maintained in
the subsequent production phase until e desired cell density or production titer is
reached. In one embodiment, the cells are maintained in the subsequent production
phase until the titer to the recombinant polypeptide or protein reaches a maximum.
In other embodiments, the culture may be harvested prior to this polut, depending
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on the production requirement of the prstitioner or the neods of the cells
themselves. For example, the cells mey be maintained for a period of time
sufficient to achieve e viable cell density of 1, §, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 or 99 percent of maximal viable cell density. In
some cases, it may be desirable to allow the viable cell density to reach & maximum,
and then allow the viable cell density to decline to some lovel before harvesting the
culture. In an extreme example, it may be desirable to allow the viable cell density
to mpproach or reach zero before harvesting the culture.

[00179] In another embodiment of the present invention, the cells aro allowed to
grow for & defined period of time during the subsequent production phase. For
example, depending on the concentration of the cell culiure at the start of the
subsequent growth phage, the temperature at which the cells are grown, and the
intrinsic growth rate of the cells, the cells may be grown for 1,2, 3,4,5,6, 7, 8, 9,
10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 or more days. In some cases, the colls may
be allowed to grow for a month or more. The practitioner of the present invention
will be able to choose the duration of the subsequent production phase depending on
palypeptide or protein production requiraments and the needs of the cells
themselves.

[00180] In certzin casos, it may be baneficial or necessary to supplement the cell
culture during the subsequent production phase with nutrients or other medium
compononts that have been depleted or matabolized by the cells. For example, it
might bo advantageous to supplament the cell culture with qutrients or other
medium components observed to have been depleted during monitoring of the cell
culture (soe ‘Monitoring Culture Conditlons® section below). Altematively or
additionally, it may be beneficial or necessary to supplement the cell culture prior to
the subsequent production phase. As non-limiting examples, it may be beneficial or
necessary to supplement the cell culture with hormones and/or other growth factors,
particular iony (such as sodinm, chioride, calcium, magnesium, and phosphate),
buffers, vitamins, nucleosides or nucleotides, trace clements (inorganic compounds
usually present at very low final concentrations), amino acids, lipids, or glucose or
other energy source.

[00181] These supplementary components may all be added to the cell culture at
one time, or they may be provided to the cell culturo in a serles of additions, In one
embodiment of the present invention, the supplementary components are provided
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to the cell culture at multiple times in proportional emounts, In another
embodiment, it may be desirable to provide only certain of the supplementary
componeats Initlally, and provide the remaining components at a later time. In yet
another embodiment of the present invention, the cell culture is fed continually with
these supplementary components.

[00182] In accordance with the presemt invention, the total volume added to the
cell culture should optimally be kept to a minimal amount. For example, the total
volume of the medium or solution containing the supplementary components added
to the cell culturemay be 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 28, 30, 35, 40,45 or
50% of the volume of the cell culture prior to providing the supplementary
components.

[00183] The cell culture may be agitated or sheken during the subsequont
production phase in order to increase oxygenation and dispersion of nutrients to the
cells, In accordance with the present invention, one of ordinary skill in the art will
understand that it can be beneficial to control or regulate certain internal conditions
of the bioreactor during the subsequent growth phase, including but not limited to
PH, temperature, oxygenation, etc. For example, pH can be controlled by supplying
an appropriate emount of acid or base and oxygenation can be controlled with
sparging devices that are well known in the art.

Monitoring culture conditions
[00184] In certain embodiments of the present invention, the practitioner may
find it benefiolal or nececssary to periodically monitor particular conditions of the
growing cell culture. Monitoring cell culture conditions allows the practitioner to
detormine whether the cell culture is producing recombinant polypeptide or protein
at 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 anelysis. One of ordinery skill
in the art will understend that such removal may potentially introduce contamination
into the cell culture, and will take appropriate care to minimize the risk of such
contamination.
[00185] As non-limiting example, it may be beneficlal or necessary to monitor
tempersture, pH, cell density, cell viability, intograted viable cell density, lactate
levels, ammonium levels, osmolarity, or titer of the expressed polypeptide or
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protein. Numerous techniques are well known in the art that wlll allow one of
ordinary skill In the art to measure these conditions. For example, cell density may
be measured using a hemecytometer, & Coulter counter, or Coll density examination
(CEDEX). Viable ccll density may be determined by stuining a culture sample with
Trypan blue. Since only dead cells take up the Trypan biue, viabic cell density can
be determined by counting ths total umber of cells, dividing the number of cells
that take up the dye by the total number of cells, and taking the reciprocal. HPLC
can be used to determino the levels of lactate, ammonium or the expressed
polypeptide or protein. Alternatively, the lovel of the expreased polypeptide or
protein can be determined by standard molecular biology techniques such as
coomaasic staining of SDS-PAGE gels, Western blotting, Bradford assays, Lowry
assays, Biurct assays, and UV absorbance. It may also be beneficial or necessary to
monitor the post-translational modifications of the expressed polypeptide or protein,
including phosphorylstion and glycosylation.

Isolation of Expresged Polypeptide

[00186] In general, it will typically be desirable to Isolate and/or purify proteins
or polypeptides expressed according to the present invention. In a proferred
embodiment, the expressed polypoptide or protein is secreted into the medium and
thus cells and other solids may be removed, as by centrifugation or filtering for
example, s a first stop in the purification process. This embodiment is particularly
useful when used in accordance with the present invention, since the methods and
compoasitions described herein result in increased coll viability. As a result, fower
cells die during the culture process, and fewer proteclytic enzymes are released into
the medium which can potentially decrease the yield of the expressed polypeptide or
protein.

[00187] Afeenatively, the expressed polypeptide or protein is bound to the
surface of the host cell, In this embodiment, tho media is removed and the host cells
expressing the polypeptide or proteln are lysed as a first step in the purification
process. Lysis of mammalian host cells can be achieved by any number of means
well known to those of ordinary skill in the art, including physical disruption by
giasa beads and exposure to high pH conditions.

[00188) The polypeptids or proteln may be isolated and purified by stendard
methods including, but not limited to, chromatography (e.g., ion exchange, affinity,
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size exclusion, and hydroxyspatite chromatography), gel filtration, centrifugation,
or differential solubility, sthanol precipitation or by any other available technique
for the purification of proteins (See, e.g., Bcopes, Protein Purification Principles
and Practice 2nd Edition, Springer-Verlag, New York, 1987; Higgins, 5.J. and
Humes, B.D. (eds.), Protein Expression : A Practical Approach, Oxford Univ Press,
1999; and Deutscher, M.P., Simon, M.L, Abelson, J.N. (eds.), Guide to Protein
Pwrification : Methods in Enzymology (Methods in Enzymology Serles, Vol 182),
Academic Press, 1997, all incorporated herein by reference). For Immunoaffinity
chromatography in particular, the protein may be isolated by binding It to an affinity
column comprising antibodies that were rised egainst that protein and were affixed
to a stationary support. Alternatively, affinity tags such as an influenza coat
sequence, poly-histidine, or glutathione-S-transferase can be attached to the protein
by standard recombinant techniques to ellow for oasy purification by passage over
the appropriate affinity column. Protease inhibitors such as phenyl mothyl sulfonyl
fluoride (PMSF), leupeptin, pepstatin or aprotinin may be added at any or all stages
in order to reduce or eliminate dogradation of the polypeptido or protein during the
purification process, Protease inhibitors are particularly deaired when cells must be
lysed in order to Isolete and purify the expressed polypeptide or protein, One of
ordinary skill In the art will appreciato that the exact purification technique will vary
depending on the character of the polypeptido or protein to be purified, the character
of the colls from which the polypeptide or protein is extpressed, and the composition
of the medium in which the cells were grown.

Phannagoutice] Formuletions
[00189] In certain preferred embodiments of the invention, produced
polypeptides or proteins will have pharmacologic activity and will be useful in the
preparation of pharmeceuticals, Inventive composlitions as described above may be
administered to & subject or may first be formulated for delivery by any aveileble
route including, but not limited to parenteral (¢.g., intravenous), intradormal,
subcutaneous, oral, nassl, bronchial, opthalmic, transdermal (topica!), transmucosal,
rectal, and vagina! routes. Inventive pharmacentical compasitions typically include
a purified polypeptide or protein expressed from a mammalian cell line, a delivery
agent (i.c., a cationic polymer, peptide molecular transporter, surfiactant, eto., a3
described above) in combination with a pharmaceutically accoptable camrier. As
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used herein the Ianguage “phanmaceutically scceptable carier™ includea solvents,
disparsion media, coatings, antibacterial and antifungal agents, isotonic and
absorption delaying agents, and the like, compatible with pharmaceutical
administration, Supplementary active compounds can also be incorporated into the
compositions.

[00190] A pharmacoutical compogition is formulated to be compatible with its
intended route of edministration. Solutions or suspensions used for parenteral,
intradermal, or subcutancous application can include the following components: a
sterile diluent such as water for injection, saline solution, fixed oils, polysthylene
glycols, glycerine, propylene glycol or ather synthetic solvents; antibacterial agents
such as beazyt alcohol or methyl parabens; antioxidants such as ascorbic acid or
sodium bisulfits; chelating agents such as othylenediaminetotraacetic acid; bufters
such as acetstes, citrates or phosphates and agents for the adjustment of tonicity
such as sodjum chloride or dextrose. pH can be adjusted with acids or bases, such
a8 hydrochloric acid or sodium hydroxide, The parenteral proparation can be
enclosed in empoules, disposable syringes or multiple dose vials made of glass or
plastic.

[0019]] Pharmaceutical compositions suitable for injectable use typically include
sterile aqueous solutions (where water soluble) or dispersions and sterile powders
for the externporaneous preparation of sterile injectable solutions or dispersion. For
Imtravenous administration, suitable carrlers include physiological saline,
bacteriostatic water, Cromophor EL™ (BASF, Parsippeny, NJ) or phosphate
buffered saline (PBS). In all cases, the composition should be sterlle and should be
fluid to the extemt that easy syringability exists. Preferred pharmaceutical
formulations are stable under the conditions of manufecture and storage and must
be preserved against the contaminating action of microorganisms such as bacteria
and fungi. In general, the relevant carrier can be a solvent or dispersion medium
containing, for exnm-ple. water, ethanol, polyol (for example, glycerol, propylens
glycol, and liquid polyetheylene glycol, and the like), and suitable mixtures thereof.
‘The proper fluldity can bo maintained, for example, by the use of a coating such as
lecithin, by the maintenance of the required particle size in the case of dispersion
and by the use of surfactants. Prevention of the action of microorganisms can be
achioved by various antibacteriel and antifingal agents, for example, parabens,
chlorobutanol, phenol, ascorbic acid, thimerosel, and the like. In many cases, it will
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be preferable to include isotonic agents, for example, sugars, polyalcohols such as
manitol, sorbitol, or sodium chloride in the composition. Prolonged absorption of
the injectable compositions osn be brought about by including in the composition an
agent which delays absorption, for example, aluminum monosteerate and gelatin,
[00192] Sterile injectable solutions can be prepared by incorporating the purified
polypeptide or protein in the required amount in an appropriate solvent with one or
a combination of ingredients enumerated above, as required, followed by filtered
sterilization, Generally, dispersions are prepared by incorporating the purified
polypeptide or protein expressed from a mammalian cell line into a sterile vehicle
which contains a besic dispersion medium and the required other ingredients from
those enumerated above. In the case of sterile powdery for the preparation of sterlle
injectable solutions, the preferred methods of preparation are vacuum drying and
freezo-drying which ylelds a powder of the active ingredient plus any additional
desired ingredient from a previously sterlle-filtered solution thereof.

[00193] Oral compositions generally include an Inext diluent or en edible carrier.
For the purpose of oral therapeutic administration, the purified polypeptide or
protein can be incorporated with excipients and used in the form of tablets, troches,
or capsules, e.g., gelatin capsules. Oral compositions can also be prepared using a
fluid carrier for use as & mouthwash, Pharmeseutically competible binding agents,
and/or djuvam materials can be included as part of the composition. The tablets,
pills, capsules, troches and the like can contain any of the following ingredients, or
compounds of a similar nature: a binder such as microcrystalline cellulose, gum
tragacanth or gelatin; an excipient such as starch or lactoss, s disintograting agent
such as alginic acid, Primogel, or com starch; a Jubricant such as magnesium
stearute or Sterotes; a glidant such as colloidal silicon dioxide; a swoetening agent
such as sucrose or saccharin; or a flavoring agent such as peppermint, methyl
salicylate, or orange flavoring. Formulations for oral delivery may advantageously
incorporate agents to improve stability within the gastrointestinal tract and/or to
enhance absorption,

{00194] For administration by inhalation, the inventive compositions comprising
a purified polypeptide or protein expressed from 8 mammellan cell lineand a
delivery agent are preferably dolivered in the form of an asrosol spray from 2
prossurcd contalner or dispenser which contains a suitable propellunt, e.g., 2 gas
such as carbon dioxide, or s nebulizer. The present invention particulacly
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contemplates delivery of the compositions using a nasal spray, inbaler, or other
direct delivery to the upper and/or lower airway. Intrenasal administration of DNA
vaccines directed sgainst influenzs viruses has been shown to indoce CD$ T cell
responses, indicating that st least some cells in the respiratory tract can take up
DNA when delivered by this routs, and the delivery agents of the invention will
enhance cellular uptake. According to oertain embodiments of the invantion the
compositions comprising « purified polypoptide expressod from a mammalien coll
linc end a delivery agent are formulated as large porous partioles for asrosol
administration.

[00195] Systemic administration can also be by transmucosal or transdormal
means. For transmucosal or transdermal administretion, penetrants appropriate to
the barrier to be permeated are used in tho formulation. Such penctrants are
generally known in the art, and include, for example, for transmucosal
administration, detergents, bile sakts, and fusidio acid derlvatives. Transmucosal
administration can be accomplished through tho use of nasal sprays or
suppositories. For transdermal administration, the purified polypeptide or protein
and delivery agents aro formulated into ointments, salves, gels, or creams as
generally known in the art,

[00196] The compositions can also be propared in the form of suppositories (e.g.,
with conventional suppository bases such as cocoa butter and other glycerides) or
retention enemas for rectul delivery.

[00197] In one embodiment, the compositions are propared with carricrs that will
protect the polypeptide or protein against mpid elimination from the body, suchas s
controlled release formulation, including implants and microencapsulated delivery
gystems. Blodegradable, biocompatible polymers can be used, such as ethylene
vinyl acetate, polyanhydrides, polyglycolic acid, collegen, polyorthoesters, and
polylactic acid. Methods for preparation of such formuletions will be apparent to
those skilled in the art, The materials can also be obtained commercially from Alzas
Corporation and Nova Pharmaceuticals, Inc. Liposomal suspensiona (Inchuding
liposomes targoeted to infocted colls with monoclonal antibodies to viral antigens)
can also bo used as pharmaceutically sccoptable carricrs. These oan bo prepared
according to methods known to those skilled In the art, for example, as described in
U.S. Patent No. 4,522,811. )
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[00198] 1t is advantageous to formulate oral or parenteral compositions in dosage
unit form for ease of admintstration and wmiformity of dosage. Dosage unit form as
used herzin refers to physically discrete units suitcd as unitary dosagos for the
subject to be treated; each unit containing a predetermined quantity of active
polypeptide or protein caloulated to produce the deaired therspeutic sffect in
association with the required pharmaceutical carrier.

[00199] The polypeptide or protein expressed according to the present invention
can bo administered at various intervals and over difierent periods of time as
required, .g., ono time per woek for between about I to 10 weeks, betwean 2 to 8
weeks, betweon about 3 to 7 weeks, about 4, 5, or 6 wecks, etc. The skilled artisan
will appreciate that certain factors can influence the dosage and timing required to
effectively treat a subject, including but not limited to the severity of the disease or
disorder, provious treatments, the goneral health and/or age of the subject, and other
disecases presont. Generally, treatment of a subject with a polypeptide or protein as
described herein can includoe a single treatment or, in many cases, can include a
serics of treatments. It is furthermore understood that eppropriate doses may depend
upon the potency of the polypeptide or protein and may optionaily be tailored to the
particular recipient, for example, through admmistration of increasing doses until a
presclected desired responso Is achieved. It is understood that the specific dose
level for any particular animal subject may depend upon a variety of factors
inoluding the activity of the specific polypeptide or protein employed, the age, body
weight, general health, gender, and diet of the subject, the time of administration,
the route of administration, the rete of excretion, anry drug combination, and the
degree of expression or activity to be modulated.

[00200) The present invention includes the use of inventive compositions for
treatment of nonhuman animals. Accordingly, doses and methods of administration
may be selected in accordance with known principles of veterinary pharmeacology
and medicine. Guidance may be found, for example, in Adams, R. (ed.), Veterinary
Pharmacology and Therapeutics, 8 edition, lowa State University Press; ISBN:
0813817439; 2001. :
[00201] Inventlve pharmaceutical compositions can be included in a container,
pack, or dispenser together with instructions for admimistration.
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[0020Z] The foregoing description is to be understood as being reprosentative
only and Ia not intended to be limiting. Altcrmative methods and materials for
implementing the invention and also additional apploations will be apperent o one
of skill In the art, and are intended to be included within the socompanying clatms.

Examples

Example 1: Enhanced Meodium 1 for anti-GDF-8 Fed-batch Procesms
[00203] Traditional fed-batch processes for cultivating ccll linos have several
drewbacks Including the time and effort required to administer the feeds and the
need for spectal equipment in large-scale bioreactors. The objective wes to dovelop
a batch media fir the production of proteins of Imterest in largo-scale blorsactors
that requires minimel foods.

Materials and Methods
[00204] STRAINS AND MEDIA: Chinose Hamster Ovary (“CHO™) cells were
engineered to express a monocjonal antibody against growth and differentiation
factor 8 ("anti-GDP-8 colls™) (see Veldman et al., Neytmlizipg Antibodies Against
GDE-8 and Uses Therefoyr, US20040142382 Al). Anti-GDF-8 cells wore used to
test a now baich modia. Medium 1 and Medium 2 were compared fbr their abilitics
to suppott high cell density and viabllity. The compositions of thaso modia, as well
as Medium 3 are listed in Table 1. Media are mede by adding all the components
save for FeSO47H30. The media Is then adjusted to pH 7.25, the osmolarity is
recorded and FeSO47Hz0 are then added.
[00205] CULTURE CONDITIONS: For flask experimonts, enti-GDF-8 cells
were grown in shaks flasks and passaged three times, For bioreactor experiments,
anti-GDF-§ colls were grown in media for 12 days, supplemented daily with either
2% by volume of 20X Medium 4 foed modium (Table 3) or 3% by volume of 16X
Medium 4 (Table 4) after dey S. For the first 4 days, cells were grown at 37°C. On
day 5, cells were shifted to 31°C,
[00206] SAMPLE ANALYSIS: Daily samples were taken from the cultures and
were analyzed for amino acid, vitamin, iron, phosphate, ghicose and glutamine
levels.
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Teble 1. Compositions of Medium 1, Medium 2 and Medium 3.
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Rexulty and Conclusions

[00207] Figure 1 shows that growth rate of anti-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 significant
increase in final cell 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
Medium 1{dat not shown). Temperatore was shifted from 37°C to 31°C on day 5.
Dus to the unexpected high cell growth, the cultures were fed daily after day 5 with
either 2% by volume of 20X Medium 4 or 3% by volume of 16X Medium 4. Thus,
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this is not a true batch experiment as originally intended. Asparagine and thiamine
were supplemented in the feed media beginning on day 10.

[00209] In developing a concentrsted batch medis, scvoral possible concerns
need to be considered. First, concentrated nutrients might prove toxic to the cells.
In the media developed in this Example, all nutrients and components were
determined to be below the toxicity limits (data not shawn).

[00210] Second, the concentrated beich media necessarily has a higher
osmolarity than non-concentruted mexlia, which has been shown to Have dotrimental
cffects on cell growth and viability. This problom can be olrcumvented by lowering
the amount of NaCl |n the starting medie. Furthermore, the concentrated batch
media contains insufficient lsvels of glucose to sustain growth for the entire oulture
period. Thus, cultures wore supplemented daily after day 5 with a glucose feed.
[00211] Third, insulin end glutamine are susceptible to degradation during the 12
day culture period. Thus, the culture was supplemented with these components in
addition to ghucose:

[00212] Finally, iron will precipitato out of solution containing high
concentrations of phosphate at high pH. This problem can be circumvented by
adding iron at the end of the media preparation process, after the pH has been
acdjusted to an appropriate level.

Example 2: Development of concentrated feed medium (Medium 5) for antl-

GDF-8 cells in fed-batch process.
[00213] InBExample 1, & batch procoss for culturing enti-GDF-8 colls using
Medium 1 was developed. Due to the high ceil density that resulted during the
process, it was determined that supplementation of nutrients in addition to glucose
and glutamine was still advantageous. However, supplementing the batch with 8X
Medium 4 feed media would result in excessive dilution of the culture, A more

* concentrated feed medin was developed in order to circumvent this problem.

Matarials and Meshods and Rasults

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

the formulstions of Tables 3-7.
Trace Elements | Trace Elements
Medhum SA-1 Medium 48 B D
Amino Acids mgi. | mM mgh. | mM mgL |mM |mgiL |mM
e 1750 030
g 191.00 K]
) 128,00 [T
aspariic okl 80.50 0.50
giiiwmic ackd 240 | 020
obydne 5.00
[ histidne~HCIHO 73.50 0.38
Rolucihe 118.00 0RO
sudne 170.00 130
" leimeic 18200 700
methionine N.00 040
phenyisianine %250 0.50
proing 50.00 080
sarina 168.00 150
thmenine 96.20 o.80
tryplophan .00 0.18
Yroakm-2Ne 2,0 104.00 040
e — 83680 0.80
Viamins mgi. | M mgll. | mgi. | mM mgiL | mM
041 15
caicium pantathensty "4.50 848
cholina oiioite 700 125,78
[T B |  1am
ﬁ" 40,00
™ “4.00 um
Pyideine G 4.1 0.00
L0 048 130 =
| Thiamine=HCI 44T | 12.00
Vimmin B12 140 | 109
Trace Elements bl nM mgi. |pM [pgk |nM |uglL |nM
| (LM O -4F0" 34 | 100
[ CuS0, 043 T
En 740 30.00
"FoB0 T 1) 3000
[ MnS0eHO 017 101
N8O, #L0 000 | M
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Ao 088
NS00 0.19 (Y]
L=5a") 0.12 0.53
ZneCeTHa0 £30.00 201.% ] 3007

Other Componenis | UL ] T pgll | nW poiL | nM

ook sckd 4200 (X}

Wiocto sk 1065.00

Wﬁiﬂn} 1000000 | G308.00
20X Medinp 4.

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

Table 3. 20X Medium 4 feed media worksheet.

Part Composent Amount Unit
I Modium 4A-] 31.120 gL
Nucollln™ 40.000 ml/L
H/P stock 20.000 ml/L
Selemite Stock 2.000 ml/L
PVA 2.400 L
NaH;POcH;0 2,610 /L
MgSO(TH,O 0430 oL
Aspartic acid 1.330 gL
Giutamic acid 0.588 g/L
Linolelc acid 0.840 mlL
Thioctic acld 2.100 mV/L
Tyrosine'ZNa (Mw 2235) 1.790 g/L
1000X Trace B 6.000 ml/L
Gluoase 100.000 KL
Glutamine 14.600 gL
pH to 7.0
Record Osmolarity 1064.000 mOsm
Add 108 mi Trace D, 025 g
n FeSOTHZO to 280 ml Cysteine
Cysteine (400 mM) Stock
m Folic acid 720 ml 6 mM Folic acid

Noiz: Nucellin™ Iy menufactored by Ell Lilly (Indianspolls, IN, UBA); H/P stook = 0.036 mg/ml.
hydrocortisone, 1.08 mg/mL Putressine-2HCI,

L
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[00216] The media formulation consists of 3 parts: 1, II, 1. Part ) is the
concentmted version of §X Medium 4 with the individual components of Medium
4B cxcept folio acld due to the concerns of the solubllity of this vitamin. Part I1 is
iron stock, Trace D and acidic oysteine, to avoid possible precipitation of iron if

edded in part I. Part I is folic acid stock. Part 1 Is added 2% by volume daily

starting on day 5 and parts II and I1I are added once on day 5 together with Part 1.
[00217] The final pH of the feed media was adjusted to 7.0 and ogmolarity was
about 1064 mOsm, A 2% feed will result In a 2g/1. glucose, a 2 mM Glutamine and
» 14 mOxm osmolarity increase to the culture.

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

Table 4, 16X Medium 4 feed medin worksheet,

Part Component Amount Unit
1 Medium 4A-1 24,896 gL
Nucellin™ 32.000 ml/L
H/P stock 16.000 ml/L
Sclenite Stock 1.600 mbL
PYA 2,400 g/L
NaHaPO4HhO 2.088 gL
MgSO0¢TH0_ 0.344 gL
Aspartic acld 1,064 gL
Glutamic acld 0.470 P
Linolelc acld 0.672 mi/L
Thioctic acid 1.680 mi/L
Tyrosine-ZNa (Mw 225) 1.432 _plL
1000X Trace B 9.000 ml/L
Glutamine 6280 gL
pHto 7.0
__ Rocord Osmolarity 295.000 mOsm
n Add 108 ml Trace D, 025 g
FeSO47H30 to 280 ml Cysteine
. Cysteine (400 mM) Stock
I Folic acid 720 ml 6 mM Folis acid

‘Note: Nuosllin™ Is manufkotored by Ell Lilly (indisnapolia, IN, USA); F/P stock ~ 0.036 mg/mL

hydrocortisone, 1.08 mg/mL. Putrescine~2HCI.
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[00219] In this modified 16X Medium 4, glucose wes also eliminated to further
reduce the osmolarity and give some flexibliity of the ghucose feed, Total osmolarity
of the feed media is now 295 mOsm.

3. 16X Medhum 4.

[00220] Changes wero made to the 16X Medium 4 formulation. Iron stock

solution was added in the feed resulting in & 0,45 pM addltion cach fecd.
Additionally, glucosc was added back to give a 1.5 p/L addition every fisod. The

medls formulation for this modiflied 16X Medium 4 Is provided in Table 5.

Table 5. 16X Medium 4 feed media worksheet.

Note: Nucellla™ Is manufkctured by Eli Lilly {indinspolis, IN, USA); FUP stock = 0,036 mg/mL
hydrocortizons, 1.08 mg/mL Putrescine-2HCI,

4. 16X Medium 4,

Part Component Amount Unkt
1 Medium 4A-] 24.896 _ gL
Nucellin™ 32.000 mi/L
H/P stock 16.000 mVL
Selenite Stock 1,600 ml/L
PYA 2400 gL
NaH.POyH20 2.088 gL
MgSO0.7H0 0.344 gL
Aspertio acid 1.064 _ gL
QGlutemio ecid 0470 gL
Linoleio acid 0.672 mlL
Thioctic acid 1.680 ml/L
_Tyrosine-2Na (Mw 225) 1.432 L
1000X Trace B 9,000 mVL
Glucose 50.000 gL
Glutamine 7.300 gL
pHto 7.0
FeS047H;0 (1 mM stock) 15.000 ml1
Record Osmolarity 607.000 mOsm
o Folio acid 720 ml 6 mM Folic acld
m Add 108 ml Troe D, 0.25 g
FeS04¢7H20 to 280 mi Cysteine
Cysteine (400 Stock
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[00221] Here, the feed modia (16X Medium 4) was made in combined media
inatesd of 3 separte foedy us in the last several batches. Tests were done to ensure
that folic acid could be dissolved at the concentration required and that neither iron
nor folic acld precipitated out of solution efter storage at oither 4°C or at room _
temperature for 6 days. The media formulation for the combined 16X Medium 4 is
provided in Table 6.

Table 6, 16X Medium 4 feod media worksheet,

Component Amount Unit
Meodium 4A-1 24.896 gL
Nucellin™ 32.000 mi/L
H/P stock 16.000 ml/L
Selenite Stock 1.600 mi/L
PVA 2.400 _BL
NaH;PO¢H:0 2.088 _BL
‘TH;0 0.344 gL
Aspartic acid 1.064 _ gL
Qlutamio acid 0.470 _FL
Linolelc acid 0.672 ml/L
Thioctic acid 1.680 ml/L
Tyrosine:2Na (Mw 225) 1.432 ’ g/L
Glucose 66.700 /L
QGlutamine 7.300 _ gL
Follc scid 70.560 mg/L
Acldic cysteine (400 mM) 6.250 mU/L
PeS0, Stock (1 mM) 23.000 mVL
1000x Trace B 9.000 mlU/L
1000x Trace D 3.300 mlL
pH expected 6.11 Adijustto 7.0
Record Osmolarity 724.000 mOsm

Note: Nuccllin™ ls manufsotured by Bli Lilly (Indlanapolis, TN, USA); H/P stook = 0.036 mg/mL
hydrocortisons, 1.08 mg/ml, Putresclno-2HCI,

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

3. 12X Medium 4,
[00223] Hoere, several changes were made to the feed media. Medium 4B powder
was used instead of addition of each individual ingredient in Medium 4B. Medium
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4B powder was mixed with glucose and dissolved separutely under basic conditions
by titrating the solution to pH 10.25, Additional asparagine end thiamine were
added since the amino acid and vitamin analysis resulty showed these two
components were exhausted by the end of fed-batoh process. Use of 12X Medium 4
further reduced the osmolarity increase when fed to the culture. The media
formulation for 12X Medium 4 is provided in Table 7.

Table 7. 12X Medium 4 feed media workshoet,

{ Component | Amount | Unit ]
Medium 4A-1 18672 gL
Nucellin™ 24.000 mlL
H/P stock _12.000 mi/L
Selenite Stock 1.200 mlL
PYA 2.400 __ gL
Asparpine.H20 1.620 gL
NaH2PO4.H20 1.566 gL
. MgS04.7H20 0.258 gL
Glutamine ' 5.475 gL
| Thiamine 0.040 8L
Predissolved Medium 4B &
Glucose ~175 ml/L
Acidic cysteine{400 mM) 4.688 ml/L
Record pH
Adjust pH to 7.2 with SN
HCI
FaSQ4 Stock (1 mM) 17250 mV/L
1000x Trace B 6.750 mli/L
1000x Trace D 2475 ml/L
Record pH (expect 7.18)
Recard Osm 566.000
issolved Medium 4B &
Glucose * (for 1L feed
media)
Water 150 ml
Mix Medium 4B (14.5g)
with glucose (38.3 g) Addin
Adjust pH using 25%
NeOH until dissolved (pH
about 10.25)

Note: Nucellla™ Is manuisotured by Eii Litly (Indianapolle, IN, UBA); H/P stock = 0.036 mg/mL
hydrocortisons, 1.08 mp/mL Putrescine-ZHCI,
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[00224) The final osmolarity is 366 mOsm. A daily feed of 4% by volume gives
an approximate osmolarity increase of 8.6, an incroase in ghicose of 2g/L and an
Incresse in ghutemine of 1.5 mM. The 12X Medium 4 media formulation is also
known as Medium S. Medium 5 is easy to make compared to 20X Medium 4 or
16X Medium 4, and stable over 10 days either at room temperature or at 4°C (data
not shown).

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

Culture
[00225] CHO cclls require glutamine in the starting media to survive.
Traditionally, Initial ghutamine levels aro high and glutemine is fed daily after day 5
until the end of the fed-batch process. Traditional fed-batch processes normaily
result in high lactate and emmonium levels in the cell cultures, which are known to
bave inhibitory effects on cell growth, cell density and recombinant protein
expression. Fed-batch processes in which glucose is slowly added to the culture
havo beon shown to lower lactato production and improve el growth, cell density
and recombinant protein exprossion. However, prior art methods for manipulation
of glucose addition are not practical for large-scale menufacturing. Here, by
utilizing culture media with lower starting levels of glutamine and eliminating
glutamine from the feed, it is shown that lower levels of ammonium and lactate are
produced, leading to increased cell viability. Additionally, in glutamine-starved
cultures, recombinant protein expression is increased and final osmolarity is
reduced.

Materials and Methods
[00226] STRAINS AND MEDIA: anti-GDF-8 cells wern cultured in & fed-batch
mode In Medium 1 in 1 L Bioreactor.
(002271 CULTURR CONDITIONS: Cells were grown for twelve days in 1L
Bloreactars. Temporature was shifted from 37°C to 31°C on cither day 4 or day 5
depending on the cell growth, Three fed-batoh processes were tosted: a normal
(control) process, a no glutamine feed process and a glutamine starvation process,
Pertinent detuils of these processes are listed in Table 8 and Table 9.

Table 8. Fed-batch process in 1L Bioreactors with no ghutamine feed process.

A 2
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Control process No glutamine feed
. process

Starting moedia 13mM 13mM

Glutamine (mM)

Glutamine feod 5 mM on Day 4 No feed of glutaminoe

Feod media Medhm 5§ (with 37.5 Medium 5 without

: mM giotamine) ____ | glutamino

Feod schedule 4% daily from Day 5 4% daily from Day 3

Temperature shift to Day 4 Day 5

3i°C

Table 9. Fed-batoh process in 1 L Bioreastors with glutamine starvation process
Control process Low glutamine

Starting media 13 mM 4 mM

Glutamine (mM) _

Glutamine feed $ mM on Day 4 No foed of glutamine

Feed media Medium 5 (with 37.5 Medium 5 without
mM plutamine) utamine

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

Temperature shift to Day 4 Day§

31°C

[00228] SAMPLE ANALYSIS: Daily samples were takea from the cultures and
woro analyzed for cell density, cell viability, lactate, glutamine, and ammonium
levels. Titer of expressed anti-GDF-B antibody was also measured daily.

Rexults and Conclusions
[00229] Figure 3 shows the cell density of cultures grown in either no glutamine
feed or control fied-baioh conditions. In both cases, coll density was similar over the
course of the experiment.
[00230] Figure 4 shows perceat cell viability in cultures grown in either no
ghutemine foed or control fed-batoh conditions. The no ghitamine feed cutture
showed a markedly higher cell viability toward the end of the experiment, beginning
on day 6.
{00231] Figure 5 shows ammonium levels in cultures grown in either no
glutamine feed or control fed-batch conditions. The no glutamine feed culture
showed a marked decrease in ammonlum levels towerd the end of the experiment,
beginning on day 4.
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[00232] Figure 6 shows lactate levels in cultures grown In either no glutemine
feed or control fod-batch conditions. Lactete levels wore slightly lower in the no
glutamine feed culture throughout the course of the experiment.

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

[00234] Figure 8 shows tho coll density of cultures grown in either glutamine-
starved or control fed-batch conditions, In both cases, cell density was similar over
the course of the experiment.

[00235] Figure 9 shows cell viabllity in cultures grown in either glutamine-
starved or control fed-batch conditions. In both cases, cell viability was similar over
the course of the sxperiment.

[00236] Figure 10 shows ammonhum levels In cultures grown In either
glutamine-starved or control fed-batch conditions. The glutamine-starved culture
showed a marked decrease in ammonium levels throughout the course of the
cxperiment.

[00237] Flgure 11 shows lactate levels In cultures grown in cither glutamine-
starved or control fed-batch conditions. The glutamine-starved culture showed a
markod decrease in lactate levels throughout towards the end of the experiment,
beginning on day 4.

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

[00239] Collectively these results indicate that decreased ghutamine levols are
beneficial to cell cultures by reducing the amount of ammonium production,
increasing cell viebility and increasing titer of expressed anti-GDF-8 antibody. In
addition, In the glutamine-starved cultures, low lacinte levels wers observed,
possibly due to the decreased glucose consumption rate. Decreasad emmonium and
lactate lovels also have the effect of reducing total osmolarity. Elevated asmolarity
is also known to have inhibitory effects on cell growth and viability. Low initial
glutamine levels together with the climination of the glutamine feed also has the
positive effect of reducing ammonium produced as & result of non-enzymatic
glutamine degradation in stored media. Elimination of glutamine in tho feed also
simpiifies the process of culturing anti-GDF-8 cells.
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Example 4. Irox dose responss of anti-GDF-8 cells in Medium 1 and Mediom 2.
[00240] Medium 1 is much more concentrated in nutrients than Medium 2. The
optimum iron levels for cell growth in Medium 1 were dotormined in order to avoid
problems with iron defisiency during cell culture.

Matertals and Methods
[00241] Ant-GDF-8 cells were cultured in dishes for one passege In cither
Medium 1 or Medium 2. Iron concentrutions of these media were manipulated by
addition of diffkrent amounts of stock iron solution. Final ocll densitles wero
measured by CEDEX.

Results 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 yM to 15 pM.
In Medium 1, cell density increases with increasing lron concentration but reeches »
maximum efter approximately 5 pM. This difference could be due to the high
nutrient content in Medium 1, which might reduce iron availability to the cells as a
consequence of chelation of iron in the media. Theso results indicate that iron levels
should be kept above 5 pM to avoid problems with iron deficlency in Medium 1.

Example 5. Substitution of Glutamate for Glutamine in the Bioreactor Process.
[00243] Three oxperiments were performed to test the effects of substituting
glutamate for glutamine In an anti-Lewls Y cell culiure process.

Matericls 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 a shift to 31°C on day 3.
Sparge and headspaco gusses were 88% of a 93% air/7% CO; mix and 12% oxygen.
The starting media in all experiments was Medium 1, which contains glutamine.
Feed media and feed achedule Including supplemental glusose and glutamine foods
are shown in Tablo 10. Columns labeled “Glutamate™ were fed with modified
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Medium 5, containing no glutamine, but containing & molar concentration of
glutamate equal & the molar ghitarine conoentration in starklard Madium 5.
Columns labeled glutamine were fed with standard Medium 5.

Table 10. Foed schedule.

Day 9040-44 _ 9040-56 9040-64
Glutamate 1 | Glutamine 1 | Glutamate 2 | Glutamine 2 | Glutamate 3 | Glutamine 3
0
1
2
3
4 SmMgn SmMgin | 3sighd | 7.7mMgh
. o 2.9p/1 gluc
5 3.0g/gluc SmMgin {3S5gLlgluc| 5mMgin | 3g/lgluc | 3g/Lgho
5.5 gL ghvo 6 9L ghuo
6 12% 12% 17% 17% 29% 29%
16XMecdiu | 16XMedium | Medium S | 16XMediu | Medium5 | Medium §
m 4 4 m4
7 4 mM gin
8
9 25 oL giuo —
10 10% 10% 8% Medhum 5%
16XMediu | 16XMedium 5 16XMediu
m4 _ 4 m4
11 1 uc
12
13 Tg/L ghic
Resudts and Conclusions

[00245] Within each experiment, cell density is similar as shown in Figure 14,
Cell densities are low in the Glutamine 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
and 7 in the Glutamine 3 and Glutamate 3 experiments I8 due to the 29% media feed
on day 6.

[00246] Figure 15 shows cell viability of the glulxmats and glutamine fed
cultures. Viabilitles remained higher during the second half of the process in the
bioreastors containing glutamate fed cultures.

[00247] In Experiment 1, anti-Lewis Y titer is similar between the ghitamate and
glutamine fed cultures. Figure 16 shows that in Experiments 2 and 3, anti-Lewis Y
titers aro lower in the glutamine fod reaotors. The lower anti-Lewis Y titor observed
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in these reactors could be due to the high lavels of lactato produced, as shown In
Figuro 17.

[00248] Bioreactors run with glutamate in the feed media have & lower
emmaonium concentration (Figure 18) and a lower osmolarity (Figurs 19).

[00249] The binding ELISA asssy was used i test activity of samples from the
Glutamine 1 and Glutamete 1 experiments. Ths activities were similar: 110% of
reference for the Glutamine 1 sample and 122% of referencs for the Glutamate 1
sample (data not shown).

[00250] The substitution of glummate for glutamine in these experiments does
not have a gignificant effect on cell density. However, ocll viabillty is lower in the
Bioreactors fed with glutamine. Ammonium, lactato and osmolarity ere lower in
the Bioreactors fed with glutamate compared to thoso fed with glutamine. On
average, anti-Lowis Y titer is higher in the Bioreactors fed with glutamate and
activity is essentially the same under both conditions.

WO 20061026447

Example 6. Substitution of Glucose and Glutamine in the Anti-Lewls Y Cell
Culture Process,
[00251] The purpose of this experiment was to test the effects of substitution of
glucose and glutamine with the feed media listed In Table 11 below in the culturing -

of antl- qulell(mBoshuﬂetll Mxﬂmﬁ_unw_thm

m_mﬂ; Clin, Can. Res, 10:4538-49 (2004)) Cell demlty, cell mbllﬂy.
mati-Lewls Y titer and ammonium levels were measured.

Materials and Methods
[00252] The experiment was performed in 250 ml shake flasks at a starting
vohme of 75 ml. All shake flasks wero soeded at 0,25 x 10° cella/ml in Medium 2.
The flasks were Incubated st 37°C in a 7% CO; Incubator for 14 days. On days 3
and 4, the flasks were fed with 5% by volume of Medium 6 feed medium. The
composition of Medium 6 is listed in Table 11. On days 5-13 the flasks were fed
with 5% by volume of one of ths feed solutions listed in Table 12. Each condition
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was performed In duplicate. Samples wero tukon daily for cell counts by CEDEX
and assays for ammonjum, glucose, and lactate

WO 2006/026447

Table 11, Composition of Medium 6.

glanine | 44048]| 48p| BodumBelenits | 4000 | 234.35

awparagineHeO | 108080 7.20 CuBOsBHO |  749] 30.00
wsporiicnckd | 53240 | 400 FeSO-7THO | 2834| 9115
Cystine-2HCI | 473001 1.5 ZnBOsTHO | 2704 | 0421
gtamioscld | 23538 | 1.80 MnSO¢HO 0.17] 101

glutamine | 482000 | 33.01|  NmSIOr8HO 140 | 492.84

gyoine | 42007 | 1.80 | (NHAsM0;024H0 1.24] 1.00

histidine-HCH,O | gag32 | 2.80 NH,VO, 085| 6.66

leoleucine | 4462 7.21 NSOBHO| o13| o4e

loeucine | 1380.75 | 10.39 SnChr2HeO 012] 053

tysine-HC! | 1456.80 | 8.00 AlCl8H,0 120 | 407

methionine ) 47708 | 320 AgNC, 047} 1.00

phonylaianine | gan.3a | 4.00 Ba(CoHhOih |  265| 9.08]

profiee | 55231 4.80 Krl pi42] 101

__sofme | 428470 | 12.04 CdClr26HO| 2281 99

threonine | 78202 | 840 CoClh8H:0 2.38 | 1000

typiophan | 204 | 128 CrCh 032) 202

tyrosine:2Na2H0 | g3zg2 | 3.18 _NeF 4.20 | 100.02

vaine | 74921 640 GeO, 053] 507

_ Kl 0.47] 102

Viaming | mgn | mm ROGH]  421] 1001

o ___ bistin 328| o0.01 ZOCkr8H0 3.22| o0

calclum paniothenats | 3902 | 0.08

cholne chioride A B Other

14328 1.08 r__oomgim_ pgl. | nm
folcackd | 4243 0.10 Hydrocortisone 288| o070

noshol | 20179| 1.42| Puteschne2HC!| 000 | 40,06
nicotinamide 32.02 0.28 linolelc ecld 238.95 120 |
pyridoxinesHCl | a282| p.18 thiocticmckl | p4063 | 4,08
riboflevin 3.60 | 0.0
thiamine-FICI Other
— 8522| 0.10 Components | _mgR | mM |
vitamin B12 . 0 D-glucose 3005

1.21 | o0.01 {Dextrose) | 33005.99 | 183.37

PVA | 2400.00

Inorgenic Safts | mon mM Nuceilin™ 80.00

KHPOs | 1835.00 | 12.02
MgSOsTHO | 17188| o070




WO 2006/026447

nongs
PCTNUS2005/030439

Table 12. Feeds on days 5-13. Modified Medium 6 contains no glucose or glutemine.

GuGIn | Modified Mediurn 8 + 43 g/L glucose + 4.82 g/ glutamine (control)
Gl Modiad Medium 8 + 43 g/ giucose + 4.82 giL ghitamate
GluAsp | Modiflod Madium 8 + 43 g/L glucoae + 4.30 g/L asparagine

GluGlyGin | Modified Medium 6 + 43 g/L glucose + 8.71 g/L glycyigiutamine

GluGlu | Modifled Medium 8 + 43 g/L galectose + 4.82 g/L giutamine

GalGlu Modified Medium 8 + 43 g/l galactosa + 4,82 p/l. giutamate

GalGin Modiiied Medium 6 + 43 g/L gaiacioss + 4.36 g/L. asperagine

GalGlyGin | Modified Medium 6 + 43 g/L galactose + 5.71 g/L glycyighstamine

"GulAsp Medium 8 + 43 gL giucose

Rerulty and Conclusions

feed media. Cell density was generally lower in the cultures fed with
glucose/glutamine, galactose/glutamine, or glucose only (Figure 20). Final vibility
was highest in the cultures fed with glucose only, followed by the cultures fed with
glucose/glutamate. The lowest visbility was seen in the cultures fed with glutamine
or asparegine combined with either glucose or galactose (Figure 21).

[00254] Day 14 titer was highast in the glucose/glycylglutamine and the
glucose/glutamate fed cultures at about 700 pg/ml. Titer was lowest in the
galactose/glycylglutamine and the galactose/asparagine fed cultures at about S00
pg/mi. Titer in the glucose/glutamine control was sbout 570 pg/ml (Figure 22).
[00255] The lowost ammonium levels were seen in the flasks fed with
glucose/glutamate or glucose only, The flasks fed with galactose/glutamats,
glucose/glutamine, glucose/glycylghitamine, and glucose/asparagine showed
intermediate levels of ammonium. The flasks fed with galactose/asparagine,
galactose/glycyiglutamine, and galactose/glutemine had the highest levels of
ammonium (Figure 23).

{00256] Glucose levels remained above 1 g/L in all flesks fed with galactose untll
day 11. From day 11 through day 14, the glucose in these cultures was never
completely depleted, remaining between 0.6 and 1 g/L, with no significant
differences between the different cultures.

[00257] Ghuoose lcvels increased in all flagks fixd with glucose or glucose
combined with another substrate until day 10. From day 10 through day 14 in these

61
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cultures, glucose levels remained fhirly constant and similar tp each other. On day
14 about 8.4 g/L glucose remained in the glucose/glutamate fid cultures and sbout
10.8g/L glucose remained in the cultures fed with glucose only.

[00258) Lactato levels roached a high of about 2.4 /L on day 5, when conditions
wero the same for all cells, and dropped to essantially zero In all cultures by day 14.
Lactste levels were highest from day 10 through day 14 in the glucose/ghitamine
control, but ware below 1 g/L during this timo (data not shown).

[00259] All conditions tested in this experiment resulted in higher cell density
than the control glucose/glutemine condition. All conditiona tested exxcopt the
galactose/asparegine condition resulted in higher final visbility than cither the
glucosze/ghutamine control or the galactose/glutamine fed condition. Titer in the
glucosa/glutamine control was sbout 570 pg/ml compared to a high of about 700
Kg/mi in the glucose/glycylglutamine fod condition and the glucose/glutamate fod
condition.

Example 7. Evaluation of a Glutamine Starved Batch Process for the Prodaction

of antl-GDF-8,
[00260] Typical fed-batch production methods require multiple fbeds over the
oulture period. These feads are designed to replace nutrienty in the medium thet
may have been depleted by the cells or may bave degraded during the batch. These
feeds create complications when the process is scaled up to bo used in larger
reactors, such as the need for an impeller jump (scc Figure 24). Furthermore, the
feeds dilute tho amount of anti-GDF-8 already seoreted into the culture and
therefore affect the harvest titer. The use of a batch process would allow
inoculation of the biorvactor at full volume, instead of st a partial volume so as to
accommodate the feods, whick would remove the necessity of an impeller jump and
groatly reduce any dilution effect on productivity.
[00261] Glutamine is one of the most important reasons that a fed-batoh approach
is used since it I not stable at 37°C and it had been thought that it needed to be
repleniahed during a batch culture. However, results of Examples 2, 5, and 6, in
which a glutemine starvation strategy was tested, showed a significant increase in
productivity compared to a conirol reactor that was fed glutamine. This result was
combined with the batoh process to creste s glutamine starvation batch process that
was testod In this Example.
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Materials and Methods

[00262]) Anti-GDF-8 colly wers grown in [L Bloreactors for 12 days according to
the following four growth conditions. Bioreactor parameters for alt conditions were
kept the same. Dissolved oxygen was maintalned at no lower then 23% of air
saturation by sparging with alr and pH was maintained at 7.00 by the additlon of a
solution containing sodium bicarbonate st 0.58 M and sodium carbonate at 0.71 M.
The temperature of all culturos was malntained at 37°C for the first four days of the
batch. On the fourth day of the batch tho tempersture of sl the bioroactors was
lowered to 31°C and maintained at this point for the duration of the batch, The
control and fed-batch cultures weye fied with 8%, 12%, and 8% tota! reactor volume
of their regpective feed media on days 5, 7, and 10, respectively.

{00263] 1) Control.
- Inoculation medium Medlum 7 (see Table 13).
- Feod Medium 8, fod on days 5, 7, and 10 (ses Table 13).
- Feed 5 mM of gluteamine on day 4.
- Lower the tomperature to 31°C on day 4.

[00264] 2) Fed-batch glutamine starvation,
- Inoculation medium Medium 7 with only 4 mM of glutamine (see
Table 13).
- Foeod Medium 8 without glutamine, fod on days S, 7, and 10 (see
Table 13).
- No glutamine feed on day 4.
- Lower the temperature to 31°C on day 4.

[00265] 3) Batch giutamine starvation.
= Inoculation medium new batch medium with only 4 mM of
glutamine (soe Table 13).
No feed medium.
No glutamine feed.
Lower the temperature to 31°C on day 4.
Add 5g/L of glucose on day 8.
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[00266] 4) Batch glutamine starvation supplemented on day 8,
- Inoculstion medium new batch medivm with only 4 mM of
glutamine (sco Table 13).

Table 13. Compositions of madia used,

No foed medium.

No glutamine feed.
Lower the temperature to 31°C on day 4.
Add 4g of glucose, 375 mg of Asparagine, 3 mL of 1 mM FeSO,

stock, 3.33 mL of § g/L Nucellin™ stack, 2.57 ml, of 36 mg/L
Hydrocortisone and 1.0 g/L Putrescine stock solution, 0,23 mL of
50 mg/L. Sodium Selenite stock, and 13.1 mg of Thiamine on day

MW __| Medium 7 |Madium 8| Batch media
Amino scids mM mM mM
L -Alanine 88.0 1,08 24 0.2
L- Amgining 174.0 0.84 13.2 4
| L-Asparagine-H;0 | 150.0 4,78 214 7.6
L-Anj ackd 133.0 240 8 1.85
L-Cysinine~HCi-
178.0 040 0 0.4
L-Cyntine-2HCI 313 _0.08 _1.875 1
L-Glutamic ackd 147.0 1.08 24 1.08
L-Ghimmine 148.0 13.00 7.6 4
Glycline 75.0 .28 24 1.54
|-Histidine*HC! %212.0 1.78 4.2 1.78
L-scleucine 131.0 4.78 10.8 2,83
L-leucne 131.0 _8.62 16.8 4.7
{ __ Lysine-HCI 182.0 B.20 12 5.2
L-Mathionine 148.0 1.88 4.8 28
L-Fhenylainine 186.0 2.80 8 22
L-proline 116.0 3.24 72 4.1
L-sering 105.0 8.80 18 8.0
| Ltweonine | 1180 | 432 | 98 | 32
L-tryptophian 2040 | 0.78 1.62 1.04
L-tyrosine
, 2Ne2H.0 2810 | 218 4.8 1,76
L-valine 1170 | 432 88 4
Vitamins uM uM uM

4(0
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__Blotin 244.0 8.3 204 11
D-Calclum
antothenate 476.0 48,00 1128 46.00

chofinechioride | 1380 | 8322 | 1548 B840
follc mcid 4410 | ©&88 144 58.8
iHnosttol 180.0 | 888 1580 81
ricotinemide | 1220 | 16817 38| 216 |
|_pyidoxine-HCl | 208.0 | 88.15 240 B8
pyridoxal-HC!I | 208.0 10 0 10
ribofiavin 3780 | 837 13.2 1.1
thiamine-HCI 3370 | 637 | 274.7 17
viamin 812 1356.0 4.8 12 18
| _Inorganic salts
NaC} 58.5 | 18.8 mM
KA1 748 | 42mM 419 mM |
CoCh 111__[ 1.06 mM 1.08 mM
Sodium Sslenita 173 27 ugh | e0upl. 60 ug/L
|_NaHPO,HO | 142 |468mM| 11mM | 4688 mM
| NayHPO, 138_ | 0.6 mM 0.3888 mM
_MgBO, 120 | 4.15mM | 1.05mM | 1.15mM
_MgCh 86| 0.3mM 0.3 mM
Fa80,+7 Z78_ BuM (24875uM| 9uM
| FO(NO0H0 | 404 [0.125uM 0.124 um
ZnBO,THO 267 | 9.2uM | 17uM | B2um
_CuB0, 180 0.06 uM |0.074 uM | 0.084 um
NaHCO, B4 23.86 MM 23.8 mM
Others
QGlucose 180 18l | 3830 15g/
Polyvinyl alcohol 2.68 24g0 258 gl
Hydrocortisone 363 |023mgA |043 mpl| 0.28 mgl
Putrescine-2HCI 161 GAmgh | 12mgh | 7.7mpl. |
Sodium pyruvate 110 500 uM 600 uM
inolekc acld 280 0.B1uM | 1.8uM 0.81 uM
thioctie aeld 208 2.7uM BuM | 27uM
Nucalfin ™ S4mgl {120 mg { 50 m
1000x Trace B 1.6miA [676miA.| 1.5mil
Results and Conclusions

[00267] Cell growth for the first 4 days was similar for the control and batch
processes, while the glutwmine starved fed-batoh process had a slightly lower oell
density and remained a little lower for the rest of the batch. Both batch processes
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mainteined higher cell densities for the duration of the batch, probably due to the
lack of eny significant dilution (scs Figure 25). Viabilities of all the cultures were
the same up to day 8. Howeves, it is intaresting 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 medijum could still be optimized since tho supplemented batch process had &
viability that was the same as the fed-batoh bioreactors (see Figure 26).

[00268] Cells cultured In either glutamine starved batch process or in the
glutaminoe starved fisd-batch process outperformed the same cells cultured in the
control fod-batch process in productivity. The control fed-batch process had a
harvest day titer of 685 pg/mL, as expected, while the glutamine starved fod-batch
process had n harvest titer of 1080 pg/mL, about 58% higher than the control. This
is similar to results seen previously. The ghitamine starved non-supplemented batch
process had a harvest day titer of 960 pg/mL, 40% higher than the control, similar to
the glutamine starved fed-batch process, while the supplemented glutamine starved
batch process had the highest titer at 1296 pg/mL. This is an 8934 increase over the
control (sce Figure 27),

[00269] When the inhibitor levels for the four conditlons were analyzed the
results showed that the lactate and ammonia Ievels fbr all three glutamine starved
processes were significantly lower than the control. In fict, after day 4, those three
conditions either stopped producing or siarted consuming lactate while the control
continued to produce lactate throughout the batch (sce Figure 28). As expected, the
ammonia Jevels wers much lower in the glutamine starved proocesses and declined
after day 4, while the control continued to produce ammonia (sec Pigure 29),
[00270] In this Example, combininga betch process with a glutamine starvation
sirategy resulied in a 40% improvement in productivity over the contrel fed-batch
process for anti-GDF-8 cells, The datn also suggest that with some optimization of
the batch medium, an almost 2-fold improvement in productivity can be attained.
This improvement in productivity can be attrfbuted to two fisctors. First, glutamine
starvation increases productivity either directly or by keeping ammonia and lactate
levels very low. Second, because of the absence of feeds, the tlter is not diluted
during the batch. Increased productivity together with the ease of operation inherent
in a batch process makes this an attractive option for producing recombinant
polypeptides.
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Example 8. Effects of Glutamine and Asparagine concentrations In baich media

on anti-GDF-8 cell culture process.
[00271] In Bxamples2, 5 and 6, it was demonstrated that glutamine stervation
conferred benefits on fed-betch cultures in two cell lines, including increased cell
growth, cell viability and titer as well as decreased production of Iactate and
ammonium. Asparagine also soems to play s role in batch media.

Materials and Methods
[00272] Anti-GDF-8 cells were cultured for twelve days in 1L Bioreactors in
modified Medium 9 with differing concentrations of glutamine and asparagine.
Base Modium 9 composition is listed in Table 14. Experimental variations on this
base composition are listed in Table 15. The cultures were incubated 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 temperature control problems. The oultures were shifted to 31°C on

glutamine, Cultures were measured daily for cell density, anti-GDF-B titer, Iactste
and ammonium levels.

Table 14, Composition of Medium 9,

Amino Acids | men | mm Trace Elements po|  nm]
alanine | 4780|020 Sodium Sslenite | g9, 18 | 400.00
erginine | gps.00 | 4.00 Fe(NOWs'8HO | 50,00 | 423.78
asparegine-H0 | 000,00 | 20.00 _ Cu80¢| 4024 8400
mparficucid | 21045 1.85 CuBO,-6HO |  pp.88 | 400.00
cysteine-HCFHO | 7040 ( o040 Fe80,7H,0 4170 | 15000
opsteine2HC | 48875 | 1.60 Z80,THO | 2840 | 8200 |
monosodium MnSO,H;0
gutamate | 33.80 | 020 1 338020000
gitamine | sa400 [ 4.00 Nas8l08H,0 | 284.07 | 1000
gyoie | 41560 ] 154 | (NHOMOw4H0 | 24720 | 200,00
histidine-HCFHO | 47480 | 228 NHVO, 2.34 | 20.00 |
laoleugine | s7p73 | 438 NiSO,-8H,0 528 20.00
leucine | 1p30.70| 7.87 SnClr2H,0 080 | 4.00
lysine*HCl | s4p140] 7.70 AC8H0 | o047 4.00
methionine | 387.40| 260 KBr 048] 4.00 |
Phenylslanine | 50700 3.07 CrCh | 15.88 | 100.00
profine | 53050 | 4.88 NaF 017 400
serine | 1062.00 | 10.02 GoOy 042 4.00
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‘Table 15. Glutamine and Asparagine conditions tested.

WO 2006/026447 PCY/US2005/030439
_treanie 80] 475 K] ss20] 200,00
typlophen | 27418 | 1.3 ROCI] 048] 400

lyrosine-2Na-2HO | 74575 | 2.88 HBO: | 12.37 | 200.00
vaine | 749.00| 6.40 Ul 0.17]| 4.00
Viamine | mgn | mu | OtherComponenta| ~ygn | om
__Dotn; 285, pot Hydrocortisone | 540.00 | 149
calolum pantothenaite | 2192 | 0.05 Putreacine-2HCI | 45000 | 93.11
cholne chioride | 45848 | 1.14 Unoleicacld | 290.00 | 1.04
follcackd | 2593 | 0.8 thiocticacld | 71800 348
_Inositol | 18398 | 091]
pyidonkHCI | 23| 0,01 D-glucose (Dexdrose) | 15000.00 [ 83.33
pyridoxnesHCl | 3843 | p.18 PVA{ 2580.00
riboflavin 241 001 Nucelin™ | 50,00
thismine-HCH | 3943| .12 Bodlum Pyruvete’|  g5.00 | n.50
vitamin 812 21.17 0.02 |
orgunic B8 | mon | mu]
CaCla| 11886] 1.08
_KCl| 31290 410
Ne;HPO. |  sse0| 0.0
NeCl} 1100.00 | 18.80 | :
NaHPOCHO | o454 | 488
Ma8Os | 13800| 1.15
MyCh| 2e50! 0.0
NaHCO; | 2000.00 | 23.81

Reactor ] [ Reactor2 | Reactor3 | Reactor 4 | Reactor 5[ Reactor 6
Cell line antl-GDF-8
Media Batoh media (Medium
Glunmine 1 mM 1 mM 1 mM 4 mM 4 mM 4 mM
levels
Asparsgine | 8 mM 12 mM 20 mM 8 mM 12 mM 20 mM
lovels
Seeding 0.3t0 0.35
density
(x10%ml) _
Feed media | Medium 5-Glutamine, 5% on Day 7
Culture Days | 12 B _
Tempemture | Day 6 Day 6 Duy 6 Day 5 Day 5 Day 4
shift (37-
31°C)
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Results and Concilusions
{00273]  Figures 30, 31, 32 sud 33 show the cell growth of anti-GDF-8 cells, enti-
GDE-8 titer, lactate lovels and ammonium levels, respectively, throughout the
courss of the experiments under the various experimental conditions.
[00274] Under eli experimental conditions, 4 mM glutamine is botter than 1 mM
glutamine at all the Asparagine levels tested. At comparable glutamine lovels, 12
mM and 20 mM saparagino conditions are bettor than 8 mM asparsgine conditions.
Decreased lactate and NH, levels were observed at the and of the culture for all
conditions tested,

Example 9. Effects of Glatamine snd Asparagine concentrations in batch medin
on anti-GDF-8 ceil culiure process.
[00275] In Example 8, it was demonstrated that Medium 9 containing an initial
concantration of 4 mM glutamine performs better than media containing 1 mM
glutamine, regardless of asparagine levels. This example demonstrates the effoct of
media containing 13 mM glutamine levels and various asparagine lovels.

Materials and Methods
[00276] Anti-GDF-8 oclls were cultured for twolve days in 1L Bioresctors in
modified Medium 9 with differing concentrations of glutamine and asparagine as
listed in Table 16, The cultures ware incubated 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 ance
with 5% by volume Medium 5 lacking glutamine. Cultures were measured
periodically for cell density, cell viability, Inctate, ammonium levels and glutamine
levels, anti-GDF-8 titer, and osmolerity.

Table 16. Glutamine and Asparagine canditions tested.

— Reactor1 | Reacior2 | RewctorS | Reactor4 | Remclor6 | Reactor |
Cell line snt-GDF8
Media_______| Baich media (Miedium 8)_ _
'g.ﬁlml' ine | 4mM 4mM 13 mM 13mM 1SmM 15 mM
L]
m:'lglna 20 mM 20 mM 20 mM 12mM 2mM 8mM
Seeding 0310 0.35
denelty
o1 0%m) - .
Fead _media | Medium 6 lacking gllemine, 5% on Day 7
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Culiure Days | 12 _ ey Ty T
Temporatre | Day 4 Day 4 Day 4 Day ny
shit {37-31"C)

Renults and Conclusions
[00277] Figures 34, 35, 36, 37, 38, 39 and 40 show the cell growth of antl-GDF-8
colls, percent viabllity of anti-GDF-8 cells, lactate levels, emmonium levels,
glutamine levels, anti-GDF-8 titer, and osmolarity, respeotively, throughout the
course of the experiments under the various experimental conditions,
[00278] Among ell the conditions tested, only Medlum 9 containing 13 mM
ghutamine and 20 mM asparagine showed significant adverse effects on oell growth
and titer. Ghrtamine is exhausted in all the cultures at approximately the samo 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 ghitamine and
12 mM asparegine, All culture conditions exhiblt decreased lactate and smmonium
lovels noar the end of tho culture, Ammonium lovels were highest in the culture
containing 13 mM ghutamine and 20 mM asparagine.

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

decrease In lactate xad ammonium levels In antl-GDF-8 cells cultured Iu Medium

9.
[00279] In Examples2, 5 and 6, It was found that cultures grown under
glutamine starvation conditions exchibit decreasod lactate and ammontum levels at
the end of the culture process. However, cultures grown in Medium 9 under non-
glutamine starvation conditlons still exhibit decreased lactate and ainmonium levels
at the end of the culture process. This effect was not obsarved in other media such
as Medium 1, where plutamine starvation appears necessary for the decreasod levels
of lactate and ammonlum, Mesdium $ and Medium 1 differ in the levels of
asparagine (20 mM In Mediom 9 versus 11 mM total in Medium 1 plus feed) and
acidic cystine (1.5 mM in Medium 9 versus 0.95 mM in Medium 1). This example
tests whether thess two components were respongible for the observed decrease in
the lactate and ammontum levels at the end of the culture.

Marerials and Methods
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[00280] Anti-GDF-8 cells 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 xt 8-
10x10%ml. Table 17 lists the various experimental conditions tested. Samples woro
taken daily and saved for titer analysis by Protein A HPLC,

Tablo 17. Asparagine and cysteine conditions tested.

Medls Gin (i) | Aan (mii} | Total Gin (mif) | Tetal Asn (mill) ]
Madium 5, 30%
Madium 1 bt - -] 1 fotal & mM Gin, day 4
Madium 5-Gin,
Methum 1 4 ] 4 1" 30% tolal
Madlum 8-0in,
Baich media (Medium 8) ] 20 4 7] oNduy?
Meodium 1+ 5 mM Asn + 0.5 mM Madium 8, 30%
Orim 13 10 . ] ) wtal & mM Oin, day 4
Medium 0§, 30%
Bafch media (Medium 5) 13 20 2 o oial 3 mM Gin, day 4

Note: Medium 5-Gln = Medium 5 lacking glutamine.

Rexnults and Conclusions
[00281] Anti-GDF-8 cells grown in Medium 9 exhibitad decreased lactate and
ammonium levels at the ead of the culture process, regardless of whether the
cultures were started with 4 mM or 13 mM ghitamine (seo Flgures 42 and 43). In
contrast, Medium 1 only exhibited deoreased lactate and ammonium levels at the
end of the culture process when the cultures were started with 4 mM glutamine (see
Figures 42 and 43), Addition of extra asparagine and cystine to Medium 1
containing 13 mM glutamine did not result in docreased lactate and mmmonium
levels at the end of the culture process (seo Figurcs 42 and 43),
[002B2] Cultures that exhibited decreased lactate and ammonium levels at the
end of the culture process (Medium 1 with 4 mM glutamine, Medium 9 with 4 mM
glutamine and Medium 9 with 13 mM glutamine) were also observed to have lower
total osmolarity at the end of the culture process (see Figure 47).
[00283] Medium 9 with 4 mM glutamine exhibited the highest anti-GDF-8 titer,
followed by Medium 9 with 13 mM glutamine fed on day 4 (soe Figure 46). Teking
the effect of dilution of the feed into acoount, Medium 9 containing 4 mM

n
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glutamine had oquivalent anti-GDF-8 titer to Modium 9 contalning 13 mM
glutamine.

Example 11. The effect of amino scid and vitamin levels oa the observed

decrease in lactate and ammoniam levels [n ant-GD¥-8 cells cultured in Medlum

9.
[00284] Example 10 tested whether difference in the aspamgine and oysteine
levels between Medium 1 and Medium 9 were responsible for the observed decrease
in lactate and ammonium levels at the end of the culture prooess in Medium 9 that
was not starved for glutamine. It was determined that theso factors were not
responsible for tho observed decrease. Medium 1 and Medium 9 also differ In their
amino acid and vitemin concentrations. This examploe tests whether differences in
amino acids and vitamin concentrations between these two media are responsible
for the observed docrease,

Materials and Methods

[00285] Anti-GDF-8 cells were cultured in 1L BioReactors for 12 days. Cells
wero initially cultured at 37°C and were shifted to 31°C on day 4 at §-10x10%m!.
Table 18 lists the various experimental conditions tested, Amino acids, vitamins,
hydrocortisone and putrescine, trace elements E (composition listed in Table 19)
and iron were added to tho various experimental Medium 1 conditions such that the
levels of these components were equal to the levels in Medium 9. Samples were
taken daily and saved for titer analysia by Protein A HPLC.

Table 18. Amino scid and vitamin conditions tested.

Todia Gl (i) Asn(milj  Fesd Gay® Dmy7  Dayi0  Day i |
0% Medhum  $2% L
Madhum 1 ” §  MotianS30% ol EmMOIndey4 & Medum§ Medum B
8% Medum  12% %
Medum +AA 13 16 Medkm530% kil EMMOIn,dey4 3 Medum® Medum B
Medum 8% Medum  12% L
TVILHP.E Fo 7 8  MedmB30%iial GmMGin,dey4 5 Medlum® Medum 8 4piL giucose
0% Modlum  12% ™%
Medium 1+al 1] 18 Modum530% fclsl EmMGinday4 8  Modum® Medium 3 4l gluoss
Medium © with 13 mM BY Mecham  12% L
Gin 17 20 MeumB330%bial mMGRdsy4 B MedumB Modum 3




WO 2006/026447

nnn;a/ AA

Note: AA = Amino acids, H/P: = 0.036 mg/mL hydrocortisone, 1.08 mg/mL
Putreacine-2HC), E: Trace Elements E.

Table 19: Composition of Trace Elements E.

“Trece Eements | o | o
{NH)8Mo;0p4H,0 123,60 | 100.00
AlCh8H,0 048] 200
FBO, 818 | 100.00
CrCh 782 | s0.00
| CuS0,5H,0 49.84 | 200.00
| Ge0y 021| 200
KBr 024] 200
[0 18.80 | 100.00
LiCi 008| 200
Mn8O,H,0 16.90 | 100.00
NegSI0;+0H,0 142,03 | 600.00
NaF 008| 2.00
NHVO, 117{ 10.00
| NISO,6H,0 283 | 10.00
RbCl 024] 200
8nClr2H0 045| 2.00
Sodium Selenits __34.68 | 200.00

Results and Conclusions

[00286] Al conditions tested exhibited decreased lactate and ammonium lovels at
the end of the culture process except for Medium 1 containing added amino acids,
indicating that inoreased amino ecid levels in Medium 9 compared to Medium 1 are
probably not responsible for the decreases in lactate and ammonium lovels (seo
Flgures 49 and 50). H.owever, Medium 1 containing added vitemins,
hydrocartisone and putrescinoe, trace clements E and iron exhibited lower lactato and
ammonium levels at the end of the culture process compared to Medium 1
conteining added amino aclds (see Figures 49 and 50). This Indicates that these
components may be responsible for the observed decreases in Medium 9.

[00287) Cultures grown in Medium 1 containing edded vitamins, hydrocortisone
and putrescine, trace olements B and iron exhibited the lowest levels of ammonium
throughout the experiment due to the lower total amounts of asparagine and
glutamine in the starting media (see Figure 50).
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Exapple 12. The effect of vitamin, trace elementis E and iron Jevels on the

observed decrease in lactate and atnmonium levels in anti-GDF-8 cells culturod

in Mediom 9,
[00288] In Example 11, it was determined thet the increased levels of vitamins,
hydrocortisone and putrescine, trace olements B snd iron in Medhum 9 relative to
Medium 1 might be responsible for the decrease In lactate snd sammonium levels
obacrved at the end of the culture process. Hore, these components were tasted
individually end in combination to determine which, if any, were responsible for the
observed decroase,

Materials and Methods
[00289] Anti-GDF-8 cells were cultured in 1L BioReactors for 12 days. Cells
wers initially culturcd st 37°C and were shifted to 31°C on day 4 at 8-10x10°
colls/ml, with the excoption of Madium 1 containing trace E elements, which were
shifted on dey 4 at about 6x10° cellw/m!. Tablo 20 lists the various experimental
conditions tested. Hydrocortisone and putresoine were added to all Medium 1
conditions such thet tho levels of theso components were equal to the levels in
Medium 9. Vitamins, Trace elements E (composition listed in Table 19) and iron
were added to the varlous experimental Meadium 1 conditions such that the levels of
these components were equal to the levels in Medium 9. Samplos were tuken daily
end saved for titer analysis by Protein A HPLC.

Table 20. Amino acid and vitamin conditions tested.

— Vi VempRR Dy i Dyl
Madhum § 30% % Madium

Madium 1+Fy 13 18 ot day 4 8mM Gin, day 4 B Nedium 0 8% Mediu
Madium 5 30% 8% Madiun

Madium 1+E 12 18 tobal duy 4 §mM Qin, day 4 ] Madium 5 8% Madiu
Madhan 8 30% 8% Madhim

Madkan 14V 13 18 total duy 4 8 mM Gin, day 4 ] Madhun B 8% Madiu
Machum § 30% 8% Medium

Modhum 1+Fe+E 13 ) 18 [ -] day 4 5 mM Gin, day 4 ] Madum B 8% Mediu
Madium 3 30% 9% Madln

Maum 1+FetVit 13 18 1ol day 4 BmiM Gin, day 4 ] Madium 3 8% Madiu
Medium 3 30% 8% Madhum

Madium 1+E¥VI 13 10 ohal day 4 5 mM Oin, day 4 [} Madkon 8 3% Madiu
Madum ? with 13 Madium § 30% 8% Maghm

mM Gin 13 folal duy 4 5 mM Gin, duy 4 [] Madium B 3% Madiu

By 7 Dy ¥
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Note: E: Trace Elements E, -

Results and Conclusions
[00290] Of all the conditions tested, anly Medium 9 containing 13 mM glutamine
and Medium 1 containing trace elements B cxhibited decreased levels of Iactate and
ammonium at the end of the culture proceas (see Figures 54 and 55). It should be
nated that the decreased lovols observed for Medium 1 containing trace clements B
conld be due to the fact that this culture was temperature shifted when the cells were
at about 6x10° cells/mL.
[00291] Medium 9 containing 13 mM glutamine exhibited higher anti-GDF-8
titer than any of the Medium 1 formulations.

Example 13, Comparison of Mediumns 1,3 and 9 on cell growtk and antl-GDF-8
titer.
[00292] This experiment was performed to measuro the differences in cell growth
and antl-GDF-8 titer uaing Mediums 1, 3 and 9.

Muaterials and Methods
[00293] Anti<GDF-8 cells were cultured in various media and under foeding
conditions as listed in Tablo 21, Pertinent madia information is listed in Table 22,
Cells wero grown in 1L Bioreactors for 12 days and were shifted from 37°C to 31°C

on day 4.

Table 21. Media and feed conditions tested,

" Foud
Mol Asn | Gin | Dey3 | Deyd Day § Duys | 7 10 b
3.7% Meslum ) 3.35% Medium [3.5% 3.3% Madium | 10% Medium 2.3% Madhun
Medum3 | 14mM] 4mM 8GN | sain &Gin 5Gin |
2.3% Maciun | 3.5% Medium |9.9% Medium |3.3% Medium | 10% Medium 2.3% Medium
Madium 3 | M4 mM | 4mM 5-0ln _8Gn | son &3h B-Lain &Gin #Gin
B% Madhm B+ 12% Madium
| Machum 1 | 14 mM | 4 mM Gin 30in MGin
| Machum§ | 20mM ) 4 mM _Sn

[Z0mM ) SmM | __
Note: Medlum 5-Gin — Medium 5 lacking glutamine.

Table 22. Media summary.,

15
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Moda | Asa | am Feed AABtartingWrolah | loa/Tolsl AA

Mechm |14mM | 4ma |  34% Medium 8-Gin 34 mM /84 178

20mM | 4q Msdium 1,4 rmd /54.3 mM T2

Machon 1 | 14mM | 4mbt | 31.5% Medum 500 78 mM /98.4 mM 74

Note: Medium 5-Gln — Madium 5 lacking glutamine,

Results and Conclusions
[00294]) Anti-GDF-8 cells cultured in Medium 9 cxhibited the highest cell
density end anti-GDF-$ titer, while anti-GDF-8 oclls cultured in Medium 3
exchibited the lowest cell donsity and anti-GIDF-8 titer (sec Figures 57 and 38). The
fact that Medium 9 produces superior resulty than Medium lindicates that it is better
to provids the media components In the starting modia rather than supplying them
through multiple feeds. Additicnally, 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 superlor results than providing
amino aoids In concentrations less then about 70 mM. Finally, providing amino
aclds in concentrations greater than about 70 mM in tho starting media results in the
highest coll densities and titers (compare Madium 9 vs. Medium 1).

Exampls 14. Statistical analysis of optimum total glatamine and asparagine

levels in Medinm 9 for anti-GDF-8 cell culture in Bioreactors.

Materials and Methods
[00295] Anti-GDF-8 cells were grown In 1L Bioreactors and were shifted from
37°C tv 31°C on the days indicated in Table 23. Final titers wers subjected to a T-
test in order to determine the optimum level of glutamine slone and the optimum
lovel of total combined glutamine and asparagine. Table 23 summerizes some
relevant experimental conditions and end results for anti-GDF-8 cells grown In
Medlum 9.

Table 23, Relevant experimental conditions and end results for anti-GDF-8 cells

grown in Medium 9,
; W} ' Triter 200 n ABD
(1L ¥] 051 1 (]
— @st1 | 6N ) ]
T 0.8 1 13 |
r) 13

g| o s
3

1184
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4 5% Medum 5-Gin ™8 004 1 21
3 G% Medum 5-Gin 2028 | 108 | 1@ B R
s SlWedumeGin | 108 | 100 4 1]
4 DXk Medmoom | &1 | 140 ry 3
4 % Madhum 8-Gin 4 I
4+ SEMemoanm | a8 | 120 4 K1
% % Medum 5Gn T A ) (1)

4 5K Vistm 5-Gin 18087 134 o ~ 13
4 0% Madum $-Gin 07091 o0 | 13 1]
4 o% Wedum oG | 10884 | 0OB8 (1] 7]
7 A Wedvmban | w0mE® | 080 ] ]
4 A, O, % Medum 5Gin Va2 | 0B1 | 23 (1]
4 A, Gin, 5% Medium §-Gin [ IF ] T Y
4 Madkm 8, 30% total, 8 mM Gin

day 4 ws4 o.81 s 2
3 Madmb, Sm Gln
duy 4 o3 0.81 .8 ]

Note; Medium 5-Gin — Medium 5 lacking glutamine.

Results and Conclusions,
[00296] Figure 59 shows extrapolated anti-GDF-8 titers for various levels of
glutamine alone and total combined ghutamine and asparagine. Tablo 24 shows the
results of a T-test comparing normalized titer of glutamine levels between 2 and 15
mM and ghutamine levels outside this range. Table 25 shows the results of & T-test
compering normalized titer of combined glutamine end asparagine levels between
16 and 36 mM and combined ghitamine and asparagine levels outside this range.
[00297] Both T-test results indicated significant differencos in anti-GDF-8 titers
between the two groups that were compared, Cultures grown in Medium 9
containing between 2 and 15 mM glutamine and between 16 and 36 mM combined
glutamine and asparagino exhibited higher anti-GDF-8 titers than cultures grown in
media with glutemine and combined ghitamine and asparagine levels that fell
outside these ranges. In all experiments, asparagine levels were grester than 9 mM.

Table 24, T-Test results comparing normalized titer of 2 mM<Gln<]15 mM versus

Gin>15 mM, Gin<2 mM conditions.
Normallzed Titer Gin>15, Bin<2 | 2<GIn<1s
Mesn 0.724840817] 1.03314748%

ce 0.013326855 0.0388341
hs 1
Varlance 0.028537381
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Hypothesized Mean Differs
3
ﬁ?ut -3.839781
P(Test) one-tail 0.00085821
} Critical one-tall 1.73
P fwo-iall D.00131243
} Critical two-tail 2 108818524|

Table 25. T-Test results comparing normalized titer of 16 mM<Glin+Asn<36 mM
versus GintAsn>36 mM, GimrAsn<16 mM conditions.

Normaltzed Titer Asn+Qin>38, Aan+Gin<is [e<Asn+Gin<is
_0.735008584] 4.0270711
001208114 0.04150408
utions 1
Pooled Varlance 0.09111
eslzad Meah Differsnce
1
Stat 4.430:1551%7
(T<wt) one-tull 0.001430261
Critical one-tal 1.7
<o) two-tull 0.002880561
Critical two-ta¥ 2.108818

Example 15, Effects of Medium on Cell Culture.

[00298] This example investigated the performance of three ccll culture medium
variations st intermediate scale utilizing high density seed cultures, All of the media
tested were expocted to show improvements over the Phase 1 medium (Medium 10
fed with Medium 11 feed medium), based on small acale bloreactor data.

Materials and Methods

[00299] CHO cells expressing & humanized anti-Abeta peptide IgG1 monoclonal
antibody (“anti-ABeta cells™) were tested in various media, as shown In Table 26
(sec Basi ct al., Humanized Antibodies that Recognizo Bete Amylold Peptide,
WO002/46237). The pH low end set point wes 7.0 controlled with 0.95M NazCOs +
0.05M KaCOs, exoept for Phase 1, which was controlled with a solution containing
sodium bicarbonate at 0.58 M and sodium carbonats et 0.71 M. Dissolved oxygen
was controlled at 30% by sparging on demand with alr, agitetion was at 60 rpm, and
the feed medium was Medium 5§ (with or without glutamine, a3 noted). All cultures
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were grown at 130L scale except for 03P49B501, which was grown st 500L scale.
In brief, Medium 1 is enriched in all nutrients, without consideration for relative
uptake rates, while Medium 12 was balanced by removing epperently unnecessary

nutrients from the indiscriminately enriched version. The compositions of Madiums

10, 11 and 12 are listed in Table 27.

Table 26. Initial medium, feed quantitics and sced sources for Pilot runs.

Satch No. | Owseription | initial Amount | Gin Ssed Seed Density
Modium Fed fod? Source {Viables/mL)

1 Phase 1 Madium 10 3% Yes | Wavebags | o02x10°

2 Rich Medium, | Medium 1 10% Yos | Wave bags 02x 10
High Gin (1)

3 Rich Med, Medium 1 18% Yea | Wave bags o2x10"
High Gin (2)

4 Rich Med, Mextium 1 16% No | Wave bugs 02x10"
Lower Gin

5 Balanced Mad, | Madium 12 10% No | Wavebage 02x10"
Low Gin {1)

8 Bal Mad, Low | Medium 12 0% No | Wave bags 02x10*
Gin {2

7 BalMed, Low | Madium 12 % No High 20x 10"
Gin, Denes denalty
Send Bloreactor

* The Phase 1 proceas was fed with Medium 12, which is not as rich as Medhum 5.

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

Medium 10 Medlum 11 Mediam 12
AminoAckds | mgn | mm| mgi! mM mgh| mM
alanine | 2487| 028| 14248| 1.80 1780 | 020
amginine | 42343| 243| 162884] &70| eom00| 4.00
asparagine-H,O | 47300 1.18| 108080 7.20[ 1s00.00] 10.00
mpaicacd | s272| p40] 63240 400) 21945] 185
cysisine-HCHO | 7001 | p.40 7040 | 040
oatoine2HCI |  g20p] 020 47000] 1.50) 31280] 1.00
gtamicecd | 4108 o028| 23538 1.60
monosodium T
3380 | 020
gstamine | 449240 | 7.06] €00000| 41.40| 58400 400
gycine |  3592| 048] 12007 80| 11650] 1.54
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histdine-HCHO |  7527| o038| s588.32) 280/ a3pe60| 178
Woleucne | 15160) 1.48| o4462| 721| 37073} 2.83]
leucine | 47289 | 132 1380.76] 10.38| 81570] 470
tyoine"HCl| 21838 | 1.20| 1468.80| 8.00] o4640| 620
methionine |  5355| 036) 477.08] 320] ssyan| 260
phenyialanine | og81| 080 @8038| 400 38300 220
pofne| ge40| 0B4| 56231| 480| 47150]| 4.0

__srine | oy307( 260| 126470 12.04| 003.00( B.60
theonine | 43081| 142| 782.02] e40| 3e080| 320
byptophan | 2pgp| o044 280.54] 128| 21218 1.04
fyrosine-2Nm2HO | 14510| ob58| 83282| 3.18| 45675] 175
valine | 43147] 9.412| 74021 840| 48800 4.00

Vieming| mgh | pM| mgnl| yM| mgh| )

biotin o3| 149 328 1346 288 11.00] -

caiclum pantothenaie 403 | e4r| 3s02] 7e.87 21,63 | 48.08
cholnechlorids | 1811 11502| 14328 1030| 118.78 | 840.00
follc ackd 478) 1080| 4243) pe22| 2503| 58.80

Inositol | 208442670 20171] 1120] 183.08| 911.00
nicotinamide | 381 | 2062] 320228244 28.23] 215.00

pyridoxakHCI 199] 083 203 | 10.00
pyridoxine-HCI 187] 810! 3282 ] 160.31 18.13 | 88.00

riboflavin 040 | 1.08 360 | 058 041] 110
thiamine-HCl 392 1184] 382210451 3943 117.00

vitamin B12 1.4 o099| 1121] szr| 1067] 780

morganicBeakts | mpn | mM| mgr| mM| mgr| mm
CaCle| 44578{ 104] 1132r] 102] 11688] 1.05

KCI| 31084] 447 312.80| 4.1

KH,PO, 1840.00 [ 12.06
NaHPO4 |  70.81| 0.60 8660 | 0.40

NaCl| 3704.98 | 83.44

NaHPOCHO | 41453 | o9 645.04 | 4.88
Mg8Cs | 4870 041 138.00 | 1.15

MgB0,7H,0 8s0] 003) 47000] o0.89
MgCh| 2853| 030 _2850| ©0.30
NaHCOs | 4220.00 | 14.52 2000.00 | 23.81
——— — 1
TrceElemints | ~ pon | oM |  ponl| ow
Sodium Selenite 7.00| 4049 |  40.00 | 231.35 563.85 | 310.27
Fo(NO)»8HO |  4p.p8 | 123.42 50.00 | 123.78
CuS0, 097 | e.08 344 | 21.51 10,00 | 62.60
CuBO6 749 | 30.00 7.49 | 30.00 49.04 | 200.00
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FeSO¢7H,0 1642 2634 | 9115 3368 | 12000
ZoBOSTHO |~ 1383 | 4 zro4 ] o421] 2m40] 0188

MnSO,HO 0.17 017) 1.01 16.00 | 100.00
Nag8I0;8H,0 140 | 4

R
-l

1
|

-
L=
—

;

| NaSiOyH0 40 |492.8¢| 140.00 | 49284 14208 | 600.00

(NHOMoOw4HeO |  124] 100| 124]| 100} 12360( 100.00

_NHVO, 065| 558 0.85| 6.5 147!  10.00

NISO~6H,0 013| o048| ©013| o048 263 | 10.00

8nCl+2H,0 0.12| 053 0.12| 0.53 046 | 200

AlC}=0H;0 120 | 407 048 | 200 !

AgNO, 017 | 1.00
Ba(CzH:O)e 265 @08

KBr _12]  1.01 024 200
CdCly2.5H,0 228) 9.08
CoCl6H0 2,38 | 10.00

Crch 032] 202 7.92] 50.00

NeF _4.20 | 100.02 o8| 200

GoOa 0.63| 8.07 o21| 200

_ K 017] 102| 1e80! 100

___ R 1.21 | 10.01 024| 200
Zr0CH-8H,0 322! poe

H3BO, 6.18 | 100.00

et 008! 200

Other Components |__wgt |  pM| M| pgh | pM

Hydrocorisone | psqo| 24| 288.00| o079 380.00] 0.9

Pulreecine2HCT | o490 | 1539  B0o00 | 4988 10000] 6207
noleicacld | s5669| 020]| 338.26] 1.20] 20000! 1.4
thiocticmeld |  §41.79! o089| B4083| 408| 718.00] 348

| OtherComponents | mgiL | mM| m mi| mgL| mm
D-glucose (Dextrows) | 11042 24 | ©1.35 | 43005.99 | 238.92 | 15000.00 | 83.38
PVA | 2520.00 2400.00 2660.00
Nucsifin™ 14.00 80.00 80.00
Sodium Pyruvats |  g485 | 050 55.00 |  0.50
Results and Conclusions

[00300] Medin changes led to steady improvement through the course of these
cxperiments. In terms of cell growth, viability, reduced lactate levels, reduced
ammonlum levels, and titer, reduced glutamine lovels were better than elevated ones
(so0 Figures 60-64) end balanced (batch) medium was better than rich medium
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Claims
What Is claimed is:

1. A method of producing TNFR-Ig in a large-scale production cell culture
comprising tho steps of:

providing a cell culture comprising;

mammallan cells that contain & gene encoding TNFR-Ig, which gene is
expressed under condition of cell culture; and
a medium containing glutamine and having & medium charcteristic

selected from the group congisting of; (i) e cumulative amino acid amount per unit
volumo greater thean sbout 70 mM, (ii) a moler cumulstive giutamine to cumuistive
asparagine ratio of less than about 2, (jii) a molar cumulative glutamine to cumnulative
total amino acid ratio of less than about 0.2, (iv) 8 molar cumulative inorganio ion to
cumulative total amino acid ratio between about 0.4 to 1, (¥) a combined cumulative
amount of glytaminc and asperagine per unit volume of greater than about 16 mM,
and combinations thercof}

maintaining said culture in an initisl growth phase under a first set of culture
conditions for a first period of time mufficient to allow said cells to reproduco to 8
viable cell density within a range of about 20%-80% of the maximal possible viablo
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 culturo
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 TNFR-Ig accumulates in the cell
culture.

2. A method of producing TNFR-Ig in & large-scale production cell culture
comprising the stops of!
providing a cell culture comprising;

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

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

sald medium contalning glutsmine; md
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sald medivm having two medium characteristios selected from the
group comslating of: (1) a molar cumulative glutamine to cumulative
asparagine ratio of less then sbout 2, (ii) a molar cumulative ghutamine to
oumulative total emino acid retio of less than about 0.2, (ili) a8 molar
cumuletive inorganic ion to cumulative total amino acid ratio between about
0.4 to 1, (iv) a combined cumulative amount of glutamine and asparagine per
unit volume of greater than about 16 mM, and combinationa thereof;
maintaining said culture in an initial growth phase under a first set of culture
conditions for a fimt period of time sufficient to allow said cells to reproducs 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 loast one of the culture conditions, so that a second set of culture
conditions is applied;
maintaining said culture for a second perlod of time under the second set of
conditions and for a second period of time so that TNFR-Ig accumuiates in the cell
culture,

3. A method of producing TNFR-Ig in a large-scale production cell culture
comprising the stops of:
providing a cell culture comprising;
manunalian cells that contain a gene encoding TNFR-Ig, which gene is
expreased under condition of cell culture; and
a medium containing a moler cumulative glutemine to cumulative
asparagine retio of less than about 2; and
sald medium containing glutamine; and
said medium having two medium cheracteristics selected from the
group consisting of: () a medium contalning a cumulative amino acid amount
per unit volume greater then about 70 mM, (li) a molar cumulative glutamine
to cumulative total amino acld ratio of less than about 0.2, (1if) a molar
cumulative inorganic ion to cumulative total amino acid ratio between about
0.4 to 1, (iv) a combined cumulative amount of glutamine and asparagine per
unit volume of greater than about 16 mM, and combinations thereof;
maintaining said culture in an initial growth phase under a first set of culture
conditions for a first period of time sufficient to allow said cells to reproduce to a
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viable cell 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 loast one of the culture conditions, so that a second set of culture
conditiouns is applied;
maintaining sald culture for & second period of time under the socond sot of
conditions end for a second perlod of time 0 that TNFR-Ig accumulates in the cell
culture.

4, A method of producing TNFR-Ig in & large-scale production cell culture
comprising the steps of .
providing & celf outture comprising;
mammalian cells that contain a gene encoding TNFR-Ig, which gene is
expressed under condition of cell culture; and
a medium confaining a molar cumulative glutamine to cumulative total
amino acid ratio of less than about 0.2; and
said medium containing glutamine; and
seid mediom having two medium characteristics selected from the
group congisting of: () & medium contalning a cumulstive amino scld amount
per unit volume greater than about 70 mM, (ii) a molar cumulative glutamine
to cumulative asparagine ratio of less than about 2, (iif) 2 molar cumulstive
inorganic ion to cumulative total amino acid ratlo between about 0.4 to 1, (iv)
a combined cumulative amount of glutamine and asparagine per unit volume
of greater than about 16 mM, and combinations thercof;
maintaining sald culture in an initial growth phase under a first set of culture
conditions for a first period of time sufficient to aliow said cells to reproduce to a
viable cell density within a range of sbout 20%-80% of the maxima) possible vieble
oell density if said culture were maintained under the first set of oulture conditions;
chanpging at Jesst one of the culture conditions, so that a second set of culture
conditions is applied;
maintaining said culture for  second period of time undor the second set of
conditions and for a second period of time so thet TNFR-Ig accumulates in the cell
culture,
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5. A mothod of producing TNFR-Ig in a large-scale production cell culture
compriging the steps of
providing a cell culture comprising;
mammalian cells that contain a gane encoding TNFR-1g, which gene is
expressed under condition of cell culture; and
a medium containing a molar cumulstive inorganic lon to cumulative
total amino acid ratio betwoen about 0.4 o 1; and
sald medium containing glutamine; and
said medium having two medium cheractoristics selected from the
group conaisting of: (i) 8 medium containing & cumulative amino acid amount
per unit volume greater than about 70 mM, (ii) a molar cumulative glutamine
to cumulative asperagine ratio of less than about 2, (1if) a molar cumulative
glutamine to cumylstive total smino acid ratio of less than about 0.2, (iv) &
combined cumulative amount of glutamine and asparagine per unit volume of
greater than about 16 mM, and combinations thereof;
maintaining said culture in an initial growth phase under a first set of culture
cenditions for a first perlod of time sufficient to allow said cells to reproduce to &
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 culiure conditions, so that a second set of culture
conditions is epplied;
maintaining said culture for a second period of time under the second set of
conditions and for a second period of time so that TNFR-Ig accumulates in the cell
culture,

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

mammallan cells that contain a gene encoding TNFR-Ig, which gone iz
expressed under condition of cell culture; and

a medium oontaining « combined oumulative amount of glutamine and
asparagine per unit volume of greater then about 16 mM; and

said medium containing glutamine; and
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sald medium having two medium characteristics selected from the

group consisting of: (i) a modium containing a cumulative amino acid emount

per unit volume greater than about 70 mM, (ii) a molar cumulative ghitamine

to cumulative asparagine ratio of lcas than about 2, (iii) a molar cumulative

glutamine to cumulative total amino ecld ratio of less than about 0.2, (iv) a

molar cumulstive 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 culture
conditions for a first period of time sufficlont to allow said cells 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 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 that TNFR-Ig accumulates in the coll
culture.

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: (i)
temperature, (1i) pH, (jil) osmolality, (iv) chemical inductant level, and combinations
thereof.

8. The method of claim 1, wherein the initial glutamine concentration of said
medium is Jess than or equal to 13 mM.

9. The method of claim 1, wherein the Initial glutemine concentration of said
medium is less than or cqual to 10 mM.

10.  The method of claim 1, wherein the initial glutamine concentration of said
medium is jess than or equal to 7 mM.

11,  The method of olaim 1, wherein the initial glutamine concentration of said
meodium is [ess than or equal to 4 mM,
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12.  The method of olaim 1, wherein the 'total cumulative smount per unit volume
of glutamine of said medium is less than or equal to 13 mM.

13, Themethod of claim 1, whersin the total cumulative amount per unit volume
of ghutamine of said medium is less than or equal to 10 mM.

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

15,  The method of claim 1, wherein the iotal cumulative amount per unit vohrme
of glutemine of said medium is less than or equal to 4 mM.

16.  The method of claim 1, whereln glutamine is only provided In the initial
medium at the beginning of the cell culture.,

17.  The method of ¢laim 1, wherein the concentration of soluble iron in the media
is greater than 5 uM.

18.  The method of claim 1, wherein viable cell density of said culture [s measured
on a perlodic besis.

19.  The method of claim 1, wherein viability of seld culture is measured on a
periodic basls,

20. The method of claim 1, wherein sald lactate lovels of said culture iy measured
on a perlodic basis.

21.  The method of claim 1, wherin said ammonium levels of said culture is
measured on a periodio basls.

22, Themethod of claim 1, wherein said titar of said culture is measured on a
periodic basis.



nongs” qv\

WO 2006026447 PCT/US2005/030439

23, The method of claim 1, wherein osmolarity of said culture is measured on »
periodic basis.

24.  Thomethod of claims 18-23, wheroln said measuroments ere taken daily.

25.  Thoe method of claim 1, wherein the initial density of said mammalian cells is
at Jeast 2x10? cells/mL.

26.  The method of olaim 1, wherein the initial density of said mammalian cells is
at least 2x10° cells/mL.

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

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

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

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

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

32.  The method of claim 1, wherein the step of providing comprises providing at
least 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, Themethed of claim 1, wherein the step of providing comprises providing at
least about 5000 L of & culture,
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35, The method of claim 1, whersin the step of providing comprises providing at
least about 8000 L. of a culture.

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

37. The method of claim 1, wherein the step of providing comprises providing at
least about 12,000 L of » culhure.

38, The method of claim 1, wherein said first set of conditions comprises a first
temperature range that is approximately 30 to 42 degrees Colsius.

39,  The method of claim 1, wherein said first set of conditions comprises e first
temperature rango that is approximately 32 to 40 degrees Colsius.

40. The method of claim 1, wherein maid first sct of conditions comprises a first
temperature range that 13 approximately 34 to 38 degroes Celsius.

4],  The method of claim 1, wherein zaid first set of conditions comprises & first
temperature range that is approximately 36 to 37 degrees Celsius,

42, Tho method of olaim 1, wherein said first set of conditions comprises a first
temperature range that is approximately 37 degrees Celsius.

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

44,  The method of clalm 1, wherein said second set of conditions comprises a
second temperature range that 1s approximately 27 to 38 degrees Celsius.

45, The method of claim 1, wherein said second set of conditions comprises a
second temperature range that is approximately 29 to 35 degrees Celsius.
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46.  The method of claim 1, wherein said second set of conditions compriscs a
second temperature range that is approximately 29 to 33 degrees Calsius.

47. The method of claim 1, wherein said second set of conditions compriscs a
second temperature renge that is approximately 30 to 32 degrees Celsius,

48. The method of claim 1, wherein sald second set of conditions comprises a
second temperature range that is approximately 31 degrees Celsius.

49.  The method of claim 1, further comprising a second changing step subsequent
to first said changing st least one of the culture conditions comprising changing st
least one of the culture conditions, so that a third set of conditions is applied to the
culture.

50. The method of claim 49, wherein the second changing step comprises
changing at least one oulture condition selected from the group consisting of: (i)
temperature, (i) pH, (1il) osmolality, (iv) chemical inductant level, and combinations
thereof.

51.  The method of olaim 49, wherein said third set of conditions comprises a third
temperaturc range that is approximately 25 to 40 degrees Celslus.

52. 'The method of olaim 49, wherein said third set of conditions compriges a third
temporature rangoe that is approximately 27 to 37 degreos Celsius.

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

54, The method of olaim 49, wherein said third set of conditions comprises a third
temperature range that Is approximately 30 to 32 degrees Celsius.

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

56. Tho method of claim 1, wherein sald 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 fs between 3-5 days.

59. The method of claim 1, wherein said first period of time is epproximately 4
deys.

60. The method of claim I, wharein said first period of time is approximately §
days,
61.  The method of cleim 1, wherein said first poriod of time is approximately 6
days.

62.  'The method of claim 1, wherein the total of said first period of time and said
socond period of time is &t least S days.

63.  The method of olaim 1, wherein in the step of maintaining sald culture for a
second period of time, the lactate level decreases subsequant to the lactate level in the
culture reaching a maximal level.

64.  The method of claim 1, wherein In the step of maintrining sald culture for a
seoond period of time, the ammonium level decreases subsequent to the ammonium
level In the culture reaching a maximal Jevel,

65.  The method of claim 1, wherein seid total amount of said produced TNFR-Ig
i at least 1.5-fold higher that the amount of TNFR-Ig produced under otherwise
identical oonditions in otherwise identical modium that lacka said medium
characteristic.

66,  The method of claim 1, wherein said total amount of said produced TNFR-Ig
is nt Jeast 2-fold higher that the amount of TNFR-Ig produced under otherwise
identical conditions in otherwise identical medium that lacks said medium
characteristic.
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6§7.  Thomethod of claim 1, whereln sid coll culture Is firther provided with
supplemeantary components.

68. The method of claim 67, wherein said supplementary components are
provided at multiple intervals.

69. The method of claim 67 wherein sald supplementary compononts are selocted
from & group consisting of hormones and/or other growth factors, particular ions
(such as sodium, chicride, calcium, magnesium, and phosphate), buffers, vitamins,
nucleosides or nuclectides, trace elements (inorganic compounds usually present at
very low final concentrations), amino acids, lipida, or glucose or other energy source.

70. A method of producing TNFR-Ig in a large-scale production cell culture
comprising steps of:

providing a cell culture comprising;

memmalian cells that contain a gene encoding TNFR-1g, which gene is
expressed under condition of cell culture; and
a defined medium comtaining glutemine and having at least two

medium charactesistics selected from the group consisting of: i) a starting amino acld
concentration greator than sbout 70 mM, ii) a moler glutamine to asparagine ratio of
less than about 2, iii) a molar glutamine to total amino acid ratlo of less than about
0.2, iv) a molar inorganic lon to total amine acid ratio between about 0.4 1o 1, and v) 2
combined glutamine and aspamgine conoentration grester than about 16 mM;

maintaining sald culture in an injtial growth phase under a first set of culture
conditions for a first period of time sufficient to allow said cells to reproduce within a
rango of about 20%-80% of the maxima) possible viable cell density if said culture
were maintained under the first set of culture conditions;

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

maintaining said culture for & second period of time under the socond set of
oonditions and for a second period of time so that TNFR-Ig accumulates in the cell
culture.
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71. A method of producing TNFR-Ig in a large-scale production cell culture
comprising stops of,

providing a cell culture comprising;

mammalizn colls that contain a gene encoding TNFR-1g, which gene is
expressod under condition of cell culture; and
a defined medium containing glutamine and having at least three

medium characteristic solected from the group consisting of! i) a starting amino acid
concentration greater than about 70 mM, 1i) a molar glutamine to asparagine retio of
Jeas than about 2, iif) a molar glutamine to total amino acid ratio of less than about
0.2, iv) = molar inorganic ion to total amino acid ratio betwoen about 0.4 to 1, and v) &
combined glutamine and asparagine concentration grester than about 16 mM;

maintaining said culture in en initial growth phase under a first set of culture
conditions for a first period of thme sufficient to aliow 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 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 perlod of time under the second set of
conditions and for a second period of time so that TNFR-Ig accumulates in the csl!
culture.

72. A method of producing TNFR-Ig in a large-scale production cell culture
oomprising stops of;
providing a cell culture comprising;
mammalian cells that contain a gene encoding TNFR-Ig, which gene is
expreascd under condition of cell culture; and
a defined medium comtaining glutamine end having et least four
medium charucteristic selected from the group conglsting of: [) a starting amino acid
concentration greater than about 70 mM, i) a molar glutamine to asparagine ratio of
less than about 2, jii) 8 molar glutamine to total amino acld ratio of less than about
0.2, iv) a molar inorganic lon to total amino acid retio between about 0.4 to 1, and v) 2
combined glutamine and asparagine concentration greater than about 16 mM;
maintaining said culture in an initlal growth phase under a first set of culture
conditions for a first period of time sufficient to allow said cells to reproduce within a
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range of about 20%-80% of the maximal possible visble cell density if said culture
were mainteined under the first set of culture conditions;

changing at least one of the culture conditions, so that & second set of culture
conditions s spplied;

maintaining seid culture for & second period of time under the second set of
conditions and for a second period of time 50 that TNFR-~Ig accumulates in the cell
culture,

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

providing a cell culture comprising;

mammalian cells that contain a gene encoding TNFR-Ig, which gene is
expressed under condition of cell culture; and
a defined medium contining glutamine, characterized by: i) a starting

amino acid concentration greater than about 70 mM,, ii) & molar glutamine to
asparagine ratlo of loss than about 2, iii) 8 molar glutamine to total emino acid rutio of
Jeas than about 0.2, iv) a molar inorganic ion to total amino acid retio between sbout
0.4 to 1, and v) a combined glutamine and asparagine concentration greater than about
16 mM;

maintaining said culture in an initial growth phase under a first set of culture
conditions for a first perlod of time sufficient to allow said cells to reproduce within a
range of about 20%-80% of the maximal possible viable cell density if said culture
were maintwined 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;

malntaining seld culture for a second pariod of time under the second set of
conditions and for a sccond period of time so that TNFR-Ig eccumulates in tho cell
culture,

74. A method of producing TNFR-Ig in a large-scale production cell culture
comprising the steps of:
providing a cell culture comprising;
mammalian cells thet contain a gene encoding TNFR-Ig, which gene is
expressed under condition of cell culture; and
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a medium containing glutamine and having 8 combined cumulative

amount of glutamine and asparagine per unit volume of grester than about 16 mM;

maintaining said colture in an initial growth phase under a first set of culture
conditions for a first period of time sufficient to allow aaid cells to reproduce withina
mnge of ebout 20%-80% of the meximal possible viable coll density if sald culture
wero maintained under the first set of culture conditions;

changing at lcast one of the culture conditions, so that a second set of culture
conditions is applicd;

mainteining said culture for a second period of time under the second set of
conditions and for a second period of time so that that TNFR-Ig accumulates [n the
cell culture,

75.  The method of claim 1, wherein said medium comprises 8 medium containing
glutemine and having a medium characteristic selocted from the group consisting of:

(i) = sterting amino acid concentration greater than about 70 mM, (if) a molar
starting glutamine to starting asperagine ratio of less than about 2, (lil) a molar
starting glutamine to siarting total amino acid ratio of leas than sbout 0.2, (iv) a molar
starting inorganic ion to starting total amino acid ratio between about 0.4 to 1, (v) a
combined starting glutamine and starting asparagine concentration greater than about
16 mM, and combinations thereof.

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

lactate levels are lower than thase lovels observed under otherwise
{dentical conditions in otherwise identioal medium that lacks said medlum
characteristic;

ammonium levels are lower than those levels observed under otherwise
identical conditions in otherwise identical medium that lacks said medium
characteristic; and

total amount of produced TNFR-Ig is at least as high as that observed
. under othorwise ldentical conditions in otherwize Identical medium thet lacks sid
medium characteristic.

77.  The method of claim 1, wherein said culture is not supplemented with
additional components over the course of producing said TNFR-Ig.
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78.  The method of claim 1, whoroln seid culture is not supplunetlltad with
additional giutamine over the courss of producing said TNFR-Ig.

79.  The method of claim 1, whercin the glutamine concentration in said culture is
subgtantiaily depleted prior to sald step of changing to a second set of culture
conditions.

80.  The method of claim 1, wherein the glutamine concentration in said cuiture is
substantiaily depleted at approximately the same time as said step of changing to a
sccond sot of culture conditions.

81,  The method of claim 1, whersin glyoylglutaming ls substituted for glutamine
in said culture.

82, The method of claim 1, wherein sald medium conteins: (I) s cumuletive amino
acid amount per unit volume greater than about 70 mM, (if) a moler cumulative
glutamine to cumulative asparagine ratio of leas than about 2, (iif) & moler cumulative
glutamine to cumulative total amino acid ratio of less than about 0.2, (iv) a moler
cumulative inorganic ion to cumulative total amino acid ratio between about 0.4 to 1,
and (v) a combined cumulative amount of glutamine and aspamagine per unit volume
groator than about 16 mM.

83.  The method of claim 1, wherein sald medium contains; () a cumulstive amino
acid amount per unit volume greater than about 70 mM, (ji) a molar cumulative
glutamine to cumulstive total amino acid mtio of lesy than about 0.2, (jif) a molar
cumuleative inorganic ion to cumulative total amino acid ratio between about 0.4 1o 1,
and (iv) a combined cumulative amount of glutamine and aspamgine per unit volume
greater than sbout 16 a mM, )

84, The method of claim 1, wherein the cumuletive total amount of histidine,

isoloucine, leucine, methionine, phenylalanine, proline, tryptophas, tyrosine, and
proline per unit volume in said medium is greater than approximately 25 mM.
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85. Themethod of claim 1, wherein the cumulative total emount of histidine,

{soleucine, leucine, methionine, phenylaianine, proline, tryptophan, tyrosine, and
proline per unit volume in said medium is greater than spproximately 35 mM.

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

87.  The method of claim 1, wherein the inftial total amount of histidine,

isoleucine, leucine, methionine, phenylalanine, proline, tryptophan, tyrosine, and
proline per unit volume in said medium is greater than approximately 35 mM.

88. The method of claim 1, wherein said medium has a medium characteristic
solected from tho group conslisting of:
(D) a cumulative total amount of histidine per unit volume greater than

approximately 1.7 mM;

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

(iii) a cumulative total amount of leucine per unit volume grester than
approximately 5.5 mM;

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

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

(vi} n cumulative totzl amount of proline per unit volume greater than
approximately 2.5 mM;

" (vil) a cumulative total amount of tryptophan per unit volume greter then

approximately 1.0 mM;

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

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



novag

WO 2006/026447 PCT/US2005/030439

89,  The method of claim 1, wherein said medium has a medium characteristic
selected from the group consisting oft
(i) an inital amount of histidine per unjt volume greater than spproximstely
1.7 mM;
. (ii) en Initial amount of Isoleucine per unit volume greater than approximately

3.5 mM;

(iii) an initial amount of leucine per umit volume greater than approximately
5.5 mM;

(iv) an Initial amount of methionins per unit volume greater than
spproximately 2.0 mM;

(v) an initial amount of phenylalanine per unit volume greater than
approximately 2.5 mM;

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

(vil) an Initial amount of tryptophan per unit volumo greater than
approximately 1.0 mM;

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

(ix) an initiel amount of proline per unit volume greater than spproximately
2.5 mM.

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

91. The method of clalm 1, wherein the cumulative total amount of serine por unit
volume in said medium is greater than approximately 10 mM.

92. The method of claim 1, wherein the cumulative total amount of asparagins per
unit volume in sald medium is greater than approximately 8 mM.

93.  The method of claim 1, wherein the cumulative total amount of ssparagine per
unit volume in sald medium Is greater than approximately 12 mM.
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94,  The method of claim 1, wherein the initial total amount of aspamgine per unit
volume In said medium Is greater than spproximately 8 mM.

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

96. 'The method of olaim 1, wherein the cumulative total amount of phospharous
per unit volume in said modium is greater then approximately 2,5 mM.

97. The method of claim 1, wherein the cumulative total amount of phosphorous
per unit volume In sald medium is groater than spproximately 5 mM. '

98. The method of clalm 1, wherein the cumulative total amount of glutamate per
unit volume in said medium is less than epproximately 1 mM.

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

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

101. The mothod of olaim 1, wherein the cumulative total amount of nicotinamide
per unit volume in said mediumn Is groater than approximately 7 mg/L.

102, The method of claim 1, whereln the cumulative total amount of nicotinamide
per unit volume in said medium 15 grester than approximately 25 mg/L.

103. Tho method of clalm 1, wherein the cumuleative total amount of pyridoxine
and pyridoxal per unit volume in said medium:is groater than approximately 5 mg/L.

104. The method of claim 1, wherein the cumulative total amount of pyridoxine
and pyridoxal per unit volume in sald medium Is greater than approximately 35 mg/L.
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105. ‘The method of claim 1, wherein the cumulative total amount of riboflavin per
unit volume in said medium is greater than epproximately 1.0 mg/L.

106. ‘The method of clatm 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 the cumulative total amount of thiamine
hydroohloride per unit volums in said medium is greater than spproximately 7 mg/L.

108. The method of claim I, wherein the cumuiative total amount of thiamine
hydrochloride per unit volume in sald medium is groater 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 viability of ant-GDF-8 cells in Medium 1.

Madews ), Viahis Coll Denaty (6* —0— Mok ): Valiay P9

Modims 1. Vabis Coll Dty [2* —O— 1+ Veliay )

14

4

wg-{-’..._.
[

N
/
/

Wiable Coll DunalRy (50 celiuiul )
-

F

o

v v
104 120

138
SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



WO 2006026447

PCT/US2005030439

r ﬂﬂ1?€

Figure 3. Cell growth of anti-GDF-8 cell cultures in control and no gietamine feed

culture conditions.
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Figure 4. Cell viability of anti-GD¥-8 cell cuitures in control and no glutamine foed
culture conditions. '
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Figure 5. Ammonium levels of anti-GDF-$ cell cultures in control and no ghntamine
feed culture conditions.
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Figure 6. Lactate levels of anti-GDF-8 cell cultures in control and no glutamine feed
culture conditions.
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Figure 7. Anti-GD¥-8 titer in control and no glntamine feed enlture conditions.
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Figure 8. Cell density of antl-GDF-8 cell cultures in control and glutamine-starved
feed culfure conditions.
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Figore 9, Cell viabllity of anti-GD¥-8 cell culiures In control and glutamine-starved
feed euliure conditions.
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Figure 10. Ammonium levels of anti-GDF-8 cell cultures in control and glutawine-
starved culture conditions.
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Figure 11. Lactate levels of anti-GDF-8 cell cultures in control and gintamine-
starved culture couditions.
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Figure 12, Anti-GDF-8 titer In control and glotamine-starved culture conditions.
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Figure 13. Iron dose vespouse of anti-GDF-8 cells nm Medium 1 and Mediam 2.
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Figure 14, Cell density of Glutnmate and Glutamine fed culinres.
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Figure 15. Cell viability of Glutamate and Glutamine fod caltures.
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Figare 16. Ant-Lewls Y titer in Glutamate and Glutamine fed calinres.
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Figure 17, Lactate levels In Glotamate and Glutamine fed cultures.
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Figure 18. Ammonium levels in Glutamate and Glutamine fed cultures.
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Figure 19. Osmolarity of Glutamate and Glutamine fed cultures.
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Figure 20, Cell Density. Each plot is the average of two shake flasks grown using
the same conditions.
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Figure 21. Cell Viability. Each plot is the aversge of two shake flasks grown nsing
the same conditions.
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Figure 22. Average Titer. Each plot is the average of two shake flasks grown using
the same conditions.
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Figure 23. Ammonium levels. Esch plot is the average of two shaks flnsks grown
using the same conditions.
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Figure 25. Cell growth of anti-GDF-8 cells under varions experimental conditions.

Dally Viable Cell Density (Cedex)

E
3 1
S 4
o2 . - : : . .| ==@=—Baich Bupp
0 2 s s B 10 12 14
Culture Time (Days)

Figure 26. Viability of anti-GD¥-8 cells under various experimental conditions.
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Figure 27. Antl-GDF-B titer under varions experimental conditions.
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Figure 28. Lactate levels of anti-GDF-8 cultnres under varions experimental
conditions.
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Figure 29. Ammonium levels of anti-GDF-8 cultures under various experimental
conditions.
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Figare 30. Cell growth of anti-GDF-8 cells under various experimental conditions,
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Figure 31. Anti-GDY-8 titer under varions experimental conditions.
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Figure 32, Lactate levels of anti-GDF-§ cultures ander various experimental
conditions.
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Figure 33, Ammonium levels of anti-GDF-8 culinres under various experimental
conditions.
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Figure 34, Cell growth of anti-GDF-8 cells in modified Medinm 9 containing
various levels of glutamine and asparagine,
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Figure 35. Cell viability of anti-GDF-8 cells in modificd Medijum 9 containing
various levels of giniamine and asparagine,
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Figure 36. Lactute levels of anti-GDF-8 cultures in modified Medinm 9 containing
various levels of gluitamine and asparsgine.
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Figure 37, Ammonium levels of anti-GDF-8 cultures in modified Mediom 9
containing various levels of glutamine and asparsagine.
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Figure 38. Glotamine Jevels of antl-GDF-8 caltures in modified Medinm 9
containing various levels of giutamine and asparagine.
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Figure 39, Antl-GDF-8 titer in modified Medium 9 containing various levels of
giatamine and asparagine.
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Figure 40. Osmolarily of anti-GDF-8 cultures in wodified Medinm 9 containing
various levels of glutamine and asparagine.
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Figure 41. Cell growth of antl-GD¥-8 cells in media containing various levels of
asparagine and cysteine.
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Figure 42. Lactate levels of anti-GDF-8 cultares in media containing various levels
of asparagine and cysteine,
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Figure 43. Ammonium levels of anti-GDF-8 caltures in media containing varions
levels of asparagine and cysteine.
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Figore 44. Glutamine levels of antl-GDF-8 cultures in media containing various
levels of asparagine and cysteine,
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Figure 45. Glutamate levels of anti~GDF-8 cultures in media containing various
levels of asparagine and cysteine.
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Figure 46. Antl-GDF-8 titer in media containing various levels of asparagine and
cysteine.
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Figure 47. Osmolerity of antl-GDF-8 cultures in medis contaluing various levels of
usparagine and cysteine.
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Figure 48. Cell growth of anti-GDF-8 cells in media containing various levels of
amino acids and vitamias.
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Figure 49. Lactate levels of antl-GDF-8 cultures in media contaiuing various levels
of amino acids and vitamins.
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Figure 50. Ammoniom levels of anti-GDF-8 cultures in media containing various
levels of amino ncids and vitmmins,
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Fignre 51. Glutamine levals of anti-GDF-8 cultures in media containing varions
levels of amino acids and vitamins.
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Figure 52. ant-GDF-8 titer in media containing various levels of amino aclds and
vitamins,
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Figure 53. Cell growth of anti-GDF-8 cells is media contalning varions levels of
vitaming, trace elements E and iron.
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Figure 54. Lactate levels of anti-GDF-8 cultures in media containing various levels
of vitamins, trace elements E and iron.
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Figore 55. Ammonium levels of anti-GD¥-8 cultures in media containing varions
levels of vitamins, trace elements E and iron.
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Figure 56. Anti-GD¥-8 titer in media containing various levels of vitaming, trace elements

E and fron.
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Figure 57. Cell growth of auti-GDF-8 cells in Mediums 1,3 and 9.
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Figure 58. Antl-GD¥-8 titer ln Medlums 1,3 and 9.
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Figure 59. Extrapolated anti-GD¥-8 fiters for various levels of glutamine alone and
total combined ghtamine and asparagine.
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Figure 60. Growth of anti-ABeta cells under various media conditions tested.
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Figure 62. Lactate levels of anti-ABota cultures under varions media conditions
tested.
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Figure 63. Ammonium levels of anti-ABeta cultures under various media conditions
testod.
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Figure 64. Anti-ABeta titer in various media conditions tested.
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Figure 65. Osmolarily of anti-ABeta cultures cnder various media conditions
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Figure 66. Growth of colls expressing TNFR-1g 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 enltures of cells expressing TNFR-Ig under varions
experimental conditions.
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Figore 69. Glutamine Ievels in cultures of cells expressing TNFR-Ig under varions
experimental conditions,
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Figure 70. Laciate concentration in cuitures of cells expresving TNFR-Ig under
varions experimentsl conditions.
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Figure 71. Ammonium levels ju cultures of cells expreasing TNFR-Ig under various

experimental conditions.
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Figure 72. TNFR-Ig relative titer under various experimental conditions.
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Figure 73. Cell Densities of Anti-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 Land 1L
Bioreactors.
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PRODUCCION DE PROTEINA FUSION DE TNFR-Ig
Antecedentes 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
disefiadas o seleccionadas para producir niveles inusualmente altos de la proteina
o del polipéptido particular de interés. El control y la optimizacion de las
condiciones de cultivo celular son decisivamente importantes para la produccién
comercial exitosa de protelnas y polipéptidos.

[0002] Muchas protelnas y polipéptidos producidos en cuitivo 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 aisla 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
alimentacion de lote a menudo obtienen productos de desecho metabdlicos que
poseen efactos nocivos sobre el crecimiento y la viabilidad de las células, y sobre
la produccion o estabilidad de la proteina o el polipéptido de interés. Si bien se
han hecho esfuerzos por mejorar la produccién de protelnas y polipéptidos en
procesos de cultivo de lote y de alimentacién de lote, contintia la necesidad de
perfeccionamientos adicionales.

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

contraste con medios derivados de suero. Se observa una necesidad particular de
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formulacién de mejores sisternas para la produccién de proteinas y polipéptidos

mediante el cultivo de células en medios definidos.

Sumario de la invencién
[0004] La presente invencidn proporciona un sistema mejorado para la
produccién a gran escala de proteinas y polipéptidos en cultivo de células. Por
ejemplo, la presente invencién provee métodos de cultivo de escala comercial
(por ejemplo, 500 litros 0 méas) que utilizan un medio caracterizado por una o mas
de las siguientes caracteristicas: 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 relacion molar de ion inorganico
acumulado a aminoéacidos totales acumulados de entre alrededor de 0,4 y 1; o0 5)
una cantidad acumulada combinada de concentracion 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 anteriormente, 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 franscurso del
tiempo, de manera que sea conveniente 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 tendran diferentes niveles absolutos si dichos

componentes se agregan en momentos distintos (por ejemplo, el caso donde
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todos estan inicialmente presentes, en comparacién con el caso donde se
agregan algunos con las alimentaciones).

[0005] De acuerdo con la presente invencion, el uso de dicho medio permite
altos niveles de produccién de protelna, y disminuye la acumulacién de ciertos
factores indeseables, tales como amonio o lactato.

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

[0007] En ciertas realizaciones preferidas de la presents invencién, los
métodos de cultivo comprenden el cambio del cultivo, de un primer conjunto de
condiciones de cultivo, a un segundo conjunto de condiciones de cultivo, de
manera de lograr un cambio metabdlico de las células. En algunas realizaciones,
este cambio se 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. Aternativa o adicionalmente, la presente invencién 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 acidos alcanoicos o sus sales.

[0008] Los cultivos de células de la presente invencibn pueden,
opcionalmente, estar suplementados con nutrientes u otros componentes para
medios, entre ellos, hormonas u otros factores de crecimiento, iones particulares
(tales como sodio, cloruro, calcio, magnesio y fosfato), reguladores, vitaminas,
nucledsidos o nuclebtidos, oligoelementos (compuestos inorgénicos

habituaimente presentes en concentraciones finales muy bajas), aminodacidos,
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lipidos, o glucosa u otra fuente de energia. En ciertas 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,
0 pueden agregarse en un punto posterior, a fin de reponer nutrientes agotados, o
por alguna otra razon. En general, es conveniente seleccionar la compasicién de
medio inicial a fin de minimizar la. suplementacién de acuerdo con la presente
invencion.

[0009] De conformidad con la presente invencidn, pueden controlarse
varias condiciones de cultivo, entre ellas, el pH, la densidad celular, la viabilidad
celular, los niveles de lactato, los niveles de amonio, la osmolaridad o la

valoracion de la proteina o del polipéptido expresado.

Breve descripcién de los dibujos
[0010] La Figura 1 muestra una comparacion del Medio 1 y el Medio 2 en

frascos de agitacién, usando células anti-GDF-8.

[0011] La Figura 2 muestra el crecimiento celular y la viabilidad celular de
células anti-GDF-8 en Medio 1.
[0012] La Figura 3 muestra el crecimiento celular de cultivos de células anti-

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

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

[0014] La Figura 5 muestra los niveles de amonio de cultivos de células
anti-GDF-8 en condiciones de cultivo sin alimentacién de glutamina y de control.
[0015] La Figura 6 muestra los niveles de lactato de cultivos de células anti-

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



5 Acta P 05 01 03596

LIS

[00186) La Figura 7 muestra la valoracién 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 alimentacidn careciente de glutamina y de
control. .

[0018] La Figura 9 muestra ia 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 condiciones 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 condiciones de

cultivo carecientes de glutamina y de control.

[0022] La Figura 13 muestra 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 alimentacién
de glutamato y glutamina.

[0024) La Figura 15 muestra la viabilidad celular de cultivos de alimentacién
de glutamato y glutamina.

[0025] La Figura 16 muesira la valoracién antiLewis Y en cultivos de

alimentacion de glutamato y glutamina.
[0026] La Figura 17 muestra los niveles de lactato en cultivos de
alimentacion de glutamato y glutamina.
[0027] La Figura 18 muestra los niveles de amonio en cultivos de

alimentacién de glutamato y glutamina.
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[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 anti-Lewis Y.
Cada diagrama es el promedio de dos frascos de agitacion cultivados usando las
mismas condiciones.

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

[0031] La Figura 22 muestra la valoracion 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 células 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 lote.

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

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

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

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

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

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

[0040] La Figura 31 muestra la valoracion anti-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 ant-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 n.iuestm la viabilidad celular de células anti-GDF-8 en
Medio 9 modificado, que contiene varios niveles de glutamina y asparagina.

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

[0046] La Figura 37 muestra 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 valoracion ant-GDF-8 en Medio 9
modificado que contiene varios niveles de glutamina y asparagina.

[0049] La Figura 40 muestira la osmolaridad de cultivos anti-GDF-8 en
Medio 9 modificado, que contiene varios niveles de glutamina y asparagina.

[0050] La Figura 41 muestra el crecimiento celular de células anti-GDF-8 en
medio que contiene varios niveles de asparagina y cisteina.

[0051] La Figura 42 muestra los niveles de lactato de cultivos anti-GDF-8 en

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

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

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

[0055] La Figura 46 muestra la valoracion 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 anti-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 aminoacidos y vitaminas.

[0080]) 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 valoracion anti-GDF-8 en medio que
contiene varios niveles de aminoacidos y vitaminas.

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

[0083] 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 anti-GDF-8

en medio que contiene varios niveles de vitaminas, oligoelementos E y hiero.
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[0065] La Figura 56 muestra la valoracion anti-GDF-8 en medio que
contiene varios niveles de vitaminas, oligoelementos E y hiero.

[0066] La Figura 57 muestra el crecimiento celular de c¢élulas anti-GDF-8 en
los Medios 1; 3y 9.

[0067] La Figura 58 muestra la valoracién anti-GDF-8 en los Medios 1; 3 y
9.

[0068] La Figura 59 muestra las valoraciones anti-GDF-8 extrapoladas para

varios niveles de glutamina sola y glutamina y asparagina combinadas totales.
[0068] La Figura 60 muestra el crecimiento celular de células anti-ABeta en
varias condiciones de medios evaluadas.

[0070] La Figura 61 muestra la viabilidad celular de células anti-ABeta en
varias condiciones de medios evaluadas.

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

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

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

[0074] La Figura 65 muestra la osmolaridad de cultivos de anti-ABeta en
varias condiciones de medios evaluadas.

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

[0076] La Figura 67 muestra la viabilidad de células que expresan TNFR-Ig
en varias condiciones experimentales.

[0077] La Figura 68 muestra glucosa residual en cultivos de células que

expresan TNFR-Ig en varias condiciones experimentales.
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[0078] La Figura 69 muestra los niveles de glutamina en cultivos de células
que expresan TNFR-Ig en varias condiciones experimentales.

[0079] La Figura 70 muestra la concentracién de lactato en cultivos de
células que expresan TNFR-Ig en varias condiciones experimentales.

[0080] La Figura 71 muestra los niveles de amonio en cultivos de células

que expresan TNFR-Ig en varias condiciones experimentales.

[0081] La Figura 72 muestra la valoracién relativa de TNFR-lg en varias
condiciones experimentales.
[0082] La Figura 73 muestra las densidades celulares de células anti-GDF8

cultivadas en biommeactores de 60001y 1 I.
[0083] La Figura 74 muestra las valoraciones de células anti-GDF8
cultivadas en biommeactores de 60001y 1 1.
[0084] La Figura 75 muestra los niveles de lactato de células anti-GDF8
cultivadas en biormeactores de 6000 1y 1 I.
[0085] La Figura 76 muestra los niveles de amonio de células anti-GDF8
cultivadas en biomeactores de 6000 1y 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 refieren a un rango de valores similares al valor
de referencia establecido para esa condicién de cultivo o condiciones de cultivo.
En ciertas realizaciones, el término "aproximadamente” se refiere a un rango de
valores dentro del 25; 20; 19; 18; 17; 16; 15; 14; 13; 12; 11; 10; 9; 8, 7; 6; 5; 4; 3;
2; 1 por ciento o menos del valor de referencia establecido para esa condicién de

cultivo o condiciones de cultivo.
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[0087] "Aminoécido”; el término “aminoacido”®, conforme a esta solicitud, se
refiere a cualquiera de los veinte aminoéacidos naturales utilizados normalmente
en la formacién de polipéptidos, o andlogos o derivados de dichos aminoéacidos.
Los aminoécidos de la presente invencion se proveen en medio para cultivos
celulares. Los aminoacidos proporcionados en el medio pueden proveerse como
sales, o en forma de hidratos.
[0088] *Anticuerpo”: el término “anticuerpo® conforme a esta solicitud se
refiere a una molécula de inmunoglobulina 0 una porcidon inmunolégicamente
activa de una molécula de inmunoglobulina, tal como un fragmento Fab o F(ab'),,
que contiene uno o mas sitios de unién de antigeno que se unen de manera
especifica a un antigeno (inmunorreaccionan con un antigeno). Los términos
“anticuerpos monoclonales™ y “composicién de anticuerpo monocional®, segiin se
utilizan en esta solicitud, se refieren a una poblacién clonal de moléculas de
anticuerpo que contienen solo una especie de un sitio de unién de antigeno capaz
de inmunorreaccionar con un epltope particular de un antigeno, mientras que los
términos “anticuerpos policlonales” y “composicion de anticuerpo policlonal” se
refieren a una poblacidn de moléculas de anticuerpo que contienen mililtiples
especies de sitios de unidn de antigeno capaces de interactuar con un antigeno
particular. La definicibn de anticuerpos monoclonales incluye tanto moléculas
clonales derivadas por tecnologias tradicionales, como moléculas de secuencia
definida derivadas por manipulacién o mutacién de residuos especHicos, 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 dltima instancia se usardn en el cultivo de las células, entre
ellos, el medio (ver definicion de “medio” a continuacién), como asi también, las

células en sf mismas, se proveen al comienzo del proceso de cultivo. Un cultivo
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de lote habitualmente se detiene en algin punto, y se cosechan las células o
componentes en el medio, y en forma opcional, se purifican.

[0090] “Biormeactor”: el término “biorreactor®, conforme a esta solicitud, se
refiere a cualquier recipiente utilizado para el crecimiento de un cultivo de células
de mamiferos. El biorreactor 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 mas, o de cualquier
volumen comprendido entre estos valores. Las condiciones intemas del
biorreactor, entre ellas, sin limitacién, el pH y la temperatura, en general se
controlan durante el periodo de cultivo. El biorreactor puede estar hecho de
cualquier material adecuado para mantener cultivos de células de mamiferos
suspendidas en medio, en las condiciones de cultivo de la presente invencion, por
ejemplo, vidrio, pléstico o metal. El término “biorreactor de produccién®, conforme
a esta solicitud, se refiere al biomeactor final empleado en la produccién del
polipéptido o de la protelna 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 mas, o cualquier 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 invencién, y podra seleccionarios
consecuentemente.

[0081] “Densidad celular”; el término “densidad celular”, conforme a esta
solicitud, se refiere a aquel nimero de células presentes en un volumen
determinado de medio.

[0082] *Viabilidad celular”: el término “viabilidad celular”, conforme a esta

solicitud, se refiere a la capacidad de las células en cultivo para sobrevivir en un
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grupo determinado de condiciones de cultivo o variaciones experimentales. El
término, seglin se emplea en esta solicitud, también se refiere a aquella porcién
de células que estan 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 poblacién de células de
mamiferos que estd suspendida en un medio (ver definicion de "medio® mas
adelante), en condiciones adecuadas para la supervivencia o el crecimiento de la
poblacién de células. Como serd evidente para el experto en el arte, estos
términos, como se usan en esta solicitud, pueden referirse a la combinacidn que
comprende la poblacién de células de mamiferos y el medio en el cual se
suspende la poblacion.
[0094] “Cultivo de alimentacion 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
durante el proceso de cultivo. Un cultivo de alimentacién 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 porcion separada de un
polipéptido determinado, que es (inico, o caracteristico de ese polipéptido. El
término seglin se utiliza en esta solicitud también se refiere a cualquier porcién
separada de un polipéptido determinado, que retiene por lo menos una fraccidn
de la actividad del polipéptido de longitud completa. Preferentemente, la fraccién
de actividad retenida es por lo menos 10% de la actividad del polipéptido de
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longitud completa. Mas preferentemente, la fraccion de actividad retenida es por
lo menos 20%; 30%; 40%; 50%; 60%; 70%; 80% o 80% de la actividad del
polipéptido de longitud completa. Aun mas preferentemente, la fraccién de
actividad retenida es por lo menos 95%, 86%:; 97%; 98%; o 99% 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.
Preferentements, el elemento de secuencia abarca por lo menos 4-5, més
preferentements, por lo menos aproximadamente 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40; 45;
50; o mas aminoacidos del polipéptido de longitud completa.

[0096] “‘Gen”. el tdrmino "gen”, conforme a esta solicitud, se refiere a
cualquier secuencia de nucleétidos, ADN o ARN, donde por lo menos una porcién
codifica un producto final separado, en general, sin limitacién, un polipéptido, que
funciona en algun aspecto del metabolismo o del desarrollo celular. El término no
tiene la intencion de referirse solo a la secuencia codlificadora 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®, mas
adelante), como asl también, secuencias intervinientes (“intrones”) entre los
segmentos de codificacién individuales ("exones”).

[0097] *Elemento de control genético™ el término “elemento de control
genético®, como se emplea en esta solicitud, se refiere a cualquier elemento de
secuencia que module la expresion de un gen, al cual esté funcionalmente ligado.
Los elementos de control genético pueden funcionar aumentando o disminuyendo

los niveles de expresion, y pueden ubicarse antes de la secuencia codificadora,
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después de la secuencia codificadora, 0 dentro de la secuencia codificadora. Los
elementos de control genético pueden actuar en cualquier etapa de la expresion
de genes, regulando, por ejemplo, la iniciacion, la elongacién o la terminacién de
la transcripcién, el empaime de ARNm, la edicion de ARNm, la estabilidad de
ARNm, la localizacién de ARNm dentro de la célula, la iniciacién, elongacién o
terminacién de la traduccién; o cualquier otra etapa de la expresion de genes. Los
elementos de control genético pueden funcionar individuaimente o en
combinacion entre sl.

[0088] ‘Hibridoma": el término “hibridoma®, de conformidad con esta
solicitud, se refiere a una célula creada por fusién de una célula inmortalizada
derivada de una fuente inmunolédgica y una célula productora de anticuerpo. El
hibridoma resultante es 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 término ademéas abarca lineas de células de
trioma, que resultan cuando la progenie de fusiones de mielomas heterohlbridos,
que son el producto de una fusion entre células humanas y una linea de células
de mieloma de murino, posteriormente se fusionan con una célula de plasma.
Ademas, el tdrmino tiene la intencién de incluir cualquier linea de células hibridas
inmortalizadas que produzca anticuerpos, tales como cuadromas (ver, por
ejemplo, Milstein y col., Nature, 537: 3053 (1983)).

[0089] "Densidad celular viable integrada®. el témino “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 atil
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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 aminodacidos esenciales y no esenciales,
vitaminas, fuentes de energia, lipidos y oligoelementos necesarios para el minimo
crecimiento y supervivencia de la célula. La solucibn ademés 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
preferentem.ente se formula a un pH y en una concentracién salina éptimos para
la supervivencia y la proliferacién celulares. El medio también puede ser un
“medio definido” —un medio libre de suero, que no contiene proteinas, hidrolizados
ni componentes de composicién desconocida. Los medios definidos estén libres
de componentes derivados _de animales, y todos los componentes tienen una
estructura quimica conocida.

[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 nhormales 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 biotecnolégico
deseado. Por ejemplo, los productos de desecho metabélico pueden ser noclvos
para el crecimiento o la viabilidad del cultivo celular; pueden disminuir la cantidad
de protelna o polipéptido biotecnologico producido; pueden alterar el pliegue, la
estabilidad, la glicosilacién u otra modificacion postraduccién del polipéptido o
protaina expresada, o pueden ser nocivos para las células o para la expresién o

actividad del polipéptido o proteina biotecnolégica, en cualquier cantidad de otras
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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 producciéon 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
presién osmoética de particulas de soluto disueltas en una solucidén acuosa. Las
particulas de soluto incluyen tanto iones como moléculas no ionizadas. La
osmolalidad se expresa como la concentracién de particulas osméticamente
activas (esto es, osmoles) disueltas en 1 kg de solucién (1 mOsm/kg de HzO a
38°C es equivalente a una presién osmdética de 19 mm Hg). “Osmolaridad®, en
contraste, se refiere al nimero de particulas de soluto disueltas en 1 litro de
solucion. Conforme a esta solicitud, la abreviatura “mOsm” significa
“miliosmoles/kg de solucion®.

[00103] “Cultivo de perfusién®: el término “cultivo de perfusién®, conforme a
esta solicitud, se refiere a un método de cultivo de células, donde se proveen al
cultivo componentes adicionales en forma continua o semicontinua, luego del
comienzo del proceso de cultivo. Los componentes proporcionados en general
son suplementos nutricionales para las células, que 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 aminoacidos ligados por medio de enlaces
peptidicos. El término se usa para hacer referencia a una cadena de aminoAacidos

de cualquier longitud, si bien, una persona experta en el arte entendera que el

@
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término no se limita a cadenas largas, y puede referirse a una cadena minima que
comprende dos aminoacidos ligados por medio de un enlace peptidico.

[00105] “Proteina”; el tdrmino “proteina”, conforme a esta solicitud, se refiere
a uno o mas polipéptidos que funcionan como una unidad separada. Si un solo
polipéptido es la unidad de funcionamiento separada, y necesita permanente
asociacion fisica con otros polipéptidos a fin de formar la unidad de fusionamiento
separada, los términos “polipéptido® y “protelna® en esta solicitud se usan de
manera indistinta. Si la unidad funcional separada est4d compuesta de mas de un
polipéptido que se asocian flsicamente entre si, el tdrmino “proteina® como se usa
en esta solicitud se refiere a los mitiples polipéptidos flsicamente acoplados y
que funcionan juntos como la unidad separada.

[00106] “Polipéptidoc expresado Dbiotecnoldgicamente® 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 diseflada para expresar ese polipéptido. El polipéptido
biotecnolégicamente expresado puede ser idéntico o similar a los polipéptidos
normalmente expresados en la célula huésped de mamifero. El polipéptido
expresado biotecnologicamente también puede ser extrafio a la célula huésped,
esto es, heter6logo con respecto a péptidos normalments expresados en la célula
huésped de mamifero. Altemativamente, el polipéptido expresado
biotecnolégicamente puede ser quimérico, en términos de que porciones del
polipéptido contienen secuencias de aminoacidos que son idénticas o similares a
polipéptidos expresados normalmente en la célula huésped de mamifero,
mientras que otras porciones son extrafias a la célula huésped.

[00107] “Siembra”: el término “"siembra”, como se emplea en esta solicitud,
so refiere al proceso de proveer un cultivo de células a un biormreactor u otro

recipiente. Las células pueden haber sido propagadas previamente en otro
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biomeactor o recipiente. De manera alternativa, las células pueden haber sido
congeladas y descongeladas inmediatamente antes de proveerias al biorreactor o
recipiente. El término se refiere a cualquier nimero de células, incluso, a una sola
célula.

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

medio.

Descripcién detallada de ciertas realizaciones preferidas
[00108] La presente invencidn 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
metabélicos nocivos para el crecimiento y la viabilidad celulares, y para la
produccién o calidad de la proteina. En una realizacién preferida de la presente
invencion, el cultivo celular es un cultivo de lote o de alimentacién de lote. Otras
ciertas realizaciones preferidas de la invencion se analizan en detalle a
continuaclén. 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 reivindicaciones y sus equivalentes definen
el alcance de la presente invencidn, que no esta limitado por esta descripcion 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
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expresar desde un gen endégeno a la célula huésped, o desde un gen introducido
en la célula huésped a través de ingenierla genética. El polipéptido puede ser uno
natural, o altemativamente, 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 més segmentos no naturales.

[00111] Los polipéptidos que pueden expresarse convenientemente de
acuerdo con la presente invencion a menudo se seleccionanan 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 union, etc., de importancia
farmacéutica o comercial.

Anticuerpos

[00112] Dada la gran cantidad de anticuerpos utilizados en la actualidad, o
en investigacion, como agentes farmacéuticos u otros agentes comerciales, la
produccidn de anticuerpos es de particular interés de acuerdo con la presente
invencion. 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 realizacion preferida, el anticuerpo por expresar es un
anticuerpo monoclonal.

[00113] En otra realizacidn preferida, el anticuerpo monoclonal es un
anticuerpo quimérico. Un anticuerpo quimérico contiene fragmentos de
aminoéacidos derivados de més de un organismo. Las moléculas de anticuerpo
quimérico pueden incluir, por ejemplo, un dominio de unién de antigeno de un
anticuerpo de raton, rata u otra especie, con regiones constantes humanas. Se

han descripto una variedad de enfoques para la elaboracién de anticuerpos
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quiméricos. Ver, por ejemplo, Morrison y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 81,
6851 (1985); Takeda y col., Nature, 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., Publicacién de Patente Europea EP171496;
Publicacion de Patente Europea 0173494, Patente del Reino Unido GB
2177096B.

[00114] En otra realizacién preferida, el anticuerpo monoclonal es un
anticuerpo humano derivado, por ejemplo, a través del uso de bibliotecas de
exhibicion de fagos o de exhibicion de ribosomas (ver, por ejemplo, Winter y col.,
Patente de los Estados Unidos Nro. 6§ 291 159; y Kawasaki, Patente de los
Estados Unidos Nro. 5 658 754), o el uso de especies xenégrafas 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,
Kucheriapati 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
donde la gran mayoria de los residuos de aminoécidos son derivados de
anticuerpos humanos, para de ese modo minimizar cualquier reaccion inmunitaria
potencial cuando se administran a un sujeto humano. En los anticuerpos
humanizados, los residuos de aminoécidos en las regiones de determinacién de
complementaridad son reemplazados, por lo menos en parte, por residuos de una
especie no humana que confiere una afinidad o especificidad de antigeno
deseada. Dichas moléculas de inri1unoglobulina alteradas pueden elaborarse
mediante cualquiera de varias técnicas 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
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(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 comerciaimente, por ejemplo, por Scotgen Limited, 2 Holly Road,
Twickenham, Middlesex, Gran Bretafia. Para méas 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 monoclonales,
quiméricos o humanizados descriptos con anterioridad pueden contener residuos
de aminoécidos que no aparacen naturalmente en ningn anticuerpo en ninguna
especie 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 realizacion preferida, los
anticuerpos que se describen con anterioridad pueden ser conjugados con
farmacos para farmacoterapia sistémica, por ejemplo, con toxinas, farmacos
citotéxicos de bajo peso molecular, modificadores de la respuesta biolégica y
radion(clidos (por ejemplo, ver Kunz y col., Calicheamicin derivative-carrier
conjugates, US 20040082764 A1).

[00117] En una realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo que se une de
manera especifica al fragmento AP de la proteina precursora amiloide, 0 a otros
componentes de una placa amiloide, y es Gtil para combatir la acumulacién de
placas amiloides en el cerebro, hecho que caracteriza a la enfermedad de
Alzheimer (ver, por ejemplo, Solicitud Provisional de los Estados Unidos
60/636.684).

[00118] En otra realizacién, los anticuerpos de la presente invencién se

dirigen contra antigenos de superficie celular expresados en células o tejidos
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blanco en trastomos proliferativos, tales como cancer. En una realizacién, el
anticuerpo es un anticuerpo antilLewis Y IgG1. Lewis Y es un antigeno de
carbohidrato con la estructura Fucq1 - 2Galp1 - 4[Fucq1 > 3]GlcNacf1 > 3R
(Abe y col., (1983), J. Biol. Chem., 258, 11793-11797). El antigeno Lewis Y es
expresado en la superficie del 60% a 90% de los tumores epiteliales humanos
(entre ellos, los de mama, colon, pulmén y préstata), por io menos 40% de los
cuales sobreexpresan este antigeno, y tiene expresion limitada en tejidos
normales.

[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, preferentemente, los anticuerpos anti-Lewis Y de la
presente invencion no reaccionan en forma cruzada con las estructuras de tipo |
(esto es, la serie lacto de grupos sangulneos (Lea y Leb)), y preferentemente, no
se unen a otros epftopes tipo 2 (esto es, estructura neolacto), como estructuras
Lex y H-tipo 2. Un ejemplo de un anticuerpo anti-Lewis Y preferido se designa
hu3S183 (ver Patentes de los Estados Unidos Nros. 6 310 185; 6 518 415;
5 874 060; incorporadas a la presenta 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.,
12957-12861). Hu3S193 no solo retiene la especificidad de 35193 para Ley, sino
que, ademas, ha ganado en la capacidad para mediar la citotoxicidad dependiente
de complemento (de aqul en adelante referida como CDC) y la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo (de aqul en adelante referida como ADCC)
(Attia, M. A. y col., 1787-1800). Este anticuerpo apunta xenoinjertos que expresan
Ley en ratones lampifios, como lo demuestran los estudios de biodistribucién con

hu3S193 marcado con 1251, 111In o 18F, como asl también, otras radiomarcas
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que requieren un agente quelante, tal como 111in, 98mT¢ o 80Y (Clark y col.,
4804-4811).

[00120] En otra realizacion, el anticuerpo es uno de los anticuerpos anti-
GDF-8 humanos denominados Myo29, Myo28 y Myo22, y anticuerpos Yy
fragmentos de unién de antigeno derivados de ellos. Estos anticuerpos pueden
unirse a GDF-8 maduro con alta afinidad, inhibir la actividad de GDF-8 in vitro e in
vivo, como se demuestra, por ejemplo, por la inhibicibn de unién de ActRIIB y
ensayos de genes reporteros, y pueden inhibir la actividad de GDF-8 asociada
con la regulacién negativa de la masa de masculo esquelético y la densidad dsea.
Ver, por ejemplo, Veldman y col., Solicitud de Patente de los Estados Unidos Nro.
2004 0142382.

Receptores

[00121] Otra clase de polipéptidos que han demostrado ser eficaces como
agentes farmacéuticos o comerciales incluye receptores. Los receptores en
general son glucoprotelnas de transmembrana que funcionan reconociendo un
ligando de sefializaciobn extracelular. Habitualmente, los receptores tienen un
dominio de quinasa de proteina, ademas del dominio de reconocimiento de
ligando, que inicia una via de sefializacién mediante la fosforilacién de moléculas
intracelulares blanco al unirse al ligando, lo que conduce a cambios metabdlicos o
de desarrollo 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 opcionalmente un dominio Ig. En una realizacién
preferida, los receptores por producir de acuerdo con la presente invencién son
tirosina quinasas de receptores (RTK, por sus siglas en inglés). La familia de RTK
incluye receptores 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 Schiessinger, Cell, 61: 243-254, 1990, incorporadas a la presente
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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
epidémmico (EGF, por sus siglas en inglés), receptor de factor de crecimiento
derivado de plaqueta (PDGF, por sus siglas en inglés), tirosina quinasa con
dominios-1 de homologia de EGF e inmunogiobulina (TIE-1, por sus siglas en
inglés), y receptores TIE-2 (Sato y col.,, Nature, 376 (6535): 70-74 (1995),
incorporada a la presente solicitud a modo de referencia) y receptor c-Met; se ha
sugerido que algunos de estos promueven la angiogenia, directa o indirectamente
(Mustonen y Alitalo, J. Cell Biol, 129: 895898, 18985). Otros ejemplos, sin
limitacién, de RTK incluyen quinasa 1 de higado fetal (FLK-1, por sus siglas en
inglés; a veces denominada receptor que contiene dominio de insercidn 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 (Fit-1) (DeVries y col.,
Science, 255; 989-991; 1992; Shibuya y col., Oncogene, 5: 519-524, 1990), a
veces referida como receptor 1 de factor de crecimiento celular endotelial vascular
(VEGFR-1, por sus siglas en inglés), neuropilina-1, endoglina, endosialina y Axl.
Los expertos en el arte tendran conocimiento de otros receptores que pueden ser
expresados preferentemente de acuerdo con la presente invencién.

[00122] En una realizacién particularmente preferida, conforme a la presente
invencién se expresan inhibidores de factor de necrosis tumoral, en forma de
receptores alfa y beta de factor de necrosis tumoral (TNFR-1; EP 417 563,
publicada el 20 de marzo de 1991; y TNFR-2, EP 417 014, publicada el 20 de
marzo de 1991) (para resefia, ver Naismith y Sprang, J. Inflamm., 47 (1-2): 1-7
(1995-96), incorporada a la presente solicitud como referencia). Conforme a una

realizacion, el inhibidor de factor de necrosis tumoral comprende un receptor de
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TNF soluble, y preferentemente, un TNFR-Ig. En una realizacién, los inhibidores
de TNF preferidos de la presente invencion son formas solubles de TNFRI y
NTFRIl, como asi también, proteinas de unibn de TNF solubles; en otra
realizacion, la fusibn TNFR-Ig es un TNFR:Fc, un tdrmino 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 porciéon Fc de 235 aminoécidos de IgG.sub.1 humano.

Factores de crecimiento y otras moléculas de seflalizacion

[00123] Otra clase de polipéptidos que han demostrado ser eficaces como
agentes farmacéuticos y comerciales incluye factores de crecimiento y otras
moléculas de sefializacion. Los factores de crecimiento habitualmente son
glucoproteinas secretadas por células, que se unen a receptores en otras células
y los activan, para iniciar un cambio metabdlico o de desamollo en la célula
receptora. En una realizacion, la protelna 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 2004/0223866 A1). En otra realizacion, el factor de
crecimiento puede ser un propéptido GDF-8 modificado (ver, por ejemplo,
Wolfman y col., Modified and stabilized GDF propeptides and uses thereof, US
2003/0104406 A1). Altemativamente, la proteina de interés podria ser una
proteina que contiene dominio de folistatina (ver, por ejemplo, Hill y col., GASP1:
a follistatin domain containing protein, US 2003/0162714 A1; Hill y col., GASP1: a
follistatin domein containing protein, US 2005/0106154 A1; Hill y col., Follistatin
domain containing proteins, US 2003/0180306 A1).

[00124] Ejemplos, sin limitacidn, de factores de crecimiento de mamiferos y
otras moléculas de sefializacibn comprenden citoquinas; factor de crecimiento

epidémico (EGF), factor de crecimiento derivado de plaqueta (PDGF); factores de
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crecimiento de fibroblastos (FGF), tales como aFGF y bFGF; factores de
crecimiento de transformacién (TGF, por sus siglas en inglés), tales como TGF-
alfa y TGF-beta, por ejemplo, TGF-beta 1, TGF-beta 2, TGF-beta 3, TGF-beta 4 o
TGF-beta 5; factor de crecimiento de tipo insulina | y Il {IGF-l e IGF-Il, por sus
siglas en inglés); des(1-3)}-IGF-I (IGF-I cerebral); protelnas de unién de factor de
crecimiento de tipo insulina; proteinas CD tales como CD-3, CD4, CD-8 y CD-19;
eritropoyetina; factores osteoinductores; inmunotoxinas; una protelna
morfogenética 6sea (BMP, por sus siglas en inglés); un interferon, tal como
interferdn 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 VIIC, factor IX, factor tisular y
factor von Willebrands; factores anticoagulantes tales como Proteina C; factor
natriurético auricular; surfactante pulmonar; un activador de plasminégeno, tal
como 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 Milller; relaxina cadena A; relaxina cadena B; prorrelaxina; péptido
asociado con gonadotropina de raton; factores neurotréficos, tales como factor
neurotrdfico derivado de huesos (BDNF, por sus siglas en inglés), neurotrofina-3;
-4, -5 0 -6 (NT-3, NT4, NT-5 o NT-6), o un factor de crecimiento nervioso, tal
como NGF-beta. El experto en el arte tendrd conocimiento de otros factores de
crecimiento o moléculas de sefializacién que puedan expresarse de acuerdo con

la presente invencion.



28 Acta P 05 01 03596
\tv
- Ay

Receptores acoplados a proteina G

[00125] Otra clase de polipéptidos que han demostrado ser eficaces como
agentes farmacéuticos o comerciales incluye factores de crecimiento y otras
moléculas de sefializaciéon. Los receptores acoplados a proteina 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 bioldgica 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 seflalizacion modular que conecta el estado de mensajeros
secundarios intracelulares a entradas extracelulares. Estos genes y productos
génicos son potenciales agentes causantes de enfermedades.

[00127] Se ha demostrado que defectos especificos en el gen de rodopsina y
el gen de receptor de vasopresina V2 causan varias formas de retinitis
pigmentosa autosGmica recesiva y autosdmica dominante, y diabetes insipida
nefrogénica. Estos receptores tienen importancia decisiva tanto para procesos
fisioldgicos del sistema nervioso central como periféricos. La superfamilia de
protelnas GPCR ahora contiene mas de 250 tipos de pardlogos, receptores que '
representan variantes generadas por duplicaciones génicas (u otros procesos),
como contraposicion a ortélogos, 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 Gnico; Familia [lI: la familia
recientemente caracterizada de receptores de hormona
paratiroidea/calcitonina/secretina; Familia lil: la familia de receptores de glutamato

metabotrépicos en mamiferos; Familia IV: la familia de receptores de cAMP,
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importante en la qumiotaxia y desarrollo de D. discoideum; y Familia V: los
receptores de feromonas de apareamiento flingico, tales como STE2.

[00128] Los GPCR incluyen receptores para aminas biogénicas, para
mediadores lipldicos de la inflamacién, hormonas peptidicas y mediadores de la
sefial sensorial. Los GPCR se activan cuando el receptor se une a su ligando
extracelular. Los cambios de conformacién en los GPCR, que surgen como
consecuencia de la interaccion de ligando-receptor, afectan la afinidad de unién
de una protelna G a los dominios intracelulares de GPCR. Esto permite que GTP
86 una con realzada afinidad a la proteina G.

[00129] La activacién de la proteina G por GTP conduce a la interaccion de
la proteina G, subunidad a, con adenilato ciclasa u otros generadores de
moléculas de mensajero secundario. Esta interaccidn regula la actividad de
adenilato ciclasa, y en consecuencia, la produccién de una molécula de
mensajero secundario, cAMP. El cAMP regula la fosforilacién y la activacion de
otras proteinas 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 proteina G, subunidad a, es desactivada por la hidrdlisis del
GTP por GTPasa, y las subunidades a, B y vy se reasocian. La protelna G
heterotrimérica entonces se disocia de la adenilato ciclasa u otro generador de
molécula de mensajero secundario. La actividad de GPCR también puede ser
regulada por la fosforilacién de las anillas 0 dominios 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
$0 cree que tiene funciones relevantes en la plasticidad neuronal, en la cognicién,
la memoria, el aprendizaje y en algunos tfrastomos neurolégicos tales como

epilepsia, accidente cerebrovascular y neurodegeneracion (Watson, S. y S.
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Arkinstall (1994), The G-Protein Linked Receptor Facts Book, Academic Press,
San Diego CA. pp. 130-132). Estos efectos del glutamato son mediados por dos
clases distintas de receptores, denominados ionotrdpicos y metabotropicos. Los
receptores ionotropicos contienen un canal catidnico intrinseco, y median
acciones de excitacion rapidas de glutamato. Los receptores metabotropicos son
moduladores, y aumentan la capacidad de excitacibn de membrana de las
neuronas, inhibiendo las conductancias de potasio dependientes del calcio, e
inhibiendo y potenciando la transmision de excitacion de receptores ionotrdpicos.
Los receptores metabotrépicos se clasifican en cinco subtipos sobre la base de la
farmacologia agonista y las vias de transduccidon de sefial, y se distribuyen
ampliamente en los tejidos cerebrales.

[00131]) La familia de polipéptidos intestinales vasoactivos (VIP, por sus
siglas en inglés) es un grupo de polipéptidos relacionados cuyas acciones
también son mediadas por GPCR. Los miembros claves de esta familia son VIP
en sl, secretina y factor de liberacién de hormona de crecimiento (GRF, por sus
siglas en inglés). VIP tiene un amplio perfil de acciones fisiolégicas, entre ellas, |a
relajaciobn de masculos lisos, la estimulacién o inhibicién de la secrecién en varios
tejidos, la modulacién de varias actividades celulares inmunitarias, y diversas
actividades de excitacidn 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
neurcendocrino 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 a intercambie una
molécula GDP unida por una molécula GTP, y se disocie de las subunidades By.

La forma de la subunidad a unida a GTP habituaimente funciona ¢ mo una
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porciébn moduladora efectora, lo que conduce a la produccion de mensajeros
secundarios, tales como AMP ciclico (por ejemplo, por activacién de adenilato
ciclasa), diacilglicerol o inositol fosfatos. En el hombre se conocen mas de 20
tipos diferentes de subunidades o, que se asocian con un grupo menor de
subunidades P y y. Ejemplos de protelnas G de mamiferos incluyen Gi, Go, Gq,
Gs y Gt. Las protelnas G se describen exhaustivamente en Lodish H. y col,,
Molecular Cell Biology {Scientific American Books Inc., New York, N. Y., 1995),
cuyos contenidos se incorporan a ia presente solicitud a modo de referencia.
[00133] Los GPCR constituyen un importante blanco para la accién y el
desarrolio de farmacos. De hecho, los receptores han conducido a mas de la
mitad de los farmacos actualmente conocidos (Drews, Nafure Biotechnology,
1986, 14: 1516), y los GPCR representan el blanco mas 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 demuestra que esios receptores poseen antecedentes
establecidos y probados como agentes terapéuticos.

[00134] En general, aquellos que pongan en préctica la presente invencién
seleccionaran su polipéptido de interés, y sabran su secuencia de amino4cidos
precisa. Las técnicas de la presente invencién se han aplicado con éxito a la
produccion de diversos polipéptidos, entre ellos, por ejemplo, un anticuerpo
monaoclonal humano dirigido al factor 8 de diferenciacién y crecimiento (Ejemplos
1; 3; 4; 7-14); anticuerpo anti-Lewis Y humanizado (Ejemplos 5 y 6); anti-ABeta
(Ejemplo 15); y una protelna de fusibn Fc dimera de receptor de factor de
necrosis tumoral (Ejemplo 16), lo que indica que la presente invencién sera dtil
para la expresion de una variedad de diferentes polipéptidos y proteinas.
Cualquier protefna determinada que deba expresarse de acuerdo con la presente

invencion tendrd sus propias caracteristicas idiosincrasicas, puede afectar la
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densidad o la viabilidad celular de las células cultivadas, y puede expresarse en
niveles inferiores en comparacion con otro polipéptido o proteina cultivado en '
condiciones de cultivo idénticas. El experto en el arte podrd modificar
apropiadamente las etapas y composiciones de la presente invencidon a fin de
optimizar el crecimiento celular o produccién de cualquier proteina o polipéptido
expresado determinado.

Elementos de control genético

[00135] Como sera evidente para los expertos en el arte, los elementos de
control genético pueden emplearse con la finalidad de regular la expresién génica
del polipéptido o proteina. Dichos elementos de control genético deben
seleccionarse de manera de ser activos en la célula huésped pertinente. Los
elementos de control pueden ser constitutivamente activos, o pueden ser
inducibles en circunstancias definidas. Los elementos de control inducibles son
particularmente UGtiles cuando la proteina expresada es tdxica, o de lo contrario,
cuando posee efectos nocivos para el crecimiento o la viabilidad celular. En
dichos casos, la regulacién de la expresion del polipéptido o la proteina mediante
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 préactica de la
presente invencién, que pueden obtenerse.

[00136] Los promotores de mamiferos constitutivos representativos que
pueden emplearse de acuerdo con la presente invencién incluyen, sin 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 expresién constitutiva de secuencias de codificacion
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en células eucariotas incluyen, por ejemplo, promotores de virus de simio,
promotores de virus de herpes simple, promotores de virus de papiloma,
promotores de adenovirus, promotores del virus de inmunodeficiencia humana
(HIV), promotores de virus de sarcoma Rous, promotores de citomegalovirus
(CMV), 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 asi también, otros promotores virales conocidos
por los expertos en el arte.

[00137] Los promotores inducibles conducen la expresién de secuencias
codificadoras funcionalmente ligadas en presencia de un agente inductor, y
también 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 corriente descendente en presencia de ciertos iones
metalicos. Otros promotores inducibles serén reconocidos o conocidos por los
expertos en el arte.

[00138] En general, la secuencia de expresion génica también incluird
secuencias no transcripcion §' y no traduccién 5' comprometidas en la iniciacién
de la transcripcibn y traduccién, respectivamente, tales como caja TATA,
secuencia de cubierta, secuencia CAAT y similares. En forma opcional, se pueden
emplear elementos mejoradores a fin de aumentar los niveles de expresién de los
polipéptidos o proteinas por expresar. Ejemplos de elementos mejoradores que
han demostrado funcionar en células de mamiferos abarcan el mejorador del gen
anterior de SV40, como se describe en Dijkema y col., EMBO J. (1985), 4: 761, y
el mejorador/promotor derivado de la repeticién terminal larga (LTR) del virus de
sarcoma Rous (RSV), como se describe en Gorman y col., Proc. Nafl. Acad. Sci.
U. S. A. (1982b), 79: 68777 y el citomegalovirus humano, como se describe en
Boshart y col., Cell (1985), 41: 521.
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[00139] Los sistemas para ligar elementos de control a secuencias
codificadoras son bien conocidos en el arte (en Sambrook, Fritsch y Maniatis,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1889, incorporado a la presente
solicitud a modo de referencia, se describen técnicas de ADN biotecnologicas y
biolégicas moleculares generales). Los vectores comerciales adecuados para la
insercion de secuencia codificadora preferida para expresion en varias células de
mamiferos, en una variedad de condiciones de crecimiento e induccioén, son bien

conocidas en el arte.

Introduccién de secuencias codificadoras y elementos de control relacionados, en

ceélulas huéspedes
[00140] Los métodos adecuados para la introduccion de acidos 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., Nalure, 293: 620-625 (1981); Mantei y col., Nalure, 281:
40-46 (1979); Levinson y col., EP 117 080; y EP 117 058, todos incorporados a la
presente solicitud como referencia.

[00141] Para células de mamiferos, los meétodos preferidos de
transformacion comprenden el método de precipitacién de fosfato de calcio de
Graham y van der Erb, Virology, 52: 456-457 (1978), o el Lipofectamine™ (Gibco
BRL) Method of Hawley-Neison, Focus, 15:73 (1193). Los aspectos generales de
las transformaciones 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 transformacion de
células de mamiferos, ver Keown y col., Methods in Enzymology (1989), Keown y
col., Methods in Enzymology, 185: 527-537 (18980) y Mansour y col., Nature, 336:
348-352 (1988). Ejemplos representativos, sin limitacién, de vectores adecuados
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para la expresién de polipéptidos o proteinas en células de mamiferos
comprenden pCDNA1; pCD, ver Okayama y col. (1985), Mol. Cell Biol., 5. 1136-
1142; pMCineo Poly-A, ver Thomas y col., (1987), Cell, 51: 503-612; y un vector
de baculovirus, tal como pAC 373, o pAC 610.

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

Células

[00143] De conformidad con la presente invencién, se puede usar cualquier
tipo celular o célula de mamifero susceptible de cuttivo celular y de expresién de
polipéptidos. Ejemplos, sin limitacién, de células de mamiferos que pueden
emplearse de acuerdo con la presente invencién comprenden la lilnea de mieloma
de ratdn BALB/c (NSO/l, ECACC Nro. 85110503); retinoblastos humanos
(PER.C6 (CruCell, Leiden, Palses Bajos)); la linea CV1 de rifibn de ratén
transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); la linea de rifibn embrionario
humano (células 283, o 293 subclonadas para crecimiento en cultivo de
suspension, Graham y col., J. Gen Virol, 36: 59 (1977)); células de rifibn de
hamster cria (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hamster chino +/- DHFR
(CHO, Uraub y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 77: 4216 (1980)); células
de Sertoli de ratén (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 (HelLa,
ATCC CCL 2); células rsnales caninas (MDCK, ATCC CCL 34); células hepéaticas
de bufalo rata (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células pulmonares humanas (W138,
ATCC CCL 75), células hepaticas humanas (Hep G2, HB 8065); tumor mamario
de raton (MMT 060562, ATCC CCL51); células TRI {(Mather y col., Annais N. Y.
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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 invencion se usa para el cultivo de lineas celulares CHO y expresién de
polipéptidos y proteinas.

[00144] Adicionaimente, se puede emplear cualquier cantidad de lineas
celulares de hibridoma que puedan obtenerse en el mercado, 0 que no estén
disponibles en el mercado, que expresen polipéptidos o proteinas, de acuerdo con
la presente invencién. El experto en el arte apreciara que las lineas celulares de
hibridoma podrian tener diferentes necesidades nutricionales, o podrian necesitar
distintas condiciones de cultivo para el crecimiento 6ptimo y la expresién de
polipéptidos o proteinas, y podrdn modificar las condiciones segtin lo necesario.
[00145] Como se observa con anterioridad, en muchos casos, las células se
seleccionaran o sr\liseﬁaran 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 codifica
la proteina o polipéptido de interés, o mediante la introduccién de elementos de
control que regulan la expresion del gen (endégeno o introducido) codificador del
polipéptido de interés.

[001486] Ciertos polipéptidos pueden tener efectos nocivos sobre el
crecimiento celular, la viabilidad celular o alguna otra caracteristica de las células,
que en Gitima instancia, limitan la produccién del polipéptido o proteina de interés
de alguna manera. Aun entre una poblacién de células de un tipo particular
disefiado para expresar un polipéptido especlfico, existe variabilidad dentro de la
poblacién celular, de manera que ciertas células individuales crecerdn mejor, o
producirdn mas polipéptido de interés. En ciertas realizaciones preferidas de la
presente invencion, la linea de células es seleccionada emplricamente por el

aquel que pone en practica la invencién, para crecimiento fuerte en las
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condiciones particulares seleccionadas para el cultivo de las células. En
realizaciones particularmente 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 combinacion
de estos factores, o cualquier otra condiciébn considerada importante por aquel
que ponga en practica 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 inoculacién de un
cultivo de produccién de gran escala, con un cultivo de siembra de una densidad
celular particular; el cultivo o crecimiento de las células en condiciones que
conducen al crecimiento y la viabilidad celulares; la cosecha del cultivo cuando las
células alcanzan una densidad celular especificada; y la purificacién del
polipéptido expresado. Los procedimientos de cultivo de alimentacion de lote
comprenden una etapa adicional o etapas adicionales de suplementacion del
cultivo de lote con nutrientes u otros componentes que se consumen durante el
crecimiento de las células. Un problema persistente y no resuelto que se presenta
con los cultivos de lote y de alimentacién de lote tradicionales es la produccion de
productos de desecho metabdlico, que poseen efectos nocivos sobre el
crecimiento y la viabilidad celulares y sobre la produccién de polipéptidos
expresados. Dos productos de desecho metabdlico que tienen efectos
particularmente nocivos son el lactato y el amonio, que son producidos como
consecuencia del metabolismo de la glucosa y la glutamina, respectivamente.
Ademas de la produccién enzimética de amonio como consecuencia del

metabolismo de glutamina, el amonio también se acumula en los cultivos
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celulares, como resultado de la degradacién no metabdlica con el transcurso del
tiempo. La presente invencibn proporciona un método mejorado para la
produccién de gran escala de polipéptidos, que minimiza los efectos nocivos del
amonio y el lactato, disminuyendo y aun revertiendo la acumulacion de estos
productos de desecho en lo cultivos celulares. El experto en el arte reconocera
que la presente invencion se puede emplear en cualquier sistema en el cual se
cultiven células, entre ellos, sin limitacién, sistemas de lote, de alimentacion de
lote y de perfusién. En ciertas realizaciones preferidas de la presente invencion,
las células se cultivan en sistemas de lote o de alimentacion de lote.

Medios

[00148) Las formulaciones tradicionales para medios, entre ellos, los medios
que pueden obtenerse en el mercado, tales como el F10 de Ham (Sigma), Medio
Esencial Minimo (MEM, Sigma), RPMI-1640 (Sigma) y Medio de Eagle Modificado
por Dulbecco (DMEM, Sigma), contienen niveles relativamente altos de glucosa y
glutamina, en comparacibn con otros aminoacidos. Se crela que estos
componentes eran necesarios en forma abundante, ya que constituyen las
fuentes primarias de energla metabdlica para las células. Sin embargo, el rapido
consumo de estos nutrientes conduce a la acumulacién de lactato y amonio, como
ya se describi6. Adicionalmente, los altos niveles iniciales de glucosa y glutamina
y la posterior acumulacién de lactato y amonio producen alta osmolaridad, una
condicién que, por sl misma, a menudo es nociva para el crecimiento celular, la
viabilidad celular y la produccién de polipéptidos.

[00149] La presente invenci6n proporciona una variedad de formulaciones de
medios que, cuando se emplean de conformidad con otras etapas de cuitivo
descriptas en esta solicitud, minimizan y aun revierten la acumulacion de lactato y
amonio. Las formulaciones de medios de la presente invencion que han

demostrado tener efectos beneficiosos sobre el crecimiento y la viabilidad
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celulares, o sobre la expresiéon de polipéptido o proteina, tienen una o0 mas de las
siguientes caracteristicas: 1) una cantidad acumulada de aminoacidos 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 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 unidad de
volumen, superior a aproximadamente 16 mM. El experto en el arte comprendera
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 agregados posteriormente. El
experto en el arte entenderd que las formulaciones de medios de la presente
invencién abarcan tanto medios definidos como no definidos.

[00150] Las formulaciones de medios tradicionales comienzan con un nivel
relativamente bajo de aminoécidos totales, en comparacién con las formulaciones
de medios de la presente 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 medio F12 de Ham) tiene un contenido de
aminodcidos totales de 7,29 mM, y el medio de cultivo celular tradicional conocido
como RPMI-1640 tiene un contenido de aminoécidos totales de 6,44 mM (ver, por
ejemplo, H. J. Morton, In Vitro, 6: 88-108 (1970); R. G. Ham, Proc. Nal. Assoc.
Sci. (USA), 53: 288-293 (1965); G. E. Moore y col., J. Am. Medical Assn., 199:
518-24 (1967), todos incorporados como referencia). En ciertas realizaciones de
la presente invencion, ia concentracién de aminoécidos en el medio de cultivo

preferentemente es superior a alrededor de 70 mM. Aun con mayor preferencia,

G2
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las formulaciones de medios de la presente invencién contienen concentraciones
de aminodcidos superiores a alrededor de 70 mM en los medios iniciales. Se ha
demostrado que cuando las concentraciones de aminoacidos de los medios
iniciales se encuentran en este rango, la densidad celular y la valoracién
aumentan durante todo el periodo de crecimiento del cultivo (ver Ejemplo 13).
[00151] Adicionalmente, en ciertas realizaciones de la presente invencion, la
relacion molar de glutamina a asparagina en el medio de cultivo es reducida, en
comparacion con otros medios comerciales y no comerciales. Preferentements, la
relacién molar de glutamina a asparagina en los medios de cultivo es inferior a
alrededor de 2.

[00152] Ademés, en ciertas realizaciones de la presente invencién, la
relacién molar de glutamina a aminoé&cidos totales en el medio de cultivo es
reducida, en comparacién con otros medios comerciales y no comerciales.
Preferentemente, la relacion molar de glutamina a aminoacidos fotales en los
medios de cultivo es inferior a alrededor de 0,2.

[00153] Una consecuencia interesante e inesperada de la disminucién de la
relaci5n molar de glutamina a asparagina 0 a la concentracién total de
aminodacidos en los medios iniciales de acuerdo con la presents invencién fue
que, ademés de una disminucién observada en la acumulacién 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 acumulacion inicial (por ejemplo, ver Ejemplos 3y 7).

[00154] Boraston (Patente de los Estados Unidos Nro. 5§ 871 989) ha
descripto un medio de cultivo en el cual la relacién molar de iones inorgénicos
totales a aminoacidos totales es entre 1 y 10. Boraston demostré que

proporcionando un medio de cultivo en el cual la relacin molar de iones
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inorganicos totales a aminoécidos totales se encuentre en este rango, la
agregacién de células CHO en el medio disminuye. En otra realizacién preferida
de la presente invencién, la relacibn molar de iones inorganicos totales a
aminoécidos totales en el medio de cultvo se reduce aun mas, a entre
aproximadamente 0,4 y 1. Como se muestra en el Ejemplo 13, la reduccién de
esta relacion de 1,75 a aproximadamente 0,7 logra un notable aumento en la
densidad celular y en la produccién de polipéptido o proteina expresada durante
todo el perfodo de crecimiento del cultivo.
[00155] En otra realizaciéon preferida de la presente invencién, el medio de
cultivo contiene una concentracién de glutamina y asparagina combinadas de
entre aproximadamente 16 y 36 mM. Como se muestra en el Ejemplo 14, Tabla
22, los medios que contienen una concentracion 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 podréd
seleccionar la concentracién combinada exacta de glutamina y asparagina dentro
de esta rango, a fin de optimizar el crecimiento o la viabilidad celulares, y de
maximizar la produccién del polipéptido expresado.
[00156] Ademas, el experto en el arte podra reconocer que cualquiera de las
condiciones mencionadas se puede emplear en forma individual o en varias
combinaciones entre si. Wilizando formulaciones de medios que exhiben una,
algunas, o todas de las caracteristicas anteriores, el experto en el arte podré
optimizar el crecimiento o la viabilidad celular, y maximizar la produccién del
polipéptido expresado. _
[00157] Cualquiera de estas formulaciones de medios descriptas en ia
presente invencién puede suplementarse en forma opcional, segln lo necesario,

con hormonas y otros factores de crecimiento, iones particulares (tales como
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sodio, cloruro, calcio, magnesio y fosfato), reguladores, vitaminas, nucledsidos o
nucledtidos, oligoelementos (compuestos inorganicos habitualmente presentes en
concentraciones finales muy bajas), aminoéacidos, lipidos, hidrolizados proteicos o
glucosa u otra fuente de energia. 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, o se pueden agregar en un punto posterior, a fin de reponer nutrientes
agotados, o por alguna otra razén. El experto en el arte tendrd conocimiento de
cualquier suplemento deseable © necesario que pueda incluirse en las
formulaciones de medios descriptas.

Provisién de un cultivo celular de mamffero

[00158] En el arte, se conocen diversos métodos de preparacién de células
de mamfferos para la produccion de proteinas o polipéptidos por cultivo de lote y
de alimentacién de lote. Como se describié con anterioridad, se puede introducir
un acido nucleico suficiente para lograr ia expresion (habitualmente, un vector que
contiene el gen codificador del polipéptido o de la protelna de interés y cualquier
elemento de control genético funcionaimente ligado), en la linea de células
huéspedes, por medio de cualquier cantidad de técnicas bien conocidas. En
general, las células se someten a una identificacién sistemética a fin de establecer
las células huéspedes que han realmente absorbido el vector y expresan el
polipéptido o la proteina de interés. Los métodos tradicionales para la deteccién
de un polipéptido o proteina particular de interés, expresados por células de
mamiferos, abarcan, sin limitacién, inmunohistoquimica, inmunoprecipitacién,
citometria de flujo, microscopia de inmunofluoresecencia, SDS-PAGE, Wastem
blots, ensayo inmunosorbente ligado a enzima (ELISA), técnicas de cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC), ensayos de actividad biolégica y
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cromatografla de afinidad. El experto en el arte tendrd conocimiento de otras
técnicas apropiadas para la deteccién de proteinas o polipéptidos expresados. En
el caso de que miuiltiples células huéspedes expresen el polipéptido o la proteina
de interds, se pueden emplear algunas o todas las técnicas citadas a fin de
establecer las células que expresan dicho polipéptido o protelna en los niveles
mas altos.

[00159] Una vez identificada una célula que expresa el polipéptido o la
proteina de interés, la célula se propaga en cultivo, mediante cualquiera de una
variedad de métodos bien conocidos por el experto en el arte. La célula que
expresa el polipéptido o la proteina de interés habitualmente se propaga
cultivéndola a una temperatura y en un medio que conducen a la supervivencia, al
crecimiento y la viabilidad de la célula. El volumen de cultivo inicial puede ser de
cualquier tamafio, aunque a menudo es inferior al volumen del cultivo del
biorreactor de produccion utilizado en la produccién final del polipéptido o la
proteina de interés, 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
oxigenacion del medio y la dispersién de nutrientes en las células. Altemativa o
adicionalmente, pueden emplearse aparatos especiales de riego bien conocidos
en el arte, con la finalidad de aumentar y controlar la oxigenacién del cultivo. De
acuerdo con la presente invencion, el experto en el arte entenderé que puede ser
beneficioso controlar o regular ciertas condiciones intemas del biorreactor, entre
ellas, sin limitacion, el pH, la temperatura, la oxigenacién, etc.

[00160] La densidad celular inicial en el biorreactor de produccién puede ser
seleccionada por el experto en el arte. Conforme a la presente invencién, la
densidad celular inicial en el biorreactor de produccién puede ser tan baja como

una sola célula por volumen de cultivo. En realizaciones preferidas de la presente
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invencién, las densidades celulares iniciales en el biorreactor de produccién
pueden variar desde aproximadamente 2 x 10? células viables por ml, hasta
aproximadamente 2 x 103 2 x 10* 2 x 10% 2 x 10% 5 x 105 o 10 x 10° cdlulas
viables por ml, y pueden ser aun mayores.

[00161] Los cultivos celulares iniciales e intermedios pueden desamollarse
hasta cualquier densidad deseada, antes de sembrar el siguiente biorreactor de
producciéon 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 invencion, las células se pueden
extraer del sobrenadante, por ejemplo, mediante centrifugacién ultra-répida.
Ademas 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 diluirse hasta una densidad apropiada
para la siembra del biorreactor de producciéon. En una realizacién preferida de la
presente invencién, las células se diluyen en el mismo medio que se utilizara en el
biormeactor 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 invencidén, o a fin de adaptar necesidades
particulares de las células en si, por ejemplo, en el caso de que las células deban
almacenarse durante un periodo corto antes de la siembra del biorreactor de
produccion.

Fasoe de crecimiento inicial
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[00163] Una vez que se ha sembrado el bioreactor 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 viablilidad del
cultivo celular. Las condiciones precisas variardn seg(n 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 invencion, el biomeactor de
produccién puede tener cualquier volumen apropiado para la produccién de gran
escala de polipéptidos o proteinas. En una realizacion preferida, el volumen del
bioreactor de produccién es por lo menos de 500 litros. En otra realizacién
preferida, el volumen del biomreactor de 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 practica de la presente invencidn, y podrd seleccionarlo
consecuentemente. El biorreactor de produccién puede estar hecho de cualquier
material que conduzca al crecimiento y a la viabilidad celulares, que no interfiera
con la expresién o estabilidad de la proteina o del polipéptido producidos.

[00165] La temperatura del cultivo celular en la fase de crecimiento inicial se
seleccionara principalmente sobre la base del rango de temperaturas a las cuales
el cultivo celular permanece viable. Por ejemplo, durante la fase de crecimiento
inicial, las células CHO crecen bien a 37°C. En general, la mayoria de las células
de mamiferos crecen bien dentro de un rango de aproximadamente 25°C a 42°C.
Preferentements, 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 produccién de aquel que

pone en préctica la invencion.
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[00166] En una realizacién de la presente invencién, la temperatura de la
fase de crecimiento inicial se mantiene a una sola temperatura constante. En otra
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 inicial.
Alterativamente, la temperatura se puede aumentar o disminuir en cantidades
discontinuas, en varios momentos durante la fase de crecimiento inicial. El
experto en el arte podrd 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
desarrollarse una cantidad de tiempo mayor o menor, segtn las necesidades del
que pone en practica la invencidn y las necesidades de las células en si. En una
realizacion, las células se desarmollan durante un tiempo suficiente para lograr una
densidad celular viable, que es un porcentaje determinado de la densidad celular
viable maxima que las células alcanzarian finalmente si se las dejara crecer sin
interrupcién. Por ejemplo, las células pueden desamollarse durante un tiempo
suficiente para lograr 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 méaxima.

[00168] En otra realizacion, las células se dejan crecer durante un tiempo
definido. Por ejemplo, conforme a la concentracién inicial del cultivo celular, 1a
temnperatura a la cual las células se desamollan y la 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, o0 més. Si el crecimiento de las células en

un bioreactor de siembra, a la temperatura de la fase de crecimiento iniclal, fuera
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suficiente de manera que la densidad celular viable en el biomeactor de
produccion en el momento de su inoculacidn ya estuviera en el porcentaje
deseado de la densidad celular viable maxima, las células no se dejarian crecer
durante ningun dia en el biorreactor de produccién. Aquel que lieva a la practica la
invencion presente podréa seleccionar la duracién de la fase de crecimiento inicial,
conforme a las necesidades de produccién del polipéptido o la proteina y a las
necesidades de ias 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 dispersién de nutrientes en las
células. De acuerdo con la presente invencion, el experto en el arte entenderé que
puede ser beneficioso controlar 0 regular ciertas condiciones intemas del
biorreactor durante la fase de crecimiento inicial, entre ellas, sin limitacién, el pH,
la temperatura, la oxigenacién, etc. Por ejemplo, el pH se puede controlar
suministrando una cantidad apropiada de acido o base, y la oxigenacioén 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 invencion, al final de la
fase de crecimiento inicial, puede cambiarse por lo menos una de las condiciones
de cultivo, de manera de aplicar un segundo juego de condiciones de cultivo y de
producir un cambio metabdlico en el cultivo. La acumulacién de metabolitos
inhibitorios, en su mayoria lactato y amonlaco, inhibe el crecimiento. Un cambio
metabdlico, efectuado, por ejemplo, mediante una modificacién en la temperatura,
el pH, la osmolalidad o el nivel de inductores quimicos del cultivo celular, puede
caracterizarse por una reduccion en la relacion de una tasa de produccién de
lactato especifica a una tasa de consumo de glucosa especifica. En una
realizacién, sin limitacion, las condiciones de cultivo se cambian modificando la

temperatura del cultivo. Sin embargo, como es sabido en el arte, la modificacién
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de la temperatura no es el Gnico mecanismo para lograr un cambio metabdlico
apropiado. Por ejemplo, dicho cambio metabdlico también puede obtenerse
modificando otras condiciones de cultivo, entre ellas, sin limitacién, el pH, la
osmolalidad y los niveles de butirato de sodio. Como se detalla con anterioridad,
el momento del cambio de cultivo sera determinado por aquel que lleva a la
practica la 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 altemnativa, el cambio de temperatura
puede ser relativamente abrupto. Por ejemplo, puede completarse el cambio de
temperatura en menos de algunas horas. Dados la produccién y el equipamiento
de control apropiados, tal como es convencional en la produccién de polipéptidos
o proteinas de gran escala comercial, el cambio de temperatura aun puede
completarse en menos de una hora.

[00172] 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 protelnas o polipéptidos biotecnoldgicos en niveles
comercialmente adecuados dentro de un rango de aproximadamente 25°C a
42°C. Preferentemente, las células de mamiferos permanecen viables y expresan
protelnas o polipéptidos biotecnolégicos en niveles comercialmente adecuados
dentro del rango de aproximadamente 25°C a 35°C. El experto en el arte podré

seleccionar la temperatura o las temperaturas apropiadas para el cultivo de las
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células, segin las necesidades de las células y las necesidades de produccién de
aquel que pone en practica la invencién.

[00173] En una realizaciéon de la presente invencién, la temperatura de la
fasa de crecimiento posterior se mantiene a una sola temperatura constante. En
otra realizacion, la temperatura de la fase de crecimiento posterior 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
posterior. 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 entendera que en esta realizacion se contemplan
milltiples cambios de temperatura discontinuos. Por ejemplo, la temperatura
puede modificarse una vez, las células se pueden mantener a esta temperatura o
rango de temperaturas durante un cierto periodo, después del cual la temperatura
puede cambiarse nuevamente —a una temperatura mayor o menor. La
temperatura del cultivo después de cada cambio discontinuo puede ser constante,
o puede mantenerse dentro de un cierto rango de temperaturas.

[00174] En el Ejemplo 16, se expone informacién que demuestra la eficacia
del empleo de dos cémbios de temperatura sucesivos, si bien, aquellos expertos
en el arte de acuerdo con la presente invencion entenderdn que pueden
emplearse tres 0 mas cambios de temperatura sucesivos a fin de aumentar la
viabilidad o densidad celular, o a fin de aumentar la expresion de protelinas o
polipéptidos biotecnolégicos. La temperatura © 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
cambio. En una realizaci6on preferida de la presente invencitn, cada temperatura o
rango de temperatura sucesivo es inferior a la temperatura o rango de
temperaturas precedente.
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[00175] De conformidad con la presente invencién, una vez que se han

Fase de produccién posterior

cambiado las condiciones del cultivo celular como se detalla anteriormente, el
cultivo celular se mantiene para una fase de produccion posterior en un segundo
grupo de condiciones de cultivo, que conducen a la supervivencia y a la viabilidad
del cultivo celular, y apropiadas para la expresién del polipéptido o la proteina
deseada en niveles comercialments adecuados.

[00176] Como ya se analizd, el cultivo puede cambiarse modificando una o
méas, de una cantidad de condicionas de cultivo, entre ellas, sin limitacién, la
temperatura, el pH, la osmolalidad y los niveles de butirato de sodio. En una
realizacién, se cambia 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 o rango de temperaturas de la
fase de crecimiento inicial. Por ejemplo, durante la fase de produccién posterior,
las células CHO expresan protelnas y polipéptidos biotecnoldgicos dentro de un
rango de 25°C a 35°C. Como se analizd anteriomente, pueden emplearse
maltiples cambios de temperatura discontinuos a fin de aumentar la densidad o la
viabilidad celular, o a fin de incrementar la expresion 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 produccioén deseada. En una realizacion, las células se mantienen en la fase
de produccidén posterior hasta que la valoracién para la proteina o polipéptido
biotecnolgico alcanza un méaximo. En ofras realizaciones, el cultivo puede
cosecharse antes de este punto, segtn la necesidad de produccién del que pone
an practica la invencion, o las necesidades de las células en sli. Por ejemplo, las

células pueden mantenerse durante un tiempo suficiente para lograr una densidad
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celular viable 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. En algunos casos,
puede ser conveniente permitir que la densidad celular viable alcance un maximo,
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 cerc o alcance cero, antes de cosechar el cultivo.
[00178] En otra realizacidn de la presente invencién, las células se dejan
crecer durante un tiempo definido durante la fase de produccién posterior. Por
ejemplo, conforme a la concentracién del cultivo celular al inicio de la fase de
crecimiento posterior, la temperatura a la cual las células se desarolian y la tasa
de crecimiento intrinseco de las células, estas pueden desarrollarse durante 1; 2;
3;4,5;6;7.8;,9; 10; 11; 12; 13; 14; 15; 16; 17; 18; 19; 20 o0 méas dias. En algunos
casos, las células pueden dejarse crecer durante un mes, 0 mas. Aquel que lleva
a la préactica la invencién presente podra seleccionar la duracién de la fase de
produccion posterior, conforme a las necesidades de produccién del polipéptido o
la protelna y a las necesidades de las células en si.

[00179]) En ciertos casos, puede ser beneficioso o necesario suplementar el
cultivo celular, durante la fase de produccidon 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, seglin se ha observado en el
control del cultivo de células (ver la seccidn de "Control de las condiciones de
cultivo®, a continuacion), se han agotado. Aternativa o adicionalmente, puede ser
beneficioso o necesario suplementar el cultivo celular antes de la fase de
produccién posterior. Como ejemplos, sin limitacion, puede ser beneficioso o
necesario la suplementacién del cultivo celular con hormonas u otros factores de

crecimiento, lones particulares (tales como sodio, cloruro, calcio, magnesio y

as



52 Acta P 05 01 03596q6

N \

fosfato), reguladores, vitaminas, nucledsidos o nucledtidos, oligoelementos
(compuestos inorgénicos habituaimente presentes en concentraciones finales
muy bajas), aminoacidos, lipidos, o 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 adiciones. En una realizacion de |la presente invencién, los
componentes suplementarios se proveen al cultivo celular en miltipies momentos,
en cantidades proporcionales. En otra realizacibn, puede ser conveniente
proporcionar solo ciertos componentes suplementarios al comienzo, y
proporcionar el resto de los componentes en un momento posterior. En aun otra
realizaciébn 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 ftotal
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 cultivo celular puede agitarse o sacudirse durante la fase de
produccién posterior, a fin de aumentar la oxigenacién y la dispersién de
nutrientes en las células. De acuerdo con la presente invencioén, el experto en el
arte entendera que puede ser beneficioso controlar o regular ciertas condiciones
intemas del biomeactor durante la fase de crecimiento posterior, entre ellas, sin
limitacidn, el pH, la temperatura, la oxigenacion, etc. Por ejemplo, el pH se puede
controlar suministrando una cantidad apropiada de 4cido o base, y la oxigenacién
puede controlarse con aparatos de riego bien conocidos en el arte.

Control de las condiciones de cultivo
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[00183]) En ciertas realizaciones de la presente invencion, la persona que
lleva a la practica la invencion puede hallar beneficioso 0 necesario controlar
periddicamente las condiciones particulares del cultivo celular en crecimiento. El
control de las condiciones de cultivo celular permite que aquel que pone en
practica la invenclén pueda determinar si el cultivo celular produce proteina o
polipéptido biotecnolégico en niveles subdptimos, o si el cultivo estd préximo a
entrar en una fase de produccion suboptima. A fin de controlar ciertas condicionas
de cultivo, serd necesario extraer pequefias alicuotas del cultivo para andlisis. El
experto en el arte entenderé que dicha extraccién potencialmente puede introducir
contaminacién en el cultivo celular, y observara los cuidados apropiados a fin de
minimizar el fesgo de dicha contaminacion.

[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 nhumerosas técnicas que permitirdn que la persona que
lleva a la préctica la invencién pueda medir estas condiciones. Por ejemplo, la
densidad celular se puede medir usando un hemacitdémetro, un contador Coulter,
0 una examinacién de densidad celular (CEDEX). La densidad celular viable se
puede determinar mediante la tincibn 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 recuento de la cantidad total de
células, la divisién del nimero de células que absorben el colorante por el nimero
total de células, y tomando el nimero reciproco. Se puede emplear HPLC para
establacer los niveles de lactato, amonio, 0 de la proteina o el polipéptido
expresado. Altemativamente, el nivel de protelna o polipéptido expresado se

puede determinar mediante técnicas convencionales de biologia molecular, tales
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como la tincibn Coomassie de geles de SDS-PAGE, Westem blotting, ensayos
Bradford, ensayos Lowry, ensayos Biuret y absorbancia de UV. Ademas, puede
ser beneficioso o necesario controlar ias modificaciones pos-traduccion de la
proteina o el polipéptido expresado, entre ellas, la fosforilacién y la glicosilacion.
Aislacién de polipéptido expresado
[00185] En general, habitualmente se deseard la aislacién o purificacién de
protelnas o polipéptidos expresados de acuerdo con la presente invencion. En
una realizacion preferida, la proteina o el polipéptido expresado se secretara en el
medio, y de esa manera, se podran eliminar las células y otros sélidos, tal como
por centrifugacion o filtracién, como una primera etapa en el proceso de
purificacién. Esta realizacion es particularmente Gtii cuando se emplea de
conformidad con la presente invencion, ya que los métodos y las composiciones
que se describen en esta solicitud logran mayor viabilidad celular. Como
consecuencia, mueren menos células durante el proceso de cultivo, y se liberan
menos enzimas proteoliticas en el medio, que puedan disminuir potencialmente el
rendimiento de la proteina o del polipéptido expresado.

[00186) Altemnativamente, la proteina o el polipéptido expresado se liga a la
superficie de la célula huésped. En esta realizacion, 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 flsica mediante cuentas de vidrio y
la exposicion a altas condiciones de pH.

[00187] La proteina o el polipéptido puede aislarse y purificarse por métodos
convencionales, entre ellos, sin limitacién, la cromatografia (por ejemplo,
cromatografia de intercambio iénico, de afinidad, de exclusién por tamafio y de
hidroxiapatita), filtracion de gel, centrifugacién, o solubilidad diferencial,

@
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precipitacion de etanol, o por cualquier otra técnica disponible para la purificacién
de protelnas (ver, por ejemplo, Scopes, Protein Furification Principles and
Practice 2™ Edition, Springer-Verlag, New York, 1987; Higgins, S. J. y Hames, B.
D. (eds.), Protein Expression: A Practical Approach, Oxford Univ. Press, 1999; y
Deutscher, M. P., Simon, M. ., Abelson, J. N. (eds.), Guide to Protein Purification:
Methods in Enzymology (Methods in Enzymology Series, Vol. 182), Acedemic
Press, 1997, todos incorporados en la presente solicitud a modo de referencia).

. prto

Para la cromatografia de inmunoafinidad en particular, la proteina se puede aislar
mediante su unibn a una columna de afinidad que comprende anticuerpos
producidos contra esa proteina y fijados a un soporte estacionario.
Altemativamente, pueden adherirse a la proteina marcas de afinidad, tales como
una secuencia de cublerta de infiuenza, poll-histidina, o glutationa-S-transferasa,
mediante técnicas convencionales biotecnolégicas, a fin de permitir la facil
purificacion mediante el pase en la columna de afinidad apropiada. Los
inhibidores de proteasa, tales como fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF),
leupeptina, pepstatina o aprotinina, pueden agregarse en cualquier etapa o en
todas las etapas, a fin de reducir o eliminar la degradacion del polipéptido o de la
proteina durante el proceso de purificacion. Se desean en particular los
inhibidores de la proteasa cuando deben lisarse las células a fin de aislar y
purificar la proteina o el polipéptido expresado. El experto en el arte apreciara que
la técnica de purificacion exacta variard conforme al carécter del polipéptido o de
la proteina por purificar, el caracter de las células desde las cuales se expresa la
proteina o el polipéptido, y la composicién del medio en el cual crecen las células.
Formulaciones farmacéuticas

[00188] En c!ertas realizaciones preferidas de la invencion, los polipéptidos o
las protelnas producidas tendrdn actividad farmacolégica y serén (tiles en la
preparacién de productos farmacéuticos. Las composiciones de la invencién
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descriptas anteriormente se pueden administrar a un sujeto, o pueden erfularse
primero para administracién por cualquier via, entre ellas, sin limitacién, las vias
parenteral (por ejemplo, intravenosa), intradérmica, subcutanea, oral, nasal,
bronquial, oftdlmica, transdémmica (t6pica), transmucosal, rectal y vaginal. Las
composiciones farmacéuticas de la invencidn comprenden tipicamente una
proteina o un polipéptido purificado, expresado desde una linea de células de
mamifero; un agente de administracibn (es decir, un pollmero 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 dispersidn, revestimientos, agentes antibacterianos y
antifangicos, agentes de demora de absorcibn e isoténicos y similares,
compatibles con la administracion faémacéutica. En las composiciones también
pueden incorporarse compuestos activos suplementarios.

[00189] Una composicion farmacéutica se formula de manera de ser
compatible con su via de administracion propuesta. Las soluciones o
suspensiones utilizadas para aplicacion parenteral, intradérmica o subcutanea
pueden comprender los siguientes componentes: un diluyente estéril, tal como
agua para inyeccion, solucion salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina,
propilenglicol u otros solventes sintéticos; agentes antibacterianos, tales como
alcohol bencllico o metilparabenos; antioxidantes, tales como acido ascérbico o
bisulfito de sodio; agentes quelantes, tales como 4cido 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
4cidos o bases, tales como éacido clorhidrico o hidréxido de sodio. La preparacion
parenteral puede encerrarse en ampollas, jeringas descartables o viales de

miuiltiples dosis elaborados de vidrio o plastico.
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[00180] Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable
tipicamente comprenden dispersiones o soluciones acuosas estériles (cuando son
solubles en agua) y polvos estériies para la preparacién improvisada de
dispersiones o soluciones inyectables estériles. Para administracién intravenosa,
los portadores adecuados incluyen solucién salina fisiologica, agua
bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, NJ) o solucién salina
regulada con fosfato (PBS). En todos los casos, la composicién 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 accién
contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. En general, el
portador pertinente puede ser un solvente o medio de dispersién que contiene,
por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y
polietilenglicol liquido y similares) y sus mezclas adecuadas. La fluidez apropiada
puede mantenerse, por ejemplo, utilizando un revestimiento tal como lecitina,
manteniendo el tamafio de particula necesario en el caso de la dispersién, y
utilizando surfactantes. La prevencién de la accién de microorganismos puede
lograrse por medio de diversos agentes antibacterianos y antifiingicos, tales como
parabenos, clorobutanol, fenol, &cido ascorbico, timerosal y similares. En muchos
casos, sera preferible incluir agentes isotnicos, por ejemplo, azicares,
polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro de sodio, en la composicién.
La absorcién prolongada de las composiciones inyectables se puede lograr
incluyendo en las composiciones un agente que demore la absorcién, 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 solvente apropiado, con un ingrediente o una combinacién de ingredientes
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enumerados con anterioridad, segin lo necesario, y luego efectuando la
esterilizacion por filtracién. En general, las dispersiones se preparan incorporando
la protelna o el polipéptido purificado expresado desde una linea de células de
mamifero, en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersién basico y los
otros ingredientes necesarios, de los enumerados anteriormente. En el caso de
los polvos estériles para la preparacion 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 cualquier ingrediente deseado
adicional, a partir de una solucién de estos previamente filtrada por esterilizacién.

[00182) Las composiciones orales en general incluyen un diluyente inerte o
un portador comestible. Para el propésito de administracion terapéutica oral, la
proteina o el polipéptido purificado puede incorporarse con excipientes y utilizarse
en forma de comprimidos, sellos o capsulas, por ejemplo, cipsulas de gelatina.
Las composiciones orales también se pueden preparar empleando un portador
fluido para uso como un lavado bucal. Como parte de la composicién, pueden
incluirse agentes aglutinantes farmacéuticamente compatibles o materiales
coadyuvantes. Los comprimidos, las pastillas, las capsulas, los sellos y similares
pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, 0 compuestos de
naturaleza similar: un aglutinante, tal como celulosa microcristalina, goma
tragacanto o gelatina; un excipients, tal como almidén o lactosa; un agente
desintegrante, tal como é&cido alginico, Primogel o almidén de malz; un lubricante,
tal como estearato de magnesio o Sterotes; un deslizante, tal 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.
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[00193] Para administracidn por inhalacion, las composiciones de la
invencién, que comprenden una proteina o un polipéptido purificado expresado
desde una linea de células de mamifero y un agente de administracién,
preferentemente se suministran en forma de un roclo en aerosol desde un
recipiente presurizado o dosificador que contiene un propulsor adecuado, por
ejemplo, un gas tal como didxido de carbono, 0 un nebulizador. La presente
invencidbn contempla en particular la administracion 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 administracién de la invencién mejorardn la absorcién celular. De
acuerdo con ciertas realizaciones de la invencién, las composiciones que
comprenden un polipéptido purificado expresado desde una linea de células de
mamifero y un agente de administracidn se formulan como particulas porosas
grandes, para administraciéon en aerosol.

[00194] La administracion generalizada también puede efectuarse por
medios transmucosales o transdérmicos. Para la administracién transmucosal o
transdérmica, se usan en la formulacién agentes penetrantes apropiados para la
barrera por ser penetrada. Dichos agentes penetrantes son generalmente
conocidos en el arte, e incluyen, por ejemplo, para administracién transmucosal,
detergentes, sales biliares y derivados de &cido fusidico. La administracién
transmucosal se puede realizar utilizando roclos nasales o supositorios. Para
administracién transdérmica, la proteina o el polipéptido purificado y los agentes
de administracién se formulan en forma de unglientos, bélsamos, geles o cremas

generalmente conocidos en el arte.
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[00195] Las composiciones también se pueden preparar en forma de
supositorios (por ejemplo, con bases convencionales para supositorios, tales
como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retenciébn para
administracién rectal.

[00196] En una realizacién, las composiciones se preparan con portadores
que protegerdn el polipéptido o la proteina contra la rapida eliminacién del
organismo, por ejemplo, como una formulacién de liberacidn controlada, tal como
implantes y sistemas de administracién microencapsulados. Se pueden usar
polimeros biocompatibles biodegradables, tales como acetato de etilenvinilo,
polianhidridos, acido poliglicélico, 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 Comporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. Las suspensiones liposdmicas
(entre ellas, liposomas apuntados a las células infectadas con anticuerpos
monocionales para antigenos virales) también 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 administ_racién y uniformidad de
la dosificacion. La forma farmacéutica unitaria, como se usa en esta solicitud, se
refiere a unidades fisicamente separadas, adecuadas como dosificaciones
unitarias para el sujeto por ser tratado; cada unidad contiene una cantidad
predeterminada de protelna o polipéptido activo, calculada para producir el efecto
terapéutico deseado junto con el portador farmacéutico necesario.

[00198] La proteina o el polipéptido expresado de acuerdo con la presente

invencién puede administrarse con diferentes intervalos y perfodos segln lo
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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 dosificaciéon y el tiempo necesarios para tratar
de manera eficaz un sujeto; por ejemplo, sin limitacion, la gravedad de la
enfermedad o trastomo, los tratamientos previos, la salud general o la edad del
sujeto y otras enfermedades presentes. En general, el tratamiento de un sujeto
con una protelna 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 polipéptidko 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 administracién, la tasa de
excrecion, cualquier combinacion de fArmacos y el grado de expresién o actividad
por ser modulado.

[00199] La presente invencién comprende el uso de composiciones de la
invencién para el tratamiento de animales no humanos. En consecuencia, las
dosis y los métodos de 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.), Veferinary Phammacology and
Therapeutics, 8" edition, lowa State University Press; ISBN: 0813817438; 2001.
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[00200] Las composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden incluir

en un recipiente, envase o dosificador, junto con instrucciones para la
administracion.

[00201] Debe entenderse que Ila descripcidon precedente es solo
representativa, y no tiene la intencion de limitar. Los métodos y materiales
altemativos para llevar a cabo la invencibn, y ademas, las aplicaciones
adicionales, seran evidentes para el experto en el arte, y tienen la intencion de
incluirse dentro de las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplos

Ejemplo 1: Medio mejorado 1 para proceso de alimentacién de lote de anti-GDF-8
[00202] Los procesos tradicionales de alimentacién de lote para el cultivo de

lineas celulares poseen varias desventajas, entre ellas, el tiempo y el esfuerzo
necesarios para administrar las alimentaciones, y la necesidad de equipamiento
especial en biorreactores de gran escala. El objetivo fue formular un medio de iote
para la produccion de proteinas de interés en biomreactores de gran escala, que
requiriese minimas alimentaciones.

Matariales y métodos

[00203] Cepas y medios. Se disefiaron células de ovario de hamster chino
(“CHO") de manera de expresar un anticuerpo monoclonal contra el factor 8 de
diferenciacion y crecimiento ("células anti-GDF-8") (ver Veldman y col.,
Neutralizing Antibodies 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 se compararon con la finalidad de establecer sus capacidades para
sostener altas densilad y viabilidad 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 FeS04e7H-0.
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Luego se ajustd el medio a pH 7,25, se regisird la osmolaridad, y entonces se
agregd FeSO4e7H-0.

[00204] Condiciones de cultivo. Para los experimentos en frascos, las células
anti-GDF-8 se cultivaron en frascos de agitacién y se sometieron a pases, tres
veces. Para los experimentos en biorreactor, las células anti-GDF-8 se cultivaron
en medio durante 12 dlas, y se suplementaron diariamente con 2% en volumen de
medio de alimentacion Medio 4 20X (Tabla 3), o 3% en volumen de Medio 4 16X
(Tabla 4), después del dia 5. Durante los primeros cuatro dias, las células se
cultivaron a 37°C. El dia 5, se cambid la temperatura de las células a 31°C.
[00205] Anélisis de muestras. Se tomaron muestras diarias de los cultivos, y
se analizaron para determinar los niveles de aminoacidos, vitaminas, hierro,
fosfato, glucosa y glutamina.

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

Medio 1 Medio 2 Medio 3
Aminoécidos mgi mM mgh mW mgh mM
alanina 96,03 1,08 17.80 0,20 24,67 0,28
arginina | 1166,99 682 | 34797 200 | 4540 243
asparegina-Hy,0
713,59 470 75,00 050 | 17300 1,18
dcido aspirico | 318,53 239 | 2020 020 | 5272 0,40
disteina*HCI'H,0 70,01 0,40 70,10 0,40 70,01 0,40
clstina-2HCI 207,00 0,85 6228 0,20 62,00 0,20
Acido gittAmico 158,50 1,08 20,40 0,20 41,08 0.28
ghtamina | 1882,40 1298 | 1163,95 787 | 116240 7,08
gicna 85,68 128 30,00 040 B0 0,48 |
[ histdinasHCIHR0 | 389,10 1,78 48,00 02 75,27 0,36 |
isoleucine |  g23.83 478 | 104,09 080 | 151,90 1,16
loucina | 852,31 851 | 104,90 0,80 | 172,60 132
Tisina-HCl 945,00 820 | 145,99 080 | 21838 1,20
metionina | 201,82 1,08 20,60 0,20 53,55 0,36 |
Tenilslaning | 428,62 2,60 85,90 0,40 8881 | 080 |
prolina 372,25 324 66,99 0,60 96,40 0,54
sorna | 904,71 882 | 128,00 120 21307 2,60
treonina 513,30 431 94,00 080 | 13281 142
tiptéfanc | 150,32 0,78 16,00 0,08 28,00 0,94

v

et
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tiroeina~-2Na-2H:O 560,01 215 103,79 0.40 145,10 0.5 ~

valina 505,36 432 83,00 0,80 131147 1,12

— —

Vitaminas mghl uM mgh #M mgh [T

biotina 2,00 8.21 020 0,62 036 149
pantotenato de caicio 202 4827 224 47 4,03 847
cloruro de colina 67,67 | 630,74 8,08 64,80 16,11 | 115,82 |
acido f6kco 25,05 0,64 2,65 8,01 4,76 10,80
inoaltol | 123,30 88547 12,60 60,90 284 1257 |
nicotinamida 16,60 160,70 2,02 16,58 361 20,62
piridaxal-HCI 1,90 9,83 2,00 8,85 190 9,83
pindaxdna~HCI 18,06 87.67 0,03 0,15 167 6,10 |
ribofiaving 2.20 5,85 0.2 0,50 0,40 1,08
tiamina"HCl 21,51 63,64 217 644 302 11,64 |
vitaming B12 693 5,12 0,78 0,38 1.34 0,69 |
Sales Inorgénicas mgll mM mgh mM mgA mM
CaCh 115,78 1,04 | 116,00 1,06 [ 11578 1,04
KC| 31084 417 | T 418 | 31004 417
Na;HPO, | 7081 050 | 70,09 050 | 70,81 0,50
NaGl | 1104,08 18,02 | 553000 | ©4.85| 370408 | 6344
NaHPO-HO | 63833 4,61 240 045 114,33 0.83
MgSO, 48,70 0.41 48,83 0.41 48,70 041
Mg8O0,-7H0 0,03 85,00 8,60 85,00
MgCh 28,53 030 | 2881 030 | 28858 0,30
NaHCO;

2000,00 2381 | 2440,00 20,04 | 2440.00 20,04

Oligoeiementos g nM pgi nM pgh nM

Selenito de sodio 28,00 161,94 5,00 2862 7.00 40,48
Fa(NO:-BH;0 4086 | 12342 S000| 123,75| 4088| 12342
CuS0, 2,69 18,80 0.60 5,00 0,07 6,08
CuS0,*5H,0 1,24 45,00 749 30,00

FeSO,THO | 2509,65| 000864 | 835,08 | 302145 | 1542,85 | 5549,81
ZnSOsTHO | 273477 | 52082 | 42008 | 448812 | 138380 | 421,58

MnSO,*H;0 0,28 151 0.17 1.01

Na2SiC3-6H 0 | 210,00 730,27 14000 | 402,84

~ (NFA)MorOn4H:0 168 1,50 124 1,00

NHVO. | 008 8,33 0,65 5,56

NISO#8HO0 [ -~ 020 0,74 0,13 049
SnClhy2H0 0,18 0.60 0,12 053 |
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Hidrocorisona 0.3 0,64 0.04 0,10 0,09 0.24
Putrescina-2HCI 848 40,22 1,00 8,70 240 15,39 |
ficido linoleico 0.2 0,80 0,04 014 0,08 0,20 |
#dido tioclico 058 2,73 0,10 049 0,14 0.9
D-glucosa (Daxirosa) | 16030,43 | 86107,82 | 6150,72 | 34170,04 | 11042.24 | 61345,76 |
PVA | 2560,00 2400,00 2520,00
insufina 54,00 10,00 14,00

Piruvato de sodio 54,85 483,63 5500 | 400,85 54,85 | 408,63

Resultados y conclusiones

[00206] La Figura 1 muestra que la tasa de crecimiento de células anti-GDF-
8 fue similar en el Medio 1 y en el Medio 2, en los experimentos de frascos.
[00207] La Figura 2 muestra que, en biomeactores, el Medio 1 exhibié un
aumento significativo en la viabilidad y la densidad celulares finales, en
comparacién con el Medio 3. La valoracién final también aumentd de manera
significativa, de 551 mg/l para el proceso de plataforma, a 976 mg/ 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 dla 5, ya sea con 2% en volumen de Medio 4 20 X, 0 3%
en volumen de Medio 4 16X. En consecuencia, este no fue un experimento de lote
real, como se propuso originaimente. La asparagina y la tiamina se
suplementaron al medio 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 ios 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.

Ademas, el medio de lote concentrado contiene niveles insuficientes de glucosa
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para sostener el crecimiento durante el periodo de cultivo entero. Por lo tanto, los
cultivos se suplementaron diariamente 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 dlas. En consecuencia, el cultivo
se suplementd con estos componentes, ademéas de la glucosa.

[00211] Finalmente, se precipitara hierro de la solucién que contiene altas
concentraciones de fosfato a alto pH. Este problema puede evitarse agregando
hierro al final del proceso de preparaciébn del medio, después de ajustar el pH

hasta un nivel apropiado.

Ejemplo 2. Formulacién de medio de alimentacién concentrado (Medio 5) para
células anti-GDF-8 en procesos de alimentacién de lote

[00212] En el Ejemplo 1, se desarollé 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 determiné que aln era conveniente la suplementacién de
nutrientes, ademéas de la glucosa y la glutamina. Sin embargo, la suplementacién
del lote con medio de alimentacién Medio 4 8X logné excesiva dilucién del cultivo.
Se formulé un medio de alimentacibn més 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.
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Oligoelementos | Oligoelementos
Medio 4A-1 Medio 4B B D
Aminoicldos mg/l mM mgil mM | mgi mM mg/l mM
alanina 17,80 0,20
amginina 191,00 1,10
asparegina-H,0 135,00 0,80
Acido aspartico 8850 | 050
#cikdo giuthmico 2040 | 020
glicna 15,00 0.20
histidina-HG"H,0 73,50 0,35
Isolsucina 118,00 0,90
leucina 170,00 1,30
Tlising=HCI 182,00 1.00
metioning 59,60 040
feniialanina 82,50 0,50
prolina 80,00 0,60
serina 158,00 1,30
trecnina 65.20 0,80
tripiSteno 32.60 0.16
tirosinas2Na+-2H,0 10400 | o040
valina 83,60 0,80
Vitaminas mg/l M mgl [4M |mgh |mM mgl | mM
[ bictina 0,41 1,88
pantotenato de
caldo 4,50 9,45
dloruro de colina 1780 | 128,78
#cido flico 530 | 12,02
inositol 25,20 140,00
nicotinamida 4,00 32,79
piridedna-HCI 410 10,00
riboflavina 0,45 1,20
tiamina-HC! 440 13,08
vitamina B12 1,40 1,03
Oligoelemento
] gl nM mgll M gl nM el nM
[~ (NFL)MorO4H: 0 124 1.00
[ CuSO, 043 2,00
[ CuSOBH0 7,48 30,00
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[ Fe50,7H0 834 3000
[ MnSO0,+H0 0.17 1,01
"NasSIO#8HO 140,00 402,84
"NHVO, 0,65
["NIS0-6H0 0,13
[ SnClr2Hy0 0,12
| 2080,+TH,0 23000 | 801,30 863 3007

g | &

Otros .
componentes | ug/l nM ugh nM | ugh nM ugh nM
@cido linoleico 4200 | 015
acido tidctico 10500 | 0,51
_D-dumln 5555
{Dexirosa) 1000000 6
Medio 4 20X

[00214] E! primer medio concentrado se formulé como Medio 4 20X. En la

Tabla 3 se provee la formulacién de medio para Medio 4 20X.
Tabla 3. Planilla de célculo para medic de alimentacién Medio 4 20X

IPartel  Componente Cantidad Unidad
I Medio 4A-1 31,120 gh
Nucellin™ 40,000 mi/l
Carga H/P 20,000 mi/l
Carga de selenito 2,000 mif
PVA 2,400 _gn
NaH;PO4H,0 2,610 gl
MgS0,47H,0 0,430 gl
Acido aspartico 1,330 g/l
Acido glutamico 0,588 g
Acido linoleico 0,840 mifl
Acido tiéctico 2,100 miA
Tirosina-2 Na (Mw 225)| 1,790 gl
1000X Oligoelem. B 6,000 mif
Glucosa 100,000 gl
Glutamina 14,600 gl
pHa?70
Osmolaridad méx. 1064,000 mOsm
Agregar 108 ml Oligoelem. D,
! 0,25 g FeS04-7H0 a 280 ml
Cisteina (400 mM) de carga de cisteina
Il Acido félico 720 ml &cido folico 6 mM
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Observacion: 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.

[00215] La formulacion de medio consiste en 3 partes: |, II, lil. La Parte | es
la version concentrada de Medio 4 8X con los componentes individuales de Medio
4B, excepto écido félico, debido a las preocupaciones sobre la solubilidad de esta
vitamina. La Parte Il es carga de hiemo, Oligoelementos D y cistelna acida, a fin
de evitar la posible precipitacién de hierro, si se agrega en la Parte |. La Parte IlI
es la carga de acido fdlico. La Parte | se agrega en 2% en volumen diariamente,
comenzando el dia 5, y las Partes |l y Illl 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
osmolaridad fue aproximadamente 1064 mOsm. Una alimentacion al 2%
produciréa en 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
alimentacién se cambié del Medio 4 20X (2% en volumen diariamente) a medio 4
16X (3% en volumen diariamente). La formulacién del medio para el Medio 4 16X
se provee en la Tabla 4.

Tabla 4. Planilla de célculo para el medio de alimentacion Medio 4 16X

Parte Componente Cantidad Unidad
l Medio 4A-1 24,896 _gl
Nucellin™ 32,000 miA
Carga H/P 16,000 mif
Carpa de selenito 1,600 miA
PVA 2,400 _gh
NaH;PO4-H20 2,088 gl
MgSO,-7H;0 0,344 gh
Acido aspértico 1,084 g
Acido glutamico 0,470 g
Acido linoleico 0,672 miA
Acido tiéctico 1,680 miA
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Tirosina-2 Na (Mw 225) 1,432 gl
1000X Oligoelem. B 9,000 mifl
Glutamina 6,280 g/l
pHa7,0
Osmolaridad méx. 295,000 mOsm
! Agregar 108 ml Oligoelem. D,
0,25 g FeS0O4-7H20 a 280 mi
Cistelna (400 mM) de carga de cistelna
I Acido félico 720 mi Acido félico 6 mM

Observacion: 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.

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

3. Medio 4 16X

[00219] Se hicieron cambios a la formulacién de Medio 4 16X. Se agregd
solucién de carga de hierro a la alimentacion, para lograr una adicién de 0,45 uM
en cada alimentacion. Ademés, se agregd glucosa nuevamente para lograr una
adicién de 1,5 g/l en cada alimentacion. 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 Medio 4 16X

Parte Componente Cantidad Unidad
I Medio 4A-1 24,898

Nucellin™ 32,000 mi/l

Carga de H/P 16.000 mi/l

Carmga de selenito 1,600 mi/l

PVA 2,400 gh
NaH;PO4H;0 2,088 gl
MSO4'7HgO 0,344 gﬂ
Acido aspartico 1,064 g/

Acido glutdmico 0,470 gn

Acido linoleico 0,672 mi/

Acido ti6ctico 1,680 miA
Tirosina-2Na (Mw 225) 1,432 g/l

1000X Oligoelem. B 8,000 miA




7

Acta

P 05 01 03596 {

" ﬂ""/;,( ,L\

Glucosa 50,000 gl
Glutamina 7,300 g/l
pHa?7,0
IFeS04-7H20 (carga 1 mM) 15,000 mi/l
Osmolaridad méx. 607,000 mOsm
Il Acido félico 720 ml 4cido félico 6 mM
]| Agregar 108 ml Oligoelem. D,
0,25 g FeSO,-7H;0 a 280 ml
Cistelna (400 mM) carga de cistelna

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]

Aqui, el medio de alimentacién (Medio 4 18X) 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 acido félico pudiera

disolverse en la concentracién necesaria, y que ni el hiermo ni el 4cido félico se

precipitaran de la solucién después de un almacenamiento a 4°C ¢ a temperatura

ambiente, durante 6 dlas. La formulacion 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 gfl
Nucellin™ 32,000 miA
Carga H/P 16,000 mil
Carga de selenito 1,600 miA
PVA 2,400 g/l
NaH;PO4-H0 2,088 g
MgSO4-7H20 0,344 g/l
Acido aspértico 1,064 g/l
Acido glutamico 0,470 gh
Acido linoleico 0,672 mi/
Acido ti6ctico 1,680 mi/l
Tirosina-2 Na (Mw 225) 1,432 g/
Glucosa 66,700 gl
Glutamina 7,300 gl
Acido folico 70,560 mg/l
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Cistelna acida (400
mM) 6,250 mifl
Carga FeSQO, (1 mM) 23,000 mi
1000x Oligoelem. B 9,000 mi/
1000x Oligoelem. D 3,300 mi/
pH esperado 6,11 Ajustara 7,0
Osmolaridad méax. 724,000 mOsm

Observacion: 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.

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

5. Medio 4 12X

[00222] Aqul, se hicieron varios cambios al medio de alimentacién. Se usé
polvo de Medio 4B en lugar de la adicion de cada ingrediente individual en el
Medio 4B. El polvo de Medio 4B se mezcld con glucosa y se disolvié por separado
en condiciones bésicas, valorando la soluciSn a pH 10,25. Se agregaron
asparagina y tiamina adicionales, ya que los resultados de los andlisis de
vitaminas y aminoacidos mostraron que estos dos componentes se hablan
agotado hacia el final del proceso de alimentacioén de lote. El uso de Medio 4 12X
redujo adicionalmente el incremento de osmolaridad, cuando se aliment 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 gl
Nucellin™ 24,000 miA
Carga de H/P 12,000 mi
Carga de selenito 1,200 mi
PVA 2,400 gl
Asparagina, H20 1,620 gl

NaH2P0O4,H20 1,566 gl
MgSO4,7H20 0,258 gl
Glutamina 5475 gl

Tiamina 0,040 gl
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Medio 4B predisuelto y
glucosa ~175 mi1

Cistelna acida (400 mM) 4,688 mil

pH méax.

Ajustar pH a 7,2 con HCI
5N

Carga FeSO, (1 mM) 17,250 mi

1000x Oligoelem. B 6,750 mi/l

1000x Oligoelem. D 2475 mi/

[pH méx. (esperado 7,18)

Osm max. 566,000

Medio 4B predisuelto y
glucosa * (para 1 | de
medio de alimentacién)

Agua 150 ml

Mezcla de medio 4B
(14,5 g) con glucosa

(3834g) Agregar

Ajustar pH usando 25%
NaOH hasta disolver (pH
aprox. 10,25)

Observacion: 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.

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

Ejemplo 3. Proceso de alimentacion de lote careciente de glutamina, para cultivo
de células anti-GDF-8

[00224] Las células CHO necesitan glutamina en el medio inicial para
sobrevivir. Tradicionalmente, los niveles iniciales de glutamina han sido altos, y la
glutamina se alimentaba diariamente después del dia 5 hasta el final del proceso

de alimentacién de lote. Los procesos tradicionales de alimentacion de iote

X
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normaimente logran niveles altos de lactato y amonio en los cultivos celulares,
que, segin se sabe, poseen efectos inhibitorios sobre el crecimiento celular, la
densidad celular y la expresibn de proteina biotecnolégica. Los procesos de
alimentacién de lote donde la glucosa se agrega lentamente al cultivo han
demostrado disminuir la produccién de lactato y mejorar el crecimiento celular, la
densidad celular y la expresién de proteina biotecnolégica. Sin embargo, los
métodos del arte previo para la manipulacién de la adicién de glucosa no son
précticos para la elaboracién de gran escala. Aqui, utilizando medios de cultivo
con niveles iniciales inferiores de glutamina, y eliminando la glutamina de la
alimentacion, se demuestra que se logran niveles inferiores de amonio y lactato,
lo que conduce a mayor viabilidad celular. Ademas, en cultivos carecientes de
glutamina, la expresién de proteina biotecnolégica es mayor, y la osmolaridad
final se reduce.

Materiales y métodos

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

[00226] Condiciones de cultivo. Las células se cultivaron durante doce dias
en biomeactores de 1 I. La temperatura se cambié de 37°C a 31°C, el dia 4 0 el
dia 5, segin el crecimiento celular. Se evaluaron tres procesos de alimentacién de
lote: un procaso normal (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.
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Proceso de control |Proceso sin alimentacién de
glutamina
Maedio inicial 13 mM 13mM
Glutamina (mM)
Alimentacién de glutamina | 5 mM el dia 4 Sin alimentacién de glutamina
Medio de alimentacién Medio 5  (con|Medio 5 sin glutamina
glutamina 37,5 mM)
Esquema de alimentacion |4% diariamente | 4% diariamente desde el dfa 5
desde eidla 5
Cambio de temperatura a|Dla 4 Dia 5

31°C

Tabla 9. Proceso de alimentacion de lote en biorreactores de 1 |, con proceso

careciente de glutamina.

Proceso de control | Proceso con bajo contenido de
glutamina

Medio inicial 13 mM 4 mM

Glutamina (mM)

Alimentacién de glutamina [ 5 mM el dia 4 Sin alimentacion 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
desde el dia 5

Cambio de temperatura a|Dia 4 Dia 5

31°C

[00227]

Analisis 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 midié diariamente la valoracién de

anticuerpo anti-GDF-8 expresado.

Resultados y conclusiones
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[00228] La Figura 3 muestra la densidad celular de cultivos desarmollados en
condiciones 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
desarrollados en condiciones de alimentacion de lote de control, o sin
alimentacion de glutamina. El cultivo sin alimentacidn de glutamina mostrd
viabilidad celular notablemente mas alta hacia el final del experimento, que
comenzd el dia 6.
[00230] La Figura 5 muestra los niveles de amonio en cultivos desamollados
en condiciones de alimentacién de lote de control, o sin alimentacién de
glutamina. El cultivo sin alimentacién de glutamina mostrd una notable
disminucién en los niveles de amonio hacia el final del experimento, que comenzd
el dia 4.
[00231] La Figura 6 muestra los niveles de lactato en cultivos desamullados
en condiciones de alimentacidn de lote de control, o sin alimentacién 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 alimentacion de lote de control, o sin
alimentacion de glutamina. La valoracién de anticuerpo anti-GDF-8 final fue méas
alta en el cultivo sin alimentacién de glutamina.
[00233] La Figura 8 muestra la densidad celular de cultivos desarrollados en
condiciones de alimentacién de lote de control o careciente de glutamina. En
ambos casos, la densidad celular fue similar en el transcurso del experimento.
[00234] La Figura 9 muestra |a viabilidad celular de cultivos desarrollados en
condiciones de alimentacion de lote de control o careciente de glutamina. En

ambos casos, la viabilidad celular fue similar en el transcurso del experimento.
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[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 mostré 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 desarrollados
en condiciones de alimentacién de lote de control o careciente de glutamina. El
cultivo careciente de glutamina mostrd una notable disminucion en los niveles de
lactato hacia el final del experimento, que comenzé el dia 4.

[00237) La Figura 12 muestra la valoracibn de anticuerpo anti-GDF-8 en
cultivos desarrollados en condiciones de alimentacién de Ilote de control, o
careciente de glutamina. La valoracién de anticuerpo anti-GDF-8 final fue mas alta
en el cultivo careciente 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
produccitn de amonio, aumentan la viabilidad celular y aumentan la valoracion de
anticuerpo anti-GDF-8 expresado. Ademéas, en los cultivos carecientes de
glutamina, 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 ademés que la
mayor osmolaridad tiene efectos 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 degradacién no enzimatica de glutamina en
el medio almacenado. La eliminacién de glutamina en la alimentacién también

simplifica el proceso de cultivo de células anti-GDF-8.

A\
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Ejemplo 4. Respuesta de células anti-GDF-8 a la dosis de hiermo, en Medio 1
Medio 2
[00238] El Medio 1 posee una concentracion mucho mayor de nutrientes que

el Medio 2. Se determinaron los niveles 6ptimos de hierro para el crecimiento
celular en el Medio 1, a fin de evitar problemas por la deficiencia de hierro durante
el cultivo celular.

Materiales y métodos

[00240] Se cultivaron las células anti-GDF-8 en discos para un pase, en
Medio 1 o Medio 2. Se manipularon las concentraciones de hierro de estos
medios agregando diferentes cantidades de solucién de 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 hierro. En el
Medio 2, |a 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 aumentd con las mayores concentraciones de hiemo, pero alcanzé un
méaximo luego de aproximadamente 5 uM. Esta diferencia podria deberse al alto
contenido de nuirientes 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 hiermo deben mantenerse superiores a
5 uM, a fin de evitar problemas por la deficiencia de hierro en el Medio 1.

Eiemplo 5. Sustitucién de glutamina con glutamato en el proceso de biorreactor
[00242] Se efectuaron tres experimentos a fin de evaluar los efectos de la
sustitucién de glutamina con glutamato, en un proceso de cultivo celular anti-

Lewis Y.
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Materiales y métodos
[00243]
7,1, con oxigeno disuelto al 30% y una temperatura inicial de 37°C, con un cambio

Los experimentos se llevaron a cabo en biorreactores de 10 |, a pH

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 contenla glutamina. El medio de alimentacién y
el esquema de alimentacién, 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 contenia glutamina, pero que
contenla una concentracién molar de glutamato igual a la concentracién molar de
glutamina en Medio 5 convencional. Las columnas tituladas “Glutamina” se
alimentaron con Medio 5 convencional.

Tabla 10. Esquema de alimentacién

Dia 9040-44 9040-56 9040-64
Glutamato 1 | Glutamina 1 | Glutamato 2 | Glutamina 2 | Glutamato 3 | Glutamina 3
0
1
2
3
4 5 mM gin. S5mMgin. | 3glgluc.3 | 7,7 mM gin.
2,9 g/ gluc.
5 | 36¢g/gluc. | 5mMgin. | 3,5gl1gluc. [ 5mMgin. 3 g/l gluc. 3 g/l gluc.
5,5 gfl glue. _ 6 g/l gluc.
6 12% 16X 12% 18X | 17% Medio | 17% 16X | 29% Medio | 29% Medio
Medio 4 Medio 4 5 Medio 4 5 5
7 4 mMgin.
8
8 2,5 g/l gluc.
10 | 10% 16X 10% 16X | 8% Medio5 | 5% 16X
Medio 4 Medio 4 Medio 4
11 1 gA glue.
12
13 1 g/l glue.
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[00244] En cada experimento, la densidad celular fue similar, como se

Resultados y conclusiones

muestra en la Figura 14. Las densidades celulares fueron bajas en los
experimentos de Glutamina 2 y Glutamato 2 debido a una desviacién de pH a
aproximadamente 6,7, el dia 3 del proceso. La calda de la densidad entre los dias
68 y 7 en los experimentos de Glutamina 3 y Glutamato 3 se debe a la alimentacién
de medio de 29% el dla 6.

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

[00246] En el Experimento 1, la valoracién de anti-Lewis Y fue similar entre
los cultivos de alimentacién de glutamato y glutamina. La Figura 16 muestra que
en los Experimentos 2 y 3, las valoraciones anti-Lewis Y son inferiores an 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 alimentacion
tienen menor concentracion de amonio (Figura 18) y menor osmolaridad (Figura
19).

[00248] Se usé el ensayo de ELISA de union 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 (informacion no expuesta).

[00249] La sustitucién 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 biorreactores alimentados con glutamina. Los niveles de



Z
81 Acta P 050103596
¢V

o~ nnogs

amonio, lactato y la osmolaridad fueron inferiores en los biormeactores alimentados
con glutamato, en comparacion con aquellos alimentados con glutamina. En
promedio, la valoracion anti-Lewis Y fue méas alta en los biommeactores alimentados
con glutamato, y la actividad fue esencialmente la misma en ambas condiciones.
Ejemplo 6. Sustitucién de glucosa y glutamina en el proceso de cultivo celular
anti-Lewis Y

[00250] El propésito de este experimento fue evaluar los efectos de la

sustitucion 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-
49 (2004)). Se midieron la densidad cslular, la viabilidad celular, la valoracién anti-
Lewis Y y los niveles de amonio.

Materiales y métodos

[00251] El experimento se efectud en frascos de agitacién de 250 ml, con un
volumen inicial de 75 ml. Todos los frascos de agitacibn 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 alimentacién Medio 6. La composicion de Medio 6 se cita
en la Tabla 11. Los dlas 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 efectu6é por duplicado. Se tomaron muestras diariamente para los

recuentos celulares por CEDEX y ensayos de amonio, glucosa y lactato.
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Tabla 11. Composicion de Medio 6.

Aminodcidos mgh mM Oligoelementos pgh nM
alanina 142,48 1,80 Selenito de sodio 40'00 231,35
arginina | 452884 | 870 CuSO, 344 | 2151
asparagina-H;0 | 408080 | 720 CuS0,+5H,0 749 ] 30,00
écido aspértico | 53040 | 4,00 FeSO<THO| 2534| o115
clstina+2HCI 473,00 1,51 ZnS0O,7TH0 2704 | 9421
acido glutédmico 235,38 1,80 MnSO,H:0 0,17 1,01
glutamina | 482000 | 33,01 Na,8i05-9H;0 140 | 492,84
giicina | 420,07 | 1,60 | (NH:)eMo,O24H,0 124] 1,00
histdina*HCI-H:0 | sgg 32 | 280 NH,VO, 065| 556
soleucina |  geq 52 | 7.21 NiSO,+6H;0 013]| 049
leucina 1380,75 10,39 SnCly2H,0 0,12 0,53
{tsina*HCI 1458,80 8,00 AlCly*8H0 1,20 4,87
metionina | 47708| 320 AgNO, 017 ] 1,00
fenllatanina | ggo 38 | 4,00 Ba(CzH:0,)2 255| 998
prolina | 55231 4,80 KBr 012 1,01
serina | 128470 | 12.04 CdCiz2,5H,0 228 o990
freonine | 78202 | 640 CoCl;»6H;0 2,38 | 10,00
triptofano | 25004 [ 128 CrCly 032| 202
tirosina-2Ne'2H:0 | g3z2 | 3,19 NaF 4,20 | 100,02
valina | 74921 | 840 Ge0; 053| 507
. Ki 017 1,02
Vitaminas [ pop mM RbCl 1,21 | 10,01
biotina 3,28 0,01 Z2rOCl=8H;0 3,22 9,99
pantotenato da cslcio 3602| 0,08
cloruro de colina Otros
14328 | 1,03 componentes | wp/l nM
écldo félico 42,43 0,10 Hidrocortisona 288 0,79
inositol 201,71 1,12 Putrescina-2HCI 8000 | 4968
nicotinamida 32,02 0,26 #cido linoleico 338,25 1,20
piridoxina-HCl | 3082 | 0,18 acido tidctico | 4063 | 4,08
riboflavina 3.60 0,01
tlemina*HCI Otros
_ 3522| 0,10 componentes mgfl mM
vitemina B12 D-glucosa
11,21 0,01 (Dextrosa) | 3300589 | 183,37
PVA | 2400,00
Sales Inorgdnicas [ oy mM Nucellin™ 80,00
KH:PO, | 163500 | 12,02
MgSO+THO | 47188 070
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Tabla 12. Alimentaciones los dias 5-13. Medio 6 modificado que no contiene

glucosa ni glutamina.
QGluGin Medio modificado 8 + 43 g/l glucosa + 4,82 g/ glutamina {control)
Glu Medio modificado 8 + 43 g/l glucosa + 4,82 g/ glutamato
GluAsp Medio modificado 8 + 43 g/l glucosa + 4,38 g/l asparagina
 GluGlyGin | Medio modificado 6 + 43 g/l glucosa + 6,71 g/ glicligiutamina
GluGlu Medio modificado 6 + 43 g/l galactosa + 4,82 g/l glutamina
GalGlu Medio modificado 6 + 43 g/l galactosa + 4,82 g/l glutamato
 GalGIn Medio modificado 6 + 43 g/l galactosa + 4,36 g/l asparagina
GalGlyGin | Medio modificado 6 + 43 g/l galactosa + 6,71 g/ glicligiutamina
 GalAsp Medio 6 + 43 g/l glucosa

Resultados y conclusiones
[00252] La mas alta densidad celular se observd cuando se sustituyd

giutamina con glutamato o glicilgiutamina, 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 més 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 valoracion del dia 14 fue més alta en los cultivos alimentados con
glucosa/glicilglutamina y glucosa/glutamato, de aproximadamente 700 pug/ml. La
valoracion fue menor en los cultivos alimentados con galactosa/glicilgiutamina y
galactosa/asparagina, de aproximadamente 500 ug/ml. La valoracion en el control
de glucosa/glutamina fue aproximadamente 570 ug/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/glicilglutamina Yy
glucosa/asparagina mostraron niveles intermedios de amonio. Los frascos
alimentados con galactosa/asparagina, galactosa/glicilgiutamina y

galactosa/glutamina tuvieron los niveles mas altos de amonio (Figura 23).
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[00255] Los niveles de glucosa permanecieron superiores a 1 g/l en todos los
frascos alimentados con galactosa hasta el dia 11. Desde el dia 11 hasta el dia
14, la glucosa en estos cultivos nunca se agotd por completo, y permanecié entre
0,6 y 1 g/l, sin diferencias significativas entre los diferentes cuitivos.

[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 dla
10 hasta el dla 14, en estos cultivos los niveles de glucosa permanecieron
bastante constantes y similares entre si. El dia 14, quedaban aproximadamente
8,4 g/l de glucosa en los cultivos alimentados con glucosa/glutamato, y quedaban
aproximadamente 10,8 g/l en los cultivos alimentados solo con glucosa.

[00257] Los niveles de lactato alcanzaron un méaximo de aproximadaments
2,4 g/l el dia 5, cuando las condiciones fueron las mismas para todas las células,
y cayeron esencialmente hasta cero en todos los cultivos, el dia 14. Los niveles
de lactato fueron los més altos desde el dia 10 hasta el dia 14 en el control de
glucosa/glutamina, pero fueron inferiores a 1 g/l en este tiempo (informacién no
expuesta).

[00258] Todas las condiciones evaluadas en este experimento produjeron
densidad celular més alta que la condicién de glucosa/glutamina de control. Todas
las condiciones evaluadas, excepto la condicion de galactosa/asparagina,
lograron superior viabilidad final en comparacién con el control de
glucosa/glutamina, o la condicion de alimentacion de galactosa/glutamina. La
valoracién en el control de glucosa/glutamina fue aproximadaments 570 pg/ml, en
comparacién con un méximo de alrededor de 700 ug/ml en la condicién de
alimentacion de glucosa/glicilglutamina y la condicion de alimentacidén de

glucosa/glutamato.
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Ejemplo 7. Evaluacion de un proceso de lote careciente de glutamina, para la

produccién de anti-GDF-8
[00259] Los métodos tipicos de produccién de alimentacién de lote requieren

mditiples alimentaciones durante el periodo de cultivo. Estas alimentaciones se
diseflan de manera de reemplazar los nutrientes en el medio que han sido
agotados por las células, o pueden haberse degradado en el lote. Estas
alimentaciones crean complicaciones cuando se amplia el proceso para ser
utilizado en reactores més 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. E!
uso de un proceso de lote permitiia la inoculacién del biorreactor 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 dilucién sobre la productividad.

[00260] Una de las razones mas importantes por las que se emplea un
enfoque de alimentacién de lote es la glutamina, ya que esta no es estable a
37°C, y se pensd que era necesaria su repasicién durante un cultivo de lote. Sin
embargo, los resultados de los Ejemplos 2; 5 y 8, donde se ensay® una estrategia
de carencia de glutamina, mostraron un aumento significativo en la productividad,
en comparacion 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 evalué en este Ejemplo.

Materiales y métodos

[00261] Se cultivaron células anti-GDF-8 en biomreactores de 1 |, durante 12
dias, de acuerdo con las siguientes cuatro condiciones de crecimiento. Los
parametros de los biorreactores para todas las condiciones se mantuvieron

iguales. El oxigeno disuelio se mantuvo a no menos de 23% de saturacién de
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aire, mediante el riego con aire, y el pH se mantuvo a 7,00 mediante la adicién de
una solucién que contenla bicarbonato de sodio en una concentracién de 0,58 My
carbonato de sodio en una concentracion 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 bioreactores se bajé a 31°C, y se mantuvo
en este punto durante todo el lote. Los cultivos de control y de alimentaciéon de
lote se alimentaron con 8%; 12% y 8% del volumen total del reactor, de sus
respectivos medios de alimentacion, los dlas 5; 7; y 10, respectivamente.
[00262] 1) Control.

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

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

- Alimentacién de 5 mM de glutamina, el dia 4.

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

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

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

— Sin alimentacién de glutamina el dia 4.

— Disminucién de la temperatura a 31°C, el dla 4.
[00264] 3) Lote con carencia de glutamina.

— Inoculacién del medio, nuevo medio de lote, con solo 4 mM de glutamina
(ver Tabla 13).

— Sin medio de alimentacion.

— Sin alimentacién de glutamina.

— Disminucion de la temperatura a 31°C, el dla 4.

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

~ Inoculacién del medio, nuevo medio de lote, con solo 4 mM de glutamina
(ver Tabla 13).

— Sin medio de alimentacién.

— Sin alimentacién de glutamina.

— Disminucion 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 mi de 50 mgA 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 lotel
Aminocicidos mM mM mM
L -Alanina 88,0 1,08 24 0,2
L- Arginina 174,0 6,84 13,2 4
L-Asparagina-H;0 | 150,0 476 214 7.5
Acido L-Aspértico | 133,0 2,40 8 1,65
L-CistelnaHCl
H;0 176,0 0,40 0 0,4
L-Clstina*2HCI 313 0,95 1,875 1
Acido L-Glutdmico | 147,0 1,08 2,4 1,08
L-Glutamina 146,0 13,00 375 4
Glicina 75,0 1,28 24 1,54
|L-Histidina-HCI*H;O| 210,0 1,76 4,2 1,76
L-isoleucina 131,0 4,76 10,8 2,83
LHdeucina 131.0 8,52 156 4.7
Lisina*HC! 182,0 5,20 12 52
L-Mstionina 149,0 1,06 48 2.6
L-Fenllalanina 165,0 2,80 8 22
L-prolina 115,0 324 7.2 4,1
L-serina 105,0 8,60 18 8,6
L-freonina 119,0 4,32 8,6 32
L-riptéfano 2040 0,78 1,92 1,04
| -tirosina 2Na*2H,0  261,0 2,16 48 1,75
L-valina 117,0 432 9.8 4
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Vitaminas uM uM uM
_Blotina 2440 8,31 204 11
D-Caiclo

___pantotenato 476,0 48,08 1128 48,08
Cloruro de colina 139,0 832.2 1548 840
Acldo fdlico 4410 58,8 144 58,8
I-inositol 180,0 688 1680 211
nicotinamida 122,0 1681.7 388 215
plridoxina*HCI 206.0 88.15 240 88
piridoxal-HCI 203,0 10 0 10
riboflavina 3786,0 537 13,2 1,1
tiamina*HCI 337.0 83,7 2747 117
vitamina B12 1355,0 49 12 7,8
Sales Inorgénicas
NaCl 58,5 18,8 mM
KCI 74,6 42 mM 4,19 mM
CaCl, 111 1,05 mM 1,05 mM
Selenito de sodio 173 27 upd | 60upl 60 ug/
NaH;PO4H; 0O 142 |468mM | 11 mM 4,68 mM
Na;HPO, 138 0,5mM 0,3986 mM
MgSO, 120 1,16mM |1,06mM | 1,15mM
MgCl. 95 0,3 mM 0,3 mM
FaS047H0 278 SuM |24.675uM 9 uM
Fe{NO;)y*8H.O 404 |0,125uM 0,124 um
ZnSO7H0 287 9.2 uM 17 uM 9,2 um
CuSO, 180 0,05uM |0,074uM | 0,084 um
NaHCO4 84 23,8 mM 238 mM
Otros
Glucosa 180 18 gh 383 gh 1501 |
Alcohol polivinilico 256808 | 24gh 2,56 g/
Hidrocortisona 363 023mgA |043mgN| 0,28 m
Putrescina-2HCI 181 64mgA | 12 mgA 7.7 mgl
Piruvato de sodio 110 500 uM 500 uM
Acido linoleico 280 081uM | 1.8uM 0,81 uM
Acido tioctico 206 27uM | 6uM 27uM

Nucellin™ 54mg | 120 m 50 mg/

1000x Oligoel. B 1,5miA | 8,75 miA 1,5min
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Resultados y conclusiones

[00266] El crecimiento celular durante los primeros cuatro dias fue similar
para los procesos de control y de lote, mientras que el proceso de alimentacién de
lote careciente de glutamina tuvo una densidad celular levemente inferior, y se
mantuvo un poco méas baja durante el resto del lote. Ambos procesos de lote
mantuvieron densidades celulares mas altas durante todo el lote, probablements,
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 Iinferior a los otros tres biomeactores, y terminé
significativamente inferior el dia final. Esto sugiere que el medio de lote aun pudo
optimizarse, ya que el proceso de lote suplementado tuvo una viabilidad
equivalente a los biorreactores de alimentacion de lote (Figura 26).

[00267] Las células cultivadas ya sea en el proceso de lote careciente de
glutamina, ya sea en el proceso de alimentacién de lote careciente de glutamina,
superaron a las mismas células cultivadas en el proceso de alimentacion de lote
de control, en términos de productividad. El proceso de alimentacién de lote de
control tuvo una valoracién de dla de cosecha de 685 ug/ml, como era esperado,
mientras que el proceso de alimentacion de lote careciente de glutamina tuvo una
valoracién de cosecha de 1080 ug/mil, aproximadamente 58% mas alta que el
control. Esto es similar a los resultados observados con anterioridad. El proceso
de lote no suplementado, careciente de glutamina, tuvo una valoracién de dia de
cosecha de 960 pg/ml, 40% méas alta que el control, similar al proceso de
alimentacién de lote careciente de glutamina, mientras que el proceso de lote
careciente de glutamina, suplementado, tuvo una valoracién mas alta, de 1296

ng/ml. Esto representa un aumento del 89% sobre el control (ver Figura 27).
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[00268] Cuando se analizaron los niveles inhibitorios para las cuatro
condiciones, los resultados mostraron que los niveles de lactato y amonlaco para
los tres procesos carecientes de glutamina fueron significativamente mas 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
continué produciendo lactato durante todo el lote (ver Figura 28). Como era
esperado, los niveles de amonliaco fueron mucho mas bajos en los procesos
carecientes de glutamina, y declinaron después del dia 4, mientras que el control
continué produciendo amoniaco (ver Figura 29).

{00269] En este Ejemplo, la combinacion de un proceso de lote con una
estrategia de carencia de giutamina 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 ademas sugiere que, con alguna
optimizacién 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 produccion de polipéptidos biotecnoldgicos.

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 8, se demostrd que la carencia de glutamina

conferia beneficios a los cultivos de alimentacidn de lote en dos lineas de células,

entre ellos, mayores crecimiento celular, viabilidad celular y valoracién, como asl
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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 composicién de Medio 9 base se cita en la Tabla 14.
Las variaciones experimentales sobre esta composicién 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 dla 6.
El dia 7, se alimentaron los cultivos una vez con 5% en volumen de Medio 5 que
carecla de glutamina. Los cultivos se midieron diariamente para establecer la
densidad celular, la valoraciéon de anti-GDF-8, y los niveles de lactato y amonio.
Tabla 14. Composicién de Medio 9.

Aminoécidos | o mM Oligoelementos pgh nM
glanina 17,80 0,20 Selenito de sodio 60,16 | 400,00
arginina | gps00| 4,00 Fe(NO;)*8H-0 50,00 | 123,76
asparagina-H:0 | 3p00,00 | 20,00 CuSOs| 1024 | 84,00
#écido aspértico 219,46 1,65 CuS0,-5H;0 99,88 | 400,00
cisteina-HCI*H,0 7040 | 040 FeS0O,7H,0 4170 | 15000
clsteinas2HCI 468,75 1,50 ZnSO,»7THO 26840 8200
glutamato MnSO,+H0
monosddico 3380 | 020 _ 33,80 | 200,00
glutamina | sa400| 400 Na;Si089H:0 | 28407 | 1000
glicina 115,50 1,54 (NH4)sM07024~4H0 247,20 | 200,00
histidinaHCI*H,0 | 47460 228 NH,VO, 2,34 ) 20,00
isoleucina | 57073 | 4,38 NiSO,*6H;0 5,26 | 2000
leucina | 103070 | 7,87 SnCl»2H;0 090 | 4,00
lisina*HCl | 140140 7,70 AICly6H,0 0,87 4,00
metionina | 38740 | 260 KBr 048 | 4,00
fenilalanina | 55700 [ 3,07 CrCly 15,83 | 100,00
prolina | s3gs0| 480 NaF 017 | 4,00
serina | 105200 | 10,02 GeO:| o42| 400
treonine [ s5g480| 475 KI 33,20 | 200,00
friptofano | 27418 | 1,34 RbCl 048 | 4,00
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trosina*2Ne2H,0 | 74575 2,88 HyBO, 12,37 | 200,00
valina | 74900 640 Lici 037 4,00
Vitaminas mg/ mM Otros componentes g nM
biotina 2,68 0,01 Hidrocortisona 540,00 1,49
pantotenato de calcio 21,92 0,05 Putrescina+2HCI 15000 | 93,11
clorurodecolina | 45848 1.14 écido linoleico | 29000 | 1,04
écido folico 2593 | 006 écidotidctico | 71800 | 348
Inositol | 16398 | 0,91
nicotinamida 2623 | 022| Otroscomponentes mgh| mMm
piridoxaieHCI 203| o001 Dglucosa(Dexirosa) | 4500000 | 83,33
pindoxina*HCl | 3643 | 0,18 PVA | 2580,00
riboflavina 2.41 0,01 Nucellin™ 50,00
tliamina-HCI 39,43 0,12 Piruvato de sodio 55,00 0,50

vitamina B12 21,17 0102

Sales inorgénicas mgh mM

CaCl2| 414655| 1,05

KCI| a31290] 4,48

NaHPO, 56,60 | 040
NaCl | 110000 | 1880
NaHPO,H0 845,84 4,68
MgSO. | 4as00| 1,15

MgClz 2850 | 030
NaHCOs | 200000 { 23,81

Tabla 15. Condiciones de glutamina y asparagina evaluadas.

Reactor 1 | Reactor 2 | Reactor 3 | Reactor 4 | Reactor 5 | Reactor 6

Linea celular | ani-GDF-8

Medio Medio de lote (Medio 9)

Niveles de 1TmM 1mM 1mM 4 mM 4 mM 4mM
| glutamina

Niveles de 8 mM 12mM 20mM 8mM 12mM 20mM

asparagina

Densidadde | 0,3a0,35

siembra

(x10%mi)

Medio de Medio 5-Glutamina, 5% el dla 7

alimentacién

Dias de 12

cultivo
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Cambio de Dia 6 Dia 6 Dia 8 Dia5 Dia 5 Dia 4
temperatura
(37-31°C)

Resultados y conclusiones

[00272] L.as Figuras 30; 31; 32; y 33 muesiran el crecimiento celular de
células anti-GDF-8; la valoracion de anti-GDF-8; los niveles de lactato; y los
niveles de amonio, respectivamente, durante todo el transcurso de los
experimentos, en las varias condiciones experimentales.

[00273] En todas las condiciones experimentales, 4 mM de glutamina es
mejor que 1 mM de glutamina en todos los niveles de asparagina evaluados. En
niveles de glutamina comparables, las condiciones de asparagina 12 mM y 20 mM
son mejores que las condiciones de asparagina 8 mM. Se observaron menores

niveles de lactato y NH,4 al final del cultivo para todas las condiciones evaluadas.

Ejemplo 9. Efectos de lag concentraciones de glutamina y asparagina en medios

de lote, sobre el proceso de cultivo de células anti-GDF-8
[00274] En el Ejemplo 8, se demostrd que el Medio 9, que contenia una

concentracion inicial de glutamina de 4 mM, era més eficaz que el medio que
contenia glutamina 1 mM, sin consideracién de los niveles de asparagina. Este
ejempio demuestra el efecto del medio que contiene niveles de glutamina de 13
mM y varios niveles de asparagina.

Materiales y métodos

[00275] Las células anti-GDF-8 se cultivaron durante doce dias en
biorreactores de 1 |, en Medio 9 modificado, con diferentes concentraciones de
glutamina y asparagina, como se cita en la Tabla 16. Los cuﬁms se incubaron a
37°C durante los primeros 3 dias. Los cultivos se cambiaron a 31°C el dia 4. El
dia 7, se alimentaron los cultivos una vez con 5% en volumen de Medio 5 que

carecla de glutamina. Los cultivos se midieron periédicamente para establecer la
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densidad celular, la viabilidad celular, los niveles de lactato y amonio, los niveles
de glutamina, la valoracién anti-GDF-8 y la osmolaridad.

Tabla 18. Condiciones de glutamina y asparagina evaluadas.

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 4mM 4 mM 13mM 13mM 19mM 13mM
 glutamina

Niveles de 20 mM 20 mM 20 mM 12mM 12mM 8 mM

asparagina

Densidad de 0.3a0,35

siembra

{(x10%/ml)

Medio de Medio 5 careciente de glutamina, 5% el dia 7

alimentacién

Dias de 12

cultivo

Cambio de Dia 4 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 lactaio; los niveles de amonio; los niveles de glutamina; la
valoracidon de anti-GDF-8; y la osmolaridad, respectivamente, durante todo el
transcurso de los experimentos, en las varias condiciones experimentales.

[00277] Entre todas las condiciones evaluadas, solo el Medio 9 que contenla
glutamina 13 mM y asparagina 20 mM mostr6 significativos efectos adversos
sobre la valoracién y el crecimiento celular. La glutamina se agotd en todos los
cultivos aproximadamente en el mismo momento, sin consideracién del inicio del
cultivo con 4 mM o con 13 mM de glutamina. La valoracién més alta anti-GDF-8
se obtuvo en cultivos que contenlan glutamina 13 mM y asparagina 12 mM. Todas
las condiciones de cultivo exhibieron menores niveles de lactato y amonio cerca
del final del cultivo. Los niveles de amonio fueron mas altos en el cultivo que

contenia glutamina 13 mM y asparagina 20 mM.
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Ejemplo 10. Efecto de los niveles de asparagina y cistelna sobre la disminucién

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

en condiciones de carencia de glutamina exhiblan menores niveles de lactato y
amonio al final del proceso de cultivo. Sin embargo, los cultivos desamrollados 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 observé en
otros medios, tales como el Medio 1, donde la carencia de glutamina parecla
necesaria para los menores niveles de lactato y amonio. El Medio 9 y el Medio 1
difieren en los niveles de asparagina (20 mM en el Medio 9, en comparacién con
11 mM total en el Medio 1 més alimentacién) y cistina &cida (1,5 mM en el Medio
9, en comparacion con 0,95 mM en el Medio 1). Este ejemplo eval(a si estos dos
componentes fueron responsables de la disminucién observada en los niveles de
lactato y amonio al final del cultivo.

Materiales y métodos

[00279] Las células anti-GDF-8 se cultivaron durante doce dlas en
biorreactores de 1 |. Inicialmente, las células se cultivaron a 37°C, y se cambiaron
a 31°C el dia 4 o el dia 5, a 8-10 x 10%ml. La Tabla 17 cita las varias condiciones
experimentales evaluadas. Se tomaron muestras a diario y se guardaron para
anélisis de valoracién por medio de HPLC de Proteina A.

Tabla 17. Condiciones de asparagina y cistelna evaluadas.

Madio Gin (mM) | Asn (mM) | Total Gin (mM) | Total Asn (mM}| Allmemniacién
Medio 5, 30%
Medio 1 13 5 2 1 total 5mM Gin, dia 4
Madio 5-Gin,
Medio 1 4 6 4 1 30% total
|Madio 5-Gin, 5%
Medio de [ole (Medio 9) 4 20 4 21 dia?7
Medio 1+ 5 mM Asn + 0.5 mM Madio 5, 30%
Cistsina 13 10 29 16 fotal 5mMGin,dia 4
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Madio de lote {(Medio 8) 13 20 29 21 total S mM Gin, dla 4

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

Resultados y conclusiones

[00280]  Las células anti-GDF-8 cultivadas en Medio 9 exhibieron menores
niveles de lactato y amonio al final del proceso de cultivo, sin consideraciéon 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 iniciaron con 4 mM de glutamina
(ver Figuras 42 y 43). La adicién de asparagina y cistina adicional al Medio 1 que
contenla 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 8 con glutamina 13 mM) también tuvieron
menor osmolaridad total al final del proceso de cultivo (ver Figura 47).

[00282] El Medio 9 con glutamina 4 mM exhibid la méas alta valoracién de
anti-GDF-8, seguido del Medio 9 con glutamina 13 mM alimentado el dla 4 (ver
Figura 46). Teniendo en cuenta el efecto de la dilucién de la alimentacion, el
Medio 9 que contenla glutamina 4 mM tuvo una valoracién anti-GDF-8 equivalente
al Medio 9 que contenla glutamina 13 mM.

Ejemplo 11. Efecto de los niveles de aminoédcidos y vitaminas sobre la

disminucién observada en los niveles de lactato y amonio en células anti-GDF-8
cultivadas en Medio 8

[00283] El Ejemplo 10 evalué 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 determiné que estos factores no
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eran responsables de la disminucion observada. El Medio 1 y el Medio 9 también
difieren en sus concentraciones de aminoacidos y vitaminas. Este ejemplo evalia
8i las diferencias en las concentraciones de aminoacidos y vitaminas entre estos
dos medios fueron responsables de la disminucién observada.

Maleriales y metodos

[00284] Las células anti-GDF-8 se cultivaron durante doce dias en
biorreactores de 1 |. 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 aminoacidos, vitaminas, hidrocortisona y
putrescina, oligoelementos E (composicién citada en la Tabla 19) y hierro a las
varias condiciones experimentales de Medio 1, de manera que los niveles de
estos componentes eran iguales a los niveles en el Medio 9. Se tomaron muestras
a diario y se guardaron para anélisis de valoracion por medio de HPLC de
Proteina A.

Tabla 18. Condiciones de aminoécidos y vitaminas evaluadas.

WMadio “Gin (mM) Asn(mM) Allmentacién Olas Dia7 Diai0 Dia11
Medlo 1 13 5  Medio5 30%tolal 5mMGIn, diad 8% Medio5 12% Medio 5 8% Medio 5
Medio1+AA 13 15  Medio5,30% iotal 5mMGin,dia4 8% Medio5 12% Medio 5 8% Medio 5
Medio 4on
1+VILHP E Fo 13 5  Medio5 30%tolal 5mMGin,dia4 8% Medio5 12% Medio5 8% Madio 5 glucosa
L
Medlo 1 + tndo 13 15  Madio 5, 30% fotal 5mM Gin,dia4 8% Medio5 12% Medio 5 8% Medio 5 glucosa
Medio 8 con 13 mM
Gin 13 20 Madio5,30%otal SmMGIn,dla4 8% Madio5 12% Medio 5 8% Medio 5

Observacion: AA = Aminoéacidos, H/P: = 0,036 mg/mi hidrocortisona, 1,08
mg/ml Putrescina+2HCI, E: Oligoelementos E.

Tabla 19: Composiciéon de Oligoslementos E.

Oligoslementos pph nM
(NH.)8Mo, 04,0 123,60 | 100,00
AlCl;*6H;0 048] 200
HaB80, 6,18 | 100,00
CrCly 792 | 5000
CuSO,5H;0 49,94 | 200,00
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GeO, 0.21 2,00
KBr 0,24 2,00
K 16,60 | 100,00
LICI 008| 200
MnSO,*H;0 16,90 | 100,00
Na:Si0,*8H;0 14203 | 500,00
NaF 0,08 2,00
| NH.VO, 1,17 ]| 10,00
NiSO,6H-0 263 | 10,00
RbCl 024] 200
SnCl*2H;0 045| 200
Selenito de sodio 34.58 | 200,00
Resultados y conclusiones
[00285] Todas las condiciones evaluadas exhibieron menores niveles de

lactato y amonio al final del proceso de cultivo, excepto el Medio 1 que contenla
aminoacidos agregados, lo que indicé que los mayores niveles de aminoacidos 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 Medioc 1, que contenla vitaminas, hidrocortisona y putrescina,
oligoelementos E y hierro agregados, exhibi6 menores niveles de lactato y amonio
al final del proceso de cultivo, en comparacién con el Medio 1 que contenia
aminoacidos agregados (ver Figuras 49 y 50). Esto indica que estos componentes
pueden ser responsables de las disminuciones observadas en el Medio 9.

[00286] Los cultivos desarrollados en Medio 1 que contenla vitaminas,
hidrocortisona y putrescina, oligoelementos E y hierro agregados exhibieron los
menores niveles de amonio durante todo el experimento, debido a las menores

cantidades totales de asparagina y glutamina en el medio inicial (ver Figura 50).

Ejemplo 12. Efecto de los niveles de vitaminas, oligoelementos E y hierro sobre la

disminucién observada en los niveles de lactato y amonio en células anti-GDF-8
cultivadas en Medio 9

Z
/UJ\
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[00287] En el Ejemplo 11, se determindé 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 evaluaron de manera individual y en combinacion, a fin de
determinar cuiles de ellos, o si alguno de ellos, eran responsables de Ila
disminucioén observada.
Materiales y métodos
[00288] 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, excepto el Medio 1 que contenla oligoelementos
E, que se cambié el dia 4 a aproximadamente 8 x 10° células/ml. La Tabla 20 cita
las varias condiciones experimentales evaluadas. Se agregaron hidrocortisona y
putrescina a todas las condiciones del Medio 1, de manera que los niveles de
estos componentes fueron iguales a los niveles en el Medio 9. Se agregaron
vitaminas, oligoelementos E (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 analisis de valoracion por medio de HPLC de
Proteina A.

Tabla 20. Condiciones de aminoacidos y vitaminas evaluadas.

Camblo
Medio Gin(mM)} Aan{mM) Almantecién tsmp. Dia 4 Dia 8 Dia7 Dia 10
& mM Gin, 8% Medio 12% Medio
Madio 1 + Fe 13 15 Medio 5, 30% tital dia4 dia 4 ] L] 8% Medio 5

5 mM Gin, 8% Medio 12% Medio
Medio 1 +E 13 15 Medio 5, 30% ftolal dia4 dia 4 5 L] 8% Meadio 5
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5 mM Gin, 8% Medio 12% Medio

Madio 1 + Vit 13 156 Medio 5, 30% totel  dia4 diad 5 ] 8% Medio 5
5 mM Gin, 6% Medlo 12% Medio

Modio 1 + Fe +E 13 15 Medio 5, 30% total dla4 dia4 5 5 8% Medio &
5 mM Gin, 8% Madio 12% Medio

Medio 1 + Fe + Vit 13 15 Medio 5,30% total dim 4 dia4 L] 5 8% Medio 5
5mM Gin, 8% Medio 12% Madio

Meadio 1 + E + Vit 1 18 Medio 5,30% total dia 4 dia 4 8 5 8% Medio 5
lo® con 13 mM 5mM Gin, 8% Medio 12% Medio

Gin 13 20 Medio §,30% total dad dia 4 8 5 8% Medio 5

Observacion: E: Oligoelementos E.

Resultados y conclusiones

[00289] De todas las condiciones evaluadas, solo el Medio 9 que contenla
glutamina 13 mM y el Medio 1 que contenla oligoelementos 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
cambi6 la temperatura cuando las células estaban a aproximadamente 6 x 10°
células/mi.

[00290] El Medio 9 que contenfa glutamina 13 mM exhibié la mas alta
valoracién anti-GDF-8 en comparacion con cualquiera de las formulaciones de
Medio 1.

Eiemplo 13. Comparacién de los Medios 1; 3; vy 8 en términos de crecimiento

celular y valoracién 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 informacion
pertinente de los medios se cita en la Tabla 22. Las células se cultivaron en
biorreactores de 1 | durante 12 dlas, y se camblaron de 37°C a 31°C el dia 4.



101 Acta P 05 01 03586

nno £ Ve,
Tabla 21. Condiciones de alimentacion y medios evaluados.
|Allm.l'lll=lﬂl'l
Medio | Asn | Gin Dia 3 Dia4 Dia 8 Dia8 | Dia?7 | Din10 | Dis11
33% 33%
3,3% Medio 5-|3,3% Medio 5-[3,3% Medio 5{Mediio 5-| 10% Medio | Medio 5- 13,3% Madio|
Medio3 |14mM | 4mM Gin Gin Gin Gin | SGin Gin 5-Gin
3.3% 3.3%
3,3% Madio 5-3,3% Medio 3-13,3% Madio 5 Medio 5-| 10% Medio | Medio 5- [3,3% Medio
Mediod |14mM | 4mM Gin Gin Gin Gin 5-Gin Gin 5-Gin
8% Medio 5- 12% Medio [8% Medio|
Madio1 | 14mM | 4mM Gin _ 5Gin | 5Gin
5%
Medio 5-

Medio |20mM | 4mMm Gin
Observacion: Medio 5-Gin — Medio 5 careciente de glutamina.

Tabla 22. Resumen de medios.

Medio | Asn | Qin Alimentacion AA (Inicial)/(Total) lon/Total AA

| Medio3 |14mM | 4mM 34% Medio 5-Gin 34 mM / 84 mM 1,75
Medio 9 | 20mM | 4mM 5% Medio 5-Gin 91,4 mM/ 94,3 mM 0,72

[ Medio1 [14mM| 4mM | 31,6% Medio 5Gin 78 mM /96,4 mM 0,74

Observacidn: Medio 5-Gln — Medio 5 careciente de glutamina.

Resultados y conciusiones

[00293] Las células anti-GDF-8 cultivadas en Medio 9 exhibieron la més alta
densidad celular y valoracién anti-GDF-8, mientras que las células anti-GDF-8
cultivadas en Medio 3 exhibieron la menor densidad celular y valoracién anti-GDF-
8 (ver Figuras 57 y 68). El hecho de que el Medio 9 produzca resultados
superiores al Medio 1 indica que es mejor proporcionar los componentes del
medio en el medio inicial, en lugar de suministrarios a través de miuiltiples
alimentaciones. Adicionalments, el hecho de que tanto el Medio 1 como el Medio
8 sean mas eficaces que el Medio 3 indica que la provisién de los aminoécidos en
concentraciones mayores que aproximadamente 70 mM logra mejores resultados
que con la provision de aminodacidos en concentraciones inferiores a 70 mM.
Finalmente, la provision de aminoacidos en concentraciones mayores que
alrededor de 70 mM en el medio inicial logra las mas altas densidades celulares y

valoraciones (comparar Medio 9 y Medio 1).
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Ejiemplo 14. Anélisis estadistico de los niveles Optimos totales de

lutamina

asparagina en Medio 9 para el cultivo de células anti-GDF-8 en biomeactores

Materiales y métodos

[00294]

Las células anti-GDF-8 se cultivaron en biomeactores 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 éptimo de

glutamina sola y el nivel éptimo 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
cblulas anti-GDF-8 cultivadas en Medio 9.

iade l:mmm otal [Total [Total
Ldlo Lln (mM) Ln {mM) blo Allmentacién ] 200 In n int+Asn
) 1 8 6 5% Medio 5Gin 615,2 0,51 1 9 10
) 1 8 8 5% Madio 5-Gin 8571 0,71 4 ] 13
) 1 12 8 5% Medio 5-Gin 047 0.79 1 | 13 14
) 4 12 4 5% Medio 5-Gin 1184 0,09 4 | 13 7
) 4 20 4 5% Medio 5Gin 760,86 0.64 T | 21
) ) 8 § 5% Medio5Gn | 12620 1,05 13| 0 2 |
) 4 20 4 5% Medio 5-Gin 1168 1,00 4 | 21 2 |
IMedio 8 4 20 4 6% Madio 5-Gin 13211 1,10 4 | 21 F
] ] 20 4 5% Medio 5Gin 11624 0,67 4 | 2 25
9 13 20 4 5% Medio 5Gin 1436,8 1.20 4 [ 21| &5 |
) 5 12 4 5% Medio 5-Gin 1638,6 1,37 13 | 13 28 |
Medio © 13 12 4 5% Medio 5-Gin 1608,7 1.4 13 | 13 20
) 13 20 4 5% Medio 5Gin 1073,01 0,60 13 [ 21 ET]
% 13 20 4 5% Medio 5-Gin 10584 0,88 [ 21| 34
Medio ® 13 20 4 5% Medio 5-Gin 1075,01 0,90 6| 2 3B |
4 Asn, Gin, 5% Medio
Medio 9 13 5 5Gin 974,52 081 |285| 11 | 395
4 Asn, Gin, 5% Medio
Medio 9 13 20 5-Gin 831,81 088 |285]| 28 | 545
4 Medio 5, 30% total,
Madio 8 13 20 5 mM Gin dia 4 o754 081 |285]| 26 | 545
4  Madio 5, 30% total,
Medio © 13 20 5mM Gin dia 4 o735 081 |285| 28 | 545

Observacion: Medio 5-Gin -~ Medio 5 careciente de glutamina.
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Resultados y conclusiones

[00295] 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
normmalizada 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 valoracibn normalizada de los niveles de glutamina y
asparagina combinados entre 16 y 36 mM y los niveles de glutamina y asparagina
combinados fuera de este rango.

[00296] 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 mas altas, en comparacién con los cultivos desarrollados
en medios con niveles de glutamina y de glutamina y asparagina combinados
fuera de estos rangos. En todos los experimentos, los niveles de asparagina
fueron mayores que 9 mM.

Tabla 24. Resultados de la prusba de la T que compara la valoracién normalizada

de condiciones de 2 mM < Gin < 15 mM con Gin > 15 mM, GIn<2 mM.

Valoracidén normalizada | Gin>15,Gin<2 | 2<GIn<13
Media 0,7248490917] 1,033147483]
Variancla 0,013326855 0,036834109]
Observaciones 1 12
Varlancia reunida 0,028537381
Diferencla media establecida
gt 1
Estad. t -3,839791886
IP(T<=t) unilateral 0,0008562181
k Critica unilateral 1,738606432
PP(T<=t) bilateral 0,001312438]

} Critica bilateral 2,109818524]
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Tabla 25. Resultados de la prueba de la T que compara la valoracién normalizada
de condiciones de 16 mM < Gin + Asn < 36 mM con Gin + Asn > 36 mM, Gin +

Asn <16 mM.
Valoraclén normalizada |Al|1+Gln>38. Asn+Gin<18 HB8<Asnt+G3In<38

Media 0,73 1,027071104]

arlancla 0,012061 14&I 0,041 50498ﬂ
Observaciones 7] 12;I
Variancia reunikda 0,03111
Piferencia madia establecida
it 17
Estad. t 3,480816823)
P(T<=t) unilateral 0,001430281|
k Critica unilateral 1,739606432
P(T<=t) bilaterai 0,002860561|
k Critica bllateral 2,109818524|

Ejemplo 15. Efectos 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 esper6 que todos los medios evaluados mostraran mejorias en
comparacién con el medio de la Fase 1 (Medio 10 alimentado con medio de
alimentacién Medio 11), sobre la base de la informacién del biorreactor de escala
pequefia.

Materiales y métodos

[00288] Se evaluaron células CHO que expresaban un anticuerpo
monocional IgG1 de péptido anti-Abeta humanizado (“células anti-ABeta”), en
varios medios, como seé 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;COj; 0,95 M + K2CO;3 0,05 M,
excepto para la Fase 1, que se controld con una solucidbn que contenla
bicarbonato de sodio en una concentracién de 0,58 M y carbonato de sodio en
una concentracion de 0,71 M. El oxigeno disuelto se controlé a 30% mediante el

riego a demanda con aire; la agitacion fue a 60 r. p. m., y el medio de
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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
desarrollé en una escala de 500 |. En resumen, el Medio 1 estaba enriquecido con
todos los nutrientes, sin consideracién de las tasas de absorcién relativa, mientras
que el Medio 12 se equilibré eliminando los nutrientes evidentemente innecesarios
de la versién enriquecida de manera indiscriminada. Las composiciones de los
Medios 10; 11; y 12 se citan en |la Tabla 27.

Tabla 26. Medio inicial, cantidades de alimentacién y fuentes de siembra para

experimentos Piloto.

Lote Nro. Descripeidn Medlo Iniclal | Cantidad Gin Fuente de Densidad de
alimentada | alimen- | slambra slembra
tado {Viablea/ml)
1 Fase 1 Msdio 10 38%* 8i Bolsas 0,2 x 10°
"Wave”
2 Medio rico, Alto | Medio 1 16% | Bolsas 02x10°
Gin (1) "Wave"
3 Medio rico, Alto | Medio 1 16% S Bolsas 02x10°
Gin (2) "Wave"
4 Medio rico, Bajo | Medio 1 15% No Bolsas 0.2x10°
Gin "Wave"
5 Medio Medio 12 10% No Bolsas 0,2 x 10°
equllibrado, "Wave”
Bajo Gin (1)
8 Medio Medio 12 9% No Bolsas 02 x10°
equillbrado, "Wave"
Bajo Gin (2)
7 Medio Medio 12 5% No Biorreactor 2,0x10°
equilbrado, alta
Bajo Gin, densidad
Slembra densa

* El proceso de Fase 1 se alimentd con Medlo 12, que no es tan rico como el Medio 5.

Tabla 27. Composiciones de Medios 10; 11; y 12.

Medio 10 Medio 11 Medio 12

Aminoicidos mgh| mM mgll mM mg/l mM
alanina 24,87 0,28 142 48 1,60 17,80 0,20
ergining | 42343| 243| 152884 | 879| @9600| 4,00
asparagina-H:0 | 17390 | 41,18 1080680| 720 1s0000! 10,00
écidoaspartico | g272| 040| s53240| 400| 21945| 185
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cstelne"HCFHO | 7001] 040 7040 | 0,40

cistelna-2HCI 62,09 0,20 470,00 1,50 312,50 1,00

écido glutdmico 41,08 0,28 235,38 1,80

glutamato
monosddico 33,80 0,20

glutamina | 4116240 | 796 | 000,00 41,10| 584,00 4,00

glicina 3592) 048| 12007) 180] 11550| 1,54

higtiding*HCl-H,0 76527 | o038| 58832| 280| 36060 1,78

Isoleucina 151,00 1,16 944 52 7.21 370,73 2,83

leucina | 47289 | 132| 136075| 1039| 61570 4,70

lisina"HC! | 21838 | 4,20| 145680| 800| 94640 520

metionina 5355) 038| 47708] 320| 38740 2,60

fenlialanina 98,81 0,60 680,368 4.00 363,00 2,20

polinal o9640| 084| 55231| 480| a7i50| 410

serina | 27307| 2680| 128470 1204] w©0300| 8,60

treonina | qaz2@1| 112| 78202| e40] 3s080| 320

triptéfano 28,99 0.14 260,94 1,28 212,16 1,04

tirosina+*2Na+*2H;0 14510 0,56 83262 3,19 458,75 1,75

valina | q3917| 112| 74921]| e40| 48800| 4,00

Vitaminas mg/! uM mgh| uM mg/l 1L
blotina 0,36 | 1.49 328 | 1345 268 | 11,00
pantotenato de caicio 403| 847 3802 | 7587 2193 | 46,08
cloruro da colina 18,11 [ 11592 | 14328| 1030| 118,76 | 840,00
écldo folico 476| 1080| 4243 | 9622 2593 | 5880
Inositol 2284 | 12579| 201,71] 1120 163,98 911,00
nicotinamida 381 | 20,62 32,02 | 262,44 26,23 | 215,00
piridoxalHCI 188| 983 203 | 10,00
piridoxina~HCI 167 ] 810 32,82 | 158,31 18,13 | 88,00
ribofiavina 040 | 108 360] 958 0,41 1,10
tiamina-HCI 382| 1184 | 3522 | 104,51 3943 | 117,00
vitamina B12 1,34 | 009 1121 | 827 10,57 ] 7.80
Sales Inorgdnicas mg/l mM mg/l mM mg/l mM
CaCla| 411578 104| 11327| 102| 11886 1,05
KCI| 31004 417 31280 | 4,19

KHZPO, 1640,00 | 12,08
Na;HPO, 7081 | 0,50 56680 | 040

__NaCl| 370406 | 6344

NaH:POsHO | 11453 | o083 84584 | 468
MgSO, 48,70 | 041 138,00 1,15

MgS80,7H;0 860| 003| 17000( 069
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MgCl; 28,53 { 0,30 2850| 0,30
NaHCOa | 122000 | 14,52 2000,00 | 2381
Oligoelementos pgh nM pgh nM ugh nM
Selenito de sodio 7,00 | 4048 40,00 | 231,35 53,85 | 310,27
Fe{NO,);-9H:0 40,86 | 123.42 50,00 | 123,76
CuSO, 087 | 6,08 344 | 21,51 10,00 | 82,50
CuS0.6H.0 7,49 | 30,00 7.49 | 30,00 49,84 | 200,00
FeS0,°7H.0 1542 | 5549 2534 | 9115 3366 | 12000
ZnSO,+TH,O 1383 | 4821 2704 | 0421 2640 | 9198
MnSO,*H.0 017 | 1,01 0,17 | 1,01 16,90 | 100,00
Na;SIOy0H;0 140 (40284 | 14000 | 40284 | 142,03 | 500,00
(NH,)M0,0,4:4H;0 124 | 1,00 1,24| 100| 12360] 100,00
NH,VO, 065| 556 0685| 556 1,17 | 10,00
NISO,+6H,0 013]| 040 013| 049 283 | 10,00
SnCl»2H,0 012| 053 012]| 0,53 045 2,00
AICly*8H0 1,20 | 4,97 048 2,00
AgNO, 017 | 1,00
Ba(CzHyOz)2 255| 098
_ KBr d2 ] 1,01 0,24 2,00
CdCl*2,5H;0 228| 999
CoClz»6H20 238 | 10,00
CrCly 032| 202 792 | 50,00
NeF 4,20 | 100,02 0,08 2,00
GeO, 053| 507 021 200
Ki 017 ] 1,02 18,80 100
RbC 1,21 | 10,01 0,24 2,00
ZroC\r8H,0 322| 999
H3BO, 6,18 | 100,00
LiCl 008 200
Otros componentes pgh oM g M pgh i
Hidrocortisona 86,40 24| 28800 o70| 38000| o099
Putrescina-2HCI 2480 | 1539 B0OO | 4866 | 10000 | 62,07
éckdo linoleico 5660 | 020| 33625| 120] 20000| 1,04
cidotidctico | 14971 o89| 84063]| 408| 71800| 348
Otros componentes mgh| mM mgh| mM mg/l mM
D-glucosa (Dextrosa) | 11042,24 | 61,35 | 4300590 | 238,02 | 15000,00 | 83,33
PVA | 252000 240000 2560,00
Nucellin™ 14,00 80,00 50,00
Piruvato de sodio 54,85| 0,50 5500| 050
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[00299] Los cambios en el medio condujeron a la mejorfa uniforme durante el

Resultados y conclusiones

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).
Los cultivos iniciados con alta densidad de in6culo exhibieron valoracion final mas
alta que los cultivos iniciados con indculos de menor densidad (ver Figura 64).
[00300] A diferencia de lo observado en biomreactores de pequefia escala, el
primer medio (Medio 1 con aito Gin) logr6 menores valoraciones que €| proceso
original (ver Figura 64). Tampoco hubo cambio de absorcién de lactato después
del cambio de temperatura (ver Figura 62). Esto sugiere que puede haber algo de
gsensibilidad de escala con este medio. Esta conclusibn es apoyada por
experimentos paralelos de escala pequefia (2 I) que se realizaron junto con estos
experimentos de escala intermedia (informacién no expuesta). Las formulaciones
del medio posterior que contenlan 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, y Lotes 5 y 6) muestran muy buena capacidad de
reproduccién de experimento en experimento (ver Figuras 60-85), lo que aumenta
la confianza en toda la informacién reunida en esta campafia.

Ejemplo 18. Produccién de TNFR-Ig usando Medio 9

Materiales y métodos

[00301] Se sembraron células CHO que expresaban una proteina de fusién
dimera que consistia en la porcién de unién de ligando extracelular del receptor
de factor de necrosis tumoral humano de 75 kilodaltones (p75) (TNFR), unida a la
porcion Fc de IgG1 ("células TNFR-Ig"), a alta densidad, desde un biorreactor de



109 Acta P 05 01 03596
- nrw/;@’\/")7

perfusion, 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
celular, la viabilidad celular, la glucosa residual, los niveles de glutamina, la
concentracion de lactato, la concentracién de amonio y la valoracién 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 consumid, o su concentracién se estabilizd, lo que
sugiere que la produccién de lactato se detuvo. Asimismo, para el metabolito
amonio inhibitorio, los niveles inicialmente se elevaron, pero en algin momento
después del cambio de temperatura, el amonio comenzé a ser consumido por las
células. En este Ejemplo, los cultivos de células TNFR-Ig se sometieron a los
inductores quimicos butirato de sodio y HMBA.

Eiemplo 17. Comparacién de condiciones de cultivo de escala grande y pequefia
Materiales y métodos

[00304] A fin de establecer si el tamafio del cultivo afectaba las
caracteristicas del cultivo pertinente, se cultivaron células anti-GDF-8 en
biorreactores de escala pequefia de 1 |, o en biomeactores de escala grande de
6000 |. Las células se cultivaron a 37°C y se cambiaron a 31°C el dia 4.
Resultados y conclusiones

[00305] Como puede observarse en las Figu.ras 73, 74; 75, y 76 (que
muestran la densidad celular, la valoracién, 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
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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
Habiendo asl especialmente descripto y determinado la naturaleza
de la presente invencion 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 TNFR-Ig 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 TNFR-Ig,
donde dicho gen se expresa en condiciones de cultivo celular; y
un medio que contiene glutamina, y que tiene una caracteristica del
medio seleccionada del grupo que consiste en: 1) una cantidad acumulada de
aminodcidos por unidad de volumen mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una
relacibon molar de glutamina acumulada a asparagina acumulada inferior a
aproximadamente 2; 3) una relacibn molar de glutamina acumulada a
aminoécidos totales acumulados inferior a aproximadamente 0,2; 4) una relacién
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 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 maxima si dicho cultivo se mantuviera en el primer conjunto de
condiciones de cultivo;
el cambio de por lo menos una de las condiciones de cultivo, de manera de

aplicar un segundo conjunto de condiciones de cultivo;
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el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo periodo, en el
segundo conjunto de condiciones y durante un segundo periodo, de manera de
acumular TNFR-Ig en el cultivo celular.
2. Un método para la produccién de TNFR-Ig en un cultivo celular de
produccién de gran escala, que comprende las etapas de:
la provisidn de un cultivo celular que comprende:
células de mamiferos que contienen un gen que codifica TNFR-Ig,
donde dicho gen se expresa en condiciones de cultivo celular; y
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 relacién
molar de glutamina acumulada a aminoécidos totales acumulados inferior a
aproximadamente 0,2, 3) una relacibn molar de ion inorgénico 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;
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 maxima si dicho cultivo se mantuviera en el primer conjunto de
condiciones de cultivo;
el cambio de por lo menos una de las condiciones de cultivo, de manera de

aplicar un segundo conjunto de condiciones de cultivo;
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el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo pericdo, en el
segundo conjunto de condiciones y durante un segundo periodo, de manera de
acumular TNFR-Ig en el cultivo celular.
3. Un método para la produccién de TNFR-ig 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 TNFR-Ig,
donde dicho gen se expresa en condiciones de cultivo celular; y
un medio que contiene una relacién molar de glutamina acumulada a
asparagina acumulada inferior a aproximadamente 2;
donde dicho medio contiene glutamina; y
donde dicho medio tiene dos caracteristicas del medio
seleccionadas del grupo que consiste en: 1) un medio que contiene una cantidad
de aminoacidos acumulada por unidad de volumen, mayor que aproximadamente
70 mM; 2) una relacién molar de glutamina acumulada a aminodcidos totales
acumulados inferior a aproximadamente 0,2; 3) una relacibn molar de ion
inorgénico acumulado a aminoécidos totales acumulados de entre alrededor de
04 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 maxima si dicho cultvo 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;



114 Acta P 05 01 03596
. HNo

el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo periodo, en el
segundo conjunto de condiciones y durante un segundo periodo, de manera de
acumular TNFR-Ig en el cultivo celular.
4, Un método para la produccién de TNFR-Ig 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 TNFR-Ig,
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 aminoéacidos acumulada por unidad de volumen, mayor que aproximadamente
70 mM; 2) una relacién molar de glutamina acumulada a asparagina acumulada
inferior a aproximadamente 2; 3) una relacién molar de ion inorgénico acumulado
a aminodcidos totales acumulados de entre alrededor de 0,4 y 1; 4) una cantidad
acumulada combinada de glutamina y asparagina por unidad de volumen,
superior a aproximadamente 18 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 maxima si dicho cuitivo se mantuviera en el primer conjunto de
condiciones de cultivo;
el cambio de por lo menos una de las condiciones de cultivo, de manera de

aplicar un segundo conjunto de condiciones de cultivo;

"
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el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo periodo, en el
segundo conjunto de condiciones y durante un segundo periodo, de manera de
acumular TNFR-Ig en el cultivo celular.
5. Un método para la produccion de TNFR-Ig en un cultivo celular de
produccién de gran escala, que comprende las etapas de:
la provisidn de un cultivo celular que comprende:
células de mamiferos que contienen un gen que codifica TNFR-Ig,
donde dicho gen se expresa en condicionaes de cultivo celular; y
un medio que contiene una relacibn molar de ion inorganico
acumulado a aminoacidos totales acumulados de entre alrededorde 0,4 y 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 aminoéacidos acumulada por unidad de volumen, mayor que aproximadamente
70 mM; 2) una relacién molar de glutamina acumulada a asparagina acumulada
inferior a aproximadamente 2; 3) una relacidn molar de glutamina acumulada a
aminoécidos totales acumulados inferior a aproximadamente 0,2; 4) una cantidad
acumulada combinada de glutamina y asparagina por unidad de volumen,
superior a aproximadamente 16 mM; y sus combinaciones;
el mantenimiento de dicho cultivo en una fase de crecimiento inicial, en un
primer conjunto de condiciones de cultivo, durante un primer periodo suficiente
para permitir que dichas células se reproduzcan hasta una densidad celular viable
dentro de un rango de aproximadamente 20%-80% de la densidad celular viable
posible maxima si dicho cultivo se mantuviera en el primer conjunto de
condiciones de cultivo;
el cambio de por lo menos una de las condiciones de cultivo, de manera de

aplicar un segundo conjunto de condiciones de cultivo;
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el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo periodo, en el
segundo conjunto de condiciones y durante un segundo perfodo, de manera de
acumular TNFR-Ig en el cultivo celular.
6. Un método para la produccion de TNFR-Ig 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 TNFR-Ig,
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 aminoacidos acumulada por unidad de volumen, mayor que aproximadamente
70 mM; 2) una relacién molar de glutamina acumulada a asparagina acumulada
inferior a aproximadamente 2; 3) una relacién molar de glutamina acumulada a
aminoacidos totales acumulados inferior a aproximadamente 0,2; 4) una relacién
molar de ion inorganico acumulado a aminoacidos totales acumulados de entre
alrededor de 0,4 y 1; y sus combinaciones;
el mantenimiento de dicho cultivo en una fase de crecimiento inicial, en un
primer conjunto de condiciones de cultivo, durante un primer periodo suficiente
para pemmitir 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;
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el cambio de por lo menos una de las condiciones de cultivo, de manera de
aplicar un segundo conjunto de condiciones de cultivo;

el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo periodo, en el
segundo conjunto de condiciones y durante un segundo periodo, de manera de
acumular TNFR-Ig en el cultivo celular.

7. El método de la reivindicacién 1, donde dicha condicion de cultivo
celular, en dicha etapa de cambio de por lo menos una de las condiciones del
cultivo, se selecciona del grupo que consiste en: 1) la temperatura; (2) el pH; 3) la
osmolalidad; 4) el nivel de inductores quimicos; y sus combinaciones.

8. El método de la reivindicacion 1, donde la concentracion de
glutamina inicial de dicho medio es inferior o igual a 13 mM.

9. El método de la reivindicacion 1, donde la concentracion de
glutamina inicial de dicho medio es inferior o igual a 10 mM.

10. El método de la reivindicaciéon 1, donde la concentracién de
glutamina inicial de dicho medio es inferior o igual a 7 mM.

11. El método de la reivindicacion 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 o igual a 13 mM.

13. El método de la reivindicacion 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 ¢ igual a 7 mM.

15. El método de la reivindicacidn 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 reivindicacién 1, donde la glutamina solo se provee

en el medio inicial, al comienzo del cultivo celular.

\
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17. El método de la reivindicacién 1, donde la concentracion de hierro
soluble en el medio s mayor que 5 uM.

18. El método de la reivindicacién 1, donde la densidad celular viable de
dicho cultivo se mide periédicamente.

19. El método de la reivindicacion 1, donde la viabilidad de dicho cultivo
se mide periddicaments.

20. El método de la reivindicacion 1, donde dichos niveles de lactato de
dicho cultivo se miden periédicamente.

21. El método de la reivindicacién 1, donde dichos niveles de amonio de
dicho cultivo se miden periédicamente.

22. El método de la reivindicacion 1, donde dicha valoracién de dicho
cultivo se mide periédicamente.

23. El método de la reivindicacion 1, donde la osmolaridad de dicho
cultivo se mide periédicamente.

24. El método de las reivindicaciones 18-23, donde dichas mediciones
se toman diariamente.

25. El método de la reivindicacion 1, donde la densidad inicial de dichas
células de mamifero es por lo menos 2 x 102 células/mi.

26. El método de la reivindicacién 1, donde la densidad inicial de dichas
células de mamifero es por lo menos 2 x 103 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.

29, El método de la reivindicacién 1, donde la densidad inicial de dichas

células de mamifero es por lo menos 2 x 108 células/ml.
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30. El método de la reivindicacién 1, donde la densidad inicial de dichas
células de mamifero es por lo menos 5 x 10° células/m.

31. El método de la reivindicacién 1, donde la densidad inicial de dichas
células de mamifero es por lo menos 10 x 10° células/ml.

32. El método de la reivindicacion 1, donde la etapa de provision
comprende la provisién de por lo menos aproximadamente 1000 | de un cultivo.

33. El método de la reivindicacidbn 1, donde la etapa de provision
comprende la provisién de por lo menos aproximadamente 2500 | de un cultivo.

34. El método de la reivindicacién 1, donde la etapa de provisién
comprende la provisién de por lo menos aproximadamente 5000 | de un cultivo.

35. El método de la reivindicacibn 1, donde la etapa de provisidn
comprende la provision de por lo menos aproximadamente 8000 | de un cultivo.

38. El método de la reivindicacién 1, donde la etapa de provision
comprende la provisién de por lo menos aproximadamente 10.000 | de un cultivo.

37. El método de la reivindicacién 1, donde la etapa de provisidn
comprende |a provisién de por lo menos aproximadamente 12.000 | de un cultivo.

38. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer conjunto de
condiciones comprende un primer rango de temperatura que es de
aproximadamente 30 a 42 grados Caelsius.

39. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer conjunto de
condiciones comprende un primer rango de temperatura que es de
aproximadamente 32 a 40 grados Celsius.

40. El método de la reivindicacion 1, donde dicho primer conjunto de
condiciones comprende un primer rango de temperatura que es de

aproximadamente 34 a 38 grados Celsius.

Y
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41. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer conjunto de
condiciones comprende un primer rango de temperatura gque es de
aproximadamente 36 a 37 grados Celsius.

42. El método de la reivindicaciéon 1, donde dicho primer conjunto de
condiciones comprende un primer rango de temperatura que es de
aproximadamente 37 grados Celsius.

43. El método de la reivindicacién 1, donde dicho segundo conjunto de
condiciones comprende un segundo rango de temperatura que es de
aproximadamente 25 a 41 grados Celsius.

44. El método de la reivindicacion 1, donde dicho segundo conjunto de
condiciones comprende un segundo rango de temperatura que es de
aproximadamente 27 a 38 grados Celsius.

45. El método de la reivindicacion 1, donde dicho segundo conjunto de
condiciones comprende un segundo rango de temperatura que es de
aproximadamente 29 a 35 grados Celsius.

46. El método de la reivindicacién 1, donde dicho segundo conjunto de
condiciones comprende un segundo rango de temperatura que es de
aproximadamente 29 a 33 grados Celsius.

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 Celsius.

49. El método de la meivindicacién 1, que ademas comprende una
segunda etapa de cambio posterior a dicho primer cambio de por lo menos una de

las condiciones de cultivo, que comprende el cambio de por lo menos una de las



121 Acta P 05 01 03596

condiciones de cultivo, de manera de aplicar un tercer conjunto de condiciones al
cultivo.

50. EI método de la reivindicacibn 49, donde la segunda etapa de
cambio comprende el cambio de por lo menos una condicion de cultivo
soleccionada del grupo que consiste en: 1) la temperatura; (2) el pH; 3) la
osmolalidad; 4) el nivel de inductores quimicos; y sus combinaciones.

51. El método de la reivindicacion 49, donde dicho tercer conjunto de
condiciones comprende un tercer rangoc de temperatura que es de
aproximadamente 25 a 40 grados Celsius.

52. El método de la reivindicacién 49, donde dicho tercer conjunto de
condiciones comprende un tercer rango de temperatura que es de
aproximadamente 27 a 37 grados Celsius.

53. El método de la reivindicacién 49, donde dicho tercer conjunto de
condiciones cémprande un tercer rango de temperatura que es de
aproximadamente 29 a 34 grados Celsius.

54. El método de la reivindicacion 48, 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 dias.

56. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer periodo es
entre 1 y 7 dias.

67. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer periodo es
entre 2 y 6 dlas.

58. El meétodo de ia reivindicacién 1, donde dicho primer perfodo es
entre 3 y 5 dias.

&
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508. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer periodo es de
aproximadamente 4 dias.

60. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer periodo es de
aproximadamente 5 dias.

61. El método de la reivindicacion 1, donde dicho primer periodo es de
aproximadamente 6 dias.

82. El método de la reivindicaciéon 1, donde el total de dicho primer
perlado y dicho segundo perlodo es por lo menas 5 dias.

63. El método de la reivindicacibn 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
maximo.

64. ElI método de la reivindicacion 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 reivindicacién 1, donde dicha cantidad total de dicho
TNFR-Ig producido es por lo menos 1,5 veces mayor que la cantidad de TNFR-Ig
producido en condiciones idénticas, en medio idéntico, pero que carece de dichas
caracteristicas del medio.

66. El método de la reivindicacion 1, donde dicha cantidad total de dicho
TNFR-Ig producido es por lo menos 2 veces mayor que la cantidad de TNFR-Ig
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

provea ademés con componentes suplementarios.
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68. El método de la meivindicacién 67, donde dichos componentes
suplementarios se proveen en mltiples intervalos.

69. El! método de la reivindicacion 67, donde dichos componentes
suplementarios se seleccionan de un grupo que consiste en hormonas u otros
factores de crecimiento, iones particulares (tales como sodio, cloruro, caicio,
magnesio y fosfato), reguladores, vitaminas, nucledsidos © nucledtidos,
oligoelementos (compuestos inorganicos habituaimente presentes en
concentraciones finales muy bajas), aminoécidos, lipidos, o glucosa u otra fuente
de energla.

70. Un método para la produccién de TNFR-Ig 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 TNFR-Ig,
donde dicho gen se expresa en condiciones de cultivo celular; y

un medio definido que contiene glutamina, y que tiene por lo menos
dos caracteristicas del medio seleccionadas del grupo que consiste en: 1) una
concentracion inicial de aminoacidos mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una
relacion molar de glutamina a asparagina inferior a aproximadamente 2; 3) una
relacion molar de glutamina a aminoéacidos totales inferior a aproximadamente
0.2; 4) una relacion molar de ion inorgdnico a aminodcidos totales de entre
alrededor de 0,4 y 1; y 5) una concentracibn combinada de glutamina y
asparagina superior a aproximhdamente 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 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;
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el cambio de por lo menos una de las condiciones de cultivo, de manera de
aplicar un segundo conjunto de condiciones de cultivo;

el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo periodo, en el
segundo conjunto de condiciones y durante un segundo periodo, de manera de
acumular TNFR-Ig en el cultivo celular.

71. Un método para la produccién de TNFR-Ig en un cuitivo celular de
produccién de gran escala, que comprende las etapas de:

la provisién de un cultivo celular que comprende:

células de mamfiferos que contienen un gen que codifica TNFR-Ig,
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 aproximadamente 70 mM; 2) una
relacién molar de glutamina a asparagina inferior a aproximadamente 2; 3) una
relacién molar de glutamina a aminoéacidos totales inferior a aproximadamente
0,2; 4) una relacibn molar de ion inorganico a amino4cidos totales de entre
alrededor de 04 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 perfodo suficiente
para permmitir 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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el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo perlodo, en el
segundo conjunto de condiciones y durante un segundo periodo, de manera de
acumular TNFR-Ig en el cultivo celular.

72. Un método para la produccién de TNFR-Ig 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 TNFR-Ig,
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
concentracion inicial de aminoécidos mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una
relacion molar de glutamina a asparagina inferior a aproximadamente 2; 3) una
relacibn molar de glutamina a aminoéacidos totales inferior a aproximadamente
0,2; 4) una relacién molar de ion inorgdnico a aminoécidos totales de entre
alrededor de 04 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 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 TNFR-Ig en el cultivo celular.
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73. Un método para la produccién de TNFR-Ig 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 TNFR-Ig,
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 aproximadaments 70 mM; 2) una
relaciobn molar de glutamina a asparagina inferior a aproximadamente 2; 3) una
relacion molar de glutamina a aminoécidos totales inferior a aproximadamente
0,2; 4) una relaciébn molar de ion inorgénico a aminoacidos totales de entre
alrededor de 04 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 pemitir que dichas células se reproduzcan dentro de un rango de
aproximadamente 20%-80% de la densidad celular viable posible maxima si dicho
cultivo se mantuviera en el primer conjunto de condiciones de cultivo;
el cambio de por lo menos una de las condiciones de cultivo, de manera de
aplicar un segundo conjunto de condiciones de cultivo;
el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo periodo, en el
segundo conjunto de condiciones y durante un segundo periodo, de manera de
acumular TNFR-Ig en el cultivo celular.
74. Un método para la produccién de TNFR-Ig en un cultivo celular de
produccioén 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 TNFR-Ig,

donde dicho gen se expresa en confiiciones de cultivo celular; y
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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, &urante un primer periodo suficiente
para pemitir que dichas células se reproduzcan 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 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 TNFR-Ig en el cultivo celular.

75. El método de la reivindicaciéon 1, donde dicho medio comprende un
medio que contiene glutamina y que tiene una caracteristica de medio
seleccionada del grupo que consiste en:

1) una concentracién inicial de aminoacidos mayor que aproximadamente
70 mM; 2) una relacién molar de glutamina inicial a asparagina inicial inferior a
aproximadamente 2; 3) una relacién molar de glutamina inicial a aminoacidos
totales iniciales inferior a aproximadamente 0,2; 4) una relacién molar de ion
inorgénico inicial a aminoacidos totales iniciales de entre alrededor de 0,4 y 1; y 5)
una concentracién combinada de glutamina inicial y asparagina inicial superior a
aproximadamente 16 mM; y sus combinaciones.

76. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 6 70-75, donde:

los niveles de lactato son inferiores a aquellos niveles observados en
condiciones idénticas, en medio idéntico, pero que carece de dicha caracteristica

de medio;
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los niveles de amonio son inferiores a aquellos niveles observados en
condiciones idénticas, en medio idéntico, pero que carece de dicha caracteristica
de medio; y

la cantidad total de TNFR-Ig 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 cultivo no es
suplementado con componentes adicionales durante el transcurso de la
produccién de dicho TNFR-Ig.

78. El método de la reivindicacion 1, donde dicho cultivo no es
suplementado con glutamina adicional durante el transcurso de la producciéon de
dicho TNFR-Ig.

79. El método de la reivindicacion 1, donde la concentracién de
giutamina en dicho cultivo se agota sustancialmente antes de dicha etapa de
cambio a un segundo conjunto de condiciones de cultivo.

80. EI método de la reivindicacion 1, donde la concentracién de
glutamina en dicho cultivo se agota sustancialmente, aproximadamente en el
mismo momento que dicha etapa de cambio a un segundo conjunto de
condiciones de cultivo.

81. El método de la reivindicacién 1, donde se sustituye la glutamina con
glicilglutamina en dicho cultivo.

82. El método de la relvindicacién 1, donde dicho medio contiene:

1) una cantidad acumulada de aminoécidos por unidad de volumen mayor
que aproximaqamente 70 mM; 2) una relacidn molar de glutamina acumulada a
asparagina acumulada inferior a aproximadamente 2; 3) una relacién molar de
glutamina acumulada a aminodcidos totales acumulados inferior a

aproximadamente 0,2; 4) una relacién molar de ion inorgénico acumulado a



128 Acta P 05 01 03596

n nn')%( 'L:l‘b

aminoacidos 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.

83. El método de la reivindicacion 1, donde dicho medio contiene:

1) una cantidad acumulada de aminoacidos por unidad de volumen mayor
que aproximadamente 70 mM; 2) una relacibn molar de glutamina acumulada a
aminoéacidos totales acumulados inferior a aproximadamente 0,2; 3) una relacion
molar de ion inorgénico acumulado a aminodcidos 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 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
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.

88. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad total inicial de
histidina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina, triptéfano, tirosina y
prolina, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que aproximadamente
25 mM.

87. El 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.
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88. El método de la reivindicacibn 1, donde dicho medio tiene una
caracteristica del medio seleccionada del grupo que consiste en:

(1) una cantidad total acumulada de histidina, por unidad de volumen,
mayor que aproximadamente 1,7 mM;

(2) una cantidad total acumulada de isoleucina, por unidad de volumen,
mayor que aproximadamente 3,5 mM;

(3) una cantidad total acumulada de leucina, por unidad de volumen, mayor
que aproximadamente 5,5 mM;

(4) una cantidad total acumulada de metionina, por unidad de volumen,
mayor que aproximadamente 2,0 mM;

(5) una cantidad total acumulada de fenilalanina, por unidad de volumen,
mayor que aproximadamente 2,5 mM;

(6) una cantidad total acumulada de prolina, por unidad de volumen, mayor
que aproximadamente 2,5 mM;

(7) una cantidad total acumulada de 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 reivindicacién 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 isoleucina, por unidad de volumen, mayor que

aproximadamente 3,5 mM;



131 Acta P 05 01 03596
ne s, 15

(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 inicial de fenilalanina, por unidad de volumen, mayor que
aproximadamente 2,5 mM;

(8) una cantidad inicial de prolina, por unidad de volumen, mayor que
aproximadamente 2,5 mM;

(7) una cantidad inicial de triptéfano, por unidad de volumen, mayor que
aproximadamente 1,0 mM;

(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.

80. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad total acumulada
de serina, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que
aproximadamente 7 mM.

91. El método de la reivindicacion 1, donde la cantidad total acumulada
de serina, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que
aproximadamente 10 mM.

92. El método de la reivindicacion 1, donde la cantidad total acumulada
de asparagina, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que
aproximadamente 8 mM.

93. EIl método de la reivindicacion 1, donde la cantidad total acumulada
de asparagina, por unidad de wvolumen en dicho medio, es mayor que

aproximadamente 12 mM.
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94. El méiodo de la reivindicacién 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, mayor que
aproximadamente 12 mM.

96. El método de la reivindicacion 1, donde la cantidad total acumulada
de fésforo, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que
aproximadamente 2,5 mM.

97. El método de la reivindicacion 1, donde la cantidad total acumulada
de fésforo, por unklad de wvolumen en dicho medio, mayor que
aproximadamente 5 mM.

98. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad total acumulada
de giutamato, por unidad de volumen en dicho medio, es menor que
aproximadamente 1 mM.

99. El 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 8 mg/l.

100. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad total acumulada
de paniotenato 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 mgl/l.

102. El 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.
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103. El método de la reivindicaciéon 1, donde la cantidad total acumulada
de piridoxina y piridoxal, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que
aproximadamente 5 mg/l.

104. EI método de la reivindicacion 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 riboflavina, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que
aproximadamente 1,0 mg/l.

106. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad total acumulada
de riboflavina, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que
aproximadamente 2,0 mgil.

107. El método de la reivindicacion 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. 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 35 mgl/l.

p. p. de: WYETH RESEARCH IRELAND LIMITED
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RESUMEN

Se provee un sistema mejorado para la produccién a gran escala de
proteinas y a-Beta en cuitivo de células, en particular, en medios caracterizados
por una o mas de las siguientes caracteristicas: 1) una concentraciébn acumulada
de aminoacidos mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una relacién molar de
glutamina acumulada a asparagina acumulada inferior a aproximadaments 2; 3)
una relacibn molar de glutamina acumulada a aminoéacidos totales acumulados
inferior a aproximadamente 0,2; 4) una relacibn molar de ion inorgénico
acumulado a aminoécidos totales acumulados de entre alrededor de 0,4 y 1; 0 5)
una concentracibn combinada de glutamina acumulada y asparagina acumulada
de entre aproximadamente 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. Adicionaimente, se proveen métodos
de cultivo que incluyen un cambio de temperatura, que habitualmente comprende
una disminucidén en la temperatura cuando el cultivo ha alcanzado alrededor de
20%-80% de su densidad celular médxima. Altemativa o adicionalments, 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

Comparacién del Medio 1 y el Medlio 2 en frascos de agitaclén, usando células anti-GDF-8.
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FIG. 2

Cracimiento celular y viabflidad celular de células anti-GDF-8 en Medlo 1
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FIG. 3

Crechmiento celular de cultivos de células antl-GDF-8 sn condiclones
de culitivo sin alimentacién de glutamina y de control
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FIG. 4

Viabilidad celular da cultivos de células anti-GDF-8 sn condiclones
de cultivo sin alimentacién de giutamina y de control
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FIG. 5

Niveles de amonio de cultivos de células anti-GDF-8 en condiclones

de cultivo sin alimeniacién de glutasmina y de control
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FIG. 6

Niveles de lactato de cultivos de células anti-GDF-8 en condiclones
de cuttivo sin alimentacién de glutamina y de comtrol
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FIG. 7

Valoraclén anti-GDF-8 sn condicionss de cultivo sin alimantacidn
de glutamina y da cantrol

FIG. 8

Densidad celular de cultivos de células anti~GDF-8 en condiclones de
cultivo ds alimentaciin careclents ds giutamina y de control
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FIG. 9

Viabllidad celular de cultivos de células antl-GDF-8 en condiciones

de cultivo de alimentacién careclents de giutamina y de control

110
t 3
i 70 &
50 J
0 2 4 8 8
FIG. 10

Niveles de amonio de cuitivos da células ant-GDF-8 en condiclones
de cultivo caraclentta de glutamina y de control

.nm/e{beb

NH4+ (mi)

Q=N O~NODDO




FIG. 11

Niveles de lactato de cultivos de células anti-GDF-8 en condiclones
de cultivo careclente da glutamina y de control

FIG. 12

Valoraclén ant-GDF-8 en condiclones de cultivo careclentes
da glutamina y de control
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FIG. 13

Respuesta de dosis de hlerro de células ant-GDF-8 en Medio 1 y Medio 2
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FIG. 14

Densidad celular de cultivos de alimentacién ds glutamato y giutamina
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FIG. 15

Viabilidad celular de cuitivos de afimentacién des glutamato y glutamina
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FIG. 16

Valoraclén anti-Lewis Y en cultivos de alimentacién de glutamato y glutamina
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FIG. 17

Niveles de lactato en cultivos de alimentacién de glutamato y glutamina
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FIG. 19

Osmolaridad de cultivos de alimentacién de glutamato y giutamina
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FIG. 20

Densidad celular. Cada diagrama es el promedio de dos frascos de agitacién
cultivados usando las mismas condiciones
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FIG. 21

Viablildad celular. Cada diagrama es sl promedio de dos frascos de agitacién
cultivados usando las mismas condiclones
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FIG. 22

Valoracién promedio. Cada diagrama es ¢l promedio de dos frascos de agitacion
cultivados usando Ias misnas condiclones
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FIG. 23

Niveles de amonilo. Cada diagrama es el promedio de dos frascos de agitacién
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FIG. 25

Crecimianto celular de células anti-GDF-8 en varias condiciones axperimentales
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FIG. 26

Viabilidad de células anti-GDF-8 en varias condiclones experimentales
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FIG. 27

Valoracién antl-GDF-8 en varias condiclones exparimentales
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FIG. 28

Niveles de lactato de cultivos antl-GDF-8 en varias condiclones experimentales
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FIG. 29

Nivelea de amonio de cultivos anti-GDF-8 en varias condiclonaes experimentalss
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FIG. 30

Crecimiento celular de célulae anti-GDF-8 en varias condiclones experimentales
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FIG. 31

Valoracién anti-GDF-8 en varias condiclones experimentales
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FIG. 32

Niveles de lactato de cultivos anti-GDF-8 en varias condiclones experimentales

-o-mMGIn.srrM

—.—mﬂm‘lzm
PN —i-- 1 m Gin, 20 mM
Amn

S Amn
=8-4 mM Gin, 20 mM

Lactxio (gh)

Qo = N & a O




FIG. 33

Nivales de amonio de cultivos antl-GDF-8 en varias condiclonas exparimentales
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FIG. 34

Crecimiento celular de células anti-GDF-8 en Medio § modificado,
que contiene varios niveles de glutamina y asparagina
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FIG. 35

Viabllidad celular de células anti-GDF-8 on Madio ® modificado, que contiene
varios nivelés de glutamina y asparagina
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FIG. 36

Niveles da lactato de cultivas antl-GDF-8 sn Medio § modificado,
que contlene varios niveles de giutamina y asparagina
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FIG. 37

Niveles de amonio de cultivos anti-GDF-8 en Medio 8 modificado,
que contiene varios niveles de glutamina y aspamgina
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FIG. 38

Niveles de giutamina de cultivos anti-GDF-8 en Medio 9 modificado,
que contisne varios niveles de glutamina y asparagina
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FIG. 39

Valoracién anti-GDF-8 en Medio 9 modificado que contiene varios
niveles de glutamina y aspamgina
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FIG. 40

Osmolaridad de cultivos anti-GDF-8 en Medio 9 modificado, que contlene
varios nivelas de giutamina y asparagina
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FIG. 41

Crecimiento celular de células ant-GDF-8 an medio que contiene
varios niveles de aaparagina y cisteina
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FIG. 42

Niveles de lactato de cultivos anti-GDF-8 en medio que contiene
varios nivelas de asparagina y cisteina
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FIG. 43

Nivelea de amonio de cultivos anti-GDF-8 en medio que contiane
varios niveles de asparagina y cisteina
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FIG. 44

Nivelss ds glutamina de cuitivos anti-GDF-8 sn medlo qua contiene
varios niveles de asparagina y cisteina
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FIG. 45

Niveles de glutamato de cultivos anti-GDF-8 en medio que contiene
varios niveles de asparagina y cisteina
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FIG. 46

Valoracién antl-GDF-8 en medio que contisne varios niveles de asparagina y clistelna
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FIG. 47

Osmolaridad de cultivos antl-GDF-8 en medio que contiens varios

nivelss de asparagina y cisteina
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FIG. 48

Crecimionto celular de cdlulas antl-GDF-8 en medio que contiens
varios niveles de aminoicidos y vitaminas
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FIG. 49

Nivelea de lactato de cultivos anti-GDF-8 en medio que contiene varios

niveles de aminoicidos y vitaminas
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FIG. 50

* Nivelea de amonio de cuiltives anti-GDF-8 sn medio que contiene
varios niveles de aminadcidos y vitaminas
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FIG. 51

Niveles de giutamina de cultivos anti-GDF-8 en medio qus contiens
varios niveles de aminoécidos y vitaminas

FIG. 52

Valoracién anti-GDF-8 en medio que contiene varios
niveles de aminodcidos y vitaminas
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FIG. 53

Crecimianto celular de céiulas anti-GDF-8 en medio que contiens varios
niveles de vitaminas, oligoelementos E y hlerro
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FIG. 54

Niveles de Iactato de cultivos anti-GDF-8 en medio que contiene varios
niveles de viiaminas, oligosiementos E y hisrmo
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FIG. 565

Nivelas de amonio de cultivos antl-GDF-8 an medio que contiane
variose niveles de vitaminas, oligosiamentos E y hlemo
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FIG. 56

Valoraclén anti-GDF-8 en medio que contisenas varios niveles de vitaminas,
oligoalamentos E y hlemmo
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FIG. 57

Cracimiento celular de células anti-GDF-8 en los Medlos 1; 3y §
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FIG. 58

Valoraclén antl-GDF-8 an los Medios 1; 3y 9
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FIG. 59

Valoraciones anti-GDF-8 extrapoladas para varios niveles des glutamina sola
y glutamina y asparagina combinadas totales

Gin total (mil)




FIG. 60

Crecimiantio de células antl-ABsta en varias condiciones de medios svaluadas
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FIG. 62

Niveles de lactato de cultivos de antl-ABeta en varias condicliones
de medios svaluadas

FIG. 63

- Niveles de amonio de cultivos de anti-ABeta en varias condiclonas

de medios evaluadas
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FIG. 64

Valoraclén de antl-ABeta en varias condicionss de medios evaluadas
Valoreekin

FIG. 65

Osmolaridad de cultivos de antl-ABeta en varias condiclones de medios svaluadas




Crecimiento de células que expresan TNFR-Ig en varias condiciones experimentales

FIG. 66

Viabllidad de células que expresan TNFR-ig en varias condiclones experimentales

FIG. 67
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FIG. 68

Glucosa residual en cultivos de células que axpresan TNFR-Ig sn varias

condicionas exparimentales

Concentracidn de glucosa (g)

oyt

FIG. 69

Niveles de glutamina en cultivos de células que expresan TNFR-Ig
an varias condiciones expesrimentales
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FIG. 70

Concentracién de iactato en cultivos ds células que sxpresan TNFR-g
en variae condiclones experimentales
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FIG. 71

Niveles de amonio en cultivos de células que expresan TNFR-ig en varias
condiclones exparimentales
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FIG. 72

Valoracién relativa de TNFR-Ig en varias condiciones experimentales
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FIG. 73

Densidades celulares de células anti-GDFS cultivadss en blomeactores
de 8000y 11
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FIG. 74

Valoraciones de células antl-GDFS cultivadas sn
blomeactores de §0001y 11

FIG. 75

Niveles de [actato de células anti-GOF& cultivadas
on blorreactores de §000 1y 11
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FIG. 76

Nivelea da amonlio de céiuias anti-GDFB cultivadas
on blorveactores de 80001y 1|
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1. Un método para la produccién de TNFR-Ig en un cultivo celular de produccién de

REIVINDICACIONES

gran escala, que comprende las etapas de:

la provision de un cultivo celular que comprende:

células de mamiferos que contienen un gen que codifica TNFR-Ig, donde dicho
gen se expresa en condiciones de cultivo celular; y
un medio que contiene glutamina, y que tiene una caracteristica del medio

seleccionada del grupo que consiste en: 1) una cantidad acumulada de aminoacidos por unidad
de volumen mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una relacion molar de glutamina
acumulada a asparagina acumulada inferlor a aproximadamente 2; 3) una relacién molar de
glutamina acumulada a aminocacidos totales acumulados inferior a aproximadamente 0,2; 4) una
relacién molar de ion inorganico 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 168 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 -dentm 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 condiclones 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 TNFR-Ig en el cultivo

celular.

2. Un método para la produccion de TNFR-Ig 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 TNFR-lg, donde dicho
gen se expresa en condiciones de cultivo celular; y
un medio que contiene una relacidn molar de glutamina acumulada a asparagina

acumulada inferior a aproximadamente 2;
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donde dicho medio tiene dos caracteristicas del medio seleccionadas del grupo
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donde dicho medio contiene glutamina; y

que consiste en: 1) un medio que contiene una cantidad de aminoacidos acumulada por unidad
de volumen, mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una relacibn molar de glutamina
acumulada a aminoacidos totales acumulados inferior a aproximadamente 0,2; 3) una relaclon
molar de ion inorgénico acumulado a aminoécidos 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 maxima si dicho cultivo se
mantuviera en el primer conjunto de condiclones 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 TNFR-Ig en el cultivo

calular.

3. El método de la reivindicacion 1, donde dicha condicién de cultivo celular, en
dicha etapa de cambio de por lo menos una de las condiciones del cultivo, se selecciona del
grupo que consiste en: 1) la temperatura; (2) el pH; 3) la osmolalidad; 4) el nivel de inductores

quimicos; y sus combinaciones.

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

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

6. El método de la reivindicacion 1, donde la cantidad acumulada total de glutamina,
por unidad de volumen, de dicho medio, es inferior o igual a 10 mM.
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por unidad de volumen, de dicho medio, es Inferior o igual a 4 mM.

8. El método de la reivindicacién 1, donde la glutamina solo se provee en el medio

inicial, al comienzo del cultivo celular.

9. El método de la reivindicacién 1, donde la densidad Iniclal de dichas células de
mamffero es por lo menos 2 x 10° células/ml.

10. El método de la reivindicacién 1, donde la densidad inicial de dichas células de
mamifero es por lo menos 2 x 10* células/ml.

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

provision de por lo menos aproximadamente 1000 L de un cultivo.

12. El método de la reivindicacion 1, donde la etapa de provision comprende la
provisién de por lo menos aproximadamente 10.000 L de un cultivo.

13. El método de ia reivindicacién 1, donde dicho primer conjunto de condiciones
comprende un primer rango de temperatura que es de aproximadamente 30 a 42 grados

Caelsius.

14. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer conjunto de condiciones

comprende un primer rango de temperatura que 8s de aproximadamente 37 grados Caelsius.

15. El método de la reivindicacién 1, donde dicho segundo conjunto de condiciones
comprende un segundo rango de temperatura que es de aproximadamente 25 a 41 grados

Celsius.

16. El método de la relvindicacién 1, donde dicho segundo conjunto de condiclones
comprende un segundo rango de temperatura que es de aproximadamente 29 a 35 grados

Celsius.
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17.  El método de la reivindicacion 1, donde dicho segundo conjunto de condiciones

comprende un segundo rango de temperatura que es de aproximadaments 31 grados Celsius.

18. El método de la reivindicacién 1, que ademés comprende una segunda etapa de
cambio posterior a dicho primer cambio de por io 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.

19.  El método de la reivindicaciin 49, donde la segunda etapa de camblo 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 conjunto de condiciones
comprende un tercer rango de temperatura que es de aproximadamente 27 a 37 grados
Celsius.

21. El método de la reivindicacién 1, donde dicho primer perfodo es entre 1 y 7 dias.

22. El método de la reivindicacibn 1, donde dicho .primer periodo es de
aproximadamente 4 dlas.

23. El método de la reivindicacion 1, donde el total de dicho primer periodo y dicho

saegundo periodo es por lo menos 5 dias.

24. El método de la relvindicacién 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 maximo.

25. El método de la reivindicacion 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 méaximo.
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26. El método de la reivindicacion 1, donde dicha cantidad total de dicho TNFR-Ig
producido es por lo menos 1,5 veces mayor que la cantidad de TNFR-lg producido en

condiciones idénticas, en medio idéntico, pero que carece de dichas caracteristicas del medio.

27. El método de la reivindicacion 1, donde dicha cantidad total de dicho TNFR-Ig
producido es por lo menos 2 veces mayor que la cantidad de TNFR-Ig 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 ademas

con componentes suplementarios.

20. El meétodo de la reivindicacion 28, donde dichos componentes suplementarios se

proveen en multiples intervalos.

30. El método de la reivindicacién 28, donde dichos componentss suplementarios se
selaccionan de un grupo que consiste en hormonas u otros factores de crecimiento, iones
particulares (tales como sodio, cloruro, calclo, magnesio y fosfato), reguladores, vitaminas,
nucleésidos o nucledtidos, oligoelementos (compuestos inorganicos habitualmente presentes en

concentraciones finales muy bajas), aminoacidos, lipidos, o glucosa u otra fuents de energia.

31. Un método para la producciéon da TNFR-Ig 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 TNFR-Ig, donde dicho
gen se expresa en condiciones de cultivo celular; y
un medio definido que contiene glutamina, y que tiene por lo menos dos
caracteristicas del medio seleccionadas del grupo que consiste en: 1) una concantracién inicial
de aminoacidos mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una relacibn molar de glutamina a
asparagina inferior a aproximadamente 2; 3) una relacién molar de glutamina a aminoécldos
totales inferior a aproximadamente 0,2; 4) una relacion molar de ion inorgénico a aminoécidos
totales de entre alrededor de 0,4 y 1; y 5) una conceniracibn combinada de glutamina y
asparagina superior a aproximadamente 16 mM;
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el mantenimiento de dicho cultivo en una fase de crecimiento Inicial, en un primer
conjunto de condiciones de cultivo, durante un primer periodo suficiente para permitir que
dichas células se reproduzcan dentro de un rango de aproximadamente 20%-80% de la
densidad celular viable posible m&xma si dicho cultivo se mantuviera en el primer conjunto de
condiclones 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 TNFR-Ig en el cultivo

celular.

32.  Un méiodo para la produccién de TNFR-Ig en un cultivo celular de produccién de
gran escala, que comprende las etapas de:

la provisién de un cultivo celular que comprende:

células dé mamfiferos que contienen un gen que codifica TNFR-Ig, 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 relacién
molar de glutamina a asparagina inferior a aproximadamente 2; 3) una relacién molar de
gluiarr-lina a aminoéacidos totales Inferior a aproximadamente 0,2; 4) una relacidn molar de lon
Inorganico a amincécidos totales de entre alrededor de 04 y 1; y 5) una concentracién
combinada de glutamina y asparagina superlor 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 deniro de un rango de aproximadamente 20%-80% de la
densidad celular viable posible maxima sl 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 TNFR-Ig en el cultivo

celular.

A
v
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33. E! método de la reivindicacién 1, donde dicho medio comprende un medio que
contiene glutamina y que tiene una caracteristica de medio seleccionada de! grupo que consiste
en:

1) una concentracién inicial de aminoacidos mayor que aproximadamente 70 mM; 2) una
relaciéon molar de glutamina inicial a asparagina inicial inferior a aproximadaments 2; 3) una
relacion molar de glutamina Inicial a aminoécidos totales iniciales inferior a aproximadamente
0,2; 4) una relacidn molar de lon Inorganico inicial a aminoécidos totales iniciales de entre
alrededorde 0,4y 1;y 5) una concentracidn combinada de glutamina inicial y asparagina iniclal

superior a aproximadamente 16 mM; y sus combinaciones.

34. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2 6 31-33, donde:

los niveles de lactato son inferiores a aquellos niveles observados en condiciones
idénticas, en medio idéntico, pero que carece de dicha caracteristica de medio;

los niveles de amonio son inferiores a aguellos niveles observados en condiciones
idénticas, en medio idéntico, pero que carece de dicha caracteristica de medio; y

la cantidad total de TNFR-Ig producido es por lo menos tan alta como aquella observada

en condiciones idénticas, en medio idéntico, pero que carece de dicha caracteristica de medio.

35. El método de la reivindicacién 1, donde dicho cultivo no es suplementado con

componentas adicionales durante el transcurso de la produccién de dicho TNFR-Ig.

36. El método de Ia reivindicacion 1, donde se sustituye la glutamina por
glicilglutamina en dicho cultivo.

37. 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.

38. El método de Ia 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.
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39. El método de la reivindicacion 1, donde dicho medio tiene una caracteristica del
medioc seleccionada del grupo que consiste en:

(1) una cantidad total acumulada de histidina, por unidad de volumen, mayor que
aproximadamente 1,7 mM;

(2) una cantidad total acumulada de isoleucina, por unidad de volumen, mayor que
aproximadamente 3,5 mM;

(3) una cantidad total acumulada de leucina, por unidad de volumen, mayor que
aproximadamente 5,5 mM;

(4) una cantidad total acumulada de metionina, por unidad de volumen, mayor que
aproximadamente 2,0 mM;

(5) una cantidad total acumulada de fenilalanina, por unidad de volumen, mayor que
aproximadamente 2,5 mM;

(6) una cantidad total acumulada de prolina, por unidad de volumen, mayor que
aproximadamente 2,5 mM;

(7) una cantidad total acumulada de triptdfano, por unidad de volumen, mayor que
aproximadamente 1,0 mM;

{8) una cantidad total acumulada de tirosina, por unidad de volumen, mayor que
aproximadaments 2,0 mM; y

(9) una cantidad total acumulada de prolina, por unidad de volumen, mayor que

aproximadamente 2,5 mM.

40. El método de la relvindicacién 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 meivindicacion 1, donde la cantidad total acumulada de

asparagina, por unidad de volumen en dicho medio, es 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.

43. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad total acumulada de fdsforo,

por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que aproximadamente 5 mM.
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44. El método de la reivindicacién 1, donde la cantldad total acumulada de glutamato,

por unidad de volumen en dicho medio, es menor que aproximadaments 1 mM.

45, El método de la reivindicacibn 1, donde la cantidad total acumulada de

pantotenato de calcio, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que aproximadamente
20 mgll.

48. El método de la reivindicacién 1, donde la cantidad total acumulada de
nicotinamida, por unidad de volumen en dicho medio, s mayor que apraximadamente 25 mg/l.

47. El método de la reivindicacion 1, donde la cantidad total acumulada de piridoxina
y piridoxal, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que aproximadamente 35 mg/l.

48. El meétodo de la relvindicacién 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 relvindicacién 1, donde la cantidad total acumulada de clorhidrato
de tlamina, por unidad de volumen en dicho medio, es mayor que aproximadaments 35 mg/l.

50. Un método para la produccion de TNFR-Fc 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 TNFR-Fc, 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 aminoacidos totales acumulados inferior a aproximadamente 0,2; 4) una
relacibn molar de ion inorgénico acumulado a aminoacidos 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;
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el mantenimiento de dicho cultivo en una fase de crecimiento iniclal, 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 de un rango de
aproximadamente 20%-80% de la densidad celular viable posible maxima si dicho cultivo se
mantuviera en el primer conjunto de condiciones de cultivo;

el cambio de por lo menos una de las condiciones de cultivo, de manera de aplicar un
segundo conjunto de condiciones de cultivo,

el mantenimiento de dicho cultivo durante un segundo periodo, en el segundo conjunto
de condiciones y durante un segundo periodo, de manera de acumular TNFR-Fc en el cultivo

celular.
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