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(57) Abstract: This invention relates (o methods for rationally designing cell Lulluu_ media for use in cell cultutes. e.g., cell cultures ©
employed in polypeptide production; cell cultwe media designed with the disclosed methods; methods of producing a polypeptide
of interest, ¢.g.. an antibody, using such mexlia; polypeptides produced using the methods and media disclosed herein; and plmum-_
ceuticals composilions umldlmng such polypeptides. The rationally designed media contain a coneéntration of an amino acid that is
calculated for use in cell mass, a concentration of the amino acid that is calculated for use in cell maintenance, and a u)mcnlmlmn of
\ the amino acid thatis caleulated for incorporation into (he polypeptide of interest. The rationally designed media may contain a base-
c line- adjusted concentration, A, of at least one amino acid that s caleutated decording 1o the fonnula A=[(M.X)+HNLPHY-MXLLE,
w wherein X is the concentration of the amino acid that is used per unit of cell mass, P is the concenteation of the amino acid that is used
@ [ur incurparation into the polypeptide of interest per unit of polypeptide titer, M is the multipher for the desired peak cell density
& of the celi culture, N is the multiplier [or the desired concentialion of the polypeptide of interest, Y is the cell maintenance factor;

and F is the baseline factor. This lilllolldl]y desigried media may also be used to preduce a starting cell culture medium comprising a

cancentration, 13, ol at least one amino acid according 1o the lormula B=| A- (Z.V)]/{1-V), wherein Z is a concentration of the amino

acid in the feeding cell culture medium, and V is a vc)lumc of the leeding culture medium as a proportion of the desired cell Luilmc'
g medinm vnlume
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TITLE
"~ RATIONALLY DESIGNED MEDIA FOR CELL CULTURE

BACKGROUND OF THE INVENTION

‘Related .Appl icali-o_ns
‘ This application claimé the benefit of priority from U.S. Provisional Patent
Application No. 60/858,289, filed November 8, 2006, the content of which 1s

hereby incorporated by reference herein in its entirety

Field of the Invention _ ‘ _
[0001] This inv-ention relates to methods for rationally designin‘gcell‘ culture
medla for use in cell cultures emplc)yed in, e.g., pelypeptide production; cell »
Lultme media designed with the disclosed methods methods of ploducmg large
rquanutxes ofa polypeptxde of interest, e.g., an antibody, usmg such medla
polypeptides produced using the methods and media disclosed herein; and

~ pharmaceuticals compositions containing such polypeptides. The inv’ention‘is '
particularly useful in large-scale cell cultures. The methodé and éoznposilions
_displosed herein are paﬂicularly useful 16 produce significant QUantities of ‘

polypeptides in batch, fed-batch and perfusion animal cell cultures.
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Related Background Art

: [0002] A large proportion of biotechnology products, whelher commermally
available or only in development, are protein therapeutics; thus, there is a demand
for ploductlon of these polypepudes in cell cultures. Furthe1111ore the cellular
machmery of an animal cell (as opposed to, €. g., a bacterial cell) is often required
to produce many fom]s of polypeptide therapeutics (such as glycosylated proteins
or hybridoma-produced monocional antibodies (MAbs)). Consequently, there is

. an increasing demand for optimizing production of these polypeptides in cell

cultures, and particularly in animal cell cultures. o
[0003] As compared to bacterial cell cultures, animal cell cultures have lower

. production rates and typically generate lower production yields. Thus, a. .»
_éigniiﬁcant &]uantify of research focuses on animal cell culture conditions that

'optimize the polypeptide output, i.e., conditions that support high cell density and
high titer. For example, it has been determined that maimaining glucose
concentrations in cell culture media at low concentrations and culturing cells in a
production phase at an osmolality of about 400 to 600 mOsm increases
production of recombinant proteins by animal cell éultures, wherein culturing in
all phases is also at a selected glutamine concentration (ﬁreferébly between about
0.2 to about 2 mM). It has also been determined that restricted feeding of glucosé
to animal cell cultures in fed-batch processes controls lactate production without
requiring the constant-rate feeding of glucose. Further, it is known that
modification of the iotal cumulative concentration of amino acids, the
concentration of individual amino acids, and thc ratios of individual amino acids
to each other (e.g., glutamine to asparagine) and to total amino acids (e. 8,
glutamine to total amino acids) in the media of a large-scale cell cultule can result
in substantially improved large-scale polypeptlde production.

'{0004] Traditionally, medium studies for animal cell cultures focus on three
technigues: 1) enriching the medium components of the starting medium and
increasing the frequency of culture feeding; 2} applying multi-factorial design to
different medium strengths and different component concentrations; and 3)
analyzing conditioned (lspenl) medium [or amino acids, vitamins, and other

components, and adding those components that are at low levels or are depleted.
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“These methods generally use cell denéity, viability and titer respohs’;ﬁsiaé. e
indicators of 'o.ptimizalion‘ ' S | » ' '
[0005] However, the above methods only indirectly detect the nutrient
requirement for cells baséd oil the end result, i.e., cell density, viability, and titer,
rather than detecting and providing the cell with the actual nutrient requirement

for optimized protein production.

_ _ SUMMARY OF THE INVENTION

10006} The present invention p10v1dcs methods for 1ahonally dcs1gnmg cell
culture medla e.g., large-scale cell culture lllCdla for use in, c. g. large—scaie cell

_cultures employed in polypeptlde productlon, cell culture media, e.g., large-scale
cell culture media, designed with the disclose‘d methods; methods of pfodu&:ing

arge qu:antiiies ofa polypeptide of interest, ¢.g., an antibody, using such médié;
polypeptides produced using the methods and media disclosed herein; and »
‘pharmaceuticals compositions contai.ning‘sﬁch polypeptides. These lﬁethods and -
composmons are useful for culturing, e.g., batch, fed-batch, and perfusmn v
- culturing, of cells. These methods and composmons are parucularly useful for.
large-scale culturing, e.g., batch, fed-batch, and perfusion culturing, ‘of animal
vc‘e‘llsv,. e.g., ﬁ_lamrhalian cells. - N v _
[0007] A ratiOnall'y designed medium of the present invention contains a
concentrétion of an amino acid that is calculated for use 1 cell‘mass, a’
concentration of the amino acid that is calculated for use in cell niainlenance and
a concentration of the amino acid that is calculated for mc.orporatlon into the

: polypepude of interest. A » _

. ]0008] In one cmbodnment the invention pr0v1des a melhod of producmg a-

: leypepnde in a cell culture comprising providing a cell culture, comprising cells, - -
comprising a nucleic acid encbding a pblypepti_de of interest, and a desired cell
culture medium, comprising a concentration of an amino acid that is calculated |

‘ fpr use in'_ cell mass, a concgentratiori of the aminb acid that is calculated for use in -

* cell maintenance; and a concentration of the amino acid that is.calculétecui for

incorporation into the polypeptlde of interest; and mamtammg 111e cell culture -

under conditions that allow expressmn of the polypeptide of i 1ntercst In one
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embodiment of the invention, the desired cell culture Iﬁédium;comprises a
baseline-adjusted amino acid concentration, A, according to the formula
A=[(M*X)HN*P)+H(Y*M*X)]*F, wherein X is a concentration of the amino acid
that is used per unit of ccll mass, P is a concentration of the amino acid that is
uscd for incorporation into the polypeptide of intercst per unit of polypeptide
titer, M is a multiplier for a desired peak cell density of the cell culture, Nisa
multiplier for a desired concentration of the polypeptide of interest, Y is a cell
maintenance factor, and F is a baseline factor. _

[0009] In another embodiment, the invention provides a method of producing a
polypeptide in a cell culture, comprising providing a cell culture, comprising
cells, comprising a nucleic acid encoding a polypeptide of interest; and a starting
cell culture medium, wherein the volume of the starting cell culture medium is
about 60-99% of the volume of a desired cell culture medium volume; providing
a feeding cell culture medium to the cell culture, wherein the volume of the
feeding cell culture medium is about 1-40% of the desired cell culture medium
volume, and wherein the resulting desired cell culture medium comprises a
concentration of an amino acid that is calculated for use in cell mass, a

; concentration of the amino acid that is éalculaled for use in cell maintenance, and
a concentration of the amino acid that is calculated for incorporation into the
polypeptide of interest; and, maintaining the cell culture under conditions that

- allow expression of the polypeptide of interest. In one embodiment of the .

‘ invehtion, the resulting desired cell culture medium comprises a baseline-
adjusted amino acid concentration, A, accord.ing to the formula
A=[(M*X)+(IN*PY+HY*M*X)]*F, wherein X is a concentration of the amino acid
that is used per unit of cell mass, P is a concentration of the amino acid that is.
used for incorporation into the polypeptide of interest per unit of polypeptide
titer, M is a multiplier for a desired peak cell densiiy of the cell culture, N is a
'multiplier for a desired concentration of the polypeptide of interest, Y is a cell
inaint_enancc factor, and F is a baseline factor; and mainfaining the cell culture
under conditions that allow expression of the polypeptide of interest. In another
embodiment of the invention, the starting cell culture medium comprises a

~ concentration, B, of the amino acid according to the formula B=[A—(Z>*V)]/(1 V),
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- wherein Z is a concentration of the amino acid in the feeding cell culture
. medium, and V is a volume of the feeding culture medium as a proportion of the

desired cell culture medium volume. In another embodiment of the methods

-~ disclosed herein, Y is 0 to about 1.5. In yet another embodiment of the methods -

disclosed herein, F is about 1 to about 1.5. In a further embodimeut of the

' 1ﬁethods disclosed herein, Y ie 0 to about 1.5 and F is about 1 to about 1.5.
[0010] In one embodiment of the methods disclosed hereih, the ,desi‘red cell
culture medium comprises greater than or equal to about 3 mM tyrosine. In
another enubodimen‘ts of the methods disclosed herein, the desired cell culture -
ﬁl@diutn comprises: belween about 7 mM and about 30 mM leucine; Between

' about 7 mM and about 30 mM lysine; between about 7 mM and about 30 mM
thrcomne between about 7 mM and about 30 mM proline; and/or between about
7 mM and about 30 mM valine, Ina further embodiment of the methods '
“ disclosed herein, the combined concentration of Jeucine, lysine, threonme
proline, and valine in the desired cell culture medium is between about 35 mM
and about 150 mM. In yet another embodiment, the eonlbined concentration of
leucine, lysine, threonine, and vuline in the desired cell culture medium is '

. between about 6‘0% and about 80% of the concentration of the total essential -

~amino acids in the desired cell culture medium. o

.[0011] In one embodiment of the methods disclosed 1'1erein; the combined
concentration of the essential amino acids in the desired cell culture med_ium is

~ between about 30% and about 50% of the coﬁcentralion of the total amino acids
in the desired cell culture medium. In another embodi_ment of the methods
disclosed herein, the concentration of amino acids in the desired cell culture
medium is betWeeu about 120 mM and about 350 mM. In arfurther embodimeht. -
~of the meﬂiéds disclosed herein, the'cencemr’ltion of prolirie in the cell cul‘ture is
mamtamed at greater than about 1 mM In yet another embodiment of the .

‘ methods disclosed herein, the- concentration of prohne in the cell culture is |
“maintained at greater than about 2 mM. In some embod]ments of the methods of
producmg a polypeptlde the cell cultule is alar ge-scale cell culture. In other

- embod1ments the cells are ammal cells.
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“{0012] A fL_nther aspect of the invention provides polypeptides produced
according to the methods disclosed herein. Another aspect of the invention
provides a pharmaceutical composition comprising a polypeptide produced
according to the methods disclosed herein and a pharmaceutically. acceptable
carrier. " ’

[0013] A further aspect of the invention provides a method of cell culture:

' comprising; prov1d1ng a cell culture, compmmg cells and a desired cell culturc
medium, comprising a concentration of an amino acid that is calculated for use in
cell mass and a cohcent_ratioil of the amino acid that is calculated for use in cell

"-maintenance; and lliailltaining the cell culture under conditions that iillow growth
and 1epl1catlon of the cells in the cell cultune In one embodiment of the -

' invention, the desired cell culture medium comprises a baseline-adjusted amino

- acid concentration, A’, according to the formula A"=[( M*X)+(Y*M*X)]*F,
wherein X is. a concentration of the amino acid that is used per unit of cell mass", :
M is a multiplier for a desired peak cell density ofthercell ‘culture, Y is acell
mainfenance factor, and F is a baseline factor. In some embodimentsrof the
methods of cell culture, the cell culture is a large-scale cell culture. [n other
embodlments the cells are animal cells. | ‘ ‘

[0014] A further aspect of the invention prowdes a cell culture medxum
compr_lsmg a total concenuatlon of amino acids from between about 120 mM and :
about 350 mM.. Anothef aspect of the inyention provides_'a cell éultufe mvedim.nn.
for use in the production of a polypeptide of interest, comprising a total
éonlcentl'ation' of amino acids from between about 120 mM and about 350 mM.

» [0015] Another aspect of the invention provides a cell culture mediumv for use in
the production of a polypeptide of interest, {compirising a concentratioﬁ of an |
amino acid that is calculated for use in cell mass, a concentration of the amino
acid that i 1s calculated for use in cell maintenance, and a concentration of the
amino ac1d that is calculated for incorporation into the polypepllde of interést, ln

one embodiment of the mven‘uon the cell culture medium for use in the

" production ofa polypeptide of interest compnses a baselinc-adjusted amino ac1d
concentration, A, according to the formula A=[(M*X)}+(N *P)+(Y*M*X)]*F,v .

wherein X is a concentration of the amino acid that is used per unit of cell mass,
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P‘is‘ a concentration 6f the amino acid that is used for incorporation into the.
pdlypeptide of interest per unit of polYpeptide titer, M is a multiplier fqr desired
peak cell density of the cell culture, N is a multiplier for desired coricentration of
the po'lypep‘tide of interest, Y is a cell maintenance factor, andFisa baselriné
factor. ‘ | _
_ [0016] Yet another aspect of the invention provides a cell culturé medium,
comprising a baseline- adjusled amino acid uoncenlrahon A’ accordmg o the
* formula A"=[( M*X)+(Y*M*X)]*I whcrem Xisa concentratlon of the ammo
acid that is used per unit of cell mass, M is a mulhpher for desired peak cell
density of the cell culture, Y is a cell mainienance factor, and F is a baéeline' '
factor. In some embodiments, the cell culture medium is a Ial"ge-sba‘le céll culture
medium. In other énlbpdinlents, the cell cultufe mvedium' is an animal cell culture
medlum ‘ o _ _ |
- [0017) Yet another aspect of the invention prov:dcs a method for dcteunmmg an
optumzed concentration of an amino acid used in a cell culture medium for the
production of a polypeplide of'i interest in a cell culture, comprising: determining
, the amino acid concentiation requned for the cell mass of the cells in the cell
culture at a target cell den51ty, determmlng the amino acid concentration 1equ1fed
to produce the polypeptlde of interest in the cell culture at a target polypeptlde
titer; determmmg the amino acid concentlatxon required for cell maintenance of
the cells i in the cell culture; and addmg the concentrations to prowdc an oplmuzed
concentration of the amino acid used in the cell culture medium for the
‘ produclioﬂ of the polypeptide of interest in the cell culture. »
[0018] A further aspect of the invehtion provides a method for determining an
oplifnized amino acid COncéntration, A, of an amino acid used ina cell'cullﬁi'e
medium for the pr_oduction of a polypeptide of interest in acell culture,
cOmprisihg: detérmining the amino acid 9011centration, X, required ‘for cell mass °
of the cells at a set cell density; determining the ;uﬁino acid concentration, P,
required to produce the polypeptide of intérest atAa set polypeptide titer; and
‘ detelmmmg the optlmlzed amino acid concentration, A, accoidmg to the formula
S A= [(M*X)+(N*P)+(M*Y*X)]*F wherein M is a mul‘upher for a desired target '

cell'densxty of the cell culture, Nisa multlpher for a desired target concentration
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of the polypeptide of interest, Y is a cell maintenance factor; and F is a baseline

factor. In some embodiments of the methods for determining an optimized amino

acid concentration, the cell culture is a large-scale cell culture. In other
embodiments, the cells are animal cells. | 7 _
[0019] Other features and édva.ntages of the invention will be apparent frorh the

following detailed drescriptic-m and claims,

‘BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
[0020] Figure 1 depicts fhe cell density (Y—axis;_“Cell Density (10° cells/mL)”)
over time (X-axis; “Days”) for CHO cells engineered to express anti-IL-22. Cells
were cultured in the 1at10nally designed medium of Example 2.

[0021] Flgure 2 depicts the lltel (Y-axis; “Tltcr (g/L)") of anti- IL- 22 antlbody

over time (X- ax1s “Days”) for CHO cells cngmeered to express anti-1L-22. Cells

were cultured in the ratlonally designed medium of Example 2..

- 0022] Figure 3 depicts the cell density (Y-axis; “Cell Densit (1&)6 cells/mL)”
su P y y ~) )

over time (X-axis; “Days”) for CHO cells engineered to express anti-1L-22. Cells

- were cultured in the rationally designed medium of Example 3.
[0023] Figure 4 depicts the titer (Y—akiS' “Titer (g/1.)") of anti-IL-22 antibody
6ver time (X—axiS‘ “Days”) for CHO cells engineered to express antl IL-22. Cells
were cultured in the rationally designed medium of Example 3.
|0024] Fi 1gure 5 depicts the titer (Y-axis; “T1ter (g/L)") of anti-IL- 22 antibody
over tlme (X-a\us “Days™) for CHO cells engmccncd to e\:pless anti-1L-22. Cells

| were cultulcd in “Traditional Medium” (a medium based on traditional cell

culture requirements, see, €.g., U.S. Published Patent Application

No 2006/0121568) “Rational Design Medium” prepared using lhe methods

| herein, or “Tradltlonal Medium + Proline,” which contains an additional 3.7mM

proline added to the “Traditional Medium” (see Example 4).

. [0025} Figure 6 dep;cts the cell density (Y-axis; “Cell Den51ty (10° cells/mL)”

over time (X-axis; “Days”) for CHO cells engmeered to express anti- IL- 22 Cells
were cultured in “Traditional Medium,” “Rational Design Medium,” or

“Tréditional Medium + Proline” (see Example 4).

o
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[0026] Figure 7 depicts the cell viability (Y-axis; “Viability [%]} over lime
(X-axis; “Days™) for CHO cells engineered to express anti-IL-22. Cells were
cultured in “Traditional Medium,” “Rational Design Medium,” or “Traditional .-
Medium + Proline” (see Example 4). .

[0027] Figure 8 depicts the concentration of the designated amino acid

(Y-axis; “[uM]™) ((Figure 8A) proline; (Iigure 8B) threonine; (Fi‘gurc 8C).
yaline; (Figure 8D) tryptophan; or (Figure 8E) tyrosine) over titne (X-axis;
“Days™) for CHO cells for cells engineered to express anti-1L-22. Cells were
cultured in “Traditional Medium,” “Rational Design Medium,” or “Traditional
Medium + Proline” (see Example 4). | , _
|0028] Figure 9 dcpicts the cell density (Y-axis; “Cell Density (10° ccllé/mL)”)_

. over time (X-axis; “Days”) for CHO cells engineered to expréss anti-IL-22. Cells -

were cultured in “Rational Design Medium™ or “Rational Design Mcdium
without maimeuance and baseline factors.” The figure is representative of 5
independent replicates (n=5) (see Example 6).

[0029] Figure 10 depicts cell viability (Y-axis: “Viability (%)) over lime
(X-axis; “Days™) for CHO cells engineered to express anti-IL-22. Cells were
.cultured in “Rational Design Medium” or “Rational Design-Mediuni without |
maintenance and baseline factors.” The figure is represemativle of 5 independent
replicates (n=5) (se¢ Example 6). A B

[0030} Figure 11 depicts antibody titer (Y -axis; “Titer (g/L)”) over time (X-axis;
“Days”) for CHO éells engineered to express anti-IL-22, Cells were cultured in
“Raticnal Design Medium” or “Rational Design Medium without maintcnance
‘and baseline factors.” The figure is representativé of 5 independent replicates

. (n=5) (see Example 6).

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
[0031} The term “batch culture” as used herein refers to a method of cult{)ring
cells in which all the components that will ultimately be used in culturing the
cells, including the medium as well as' the cells theinselves, are provided at the

. beginning of the culturing process. A batch culture is typically stopped at some
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point and the cells and/or components in the medium are harvested and optionally
- purified.
[0032] The term “fed-batch culture®” as used herein refers to a method 6f
culturing cells in whibh additional components are provided to the culture at
some time subsequent to the beginning of the culture process. The provided
components typically comprise nutritional supplements for the cells that have
been depleted during the culturing process. A fed-batch culture is ‘typicallyﬂ
stopped at some point and the cells and/or components in the medium are
harvested and optionally purified. In a preferred embodiment of the present
- invention, the cell culture is an animal cell culture, e.g., a mamimalian cell
“culture, that is a batch or fed-batch culture.
[0033] Thé ierm “perfusion culture” as used herein refers to a method of
éulturing cetls in which additional components are provided continuously or
semi-cqntihuously to the culture subsequent to the beginning of the culture |
process. The provided components typically comprise nutritional supplements
‘for the cells that have been depleted during the culturing process. Portions of the
cells and/or Components in thé medium are typically harvested on a continuous or
semi-continuous basis and are optionaily phriﬁed.
[0034] The term “bioreactor” as used herein refers to any vessel used for the
“growth of a prokaryotic or eukaryotic cell culture, e.g., an animal cell culture
(such as a mammalian cell culture). The bioreactor can be of any size so long as
it is useful for the culturing of cells, ¢.g., mammalian cells. Typically, the |
bioreactor will be at least 30 ml and may be 1, 10, 100, 250, 500, 1000, 2500, .
5000, 8000, 10,000, 12,0000 liters or more, or any intermediate volume. The
- internal conditions of the bioreactor, inciuding, but not limited to pH and
temperature, are typically controlled during the culturing period. The bioreactor -
can be composed of any material that is suitable for holding mammalian cell

cultures suspended in media under the culture conditions of the present invention, .

including glass, plastic or metal. The term “production bioreactor” as used llel‘¢ill '

refers to the final bioreactor used in the production of the polypeptide or prbtein '
of interest. The volume of a large-scale cell culture production bioreactor is

generally greater than about 100 ml, typically at least about 10 liters, and may be

o
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500, 1000, 2500, 5000, 8000, 10,000, 12,0000 liters or more, or any intermediate
volume. One of ordinary skill in the art will be aware of, and will be able to
chooée, suitable bioreactors for use in practicing the present i_n>venlion.‘ V
‘V[OUSS] The terms “cell density,” “cell concentration,” or the like, as used herein,
| refer to that number, weight, mass, etc. of cells present in a glven vo]umc of
medium. “Peak cell density” or the like refers to the maximum nuinber of cells

-thapcan be reached in a given volume of medium, and “desired peak cell density”
: ic'>r thé like 'rcfers to the maximum number of cells that a practitioner desires to

obtain (e.g., tafgets) in a given cell volume. Variations of such target vaiue(s)
~ will be clear to those of skill in the art, e.g., one of skill 1ﬁay ekpresé a target
' Vvalué(s) in termé of desired cell mass, and such target vame(s) may be in one of

- more appropriale L;nils of measure (e.g., desired’peak units of cell mass).

[0036] The term “cell viability” as used hg:rein refers to the ability df cellsin

culture to survive under a given set of culture cénditions or experimental

vériaﬁions. The term as used herein also refers to that portion of cells that are
alive at a particular time in relation to the total number of cells, living and dead,

in the culture at that time. .

‘[0(}37‘] The terms “culture” and “cell culture” as used herein rerferrt(v) a cell
populati011 that is suspended in a cell culture medium under %:onditi011s suitable to
| survival and/br growth of the cell population. As uséd herein, these terms may

refer to the combinatioh comprising the cell populatioh (e.g., the‘anin.lal cell

culture) and the medium in which the population 1s suspended.

[0038] The term “mtegrated viable cell densnty” or “IVC” as used herein 1efc1s

to 1he average density of viable cells over the course of the culture multiplied by
* the amount of time the éuItun‘e has run. Assﬁming the hmount of polyp‘eplide .

and/or protein produced is proportional to the number of viable cells present dver
the poursé of the culture, integrated yiablé, cell density is a useful tool for

‘estin-lat-ing the al_nou:nf of polypep'tide and/or protein .produced over the coufse of
‘sthe culture. | o | - ' |
- [0039] The terms “medium,” “cell culture medium,” and ‘culture medium” as

used herein refer to a solution containing nutrients that nourish growing animal,

e.g., mammalian, cells. Typically, these solutions provide essential and
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nonessential amino acids, vitamins, energy sources, lipids, and trace elements
required by the cell for minimal growth and/or survival. The solution may also
contain components that enhance 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 céll survival and proliferation. In one
em_bodiment, the medium is a defined medium. Delined media are media in
which all components have a known chemical structure. In another embodimel‘)t
of the invention, the medium may contain an amino acid(s) derived from any
source or method known in the art, including, but not limited to, an amino acid(s)
derived either from single amino acid addition(s) or from peptone or protein
hydrolysate (including animal or plant source(s)) addition(s).

[0040] The term “seeding” as used herein refers to the process of.providing a cell
culture to a bioreactor or another vessel. The cells may have been propagated
previously in another bioreactor or vessel. Alternatively, the cells may have Becri
frozen and thawed prior to, e.g., immediately prior to, providing them to the
bioreactor or vessel. The term refers to any number of cells,_ including a single
cell. ‘
[00'41] The term “titer” as used herein refers to the total amount of polypeptide
of interest produced by an animal cell culture, divided by a given amount of
medium volume; thus “titer” refers to a concentration. Titer is typically
expressed in units of milligrams of polypeptide per milliliter of medium.

[0042] As used herein, the term ;‘anlibody” includes a prolein comprising at least
one, and typically two, VH domains or portions thereof, and/or at least one, and
typically two, VL domains or portions thereof. In certain embodiments, _t'he
antibody is a tetramer of two heavy immunoglobulin chaihs and two light
immunoglobulin chains, wherein the heavy and light innnunoglobuﬁﬁ chains are -
interconnected by, e.g., disulfide bonds. The antibodies, or a portion thercof, can
be obtained from any origin, including, but not limited to, rod-em,. primate (e.g.,
human and nonhuman primate), camelid, etc., or they can be recombinantly

- produced, e.g., chimeric, humanized, and)or in vitro-generated, e.g., by methods

well known to those of skill in'the art,
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[0043] Examples of binding fragments encompassed within the term “antigen-
binding fragment” of an éntibody include, but are not limited tb, (i) a Fab
'fragmel'@t, a monovalent fragment consisting of the VL, VH, CL and CH1
domains; (ii) a F(ab’), fragment, a bivalent fragment comprising two Fab
fragments linked by a disulfide bridge at the hinge region; (fii) a Fd fragment
consisting of the VH and CH1 domains; (iv) a Fv fragment consisting of the VL
and VH domains of a single arm of an antibody, (v) a dAb fragment, whicﬁ
" consists of a VH domain; (vi) écamelid or camelized heavy chain variable -

domain (VI—IH).;‘ (vii} a single chain Fv (scFv; see bel‘ow); (viii) a bispecific
antibody; and (ix) one or more fragments of an inununoglobulin molecule fused
to an l'c region. Furthermore, although the two domains of the Fv fragment, VL
and VH, are coded for by separate genes, they can be joined, using recombinant
methods, by a synthetic linker that enables them to be made as a single protein
chain in which the VL and VH regions pair to form monovalent molecules
(known as single chain Fv (scFv)); see, é.g., Bird et al. (1988) Science
242:423-26; Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:5879-83). ‘
Such single chain antibodies are also intended to be encompassed within the term

: ‘fantigén-binding fragment” of an antibody. These fragments may be obtained
ﬁsing conventional lechniqués known to those skilled in the art, and the
fragmerits are eva]uale& for function in the same manner as are intact antibodics.
10044] - The “antigen-binding fragment” can,-optionally, further include a moicty
that enhances one or more of, e.g., stability, effector cell function or complement
fixation. For example, the anligen binding fragment can further include a
pegylated moiely, albumin, or a heavy ‘and/or a light chain constant region.
[0045] Other than “bispecific” 6r “bifunctional” antibodies, an antibody is
understood to have each of its binding sites identical. A “bispecific” or

“bifi unctionél antibody” is an artificial hybrid antibody having two different
hea\}y/light chain pairs and two different binding siles. Bispecific antibodies can
be produced by a \}ariety of methods including fusion of hybridomas or linking of .
Fab’ fragments. See, e.g., Songsivilai and Lachmann (1990) Clin. Exp. Immunol.
79:315-21; Kosielny etal. (1992) J. Immunol. 148:1547-53. ‘
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[0046] The phrase “profein” or “protein product” refers to one or mo-re chains of
‘amino acids. As used herein, the term “protein” is synonymous with
“polypeptide” and, as is generally understood in the art, refers to at least one
chain of amino acids liked via sequential p'eptide bonds. In certain embodiments,
a “protein of interest” or a “polypeptide of interest” is a protein encoded by an |
exogenous nucleic acid molecule that has been transformed into a host cell. In
ceﬁain embodiments, wherein the “protein of interest” is coded for by an |
‘lexogenou‘s DNA with which the host cell has been lrmlsformed, the nucleic acid
sequence of the exogenous DNA determines the sequence of amino acids. In
certain cmbodimcnt’s a “protein of interest” is a protein encoded by a nuclelc ac1d
molcculc that is endogenous to the hosl cell. In certain embodiments, expressmn
‘ of such an endogenous protein of interest is altered by transfecting a host cell
w1t11 an éxogenous nueleic acid molecule that may, for example, co_ntam on.e or
more 1'egolat01’)} sequences and/or encode a protein that enhances expression of -
the protein of interest. Methods and compositions of the present invention may .
be used to produce any brotein of iﬁtere‘sl., inclu'ding,bbut not limited to proteins .
having pharmaceutical, diagnostic, agricultural, and/or any of a variety of other
properties that are uéeful in comﬁaercial experimental and/or other applications.
In addition, a protem of interest can be a protein therapeutlc Namely, : prolem
therapeutlc isa protem that has a blologmal effect on a regmn in the body on
which it acts or on a region of the body on which it remolely acts via
intermediates. Examples of protein fllerapCLItiCS arc discusscd in more detail
" below. In certain embodiments, proteins produced using methods and/or
‘compositions of the present invention may be processed and/or inodiﬁed For
example, a protein to be produced in accordance with the present mvenllon may
_ be glycosylated .
| [0047] The present invention may be used to culture celis ‘foi' the advantageous
production of any therapeutic protein, such as pharmaceutically or'conm_l'ercially
- relevant enzymes, receptors, antibodies (e.g., monoclonal and/or polyclonal
antibodies), Fc fusion proteins, cytokines, hormones, regulatory factofs, groiwh
factors, coagulalioh{clotting fac{ors, antigen binding agents, etc. One of ordirla;;y

skill in the art will be aware of other proteins that can be produced in accordance
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with the present invention, and will be able to use methods disclosed herein to

produce such proteins.

}:xpressmn Constructs and Generation of Recombmant Host Cells

0048} The present invention uses lecombmant host cells, e.g., prokal yotic or
cukaryotic host cells, i.e., cells transfected with an expression construct
containing a nucleic acid that ecncodes a polypeptide of interest. The phrase

. _f‘animal cells” encompasses inverlebrate, nonmammalian vertebrate (e.g., avian,

- reptile and amphibian), and mammalian cells. Nonlimiting examples of
inveﬂebfate cells include the following insect cells: Spodopiera frugiperda -
(calerpillar) Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito), Dra!mp/ziia
‘melanoga.ster (fruitfly), and Bombyx mori (sitkworm / silk moth).

- 10049] A number of mammalian cell hncs are suitable host cells for 1cc0mbmant
| expression of polypeptides of interest. Mammalian host cell lines include, for
example, COS, PER.C6, TM4, VERO076, MDCK, BRL-3A, W138, Hép Gz,
MMT, MRC 5, FS4, CHO, 293T, A431, 3T3, CV-1, C3H10T1/2, Colo205, 293,
Hela, L cells, BHK, HL-60, FRhL-2, U937, Hak, Jurkat cells, Rat2, BaF3, 32D,
FDCP-1, PC12, M1x, murine myelomas (e.g., SP2/0 and NS0} and C2C12 cells,
as well as transformed primate cell Iinés, hybridomas, normal diploid celis, an'd
cell strains derived from in vitro culture of primary liséue and primary explants.
Any 'eukary;)tié cell that is capable of expressing the polypeptide of intgresf may -
be used in the disclosed media design methods. Numerous cell lines are available
from commercial sources such as the American Type Culture Colleetion (ATCC).
In one embodiment of the invenlion, the celi culture, e.g., lhlr’: large-scale cell
culture, employs hybridoma cells. The construction of antibody-producing
hybridoma cells is well known in the art. In one embodiment of the invention,
the cell culture, e.g., the large-scale cell culture, employs CHO cells. |

[0050] Alternatively, it may be possible to recombina'ntly produce polypeptides

~ ofi mterest in lower eukaryotes such as yeast orin prokaryotes such as bacteria.
Suitable yeast strains include Saccharomyces cerevisiae, Schizosacchar on1yces

| pombe, Kluyveromyces strains, Candida, or any yeast strain capable of expressing
polypeptide of interest. Suitable bacterial strains include Escherichia coli,

Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, or any bacterial strain capable of
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cxpréssing the polypeptide of interest. Expression in bacteria may result in-
‘formation of inclusion bodies incorporating the recombinant protein. Thus, ‘.
refolding of the recornbinant protein may be required in order to produce active
| or more active material. Several methods for obtaining corrcctly folded - S SR
heterologous proteins from bacterial mclusmn bodies are known in the art. - These
methods generally involve solubilizing the protein from the mclusmn bodies, then
denaturing the protein compietely using a chaotropic agent. When cysteine

residucs are preScnt in the primary amino acid sequence of the protein, it is often -

* necessary to accomplish the refoldmg in an environment that allows correct
formation of disulfide bonds {a redox system). General methods of 1efold1ng are
disclosed in Kohne (1990) Meth. En./,ymol 185:187- 95 EP 0433225, and U.S.

. Patent No. 5, 399 677
Jo051] Ihc present invention uses constructs in the form of plasnnds vectors,
and trauscnptxon or expressmn casscttcs comprised of at least one polynuclcoudc
encoding a polypeptide of interest. Vectors are capable of d1rectmg the

‘expression of genes to which they are operably linked. Such vectors are referred

1o herein as “recombinant expression vcclo't‘s’i or “expression vectors.” In - _’
gclleral, expression vectors of utility in recombinant DNA.lcchniqucs are often in
the form of plasmids. In the present speclﬁcanon plasnlid” and “vector” ma'y' N
be used mterchangeably as the plasmid is the most common vector tonn »
However, the invention is intended to include other forms of expression vectors

' that scrvc equivalent functions, including, but not limited ‘to, vir‘alrvectors (e.g.,

" replication dcfectiVe retroviruses, modified alphaviruses, adcnoviruses and
adeno- assoc1atcd viruses). ' |
[0052] Constructs that are suitable for expression of proteins in animal cel]s are
well known in the art. For example, polynucleotides may be operably linked to - -
an cxprcssion control chucnce such as those ntcsent in the pMT2 or pED
expression vectors disclosed in, e.g., Kaufman et al. (1991) Nuc. Acids Res. 7

19:4485-90. Other suitable expfession control sequences are found in vectors
known in'the art and include, but are not limited to: HaloTag™ pHT?2, pACT,

" pBIND, pCAT®3, pCl, phRG, phRL (Promegn, Madison, WI); pcDNA3.1, . v _ ‘
pcDNA3.1-E, pcDNA4/HIsMAX, pcDNA4/HisMAX-E, pcDNA3 1/Hygro, ~ -~ © ©
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' pLDNA3 1/Zeo, pZeoSV2, pRc/CMVZ pBudCE4 pRc/RSV (Inv1trogcn
Carlsbad CA) pCMV -3Tag Vectors, pCMV-Script® Vector, pCMV Tag
Vectors, pSG5 Vectors (Stratagene, La Jolla, CA); pDNR-Dual, pDNR-CMV
.(Clonetech,' Palo Alto, CA); and pSMEDA (Wyeth, MédisOn, WI). General
methods of expressing recombinant proteins are also known and are cxémpliﬁed
in, e.g., Kaufman (1990) Meth. Enzymol. 185:537-66.

[0053] As_ defined herein “operébly linked” means enzymatically or cﬁemically
ligated to form épovalent bond between the polynucleotide (olbe.exﬂp‘rcsscd énd

. the expression control sequence in a manner that the encoded protein is expressed

by the transfected host ccll.

. [0054] The recombinant expression constructs of the invention may carry
additional sequences, such as regulatory sequen‘ces (e.g., sequences that regulate

. either vector I'eplicati011 (e.g., origins of replication, transcription of the nucleic
acid scqucncé encoding the polypeptide (or peptide) of interest) or expression of |
the encoded polypeptide), tag sequences such as histidine, and selectable Jnarker
genes. The term “regulatory sequence” is intended to include promoters,

- enhancers and any other expression control elements (e.g., polyadenylation
signals, transcription splice sites) that control lranscriptioh, 1'e1)licati611 or
translation. Such regulatory sequences are described, for example, in Goeddel,’
Gene Expi'ession Technology: Methods in Enzymology, Academic Press; San
Diego, CA (1990). Those skilled in the art will recognize that the design of the
expression vector, including the selection of regulatory sequences, will depend on
var 1ous factors, mcludmg choice of the host cell and the level of prolein
expxcssmn desired. Preferred regulatory sequences for express;on of pxotcms in

_ mammalian host cells include viral elements that direct lngh levels of protein
expression, such as promoters and/or enhancers derived from the FF-1a promoter
anci BGH poly A, cytomegalovirus (CMV) (e.g., the CMV promoter/enhancer), -
Simian virus 40 (8V40) (e.g., the SV40 p;mnoler/enhancer), adenovirus (e.g., the
adenovirus major late promvoler (AdMLP)), and polyoma. >Viral regulatory ‘
.elemenls, and sequences thereof, are described in, e.g., U.S. Patent Nos.
5,168,062; 4,510,245; and 4,968,615, all of which are incorporéted by reference

herein in their entireties..
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[0055]| Suitable vectors, conlainiﬁg appropriate regulatory sequences, including |
promoter sequences, terminator sequences, polyadenylation sequences, enthancer
sequenées, marker genes and other sequences as appropriate, may be either
chosen or constructed. Inducible expression of proteins, achieved by using
vectors with inducible promoter sequences, such as tetracycline-inducible
veclors, e.g., plet- OnTM and pTel—Offr M (Cloniech, Palo Allo, CA), may also be
used in the disclosed method. For lurther details regarding expression vectors,
see, for example, Moleczdaz Clonmg. a Laboratory Manual (2nd ed.) eds. 7
Sambrook et al., Cold Spring -Harbor' Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY
(1989).. Many known techniques and protocols for manipulation of nucleic acids,
{for example; in preparation of hﬁcleic acid construéts, mutageﬁesis, sequencing,
introduction of DNA into cells, gene expression, and analysis of protéins, are also
described in del’ail in Current Protocols in Molecular Biologj’ (2nd ed.) eds.
Ausubel et al., Wiley & Sons, Alameda, CA. (1992).

[0056] A polynucleotide inserted into an expression construct for producing a
polypeptidé of interest may encode any polypeptide that is capable of being
expressed in the host cell used in the cell culture. Thus, the polynucleotide may
encode full-lvength gene products, portions of fuil-length genes, peptides, or ‘
fusion proteins. Such polynucleotides may consist of genomic DNA or cDNA,

- and may be derived from any animal. Polynucleotides may be isolated from cells
or organisms by methods well known in the art, e.g., PCR or RT-PCR, or may be
produc.ed by known conventional chemical synthesis methods. Such c-hemical‘ly
synthetic polynuéleolides méy possess biological properties in common with
natural polynucléotides, and thus may be employed as substitutes for natural
polynucleotides. o
[0057] Polypeptides may also be recombmantly produced by oper ably lmkmg
the polynucleotlde encoding the polypéptide of interest to su1tablc control
sequernces in one or more insect expression vectors, such as baculovirus vectors,
and employing an insect cell expression system. Materials and methods for
baculovirus/Sf9 expression systems are commercially avaﬂablc in kit forin (e.g.,

the MAXBAC® kit, Invitrogen, Carlsbad, CA).

WO 2008/063892 . PCT/US2007/083947 -
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[0058] Transfectibn of host cells, e.g., animal ceils, with the expression construct
inay‘be achieved by numerous methods that are well known in the art. Cells may
" be either lrajlsientiy transfected or stably transfected. Several different well-
established methods exist for the delivery of molecules, particularly ﬁucieic
acids, into host cells, e.g., animal cells. Depending on the cell type, the desired
transfection (i.e., transient or stable), and the specific experimental requiréments,
such as transfection of difficult cell lines or primary cells, the type of molecule
transfected (genomic DNA, DNA, oligonucleotides), or the expression construct
chosen, each transfer method possesses advantages and disadvantages known to
those of skill in the art. Common lra;nsfection methods in-cludc,‘e.g., calcium
phosphate precipitation; liposome mediated transfection, DEAE Dextran-
mediated transfecﬁon, gene guns, electroporation, nanéparticle delivery,
polyamines, episomes, and polyelhylehimines. In addition, numerous
transf{ection kits and reagents are commercially available from companies such as
Invitrogen (VOYAGERTM, LIPOFECTIN®}, EMD Biosciences, San Diego, CA
' (GENEJUICETM), Qiagen, Germantown, MD (SUPERFECT™), Orbigen, San
‘Diego, CA (SAPPHIRE™), and many others known to those of skill in the art. ‘. .
Transfection rprotorcols may also be found in Basic Methods in Molecular Biology
(2™ ed.) eds. Davis et al., Appleton and Lange, CT (1994). |
[0059] The present invention uses cell cultures, e.g., large-scale animat cell -
clnltures, to produce large quantities of the polypeptide of interest. Methods for
large-scale transient transfections are discloéed in Large-scale Mam‘malli‘an Cell -
Culture Technology (Biotechnology and Bioprocessing Series) ed. Lubiniecki,
Marcel Dekker, NY (1990); Kunaparaju ¢t al. (2005) Biotechnol. Bioeng. |
' 91 :670-77; Maiorella et al. (1988) Bio/Teéhhology 6:1406-10; Baldi et al., supra;
‘Lan Pham et al., supra; Meissner et al., supra; Durocher et al., supra). In-
genéral, large-sczil_é transient gene expression in mammalian cell cﬁltures may
émploy any one of several comtiion types of transfection mddes, e.g.,
po]yéthyienimine, electric field pulse, CALFECTION™ or calcium phosphate; to
achieve high transfection efﬁciency at desired scales or volumes, e.g., greater that
10 liters (Derouazi et al.,  Supra; Rols et al. (1992) Eur. J. Biochem.
206(1) 113- 21 Wurm and Bernard (1999) Curr. Opin. Biotechnol. 10(2) 156-59;
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Schlaeger and Christensen (1999) Cyrotechinology 30(1-3):71-83; ] 6,rdan et al.
(1998} Cytotechnblogjz 26(1):39-47; Lindell et al. (2004) Bioéhim. Biophys. -Ac?a -
- 1076(2):155-61). Thesé large—écale culiﬁres are generally .gr‘own in bioreact(;rs,
shakers, or incubators with stir plates, and may also be known as “spinner” or
‘v‘suspensioﬁ” cultures. Thus, as oppos_ed to traditional traﬁsfecbtions, in which
cells are attached to plates or flasks, the disclosed methods generally use'
suspens;on cultures. Large-scale cell cultures are generally COﬂSldf_‘ICd to be cell
cultures that have a volume of greater 1hau about 100 ml.

o [0060} In some instances, cell lines cxplcssmg the polypeptlde of interest may be »
first produced and then used to seed a large-scale cell culture. Stable cell lines
ﬂlat expresé a protcin of interest may be produced by various well-kudwn ‘_
methods, including the methods used for transient transfection disclosed herein.
In general, stable cell lines are produced by long-term growth and selection in a‘
chemically defined mcdial; For example, cells transfected (e.g., By calcium
pimsphate precipitation, or liposomal transfection) with a nucleic acid ‘that -
cncodes a pélypeptide of interest may concomitantly be transfected with a vector
carrying a neomycin reéistance gene, which confers resistance to

' >neo.m.ycin/geneticin ((341 8). The transfecled celis are then grown in G418-
containing media, and the surviving cells clonally ekpanded to produce a stably
‘ expressing cell line. Aliquots of this cell line may then be used to Seed a lafge-
v scale éultufé and. to produce large quantities of the prétein of interest.
[0061] Transfecting cells requires the optimization of sevelal vzunbles
including cell-seeding density (e.g., about 1 x 10° to about 3 x 10° cclls/ml
culture), scrum concentration (e.g., 0- 10%), incubation temperature (c g aboul
20-38°C), transfectlon vehicle or reagent (ohemical or eleclrlc) culture volume
) (e.g., about 5 ml-20 liters), and incubation time (e.g., about 24-144 hours). Fo:
each cell type, optimal parameters will {fary. However, commerciaf suppliers
generally provide opfimization guidelinés for transfeclihg particulbarl cell pres, as
do various references known Ito those of skill in the art that utilize transfection of
the host cell chosen. These sources may be used to direct transiecllon of the
. tchosen host cell, or may be used as a staltmg pomt from which simple ir 1a1 and

error may be used to prov;de opumum transfection parameters.
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Cell Culture ‘

[0062] Typical procedures for producing a polypeptide of interest include batch
cultures and fed-batch cultures. Batch culture processes traditionally c01h1)rise
inoculatii}g a lérge-s’cale production culture with a seed culture of a particular cell
density, growing the cells under conditions conducive to cell growth and
viability, hafvesling_the culture when the cells reach a specified cell density, and
purilying the expressed polypeptide. F'ed-batch culture pr_ocedhres include an
additional step or steps of supplementing the batch culture with nutrients and

“other components that are consumed during the growth of the cells. One of
ordinary skill in the art will recognize that the present invention cah be employed
in any system in which cells are cultured including, but not limited fo, batch, fed-
batch and perfusion systems. In certain preferred embodiments of the preéenl
invention, the cells are grown in fed-batch systems.

10063] A persisient and unsolved problem with traditional cultures, e.g;,' batch
and fed-batch cultures, is the production of metabolic waste produds, which have
detrimental effects on ;:éll growth, viability, and production of expressed
polypeptides. Two metabolic waste products that have particularly detrimental
effects are lactate and ammonium, which are produced as a result of glucose ﬁnd
glutamine metabolisin, respectively. In addition to the enzymatic production of
ammonium as a 1'esﬁlt of glutamine metabolism, ammonium also accumulates in
cell cultures as a result of nomnetabolic degradation over time.

[0064] Traditionai media formulations, inclpdillg commeicially available media

such as I—lalﬁ"s F10 (Sigmaj, Minimal Essential Medium ((MEM], Sigxﬁa),
 RPMI-1640 (Sigma), and Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium ([DMEM],

Sigma), contain relatively high levels of glucose and glutamine (the lzitler in

" comparison o other amino acids). Previously, these components were believed
to be required in abundance since they are the primary metabolic energy sources
for the cells. However, rapid consumption of these nutrients 'léads‘to the
accumulation of lactate and ammonium as described above. Additionally, high
initial levels ofglucose and glutamine, and the subsequent accumulation of
lactate and ammonium, result in high osmolarity, a condition that by itself is

often detrimental to cell growth, cell viability and the production of polypeptides. .
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The rationa_lly designed medium disclosed herein may.be modified to decrease-
the accurﬁu'lation of harmful metabolic products. Such modifications may be
found m é,g., U.S. Published Patent Applicatioh Nos, 2005/0070013 (restriéted
glucése feeding) and 2006/0121568 (modifications of amino acid cbntent and |
ratios) (both of which are hereby incorporated by reference heréin in their
" entireties). |
Rational Media Design and Formulations ' _
[0065] Traditional media formulations begin with a relatively low level of total
amino acids in comparison with the media formulations.of the present invention.
-For cxarﬁple, DME—F12 {a 50:50 mixture of Dulbecco’s Modiﬁed Fagle’s
_ medium and Ham’s F12 medium) has a total amino acid cqnient of 7.29 mM, and
. the traditional cell culture medium known as RPMI-1640 has a total amino acid
'b cbnfént of 6.44 mM (see e.g., Morton (1970) Jn Vitro 6_:89-1.08; Ham (1965)

- Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 53:288-93; Moore &t al. (1967) J. Ain. Medical Assi. |
" 199:519-24, all incorporated by reference herein). More Izcécnt media ' |
formulaﬁons (such as the media disclosed in US Published Patent Afjplicalion_

No. 2006/0121568) contain higher le\}els of amino acids and nﬁtrients.
Trad_itional formulat’ionsv, however, are not based-.on actual céiculaled cell
* requirements, which include cell growth, cell maintenance, and, for cell cultures
~used to f)roduce recombinant polypeptides, productioﬁ reqﬁiremen_ts. Using these
Vﬁriables, provided herein are rﬁethods of dctcrminiﬁg media formulations with
much higher, and yet néniox'u;, concentrations of total amino acids.
[0066] Thé cell culture media fonnﬁiations, e.g., the large—scaIe cell culture '
" media f01'111u1atiozls, described herein, when used in accordance .with, e.g:, other
- culturing steps described herein, and with,re. g, modificalions suéh as thosé found
in, e.g., U.S. Published Pateht'Application No. 2006/0121568, opﬁmize cell
.density and polypeptide titer. An amino acid concentration of the media
formulations described herein is based on the concentration of the amino aéid(s)_
required for: 1) cell mass; 2) cell maintenance; and 3) polypeptide rp'i*od'uction.'. In
- one cfnbodiment of the invention, a cell culture medium conlains a concentration
of the amino acid(s) that -is calculated for use in cell mass, a concentrdﬁdn of th‘é

amino acid(s) that is calculated for use in cell maintenance, and a concentration
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of the amino acid(s) that is calculated for mcorpomtmn into the pOlypeptldC of
.interest. In another cmbodlmcnt of the mventlon a cell culture medium contams
a concentrahon A, of an amino acid that is represented by lhe formula
©A=[(MX)H(Ns P)+(Y¢M*X)]*l" wherein X is the conc,enlrallon of the amino aud
that is used per unit of cell mass, P is the concentration of the amino acid that is
-u.sed for incorporation into the polypeptide of interest per un.it of polypeptide
titer, M is the multiplier for the desired cell mass (i.e., the desired peak units of
cell mass), N is the multiplier for the des1red concentr ation of the polypeptlde of
mtereqt (1 e. desnred or target polypeptlde titer), Y is the cell maintenance factor;
and F is the baselmc factor. -
[0067] The concentratlon P, of the amino acid that is used for mcorporauon into
the polypeptlde of 1nterest pel unit of polypeptlde titer in the formula above is
‘based on the primary str ucture of the récombinant protein, i.e.; the amino acid
. contelnt of the polypeptide. Thus, P will vary based on the polypeptide of interest
that is to be produced by the lérge-scale cell culture. P may then be converted to -
the amino acid requirement for the target concentration of the polypeptide of
interest uéing N, the multiplier for the desired concentration of the ‘polypEptide of
_.int'erest (e, .'desired or target polypeptide titer). In some rep;‘esen-tative exatﬁples
- of the invention below, the basic unit of polypeptide tifer is 1 g/L. In Table 1,
below, which contains a representative calculation using the formula supplied
liercin, the amino acid concehﬁ‘ation of the cell culture medium that is required
for the polypeptide of interest at a titer of 10 g/L (column 4) is detérmined by. .
multlplymg the concentration, P, of the amino ac1d required for 1 g/L (co umn 2)

by the mullipheI N, wherein N= 10



WO 2008/063892

-24 -

PR 'i’?
o vl

PCT/US2007/083947

Table 1: Represéntativé Determination of Baseliné-Adjusfed Amino Acid ‘
Concentration Required For Target Titer of 10 g/L. Antibody at a.Desired Cell
Mass, Where Desired Cell Mass Is Repxesented by Desired Peak Cell Density of

15 x 10° cells/ml
» 2 (P) 3 (X) APxN) | 5(XxM) [6XxMmxY)| 7 8 (A)T(fg;“”“”
“lAminolAA AA Total AA Total AA Total AA Calculated Baseline-
Acid - [Concentration [Concentration [Concentration |[Concentration [Concentration |Total AA Adjusted AA’
(AA)} [Required For |Required for - [Required for [Required for [Reéquired for |Concentration [Concentration
. [Initial Antibody|Cell Mass  |Target Desired Peak (Cell Required for  IRequired for
Titer of 1 g/l |Represented |Antibody Titer |Cell Denssty of Maintenance - [Target Target
: by Celi of 10 g/L. 15 x 10° (Y=100%) or |Antibody Titer |Antibody Titer
Density of 16° |(N=10) cells/mi (Y=1) " |and Desired  |and Desired
cells/ml : (M=15) Peak Cell - |Peak Ceill
' Density Density
. s [(F=1.3)
. [Column 2 x 1Q Column 3 x_15 Co|1u682}05 x ' (Efgfg; Colyqn'qsn X
mM mM mM mM mi mM mM
ALA 0.41| 0.30 4.08 4.56 _4.56 13.20 1717}
ARG 0.17 0.16 1.73 2.38 2.38 6.50 8.45
ASN 0.26 0.15 2.62] 2.23 2.23 - 7.08 9.21
ASP 0.29 0.29 2.87 4.36 4.36 11.59 _15.07
CY$S 0.19 - 0.09 1.88 1.42 1.42 473 "~ 6.14
GLU 0.40 0.18 4.00 2.33 2.33 8.67 11.28| -
. | GLN 0.39 0.29 3.87 4.40 4.40 12.67] - 16.47|
- | GLY 0.47 0.25 4.72] 3.80 3.80 12.33] . 16.02
HIS 0.16 0.07 1.59 1.07] 1.07 3.72 ) 4.83
ILE 0.14 0.16 1.43 2.33 2.33 6.10 . 7.93
LEU 0.49) 0.25] 4.88 3.80] 3.80 -12.49 16.24
LYS 0.52 0.24]. 5.20 3.55 355 12.31 16.00
MET 0.10 0.06 0.97 0.86 - 0.86 269 3.50
PHE 0.23 0.12 2.34 1.78 1.78 5.89 7.65
PRO 0.59 0.16 5.94 2.33 2.33 10.61 13.79
SER 0.97 0.34] 9.73 - 511 5.11 19.96 25.94
THR 0.68 _0.20 6.80 3.04] 3.04 12.88 16.75
TRP 0.16 . 0.04 1.64 0.56 0.56 2.75 . 3.58
TYR 0.35 0.12 3.48 178 1.78 7.03 9.14
VAL. 0.74 0.23 7.36 3.50 _3.50 14.36 18.67]
.| Total . ) ‘ .
(mM) 7.7 3.68 77.13 55.21 55.21 187.55 1 243.82

[0068] The multiplier N may be calculated, e.g., by multiplying the integrated -

“viable cell density (IVC) by the specific productivity (qp) of a particular cell line -

(N=IVC*qp

). For example, if the seed density of a particular cell line is 0.8 x

100 cells/ml, the cell density at day 6 and day 10 is 1-5 X .106 cells/ml, and 1hevcell-
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density at day 18 is 11 x 106 cells/ml (i.e., 73% of the value at days 6 and 15),
then the IVC=211 x 106 (cells/ml)*day (i.c., [(0.8+15)/2]*6 days +
[(l'5+15)/2]f‘4 days‘+ [(15+11)/2]*8 days). .Iftlre averege specific productivity
(qp) of the cirosen_cell line is, e.g., 47 11g/106 cells/day, then I\‘I:I-O g/l at day 18
(ie., 211 x 100 (cells/_ml)*day x 47 ug/106 cells/day). One of skill in the art will
realize that these calculations may be performed with any cell line, or that N may
be estirnated based on cell characteristics and origin. Alternatively, the multiplier
‘N need not be calculated from IVC and gp, and may simply be a reaeonable
target titer fer a parlioular cell culture. A prophetic example, describing the
calculation of IVC and qp, and the further selection of reasonable N and M
‘va]ues is prov1ded as Exarnple 5 (below).

3 ¢

[0069] As used herein, “cell mass,” “cell density,” and the like refer to a

| qulectiorl chells. For example, a cell inass can refer 1o a cell pellet. As used
herein, “desired cell mass” and the like refers to a collection of cells, e.g., a cell

. pellet, that a practitioner desires le obtain in a cell culture. As used herein, “unit
of cell mass” and the like reflects a number of Ways of representing cell mass,
e.g., cell number, cell density, cell volume, pecked cell volume, dryr cell weight,
etc. rOne skilled m the art will know whieh_is the most convenient or appropriate

- way of represerrtinlg.a unit ef eell mass, etc., for a pm‘tieular experimental
condition, One skilled in the art will also urlder‘sterld that, depending on the unit.
of cell mass, M, the Irmltiplier for desired cell mass, i,e.; the desired peak units of -
celirmass, will be represented by either desired peak cell numbers, desired peak
cell density, desired peak cell volume, desired peak packed cell volume, desired
peak dry rveiglrt, ele.

‘ [007().] Ih one embodiment of the invention, the unit of cell mass is represented
by cell density and the desired cell mass is represented by desired peak cell
densrly In another embodlment the unit of cell mass is represented by dry cell
weight or mass. The dehydrated cell mass consists essentially of all proteins,
carbohydrales, lipids, and nucleic acids present in that cell mass: Thus, the
concentration, X, of an amino acid can be determined experimentally, by first
spinning a known number of cells to a cell pellet, drying the cell pel_let, and

subsequently exposing the dried pellet to acid-hydrolysis; thereby lysing the '
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cellular proteins of the cell pellet to individual amiﬁé acids, which may then be
qualitiﬁed by an amino acid analyzer (see, c.g., Exam‘plc 1). This provides .the
amino acid concentration, X, of a given number of cells, which may then Ee
converied to the amino acid requirement for the desired peak cell density using -
M, the multiplier for the desired peak cell density. In Table 1, the total amino -
acid concenfration of the cell culture medium that is required for the deSired peak
cell density of 15 x 10° cells/ml (column 5) is determined by multiplying the '
concentration, X, of the aniino acid required for 10 cells/ml (column 3) by the
multiplier, M, wherein M=15. Thus, in some representative examples of the .
invention, the unit of cell mass is 10° cells/ml. Alternatively, e.g., for an amino
acid known to be susceptible to degradation, the concentration, X, of the amino
acid that is used in the formula above may be determined from literaturé values,
e.g., Nyberg et al. (1999) Biotechnol. Bioeng. 62:324-35; Nadeau et al. (2000)
Metab. Eng. 2:277-92; and Bonarius (1996) Biotechnol. Bioeng. 50:299-318, or
the methods disclosed in such publications or similar publications known in -
the art. _ ' _

[0071] When the n_mltiblier M for desired cell mass is represehted_ desired peak '
écll density, M may be chosen as, ¢.g., the peak density of a particular cell line, |
by the density at"whicvh the productivity of the cell line is maximized, or by the '
predicted density for the cell line at a particular time period based on the specific
growth rate. |

[0072] The amino acid concentration 6f the cell culture mediwm that is required
for cell xnéintenaﬁcg, Y, isa percentage of the amino acid concentration required
for the desired cell mass, e.g., desired peak cell density. In one emBodiment of
the invention, the maintenance requiremen.t ranges from 0% to 300% of the -
desired cell mass requirement, which pro.vides sufficient nutfieﬁls for cell use
without risk of nutrient-induced toxicity. ]n.another embodiment of the
invention, the maintenance requirem.ent ranges [rom 0% to 150% of the desired
cell mass requirement, which provide;s sufficient nutrients for cell use. without
risk of nutrient-induced toxicity. Thé maintenance requircment increases as-
culture duration increases (e.g., 100-150% maintenance for a 21 day culture). In

Table 1, the amino acid concentration of the cell culture medium that is fcquired'
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 for cell maintenance {column 6) is determined by multiplying the amino acid
concentration required for the desired peak cell denéity (column 5) by the ceil

. maintenance factor, Y, which in this representative example is lOO%-, in o‘rder to
.allow an extended culture period. The maintenance factor, Y, will differ for
different cells (and difft‘_sl:ex]t cell lines) depending on the unique metabolic
demar‘lld's of the cells in culture. Further, the maintenance requirements for cells
in culture will also differ due to the variability in processes, e.g., inoculation
density, culture duration, time of temperature shift, etc. As an initial guideline,

- one may provide, e.g., 0% maintenance (dqily) for cultures at days 0 1o 5, 3% (o
5% maintenance (dzﬁly) for cultures at days 6 to 10, and 7% to 10% maintenance
(daily) for cultures at days 11 to 21. For a process greater than 21 days, cultures
may be provided 2% 1o 5% maintenance (daily) for those additional days. One of
ordinary skill in the art will realize that adjusting the maintenance factor, Y, to
optimize density and titer, is merely a matter of routine trial and error. Adjusting
amino acid concentration according to the cell maintenance requirement is
important for increased viability and productivity of the cell culture, and thus is
an imporlant aspect of the present invention. For example, adjusting amino acid
concentration according to the cell maintenance ‘_requirement enables the cell
culture to sustain greater cell density, cell viability, and to produce higher
poiypeptidé titer (see, e.g., Example 6).

[0073] Once the amino acid requirements of desired: 1) cell mass (column 5);

2) cell maintenance (column 6}; and 3) polypeptide production for the target titer
(column 4) are detelmmcd the calculated total amino acid concentraucn of the .
target cell culture may be obtained. In Table 1, the calculated total amino acid
concentration of the cell culture medium that is required for the target cell culture
(column 7), is determined by adding the amino acid concentration of the ceil
culture medium that is required for the polypeptide of interest at a titer of 10 g/L
(column 4), the amino acid concentration of the cell culture medlum that is
required for the desired peak cell density of 15 x 10° cells/m] (column 5), and lhe
amino acid concentration of the cell culture medium that i is required for a selected

level of cell maintenance (column 6).
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[0074] Once the caleulated total amino acid concentration of the cell culture
.;lledililll that is 1'equifed for the target cell culture is obtained as described above,

. the value is adj usted to a desired cell culture medium amino acid concentration,
A, by a baseline factor, F, which allows for the driving force of amino transfer,
e.g., the extra amino acids required for mass transfer, the extra amino acids _
required to drive transport across cell membrane, etc. This adjusted value, A, IS
referred to herein as the “baseline-adjusted amino acid concentration” or
“optimized concentration.” The baseline- édjusted amino acid concentration, A,
1epresems the eumulallve total amount of an amino acnd(s) that will be dehvered

- to the culture, expressed relative to the {inal volume of the cultule which ‘ .
includes the volume of the starting medlum, plus the volume of any feeds for
perfusion or fed-batch culture(s). Adjusting the total amino acid coneentration_ to
the baseline- édjusted amino acid concentration is an important aspect of the

‘invention because it aliows higher cell viability, cell density, and polypeptldc
titers (see, e.g., Example 6).
[0075] The baseline factor, F, which iilCI'eaSlES the calculated total amino acid

| concentration of the cell cu]ture‘mediwn by up to 200%, ranges from 1 (0%
increase) to 3 (200% increase). In one embodiment of the ‘i;]ifelltion, the range |
for Fis between 1 and 1.5. In another. embodiment of the invention, a value of F
below | may be offset By modifying the calculated total amino acid concentration
of lli_e cell cultuire medium (Table 1, column 7), which may be achieved by - '

R modif}'ing the amihe acid concentration required for desired cell mass, the amino
acid concentration required for cell maintenaﬁce, and/or the amino acid -
concentration required for incorporation into the_pbiypep;ide of ilitel_'est. For

- exampie, a bascline factor of 0.5 may be offset by increasing the calculated total

~ amino acid concehtrétion of the cell culture medium by, e.g., a factor of two (or
more), which may be achieved by varymg M, X N, P and/or Y. In Table 1, the '
baseline-adjusted amino acid concentratlon A, of the cell culture medlum that is
required for the target titer and desired peak cell densuy (column 8),1s -
‘determmed by multiplying the calculated total amino acid concentration of the

cell culture medium (column 7), by the baseline factor, F, which in the

SR S T
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représentalive example of Table 1 is 1.3 (corresponding to a 30% increase over
the calculated tolal amino acid concentration of the cell culture mcdium);

[0076] Medium containing the baséline-adjusted concentration, A, of an amino
acid is referred to herein as the “desired cell culture medium.” Thus, the “desired
cell culture medium” represents a goal medium that contains the baseline-
adjusted concentration, . A. This medium comprises at least one amino acid

_ concemratiozn determined by the above formula. Preferably the desired cell
culture medium contains more than one amino acid concentration defermined by
the abo{fe formula. More preferably, the desired cell culture medium contains at
least twelve adjusted amino acid concentrations, e.g:, an adjusted concentration
of arginine, histidine, isolcucine, leucine, lysine, phenylalanine, proline, serine,
threonine, tryptophan, t}ﬁl‘osillé, and valine, determined by the above formula. 1t
will be understood by one of skill in the art that the baseline-adjusted amino acid
concentration, A, in the desired cell culture medium may be achieved by any '
number of means, including, but not limited to, individually adding the amino
acid(s), adding peptone or other protein hydrolysates, and/or by adding another
concentiated cell culture medium (e.g., a feeding cell culture medium (br medium
mix, e.g., a medium powder)) to a starting cell culture medium (or starling cell |
culture medium mix, e;g., a medium powder). One of skill in the art will
understand that the addition of peptone {or other protein hydrolysale)'may be
directed by the amino a%:id contents of the particular peptone product of choice, or
by detérmining the amino acid concentration provided by a particular peptone,
e.g., in general, 5 g/L peptone provﬁdes a concentration of abotﬁ 40 mM to aboﬁl
50 mM total amino acids. |

' [0077] The amino acid concentration in the desired cell cultufe medium is based
on at least one baseline-adjusied amino acid concentration, A, determined by the
invémive fofmula disclosed herein; however, that concéutration, as well as other
concentratioﬁs. of amino acids in the desired cell culture medium, may be varied
from the baseline-adjusted amino acid concentration(s) due to the influence of
several factors. vFor example, cerlain amino acids may be produch during
éulturing, and thus may be kept at a low level. Other amino acids may be varied

based on published.valucs (see, e.g., U.S. Published Patent Application
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No. 2006/6 12'1568)." Further, soxﬁe amino acids, e.g., melhionixie, may be
‘consumed at a greétcr rate by particular cell types, and thus should be added in
" excess. Yet other amino acids, such as proline, provide a driuing force for cell
growth and polypeptide production (see Example 4), and these amino acids
should be provided, in some cases, at a greater amount than determined by the
above inventive formula. In addition, one may modify the baseline-adjusted |
l_ amino acid concentration if the. concentrzition obtained using the above formula'is
considered to be t0x1c (e.g., consldelatlon of the levels of serine, tyrosme
: ‘methmnme and valme) It is w1t1nn the knowledge of one of skill in the art, upon
oblammg the baselme-adjusted amino acid concentration, A, of an amino ac;d(s)
for use in the desned cell culture medium, to vary the baselme adjusted amino
ac1d concenuatlon based on factors such as those noted heiem 4
'[0078} Additional media components for example, vitamins, salts glucosc
clements, may be calculated from (or based on) various sources, e.g., U.S.-
- Published Patent Application Nos. 2005/0070013 and 2006/0121568. Further,
ti'le baseline—adjustcd.amino acid concehtration, A, qf an amino acid obtained
using the ab'uve formula may be modified to provide a particular ratio in relation ._
io ah_olher amino acid ‘(e.g., the ratio of glutamine to asparagine) o.r' tu 'fall within
a desired combined concentration (e.g.. the combined concentration of giutamine
and asparagine). For example, it is known that a high asparagin@ low_ glutamine
~medium, combined with temperature shift, enables uptake of lactate, thereby
. detox1fy1ng a cell culture (U.S. Published Patent Appl;catlon No. 2006/0121568).
‘Thus, one may wish to modify the baseline- adjusted concentration, A, of
glutamine and/or asparagine, in order to obtain an optunum ratio.
[0079] It will be noted from the representative example in Table 1 that the
combined concentration of the bascline- adjusted amino acid concentrauons for
use in the desired cell cultuxe medmm is high, i.e., over 243 mM Thus, dlsclosed
herein is the finding that a high concentration of amino ac1dq may be used in a
desxred cell cuiture medium without toxicity or titer detriment if that
concentration is based upbn the calculated amino acid requirements for a turget
cell dcnsity and polypeutide‘liter’. _In one embodiment of the invention, the

combined concentration of amino acids in the desired cell culture medium is
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between about 120 mM and about 250 mM. n other embodiments, the 'Cqmbincd
concentration of amino acids in the desired cell culture medium is greater than
about 250 mM, e.g., about 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360,
370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 490, 500 or 510 mM,
or any intermediate value. |
[0080] The above-identified baseline-adjusted concentration, A, of aﬁ' amino
acid that is used in a desired cell culture medium, may be used in batch, fe-c_l-
_batch; and perfusion cultures. When used in batch culture, the initial |
concentration of the amino acid used in the desired cell culture medium is the
baseiine—adquted amino acid concentration, A. When used in fed-bafch or
perfusion cultures, the bascline-adjusted amino acid concentration, A, represents
the cumulative total amount of an amino acid(s) that will be delivered to the
culture, which includes the volume of the starting medium plus the volume of all
feeds. Thus, for fed-batch cﬁltures, which use either continuous feeds (e.g., feeds
- on days 3-21) or periodic feeds (e.g., feeds every 2-3 days), the starting medium,
is engineered to contain a starting concentration of the amino acid, B, af:cprding
to the formula B=[A~(Z-V)]/(1-V), wherein Z is the concentration of the amino
- acid in the feeding cell cultﬁre médium, and V is the volume of the'feeding
- tulture medium as a proportion of the desired cell culture medium volume. A
representative example of the calculations required to obtain the starting amino
acid concentration, B, is provided in Table 2, below. In Table 2, some baseline-
adjusted amino acid concentrations, A (column 2), are converted t§ the starting
media amino acid concentration, B (column 5), based on a 17% feed volume
(V=17%), and ihe feeding medium amino acid conceniration, Z (column 4). In
this example, several baseline-adjusted-amino acid concentrations, A (column 2),
and starting amino acid concentrations, B (column 5), arc modified to the values:
shown in bold in columns 3 and 6. Modification of asparagine, aspartic acid, .
glutamine, and cysteine concentrations was based on the conccntra-lions '
suggested by U.S. Published Patent Application No. 2006/0121568; mcthiohinc
was adjusted by 50% to compensate for its consumption at a higher amount than
‘ pfcdicted; alanine, glutamic acid and glycine are produced by the cultures (and

thus kept at a low level); and serine, tyrosine, and valine concentrations were
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decreased to nontoxic levels. It will therefore be understood that the startiﬁg
amino acicl. concentration, B, may be based on eithér lhe baseline-adjusted ‘amino
-acid concentration, A, or on the modified baseline-adjusted amino acid
concentration. _ _ 4
[0081] One of skill in the art will appreciate that the feeding medium used to
obtain the desired cell culture medium during fed-batch and perfusmn cell
culturing should be as highly concentrated as possﬂ)lc in order 10 avoid overﬂow
in the container in which the culture is carried out (e.g., a bioreaclor or shaker -
flask) and to avoid d‘iIAuting vthe media conipoﬂents. In the examplé'set forth in

' Table 2, a preferre_d feeding media is denoted “Feed Medium,” and the amino
aCia concenirations, Z, of the Feed Medillln' are sct forth in column 4. However,
any highly concentrated feeding medium, or any method of proﬁdin’g highly -
boncéntrated amino }:lcids to the starting cell culture medium may be used, as long

- as the desired baseline- adjusted amino acid concenuatmn A will be achleved in .

 the target volume. Such methods of providing highly conccntraled amino acids -

| to a cell culture are commonly used and well known to one of skill in the art.
[0082] It will be undérs_lodd by one of skill in the art that thé starting
Concentration of the amino acid B, n the starting cell culture médium 1ﬁay be
achieved by any number of means, mcludmg, but not limited to, individually
adding the amino acid(s), adding peptone and/or other protein hydrolysate, and/or
adding another concentrated culture medium (or medium mix, e.g., a medium
pbwder) to the starting cell culture medium {or staﬁing cell cultire medium mix,
e.g., a medium powder). It will also be 'understood by one of skill in the art that

~ the concentration of the ammo acid, Z, in the feeding cell culture medzum may be
‘achieved by any number of means, mciudmg, but not limited to mdlwdually
adding the amino acid(s), adding peptone and/or other protein hydrolysate, an_d/or
‘adding another concentrated culture medium (or medium mix, e.g., a medium
powder) to the feeding cell culture medium (or feeding cell culture medium mix,

Ceg,a medlum powder). | _ |
[0083] Tt will be noted from the reprcsentalwe example in Table 2 that the ‘

: Combmed concentnahon of amino acids for use in the starting cell culture medlum -

- ishigh, ie, 0ver125 mM. lhus disclosed herein is the finding thatahlgh
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concentration of amino acids rﬁay be used without toxicity or titer detriment ina
starting cell culture medium if the starting amino acid concentration is based
upon the calculated amino acid requirements for a desired peak cell density and a
desired polypeptide titer, In one embodiment of the invéntion, the combined
concentration of amino acids is between about 70 mM and about 510 mM. In
one embodiment of the invention, the combined concentration of amino acids is
between about 120 mM and about 350 mM. ln another embodiment of the
iﬁvention, the combined concentration of amino acids in the starting cell culture

B - medium is between about 70 mM and about 140 mM. In al.nother embodiment of
the invention, the coinbincd concentration of amino acids in the starting cell

- culture medium is greater than about 140 mM.
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Table 2: Representative Determination of Starting Amino Acid Concentration For
A Target Titer of 10 g/LL Antibody, a Desired Peak Cell Density of
15 x 10° cells/ml, and a 17% Feed

1 2 {A) 3 4 {Z) ] 5(B) 6
Amino  |Baseline- - Modification of Feed Medium AA |Starting AA Modified
Acid (AA) |Adjusted AA Baseline-Adjusted  |Concentration Concentration Starting AA
' Concentration |AA Concentration Required For Concentration
Required for  |Required for Target Target Titer and [Required For
Target Titer and (Titer and Desired Desired Peak Target Titer
Desired Peak [Peak Cell Density Cell Density and Desired
Cell Density (V=17%) Peak Cell
Density
mM mM mM mM mM
ALA 1717 0.20 8.4 - -1.07 _ 0.2
ARG 8.45 8.45 35.13 2.99 2.99
ASN 9.21 24.00 56 17.45 17.45
ASP 15.07 1,70, 16 -1.23 1.7
CYs 6.14 0.40 0 0.48 0.4
GLU 11.26 0.20 6.4] -1.07 0.2
GLN 16.47 4.00 0 4.82 4.2
GLY 16.02 4.00 6.4 3.51 3.51
HIS 4.83 4.83 11.2 ©3.53 3.53
ILE 7.93 7.93 28.82 3.65 3.65
LEU - 16.24 16.24 41.53 11.06 11.06
LYS 16.00 16.00 32 12.72 12,72
MET 3.50 5.25 12.8 3.71 3.71)
PHE 7.65 7.65) 16 594 _ 594
PRO 13.79 13.79 19.2 12.68 12.68
SER 25.94 25.94 48.15 21.38 10.2
THR 16.75 16.75 25.8 14.94 14.94
TRP 3.58 3.58 5.11 3.27 3.27
TYR 9.14 9.14 12.75 8.40 5.2
VAL 18.67 18.67 25.6] 17.25 10.2
Total
{mM) 243.82 405.09 127.73

[0084] As shown in Table 3A and Table 3B, the determination of the baseline-

adjusted amino acid concentration of an amino acid, A, used in a desired cell

culture medium, and the determination of the starting amine acid concentration, ,

B, used in the starting cell culture medium, may be calculated for'any desired

térget polypeptide titer and desired peak (target) cell density. The desired peak

cell density of the large-scale culture ranges from about 3 to about
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40 x 10_6 cellsfndL for fed-b_atch culture. In one embodiment of the iﬁvenlion, the =
~ desired peak cell density raﬁges from aboet 5 to about 20 x 1,06':c.ells/mL.> The
" target titer of the large-scale culture ranges from about 3 to about 23 g/L. In yet
| - another embediment of the invention, the target titer of the large-scale culture
ranges from about 5 to about 20 g/L.. For example, in Table 3, desired peek cell
density ranges from 10 io 15 x 10° cells/mL, and target tilef varies from 3 to

10 g/L.

Tahle 3A Representahve Examples of Basellne Adjusted Ammo Acid - »
Concentrations, A, for. Various Target Titers (As Represented by a Multiplier for
‘Target Polypeptide Titer, N) ‘and Desired Peak Cell Densities (As Represented by a

' Multlphcr for Desired Peak Cell Density, M).

- N=3 .

A N=IO N’—'5
M= 15 M=12.5 M=10
- Amino Acid mM mM mM

i Concentration ' ,
ALA 17.2 12.5 9.50 |

ARG 8.5 6.3 4.81

ASN 9.2 6.5 4.89

. ASP o 1511 11.3 8.68

- CYS 6.1 4.3 3.20

GLU i1.3 7.7 5.60

GLN 16.5 12.1 9.14

GLY 16.0 113 8.43

- HIS . 4.8 33 2.46

ILE - 19 6.0 4601 .7

LEU - 16.2 11.4 8501 .
‘LYS 16.0 11.1 818 |-
_MET .35 - 2.5 1.87 |

- PHE 1.7 5.4 3,99

PRO 13.8 - 89 6.36

T SER 259 17.4 12.66

THR 16.8 11.0 7.93

: TRP 3.6 23 .61

“TYR 9.1 6.1 443

VAL 18.7 12.4 - 8.94
Total 2438 169.8 125.8 |
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Table 3B: Representatlve Examples of Starting Media Amino Acid
Concentrations, B, for Various Target Titers (As Represented by a Multlpher for .
. Target Polypeptide Titer, N) and Desired Peak Cell Densities (As Represented by a’
- Multiplier for Desired Peak Cell Density, M); Starting Media Amino Acid )
Concentrations Were Determined by Subtracting Feed and Other Modlﬁcanons
flOIll Baseline-Adjusted Amino Acid Concentralions :

B N=10 N=5 N=3

CM=15 | M=125 | M=10

Amino Acid mM -mM mM

Concentration
ALA . 0.2 0.2 0.20
ARG 3.0 1.9 1.68
ASN 17.4 - 14.6 10.77
ASP S 1.7 - 1.70
CYS .04 041 040
GLU =~ 0.2 021 . 020
" GLN 4.0 40| 400
GLY 3.5 3.6 3.75
HIS 3.5 S22 1.56
ILE 3.6 2.5 2.10
LEU - 1t.1 © 6.9 5.09 |

,LYS 12.7 | 7.9 5.73
MET 3.7 241 1.78
. PHE 5.9 381 275
PRO “12.7 74 C5.04
SER 102 10.2 | 9.00
THR 149 3.8 . 6:10
T TRP . 33 1.8 - 1.24
. TYR : 152 5.1 .. 3,58
VAL - 102 10.4 7.22
Total 12751 © 959 73.89

[0085) Using the 10m1ula to determine baselme adjusted amino acid »
| concenlration(s) and to develop desired cell culture media formulahons for large—
scale polypeptlde production, the inventors have identified sevezal crllena that
result in hlgh titer and high cell densuy cultures. - “The criteria for producing a lller'
- higher than 5 g/L which are represented by the values shown in Table 4, mclude '
but are not limited to, one or more of the followu_lg, greater than or equal to about
3 mM tyrosine; between about 7 mM and about 30 mM proline; between about 7

mM and about 30 mM valine; between about 7 mM and about 30 mM leucine;
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between about 7 mM and about 30 mM threonine; between about 7 mM and
about 30 mM lysine; a combined concentration of leucine, lysine, proline,
threonine and valine that is between about 35 mM and about 150 mM; a
combined concentration of leucine, lysine, threonine and valine that is between
abo‘ut‘ 60% to about 80% of the total essential amino acids in the desired cell
culture medium; a combined concentration of the essential amino acids in the
desired cell culture medium that is between about 30% to about 50% of the total
amino acids in the desired cell culture medium; and/or a combined concentration

 of total amino acids between about 75 mM and about 510 mM.



WO 2008/063892 l PC'I'/USZOD'I’/»UBJ‘)J'I'
' -38 - '

Table 4: Representative Examples of the Amino Acid Content and Relationships”
For Rationally Designed Media for Various Target Titers and Desired Peak Cell
Densities (as noted above, the basic unit of polypephde titer is 1 g/L, and the basic
unit of cell mass is 10° cells/ml). : :

N=5 N=10 -1 N=15 N=15 N=15
M=10 M=10 M=10 M=20 M=30
Y=0 Y=1 Y=1 Y=1 Y=1.5
Amino F=1 =1.3 F=1.3 F=1.3 F=1.3
Acid (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
ALA 5.08 13.21 15.86 23.77 - 37.62
ARG 2.46 , 6.39 7.51 11.65 18.88
ASN - 2.80 ‘ 7.28 . 898 12.85 19.62
ASP 4.34 11.29 13.15 20.71 33.94
CYS 1.89 491 6.14 - 8.60 12.91
GLU 3.55 9.24 11.84 15.89 22.96
GLN 4.87 12.66 15.18 22.80 36.15
GLY - : 4.90 12.73 15.79 22.39 © 3393
HIS 1.50 3.91 4.94 : 678 ' 10.01
ILE 2.27 5.91 ©6.84 10.58 1796
LEU 4.98 12.94 - 1612 - ‘22,71 © 34,25
LYS B 4.97 12.92 - 16.30 22.46 . 33.23
MET 1.06 2.76 3.39 4.88 7.50
PHE 2.35 6.11 7.63 10.71 : 16.09
PRO 4.53 11.77 15.63 19.67 | - 26.75
SER . 8.27 21.51 27.83 -36.70 52.21
THR 5.43 14,11 18.53 23.81 . 33.04
TRP 119 310 4.16 513 0.82
TYR - 2.92 7.60 . 9871 . : 12.94 18.33
VAL . - 6,01 15.63 .20.42 26,48 37.10
Total _ 75.37 . 195.97 246.11 341,81 | 509.28
Concentration ’ ) )
Total Essential 3222 83.78 105.84 145.49 214.87
Total Bold 21.39 55.61 7137 9546 '137.61
Bold/ssential 66% 66% C67% 66% 64%
Bold/Total , 28% 28% 29% 28% | 27%
Essential/Total 43% 43% v 43% 43% | - 42%

[0086) In Table 4, the bold amino acids are valine, threonine, leucine and ljsiue,
the italicized amino acids are the essential amino acids (¢.g., arginine, li_istidille,
leucine, isoleucine, ]ysine, methionine, tryptophan, threonine, and valine; and for
CHO cell cultures, proline is additionally an essential amino acid; one of skill in
the art is aware of variations in the definition of essential aniino acids as it ,appli.es

to different cells, ctc.). Table 4 provides representative desired cell culture
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media for CHO cells at a variety of target cell densities (M), target titers (N), cell
maintenancg requirements (Y), and baseline adjustments (F).

[0087] One of skili in the art will recognize that the rationally dcsigned media of
the invention mﬁy be used to either produce a polypcpiide of interest, or may be
used in cell culturing that 1s not designed for polypeptide production.
Accordingly, a rationally designed media may bé used in the disclosed methods
of cell culturing, e.g., for the efficient growth, replic.ation and/or maintenance of
cell cultures, e.g., l'arge-scalc cell cultures, that do not contain host cells . ‘v
engineered to produce an exogenous polypeptide of interest, or which are not
cultured to produce an -endogenous polypeptide of interest. In such an instance,
the desired cell culture medium need not account for the amino aéid(s) required
*for i;icorporation into the polypeptide of interesl, and instead contains an amino
acid concentration(s) based on the concentration of the amino acid(s) required
‘for:_l) desired cell mass, and 2) cell maintenance. Such a desired cell culture

medium used in the disclosed methods of cell culturing contains a bascline-

- adjusted amino acid concentration, A’, according to the formula

A’=[(M*X)¥(Y‘MtX)]*F, wherein X is a concentration of the amino acid that is
: uécd per unit of cell mass, M is a mﬁ!tiplier fora dcsifed peak cell mass (e.g.,

- desired peak cell density, etc.) of the cell culture, Y is a cell maintenance factor,
and F is a baseline factor. A desired cell culture medium produccd according to
this fc-)rmul-a' is then provided 1o a cell culture under conditions that allow growth
and replication of the cells in the cell culture. In one embodiment of the
invention, the method of cell culturing uses a large-scale cell culture. In another

embodiment of the invention, the method of cell culturing uses animal cells.

Prolinc Additim_l to Cell Culture Media -

[0088] Using the r-at:ioual media design methods disclosed herein, it has been
determined that maintaining high proline levels throughout the culture period of

- cell cultﬁre, ¢.g., large-scale cell culture, results in increased polypeptide titer and’
increased cell densiiy. This préline “threshold” ranges from about 1'mM to about
2 mM, and a level of proline in the cell culture maintained above this threshold
‘-appears to be a driving force for producing high cell density, high titer large-'scale .

“cell cultures. Interestingly, the proline-driven increased polypeptide titer and cell
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viability eoncomi-tanltly.increéses the culture’s requirement for additional amioo o
acids (in order to satisty the increased consumption rate), which at least partially
explains why the rationally designed media formulations herein contain high S
amino acid concentrations. |
l’rovlding a ‘Cell Culture _

[0089] Various methods of preparing mammalian cells for production of
»polypep.ticles by batch and fed-batch culture are well known in the art. As |
described above, a nucleic acid sufficient to achieve expression (typically a

vector containing the nucleic acid encoding the polypeptide of interest and any
operably linked gcnctic‘con‘[rol elements) may be introduced into the host cell

line by any number of well-known techniques. T ypically, cells_zu'e screened to
determine which of the host cells have zictually taken up the vector and expless

the polypeptidc or protein of interest. Traditional methods of detecting a

i partioulalr polypeptide or protein of interest expressed by mammalian cells
inclode,' but are not limited to, immunohistochemistry, immunoprecipitation, ﬂow
cytometry, immunofluorescence microscopy, SDS-PAGE Western blols
enzyme-lmked immunosorbent assay (ELISA), high performance llquld
chromatography (HPLC) techmques biological activity assays and afﬂmty

" chromatography. - One of ordinary skill in the art will be awate of other -

. appropriate techniques for detectmg e\:plcssed polypeptldes or plotcms It
multlple host cells express the polypepude or protein of interest, some or all of
the listed tccluuqucs can be used 10 delermme wluch of the cells expresses that

_polypeptide or protem at the hlghest levels '
[0090] Once a cell that expresses the polypepude or protein of interest has been
identified, the cell is prop_agated in culture by any of the varicty of methods well
known to one of ordinary skill in the art. The cell expressing the polypeptide or '

© . protein of 1nterest is typ1cally plopagated by growing itata temperaturc and in a
medium that is conducwe to the survival, growth and viability of the cell. Thc B
initial cullule can be of any volume, but is often of lower volume than the culturc ‘
volume of the production bioreactor used in the final procluctlon ofthe
polypeptide or protein of interest, and frequently celis are passaged several times

in bioreactors of increasing volume prior to seeding the production bioreactor.
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The cell culture can be agitated or shaken to increase oxygenation of the medium

- and dispersion of nuirients to the cells. ‘Altcmatively or additionally, special |
sparging devices that are well known in the art can be used to increase and
conirol ('Jx-ygenation of the culture. In accordance with the prcéent invention, one
of ordinary skill in the art will understand that it can be benelicial to control or

. rcg.ulrate‘ certain internal conditions of a cell culture, including but not limited to
pH (e.g., 6.6 10 7.6), temperature (e.g.,- 25°C to 42°C), levels of oxygen and |

~ carbon dioxide (e.g., Oz2: 10% to 80% and CO2: 7% to 15%, throughout culture),
and osmolality (e.g., a starting osmolality of 260 to 340 mOsm/kg), etc.

[0091] As used herein, the term “inoculum” .is used to refer to a volume of cells
containing the nuc_léic acid that expresses the polypeptide of interést,'which is
used to seed the prqducllion'\lfessel in which the large-scale animal culture will
occur, €.2.; the production bioreactor. In one embodiment of the invention, the
inoculum volume is about 60 to 80% of the final volume. -

[0092} The starting céll density in the production bioreactor can be chosen by
one of ordinary skill in the art. In accordance with the present i11§Cnlion, the
starting cell density in the prodﬁction bioreactor can be as low as a sihgle cell per
culture volume. In preferred embodiments of the present invcmion,‘s_tartiﬁg cell
densities in the production bioréactor can range from about 0.1 x 71 0° viable cells
per mL tb about 10 x 10° viable cells per mL and higher. ' - ‘

[0093] Initial and intermediate cell cultures may be grown to any desired density
befofe seeding the next intermediate or final production bioreactor. In one

' embodimént of the ipvention, the inoculum celi density is about 0.5-1 x 10°
cells/ml. It is preferred that most of the cells remain alive prior to seeding,

+ although total or near total viability is not required. 1n 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
metabollic waste products or medium components. The medium may be the
l-n’edi‘um\in which the cells were previously grown or it may be a different
medium or a washing solution selected by the practitioner of the present

invention.
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[0094] The cells may then be diluted to an appropriaté density for seeding the
production bioreactqr. The cells can be diluted into another. nicdium or solutioﬁ, -
e.g., the starting cell culture medium or the desired cell culture medium, .
depending on the needs and desires of the practitioner of the present invention or
to accommodate parli;ular requirements of lhé cells themselves (e.g., if the cells
“are to be stored for a short period of time prior to seeding the produdion

bioreactor).

Initial Growth Phase

[0095] Once the production vessel is seeded as described dbOVf: the animal cell
culture may be maintained in the initial growth phase using the desired cell
culture medium obtained by the inventive formula disclosed herein, and under '
conditions conducive to the survival, growth and viability of the cell ‘cul_ture. The
‘p.‘recise conditions will vary depending on the cell type, the organism from which
the cell was derived, and lhé nature and character of the expressed polypeptide or
protein. | .
[0096] A production bioreactor can be any volume that is applopuate for Iarge—
scale production of polypeptides or proteins. In a preferred emboduncnt the
volume of the production bioreactor is at least 500 liters. In other preferred
embodiménls, the volume of the production bioreactor is 1000, 2500, 5000, 8000,
' 10,000, 12,000 liters or more, or any intenmediate volume. One-of ordinary skill -
in the art will be aware of, and will be able to choose, a suitable bioreactor for use
in practicing the present mvent:on The production bioreactor may be
constructed of any material that is conducive to cell growth and viability that
does not interfere with expression or stability of the produced polypeptide or
protein. o |

[0097] The .lemperalure of the cell culture in the initial growth phase will be
selected based primarily on the range of temperatures at which the cell gullufe
remains viable. For éxample, during the initial growth phase, CHO cells gr_ovxl-/
well at 37°C. In general, most mammalian cells grow well within a range of
about 35°C to 39°C. In one embodiment of the invention, the temperature for
growth phase (day 0 to day 3) is 37°C, and the temperature for production phase
(aftér day 3) is 31 °C. Those of oi‘dinary skill in the art will be able to select
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appropriate temperﬁture_ or temperatures in which to grow cells, depending on the
needs of the cells and the production requirements of the practitioner. "
[0098] In one embodiment of the present iuventio'n, the temperature of the initial
growth phase is maintained at a single, constant temperature. In another _
embodiment, the temperature of the initial growth phase is maintained within a
range of temperatures. For example, the temperature illay be steadily increased
or decreased during the initial growth phase. Alternatively, the temperature may
be increased or decreased by discrete amounts at variéus timnes during the initial
gro{vth phase. One of ordinary skill in the art will be able to determine whether a
single or multiple temperatures should be used, and whéther the lemperature .
should be adjusted sieadily or by discrete amounts. _ '
{0099] The cells may be grown during the initial growth phase for & greater or
lesser amount of time, depending on the needs of the practitioﬁer and the
_ requirement of the cells themselves. In one embodiment, the cells are grown For.

h‘pe'riod of time sufficient to achieve a viable cell density thatis a given ‘.
percentage of the maximal viable cell density that the cells would evéntua!ly
reach-if allowed to grow undisturbed. For example, the cells may be grown for a
period of.time sufficient to achieve a desired viable ccll_dgusily of 1, 5, 10, 15,

20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 or 99 percent or more’
of maximal viable cell density. '
[0100] In another embodiment the cells are allowed to grow for a defined period
of time. For example, depending on the starting concentration of the cell culture,
the 1el;nperature at which the cells aré grow-n, and the intrinsic growth fate of the
cells, the cells may be grown for 0, 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, lé, 19, 20 or more days. In some cases, thg cells may be allowed to grow
for a month or more. The cells would be grown for 0 délys in the production
bioréagtor if their growlh in a seed bioreactor, al the initial growth phase
temperature, was sufficient that the viable cell density in the production
b;'oreactor at the time of its inocﬁlation’ _is already at the desired péfcentage of the '
maximal viable ccll density. The pracliiioner of the present fl]_VtintiDh will be
abfé to choose the duration of the initial growth phase depending on polypeptide

or protein production requirements and the nieeds of the cefls themselves.
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[6101] The cell culture may be agitated or shaken d-L_u’ing the inilial'culfuréphhse’"- ’
in order to increase oxygexlalibn and dispersion ol’ﬁulriellts to the cells. In
accordance with the present invention, one of ordinary ski!l in the art will
understand that it can be beneficial to control or regulate ceﬁain internal
conditions of the bioreactor during the initial growth phase, including but not
limited to pH, temperature, oxygenation, etc. For example, pH ¢an be controlled
by supplying an appropriate amount of acid or base, and oxygenation can be

“controlled with sparging devices that are well known in the art,

Shifting Culture Conditions- .

[0102] At the end of the initial growth phase, a culture condition(s) may be
shifted so that a second set of culture condi_lions is applied and a metabolic shift
occurs in the culture. The accumulation of inhibilory'Illetabolifes, most notably
lactatc and ammonia, inhibits growth. A metabolic shift, accomplished by; e.g.,a
change in the temperature, plJ, osmolality or chemical inductant level of the cell
.culture, may be characterized by, e.g., a reduction in the ratio 6f a specific lactate
production rate to _a'speciﬁc glucosé consumption rate. In one nonlimiting
embodiment, the culture conditions are shifted by changing the temperature of
the culture. In another embodiment of the invention, the temperature shift occurs ‘
on day 1-7. In another embodiment of the invention, the temperature is shifted to
29°C - 32°C. In another embodiment of the invention, the tehiperaiure shift
occurs at day 3, and the temperéture is shifted to 31°C. Teachings regarding
temperature shift and metabolic shift may be found in the art (sec, e.g., U.S.

Published Patent Application No. US 200670121568).

Subsequent Production Phase _
[0103] Once the conditions of the cell culture have been shifted as discussed
above, the cell culture may be maintained for a subsequent production phase
under a second set of culture conditions conducive to the survival and viability of
the cell culture and appropriate for expression of the desired polypeptide or
protein at adequate, e.g., commercially adequate, levels.

- . [0104] As discussed above, the culture may be shifted by shifting one or more of
a number of culture conditions including, but not limited to, temperature, pH, '

osmolality, and sodium butyrate levels. In one embodiment, the temperature of
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the culture is shifted. According to this embodiment, during the subsequent
production phase, the culture is maintained at a temperature or temperature range
that is lower than the temperature or temperature range of the initial growth
phase. For example, during the subsequent production phase, CHO cells express
' fecombinant polypeptides and proteins well within a range of 25°C to 35°C. In
one embodimeﬁt of the invention, the production phase begins after day 3. In
another embodiment of the invention, the Ijl'oducti011' phasc is carried out at 3 1°C.
As discussed in U.S. Published Patent Application No. US 2006/0121568,
.multiplc discrete temperature shifts 'may be employed to increase cell density or
viability or'to increase expression of the recombinant poiypep’tidé or protein.
[0105] In accordance with the formula of the present inveﬁlion, a desired cell
mass (e.g., cell density} and production titer (e.g., target titer) are selected in
order to establish the bascline-adjusted amino acid concentration, A, and the
‘ .Startin‘g amino acid concentration, B. "I‘ﬁljs, generally the cells are maintained in ,
the subsequehf production phase until the desired cell density or producﬁon titer,
ora valuc(sj near the desired cell density or production titer is reached. In one
cmbodiment, the cells are maintained in the subsequent production phase until
_>'the titer of the recombinant polypeptide or protein reaches a maximum. In other
. embod-imenls, the culture may be harvested prior to this point, depending on the
production requirement of thé practitioncr or the needs or viability of the cells
théms;:lves. For example, the cells 1i1ay be maintained for a period df lime ‘
sufficient 1o achieve a viable cell density of 1, 5,10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 or 99 peréent or more of maximal viable cell
density. In some cases, it may be desirable to allow the viable cell density to
reach a méximuin, and then allow the viable cell density to decline to somb level
before harvesting the culture. In an extreme example, it may be desirable to
allow the viable cell density to approach or reach zero before hérvesting the
- culture: | ' |
[0106] In another embodiment of the pbrefsent invention, the cells are allowed td
grow fora defined period of time during the subsequent production phase. For
example, depending on tlie‘concemration of the cell culture at the start of the

subsequent growth phase, the temperature at which the cells are grown, and the
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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 cells
-may be allowed to grow for a month or more. The praditioner of the present
invention will be able to choose the duration of the subsequent production QlléSC
depending on polypeptide or protein production requirements and the needs of
the cells themselves. The duration of culture will help determine the amino acid
concentration required for cell maintenance, which may range in the present
invention from, ¢.g., 0% to 150% of the amino acid céncentration required for
cell mass. - '
[0107] In certain cases, it may be beneficial or necessary to supplément the cell
culture, i.e., feed the cell culture, during the subsequent production pliaée with
nutrients or other medium components that have beca depleted or metabolizéd'by
the cells. For example, it might be advantageous to supp]elﬁent the cell culture
with nutrients or other medium compeonents observed to have been depleted
during monitoring of the cell culture (see “Monitoring Cell Culture Conditions”
section, below). Allernatively or additionally, it may be beneficial or neccssary'
to supplement the cell culture prior to the subsequent production phase. As
nonlimiting examples, it may be beneficial or necessary to supplement the cell
culture with hormones and/or other growth factors, particular ions (such as
sodium, chloride, calciu_m, magnesium, and phosphate), buifers, Qitamﬁns,
nucleosides or mucleotides, trace elements (inorganic compounds ulsually present
at very low final concentrations), lipids, amino acids, or glucose (or another
energy source). A
[0108] These supplementary components may all be added, i.c., fed, to the cell . S
culture al one time, or fhey may be provided to the cell culture ina se‘ries_of o B
~additions. In one embodiment of the present invention, the supplementary
components are providéd to the cell culture at multiple times in proportional
amounts. In another embodiment, it may be desirable to ].)rovide 01*-11y ceﬁai11 of
the supplementary components initially, and provide the remaining cdhponents
at a later time. In yet another embodiment of the present invention, the cell

culture is fed continually with these supplementary components.
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[0109] In-accordance with the present invention, the total vohimé‘added tothe
cell cﬁltﬁré should optimally be kept to a minimal amount. For example, the total :
volume of the feeding medium, or solution containing the Supplemeﬁtary '
components, added to the cell culture may be 1,2, 3,4,5,06,7, 8,9, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45 or 50% of the volume of the cell culture prior 1o providing the
supplementary components. Thus, the feeding medium should be concentrated in
order to avoid bioreactor overflow or medium cbmﬁonent dilution.. The feéding
. medium is preferably provided to the main culture with the same pH,

temperature, etc., but with high concentrations of nutrients relative to the starting
'médium. In one embodiment of the invention, the feeding medium is the feeding
medium designated “Feed Medium” in column 4 of Table 2.
[0110] Inone embodiment of the invenlion, a cell culture with a starting amino
acid concentration, B, is supplemented with an a&ditional amino acid(s) in order
to achieve a‘baseline-adjusled amino acid concentration, A. In another |
cmbodiment of the invcmién, the cell culture is provided with a continuous feed
from about days 3-21, or periodic fecds every 2-3 days. In another embodiment -
of the invenlidn, the feeding occurs from about day 3 to about day 20 (for a
21-day culture) as bolus feeds. In another cmbodhﬁent of the invention, the
feeding occurs as periodic feeds about every 2-3 days. In yel another
embodiment of the invention, the feeding volume is about 1% to about 40% of
.t_hc total cell culture volume. '
[0111] The cell culture may be agitated or shaken during the subsequent

: production phase in order to increase oxygcnatioﬁ and dispersion of nuirients to
the cells. In accordance with the present invention, one of ordinary skill in the art

~will hnderstaﬁd 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, ten‘nperature, oxygenation, etc. For example, pH can be
controlled by supplying an appropriate amount of acid or base, and oxygenation

can be controlled with sparging devices that are well known in the art.

Monitoring Cell Culture Conditions
[0112] In certain emboediments of the present invention, the practitioner may find

it bencficial or necessary to periodically monitor particular conditions of the
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érowing cell culture. Monitoring cell culture conditions allows the practitioner to
determine whether the cell culture is produdng the recombinant polypeptidé of
interest a suboptimal levels or whether the culture is about to c;ﬂer into a '
suboptimal production phase. In order to monitor certain cell culture conditions,
it may be nécessary to remove small aliquots of the culture for analysis. One of
ordinary skill in the art will understand that such removal may potentially
introduce contamination into the cell culture, and will take appropriate care to
minimize the risk of such contamination. '

[0113] As nonhmltmgj examples, it inay be beneficial or necessary to monitor .
temperature, pH cell density, cell viability, miegrated viable cell density, lactate
levels, ammonium levels, osmolarity, or titer of the explessed polypeptide.
Numerous techniques are well known in the art that will allow one of ordinary
skill in the art to measure these conditions. For example,-cell density may be
-measured using a héma_cytomeler, a Coulter counter, or cell density examinaﬁon
(CEDEX®, Innovatis, Malvern, PA). Viable cell density may be determined by
staining a culture sample with Trypan blue. -Since only dead cells take up the
Trypan blue (i.e., viable cells exclude the dye), viable cell density can be
determ'ined by counting the total number of cells, dividing the number of celis
that take up the dye by the total number of cells, and taking the reciprocal. HPLC
can be used to determine the levels of lactate, ammonium or the expressed
polypeptide or protein. Alternatively, the level of the expressed poly'peptide or
protein can be determined by standard molecular biology tcchniqués such as
Coomassie staining of SDS-PAGE gels, Western blotting, Bradfoid assays,
Lowry assays, biuret assays, and UV absorbance. It may also be beneficial or
’ﬁcccssary to monitor the post-translational modifications of the expressed

poly'pepiide.or protein, including phosphorylation and glycosyiation.

Harvestmg Polypeptides Produccd by Cell Culture

[0114] The polypeptide of interest that is produced by the cell culture may then
be purified from the culture medium or from cell extracts for use in various
applications. Soluble forms of the polypeptide can be purified from conditioned
media. Membrane-bound forms of the polypeptide can be purified by preparing a

total membrane fraction from the cxpressing cell and extracting the membranes
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with a nonionic detergent such as TRITON® X-100 (EMD Biosciences, San
Dicgb, CA). Cytosolic or nuclear proteins may be preparéd by lysing the host .
cells (v1a mechanical force, Parr- bomb sonication, detergent, etc.), removing the
cell membrane fraction by centrlfugallon and retaining the supernatant.
[0115] ‘The polypeptzde can be purified using other methods known 1o those
skilled in the art. For ¢xa;11ple, a polypeptide produced by the disclosed 1ﬁethods_
can be gloncéntrated using a commgrciélly available protein'conccmralion filter,
for example, an AMICON® or PELLICON® ultrafiltration unit (Millipore,
Billerica, MA). Following the concentration step, the concentrate can be app‘lied
to a purification matrix such as a gel filtration médiuni. Alternatively, anranion
exchange resin (e.g., a MonoQ’colunm, Amersham Biosciences, Piscalaway, NJ)'
may be employed' éuch resin contains a matrix or substrate having pcndant
diethylaminoethyl (DEAE) or polyethylcnunme (PEID) groups. The matrlces used
“for purlﬁcatlon can be acrylamide, agarose, dextran, cellulose or other lypes
commonly employed in protcin purification. Alternatively, a cation exchange
step may be used for purification of proteins. Suitable cation exchangers include
“varjous insoluble matrices comprising sullopropyl or carboxymethyl groups (e.g.,
, S-SEPHAROSE® columns, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
[0116] The purification of the polypeptide from culture supernatant may also
include one or more column steps over affinity resins, such as concanavalin A-
agarose, AF-HEPARING50, heparin-TOYOPEARL® or Cibacron blue 3GA.
SEPHAROSE® (Tosoh Biosqiellcés, San Francisco, CA); hydrophobic inAteractioh'
chromatography boiumns using such resins as phenyl ether, butyl ether, or propyl
ether; or immunoaffinity columns using aatibodies to the labeled protein.
Finally, one or more high performance liquid chromatography (HPL.C) steps
cmploying hydropbobig: HPLC media, e.g., silica gel having pendant methyl or
other aliphatic groups (e.g., Ni-NTA columns), can be employed to funbe: purify
the protein. Ailernatively,'the polypeptides. may be recombinantly expressed ina
form that facilitates purification. For example, the po]ypeplid'es may'bc'
expressed as a [usion with proteins such as maltose-binding protein (MBP),
glutathione-S-transferase (GST), or thioredoxin (TRX). Kits for expression and

purification of fusion proteins are commercially available from New England
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BioLabs (Beverly, MA), Pharmacia (Piscataway, NJ), and Invitrogen (Carlsbad,
CA), respectively. The proteins can also be lagged with a small epitope (e.g.,
His, myc or Flag tags) and subsequently identified or purified using a specific
antibody to the chosén epitope. Antibodies to common epitopes are available
from numerous comniercial sources,

[0117] As an alternative to traditional chromatography purification modes (e.g.,
flow-through and bind-elute chromatography purification modes), the
polypeptides produced'by the methods of the present invention may be puﬁﬁed

by operating a chromatography purification column in a weak partitioning mode,
a technique in which at least one product contained in the preparation, and at least
‘one contaminant or impurity, both bind to a chromatographic resin or medium.

In the weak parﬁtioning mode, the at least one impurity binds more tightly to the
medium than the polypeptide product; and as loading (ofthe load fluid)
continues, unbound polypeptide product selectively passes through the medium
énd is recovered from the column effluent. Such purification results in a high
degree of i'n'1purity reduction, as well as high product recdvery[ Such purification
can be achieved on media and resins known in the ért, including but n"ot limited |
to, charged ion exchange medium, hydrophobic interaction chromatography

rerzsrin,_ immobilized’melal affinity chromatography resin, and hydroxyapatite resin.

In at least one embodiment, impurity / contaminant removal under weak

partitioning conditions occurs as the load fluid passes through a medium / résin
that binds at least 2.8 mg of product per ml of medium / resin. In at least one

~ other embodiment, impurity / contaminant removal under weak partitioning
éondilions occurs as the load fluid passes through a medium / fesin at operating

‘ ;:onditions defined by a partition coefﬁciént of at least 0.1. The purified produ’ct>
is‘recovered from the effluent of the column containing the medium / resin.
[0118] Table 5 summarizes the differenées in the characteristics betjween

flow-through (FT), bind-elute (B-E), and the weak partitlioning (WP) modes. .
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Table 5: Cheracteristics of FT/ WP/ B-E Modes

FT Wwp B-E
. <0.1 0.1-20 >20
Kp
Load Impurities Impurities Product + impurities
challenge | 10-50 mg Prod/mL (typical) 50-500 mg Prod/mL (typical) < 100 mg Prod/mL
limitation | but actually dependent on load | but actually dependent on load
, | purity purity
Load Vol. | Moderate, for dilute impurities | Very high, for dilute impurities Lower, as the product binds
10-20 CVs up to 50 CVs © | in addition to impurities
- 5-20CVs
[Product] | Equal to load concentration Initial lag, then equal to load <5% of load concentration
in load through much of load concentration llnough much of :
eluate load
Residual Low Very low Dependent on elution
|Impurity] conditions, pool volunme and
‘ capacity ' '
Product <1 mg/mL <10 -20 mg/mL > 10 - 20 mg/mL
bound (Q) '
Operating | Relatively broad range of Modest window of operation Stringent binding conditions
region conditions between FT and B-E modes for load, broad range of
. elution conditions
Mobile Isocratic - Isocratic Change in buffer
phase(s) composilion after load

which causes elution

[0119] The partition coefficient (Kp) is the ratio of the concentration of the

adsorbed product (Q) to the concentration of the product in solution (C); thus the .

Kp for the weak partitioning mode is intermediate between the Kp for the flow-

through and bind-ehite modes, e.g., between abeut 0.1 and 20. In order to

determine the proper conditions, e.g., salt, buffer, pIi, etc., for a weak partitioning

mode of purification, a high-throughput screen or a batch purification screening

study can be performed. Thus, one skilled in the art can determine product

- partition cocfficients K, as a function of operating conditions (see Example 7.1).

[0120] Purification methods usiﬁg a weak partitioning mode are described in

delail in U.S. Patent Apphcatlon Nos. | 1/3 72,054 and 11/510,634, both of which

are incorporated by reference herein in their entireties.

[0121] Some or all of the foregomg purification steps in various combinations or

with other known methods, can be employed 10 purify a polypeptide of interest -

produced by the large¥scale animal cell culture methods and média described

herein. -

ot



WO 20608/063892 . PCT/US2007/083947
.52 '

. Pharmaceutical Compositions Containing Polypeplides Produced By Cell Culture h
[0122] The foregoing cell culture media, ¢.g., large-scale cell culture media, and
methods of culturing cells provides polypeptides of interest, .8, antibodies,
soluble receptors, fusion proteins, etc. The polypeptides produced by ihe
disclosed cell culturing methods, and with the novel media and related methods
disclosed herein, inéluding antibodies and fragments théreof, may be used in
;{i(ro, ex vivo, or incorporated into pharmaceutical compositions and administered
to individuals (e.g., human subjécts) in need thereof. Several pharmacogenomic
approaches to consider in determining whether to administer a polypeptide of the
invention arc well known to one of skill in the art and include genome-wide
aésocialion, candidate gene approach, and gene expression profiling. A
pharmaceutical composition of the invention is formulated to be compatible with
its intended roﬁle of administration (e.g., oral compositions generally include -an |
inert diluent or an edible carrier). Other nonlimiting examples of routes of

- administration include parentefal (e.g., intravenous), iﬁlradermal, 5ubcutaﬁeous,

- oral (e.g., inhalation), transdermal (topical), transmucosal, and rectal
administration. The pharmaceutical compositions compaﬁble with each intended
route are well known in the art.

[0123] A polypeptide of the invention méy be used as a pharmaceutical '
composition when combined with a pharmaceutically acceptable carrier. Such a
composition may contain, in addition to a polypeptide of the invention, carriers,
various diluents, fillers, salts, buffers, stabilizers, solubilizers, and other materials
well known in the art. The term “pharmaceutically acceptable” means a nontoxic
 inaterial that does not interfere with the effectiveness of the Eiological activity of
the active ingredient(s). The characteristics of the carrier will depend on the
route of administration.’ ‘
[0124] The phanmaceutical composition of the invention mﬁy also contain .
additional therapeutic factors or agents for treatment of the parﬁculay targeted
‘disorder.. For exémple, a pharmaceﬁical composition for treatment of type 2
diabetes may also include an oral antidiabetic agent. The pharmaceutical
composition may contain thrombolytic or antithrombotic factors such as

plasminogen activator and Factor VIII. The pharmaceutical composition may
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further contain a11ti-inﬂammatory agents. Such additional factors and/or agents
may be included in the pharmaceutical composition to produce a synergistic
effect with a polypeptide of the inventioh, or to minimize sidé effects caused by
the polypeptides of the invention. | '
10125} The pharmaceutical compositibn of the invention may be in the form of a
“liposome in which a polypeptide of the invention is combined, in addition to
‘other pharmaceutically acceptable carriers, with amphipathic agents such as lipids
that exist in aggregated form as micelles, insoluble monolayers, liquid crystals, or
lamellar layers in aqueous solution. Suitable lipids for liposomal formulation
l include, without limitation, monoglycerides, diglycerides, sulfatides, lysolecithin,
phospholipids, saponin, bile acids, etc. o
~|0126] As used herein, the term “therapeutically ei’fectiife amount” means the -
total ampuui of cach aclive component of the pharinacéutical composition or ‘
" method that is sufficient to show a meaningful patient benefit, e.g., amv_clibtation
of symptoms of, healing of, or increase in rate of healing of such conditions.
When applied to an individual active ingredient, administered alone, the term
refers to that ingredient alone. When appiied to a combination, the term refers lo
combined amounts of the active ingredients that result in the therapeutic effect,
whether admlmstered n combmanon serially or simultaneously.
[0127] In practicing the method of treatment or use of the present invention, a.
the;‘apeuticallj effective amount of a polypeptide of the invention is administered
to a subject, ¢.g., a maminal (e.g., a human). A polypeptide of the invention may
Bc administered in accordance with the method of the invenlion-either aloné or in
combination with other therapies. When coadministered with one or more
agents, a polypeptide of the invention may be administered cither simultaneously
With the second agent or sequentially If administered sequemially', the attending
physwlan will dec1de on the appropuate sequence of admmlstermg lhe : |
poiypcptldes of the invention in combination with other agents. ‘
[0128] When a therapeutically effective amount of a polypcpude of the invention
is administered orally, the binding agent will be in the form ofa 1ablel, capsule,
powder, solution or elixir. When administered in tablet form, the pharmaceutical

composition of the invention may additionally contain a solid carrier such as a
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gelatin or an adjuvant. The tablet, capsule, and powder contain_frbm'abbut 5to
" 95% binding agent, and preferably from about 25 to 0% bind_ing agent. When
administered in liquid form, a liquid carrier such as water, petroleum, oils‘ of
aninilaI or plant drigin, such as peanut oil (exércising caution in relation to peanut
allergies), mineral loil, soybean oil, or sesame oil‘, or synthetic oiils rriﬁy bé added.
The liquid form of the pharmaceutical composition may further contain
physioloAgiCal saline solution, dextrose or other saccharide solution, or glycols |
~ such as cthylene glyb(')l, propylene glycol, or polyethylene glycol’: When |
administered in liquid forzﬁ, the pharmaceutical composition contains from abdut.
0.5% to about 90% by weight of the binding aée’nt, and preferably from about 1%
o about 50% by weight of the binding agent. - |
[0129] When a therapeutically effective amount of a polypeptide of the invention
is administered by intravenous, cutaneous or subcutaneous injection, the
polypeptide of the invention will be in the form of a pyrogen-free, pﬁreniera]ly
‘ A‘accepta‘ble aque{)us solution. The preparation of such parenterally acce_prtable
p_rot‘ein‘ solutions, haviﬁg due regard to pH, isotbnicity, stabilli.ty., and the like, is
within the skill of those in lhc art. A preferred pharmaceutical co;nposiiibn for’
intravenous, cutaneous, orl subcutaneous iujeélion should contain, in addition to
lvthe polypeptide of the invention, an isotonic vehicle such ds sodium chloride |
injection, Ringer’s injection, dextrose injcction, dextrose and sodium chlorid_c:' '
injection, lactated Ringer’s injection, or other vehicle as known in the ast. The -
pharmaceutical qdmposition of the present invention may also dontain stabil-iiéi‘s,'
ﬁl'eseﬁativcs, buffers, antioxidants, or any other additive(s) known to those of
skill in the art. | _ o
[0130] The amount Qf a polypeptide of the invention in the pharmaccutiqal“
.con'iposition of the pliesent invention will depend upon the ﬁature and severity of -
the condition ‘bein‘g treaied, and on the nature of prior treatments that the patient
has undergone. Ultimately, the attending physician will decide the amount of a
pharmaceutical composition or polypeptide of the invention with which to treat
cach individual patient. Initially, the attending physician will administer low
~ doses of a pharmaceu.tical composition or polypeptide of the invention and

observe the patient’s response. Larger doses of a pharmaceutical composition or

[
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‘polypeptide of the invention may be administered until the oplimal therapeutic
effect is obtained for the patient, and at that point the dosage is not generally
increased further. It is contemplated that the various pharmaceutical
composilions used to treat a subject in need thereof shbuld contain about 0.1 pg
10 about 100 mg of a polypeptide of the invention per kg body weight.
[0131] The duration of intravenous (i.v.) lhei‘apy using a pharmaceutical
composition of the present invention will véry, depending on the severity of the
diseasc being treated and the condition and potential idiosyncratic responsc of
,'eac'h individual patient. It is contemplated that the duration of each appliéa(ion of
~a phanmaceutical composition or a polypeptide of the présent invention may be
within the range of, e.g., 1-12, 6~18, or 12-24 hrs of cqnlihuous or intermitlent
i.v. administration. Also contemplated is subcutaneous (s.c.) lherapy using a
pharmaceutical composition of the present invention. These therapies can be
‘administered daily, \;veekly, or, more preferably, biweekly, or monthly.
Ultimatcjy the attending physician will decide on the appropriate duration of i.v.
or s.c. therapy, or therapy with a small molecule, and the timing of administration
of the therapy, using the pharmaceutical composition of the present invention.
[0132] All of the references, patents, patent applic?ti011s, and publications cited.

in this application are heréby incorporated by reference herein in their entireties.

EXAMPLES
-[0133] The Examples which follow are st forth to aid in the understanding of
the invention but are not intended to, and should not be construed to, limit the
scdi)e of the invemion“ih any way. The Examples do not include detailcd
descriptions of conventional methods, such ﬁs recombinant DNA technigques.

Such methods are well known te those of ordinary skill in the art.

7 Example 1
Quantifying the Amino Acid Composition of CHO Cell§ “
[0134] To quantify the amino acid composition of antibody-expressing CHO
cells and recombinant protein-cxpressing CHO cells, i.e., the molar pe'rcénlagc of
each anﬂnb'acid relative to the amino acid total of cell mass (bfomasé), the

‘ fOIIO\Ving procedure was performed. Briefly, three CHO cell lines
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overexpressing antibodies or recombinant protein, more specifically anti-1L-22
antibody (recombinant human anti-1L-22 antibody), Myo-029 ahtibody (anti-
GDF8 1gG1 monoclonal antibody), and recombinant human BMP-2, were grown
_in a shake flask for' one (BMP-2) or three (Myo0-029 and anti-IL-22) days. On the
- final day, the cultures were harvested and the cclls spun 1o a concentration of 10°
cells'mL. A 10° cell-containing pellet was washed twice with 1 X PBS and the
pcllet resuspended in 500 pL of § N HCI. The cell-containing suspension was
heated at 100°C for 24 hours, at which point the suspension was vacuum
centrifuged. The resulting pellet was resuspended in 500 pL PBS, a'nd’amino
acid analysis was performed using gas or quuidvclﬁ‘omalography. |
[0135] Acid hydrolysis determined that methionine and tryptophan both degrade
during acid hydrolysis; thus, the concentrations of these amino acids in E_Ixamples
2 and 3 were based on literature valucs for CHO cells. In addition, it was
determined that glutamine and asparagine were converted to their acidic forms,
glutamic acid and aspartic acid, respectively, during hydrolysis; thus, the
concentrations for these four amino acids in Examples 2 and 3 were adjusted
‘based on the glutamine / glutamic acid and asparagine / aspartic acid ratios
reported in literature. Otherwise, it was detéfniined that these CHO cell lines
possess similar amino acid compositions, and closely matched reported values for
other mammalian cells (data not shown) (see Bonarius (1996) Biotechnol.

Bioeng. 50:299-318).

Example 2

Desired Peak Cell Density of 15 x 10° cells/ml, and Target Anli—‘IL-_22 Antibody
Titer of 9 g/L in CHO Cells (Cell Line 1) with 32% Volume Feed Using Rationally
' Designed Medium

ExampleQ. 1: Rationally Designed Medium

[0136] Using the formula disclosed herein, the'_‘baseline-adjusted amino acid
concentration, A, of amino acids required for 15 x 10° cells/'ml‘prodllnci‘»ng 9 g/
anti-1L-22 antibody in CHO Cell Line 1 were determined (Table 6, column 2)
(cell maintenance was set at 50%, i.e., Y=0.5). The baseline-adjusted amino acid
conc-eutration, A (Table 6, column 2), of a variety of amino z{cids were adjustcd

. to obtain the modified baselinc-adjusted total amino acid concentrations shown in
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column 3 Of Table 6. The following adjustments were made: levels of Asn, Asp,

and Gln were set dccording to U.S. Published Patent Application No.
US2006/0121568A1; 2) because Ala, Glu, Gly were produced by the cell

cultures, their levels were adjusted to lower values; 3) the level of Cys was

adjusted due to the fact that cystine is also used in the feeding medium, and the

medium value of cystine is set to that in U.S. Published Patent Application No.
US2006/0121568A1; 4) levels of Arg, His, lle, Leu, Lys, Met, Phe are 20% to -

100% higher than the baseline-adjusted amino acid concentration, A, due to the

fact that the feed powder, which contains a set amino acid composition, was used

1o make the desired cell culture medium, such that an exact match was not

possible. The starting medium amino acid concentration, BB (Table 6, column 4),

was calculated from the modificd baseline-adjusted total amino acid

concentrations shown in column 3 of Table 6.

Table 6: Desired Cell Culture Mediulﬁ Formulation

Start'mg Amino Acid

Baseline-Adjusted Amino Modified Baseline- -
. Acid Concentration {mM) Adjusted Amino Acid | Concentration (mM)

Amino Acid - | (A) Concentration (mM) | {B) .

ALA 13.67 2.18 - 0.20
ARG 6.68 12.56 1.94
ASN 7.42 27.82 14.56
ASP 11.86 6.28 1.70
CYSs 4.97 0.27 0.40
GLU 9.23 2.18 0.20
GLN 13.11 272 4,00
GLY 12.94 4.52 3.63
nil] 3.93 . b.0s 2.15
ILE 6.23 10.85 2.54
LEU 13.13 17.96 6.87
LYS 13.01 15.62 7.91
MET . 2.82 - 5.71 2.38
PHE 6.18 7.67 3.76
PRO 11.50 11.15 7.36
-SER 21.35 22.34 10.20
THR . 13.89 14.18 8.80
TRP 3.00 2.89 1.84
TYR 7.63 7.65 5.10
VAL 15.44 15.24 10.36
Total _197.91 184.85 95.91



WO 2008/063892 ’ - -PCT/US2007/083947

-58-

E'iample 2.2: Cell Densuy and Antibody Tlter in Response to Ratlonally Demgned
Medium

[0137] Cell line 1 cells (ant1~IL -22-expressing CHO cells) were obtamed from
- shake flasks contammg day 3 cultures, and were inoculated at 0.7 x 10 cells/ml
on day 0 into the starting cell culture medium in a 1L biorcactor (Applikon 2L,
“(Applikon Inc, Foster City, CA)); On day 3 (about 80 hours), températurc was
"shifted frmﬁ 37°C 1o 31°C and Feed Médium (sce column 74 of.Table 2) was l
added at 3.75%, 4%, 4%, 9%, 2%, 1%, 1%, 1%, 3%, 2% and 1% by volume on
days 3,5,6,7, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 20, respectively, to obtain the desired cell
' éultLil'e medium, which coniahis the amino acid concentration shown in Table 6,
column 3. Cell éultures were maintained at pH 7.0, in a dissolved oxygen level
of 30%, and with égitation at 200 rpm.  Samples were taken daily to test for cell
‘dehsity (CEDEX ® cell counting instrument (Innévatis, Malvern, PA)), viability
(CEDEX ®) and certain metabolite levels N ova.BioProﬁle Anélyzef, Nova
Biomedicﬁl Cooperation, Waltham, MA). Spun—doWn medié were saved at — |
80°C for antibody titer analysis using Protein A HPLC, | _ . o
[‘0138]‘ The resulié e.u‘e'shown in Figures 1 and 2. As can be seen from Figure 1,
the highest cell density (anﬁt 11 x 10° cells/mL) was achieved 011. day 11 of
culture, with cell density decreasing thereafter. The higflest antibody titer (about ‘
7 g/L) was obtained on day 21 of culture. Thus, the rationaﬂy dcsigﬁe’d medium’

may be used to produce high cell dehsity and high antibody titer.

Examp]e 3

» De51red Pcak Density of 15x 10° cells/ml, and Target Anti-IL- 22 Antlbody Titer
cof 10 g/L in CHO celis (Cell Line 2) with 33% Volume Feed Using Ratlonally
Designed Medium .

E*{ample 3.1 Ranonally Designed Medium

[0139] Using the formula disclosed herein, the baseline-adjusted amino acid
concentration, A, of amino acids required for 15 x 10° cells/ml and 10 g/L anti- ;
‘ ~1L-22 antibody (descrlbed above) were determmed (cell maintenance was set at’
50%, ie., Y=0. 5) The baselme adjusled amino a01d concentration, A (Table 7
column 2) of a variety of amino ac:ds were adjusted as described in Example 2 to
obtain the modified baséliné:—adjusled total amino acid con.centratioﬁsv‘shown n

column 3 of Table 7. In addition, for this medium formulation both the starting

P
e
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cell culture medium and the feed medium were prepared from existing powders

with fixed compositions, and thus an exact match was not possible. The starting

medium amino acid concentration, B (Table 7, column 4); was calcula(ed from

the modified baseline-adjusted total amino acid concentrations shown in
column 3 of Table 7.
Table 7: Desired Cel! Culture Medium Formulation

Modified Baseline-

Baseline-Adjusted Amine Starting Amino Acid
' . Acid Concentration (mM) Adjusted Amino Acid Concentratlon (mM)
Aming Acid {A) Concentration (mM} | (B) ‘
ALA . 14.2 - 2.4 04
ARG 6.9 15.2 - 53
ASN 7.8 326 211
ASP 12.2 6.8 2.3
CYS. 52 0.3 0.4
GLU 9.7 24 04
GLN 136 2.7 40 |-
GLY 13.6 4.5 3.6
HIS. 4.1 55 27
|ILE 6.4 13.2 - 54
LEU 13.8 20.0 9.4
LYS 13.7 16.5 8.9
MET.- 2.9 6.3 31
PHE 8.5 8.3 4.5
PRO 12.3 12.5 9.1
SER 228 23.8 11.8
THR 14.8 157 10.8
TRP 3.2 3.2, 2.3
TYR 8.0 76 5.1
VAL 16.4 15.4 10.3
Total 207.93 214.8 121.1

Example 3.2: Cell Density a.nd Antlbody Titer in Response to Ranonally
Designed Medium - '

[0140] Cell line 2 cells (anti-IL- 22 -expressing CHO cells) were obtalned f10m _

" shake flasks containing day 3 cultures, and the cells were inoculated at 0.7 x 10°

cells/ml on day 0 into the sl_arfing cell culture medium in a 1L biorcactor

(Applikbn 2L). On day 3 (about 80 hours), lenlpérature was shifted from 37°C 1o

:31°C and feed was added continuously (1.8% by volume per day) with an

automatic feeding pump, to obtain the desired cell culture medium, which

contains the amino acid concentration shown in Table 7, column 3. Cell cultures

were maintained at pH 7.0 in a dissolved oxygen level of 30%, and with

agitation at 200 rpin. Sahlples were taken daily to test for cell density (CEDEX ®

- cell counting instrument), viability (CEDEX ®) and certain metabbl_itcs levels
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(Nova Eﬁzymatic analyzer). Spun-down media wére sﬁVed at -80°C for an'tibody
fiter analysis using Protein A HPLC. '

[0141] The results are shown in Figures 3 and 4. As can be seen from Figure 3,
the highest cell density (over 12 x 10° cells/mL) was achieved on day 10 of
culture, with cell density decreasing thereafter. The highest antibody titer (over
10 g/L) was obtained on day 19 of culture. Thus, the rationally designed medium

may be used to produce high cell dehsity and high anlibody titer.

_ Example 4 _ _
The Effect of Proline Addition on Cell Culture Performance
[0142] CHO ceils producing the antibody Anti-IL-22 were cultured in pH-
controlled shake flasks (50.0 mL ﬂasksuwith 100 mL working volume), and
maintained 611 a shaker at ~100 rpm in a temperature-controlled, 7.%.607-
incubator. Cells were seeded at 0.7 x 10° cells/mL. The culture duraﬁon was 18
&ays. The first 3 days cells were maintained at 37°C, after which the lémpcralure '
was shifted to 31°C for the remainder of the culture. pH was cpntrolled‘for the |
first 3 days with I'M sodium bicarbonate. Cell culture medium consisted of a A
" medium based on traditional cell culture requirements, termed “Traditional ‘
"Medium,” and ratidnally. designed medium, i.e., medium formulated using the
vr‘ati'ohal design disclosed herein, tcnncd “Rational Design Medium,” te achieve
10 x 10 cells/mL and 10 g/L antibody. A major difference of note between these
two formulations is that several amino acids (PRO, THR, GLY, TYR, TRP,
~ VAL, and PHE) are at higher concentrations in the “Rational Design Medium”

compared to the “Traditional Medium.” A third condition presented is the
traditional mediuﬁ with an additional 3.7 mM proline added to obtain the level of
proline in the “Rational Design Medium”, termed “Traditional Medium +
Proline.” These formulations arc presented in Table 8, below. Wyeth in-house
feed medium (“Feed Medium,” see Table 2) was édded to the culture at 23%
total by volume, comprising daily feeds of 2% on days 3-4, 9-14, i'/‘, 1% ondays
5-6, and 3% on day 7. - B )
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1 - 2 3
Amino Acid Traditional Rational Traditional
Medium Design Medium
[mM] " Medium +Proline
: [mM] [mM] -
~ alanine 0.44 - 0.44 0.44
arginine*HCl 5.32 5.32 5.32
asparagine*H20 21.08 21.08 21.08
aspartic acid 2.25 - 225 © 225
_ glutamine 4.00 -4.00 4.00
glutamate 0.24 0.24 0.24
glycine 1.78 3.59 . 1.78
histidine 2.68 2.68 - 2.68
isoleucine 5.44 544 " 544
leucine 9.43 9.43 . 943
lysine=HCI - 8.90 8.90 - 8.90
" methionine 3.08 3.08 3.08
‘phenylalanine . 3.67 4.48 3.67
proline 541 9.13 913
serine 11.82 - 11.82° . 11.82
threonine 571 - 10.85 '5.71
tryptophan -1.54 232 1.54
* tyrosines2Na © 3.34 5.13 3.34
valine . 10.30 7.36

7.306

o [014_3] The results from these exbeﬁn&hts are shown in Figures 5-7. Addition '

. of proline to the traditional medium, i.e. “Traditional Medium + Proline”

, (Figure 5), resulted in an antibody production equivalent to the “Rational Design

| ~ Medium?” through day 14. As shown in Figui‘e 6, all three media maintained a

~ high cell density, with the highé‘st density displayed at'dz.ly- 12. As shown in

.. Figure 7, all three media maintained high cell viability, with the “Rational

Dcsig’h Medium” cultures maintaining greater viability on days 15-18 in

comparison to the cultures containing “Traditional Medium™ and “Traditional

Medium + Proline” media. As a variety of other media, which each contained

one rationally designed concentration of either glycine, phenylalaninc, threonine,

' 'tryptophah, tyrosine or valine did not result in cell cultures producing a higher

ahtibody titer than the “fTraditional Medium” (data not shown), proline serves as

the rate-limiting amino acid required to achieve high titer. This is _exempliﬁed in

Figures SA-E, which show that by day 14 many of the amino acids in the

RSN
a0
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“Tfaditional Medium + Pro‘linc” reaclied éxtfcmely ldw levels (note tj;ros'ine‘ \.Vasv ‘ '
depleted), thereby prcvcmmg further muorporallon of these amino acids into
antlbody This result is also observed in the titer graph (Plgure 5) as the slope :
for the “Trad1t10na1 Mediom + Proline” is reduced after day 14, while antibody
productlon is maintained through day 18 for the “Rational Design Mcdlum
_Wthh contains higher levels of other amino acids. _
[0144] Interestingly, the proline-conceut'ra'tio'n. in the f‘Tr@dilibria.l Medium”
' ﬁéver dropped beldw 1 mM (Figure 8A) 11'()Wever the effect of proline on
overall amino amd incorporation into antlbody was reduccd after day 11. This
finding suggests that a proline thr eshold exists, i.e, the concenlrat;on of prolmc )

must be maintained above | mM throughout the culture.

Example 5
‘ Prophetic Examplerz Optimized Cell Culture Media for a Novel Cell Line
| [0145] The methods of media design disclosed herein may be used for any ccll
I(_:ultu're, including cell cultures that usé novel cell§ / cell lines. Theé optimized
. media for use with a novel cell line would contain at least one baselil-le-adjuste‘d '
amino acid éoncenlr_atién, A, of an amino acid according .10' the fc")rmdla"v . |
A=[(M*XYHN*P)+(Y*M*X)]*F. | I
[0146] A multiplier, M, when applying the above equatlon oa novel cell .
‘cultule may be selected, e.g., from 1 to 20 X 106 cells/mL. One of skill in the alt o
' would be able to calculate a useful M value by doubling the maximum cell
. .deﬁsity‘during the grthh phasé, which can be calculated baéed onthe- -
_growthrate. | - ‘ |
[0147] A mulllpher N when applymg the above equation toa noveI ccll culture
may be calculated, e.g., by 111u1t1p1y1_11g the IVC by the cell qp. One of sklll in the
art wﬁuld be ablé to calculate the IVC by estimating the growth prpﬁlé, following
the methods describ_ed in the section entitled “Rational Media Design and
Formulations.” One of skill in the art would be able to calculate the gp by
measuring the antibody or recombinant protein pr_oductién on a per cell basis.
[0148] A cell maintenance factor, Y, Wheﬁ applying the above e'quation toa

. novel cell culture, x_liay be estimated by using Y=1 (ie., 100__% of the amino’
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acid(s) required for desired cell mass) initially, and then refining the value of %
'(hlgher or lower). | o
[0149] A baseline factor, F, when applying the above equa’uon toa novel cell
c_:ulture, may be estimated by using F=1.3 (i.e., 30% additional amino acid(s))

 initially, and then refining the value of F (higher or lower).

v v Example 6 - ) _
Effect of Mamtenance and Baseline I*aclors on Cell Culture Performance

‘ [0150] To demonstrate that the maintenance factor, Y, and the baseline factor, F,-
are important/ essential for cell culture performance, _auti-IL-22-expressing' CHO
cells were seeded at 0.7 x 10°cells/mL and cultured for 21 days in 2L bioreactors
witlr a pH set point of 7.0 and a dissolved oxygeu (DO) setpoint of 30%. The pH |

' ‘_was controlled by 2N Na;CO3fN aHCO3, and DO was contlolled by au

.(contammg 7% COz) sparge. The tempelature of the culture was 37°C for the
first 3 days and shifted to 31°C after day 3, and remained Vat 31°C until the end of
the culture. Cells were cultured for 21 days irl either (1) rrlédia containing arnirio
acids ‘rec'w_ired for both targét pl'utein titer and desired peak cell density (but not |
accountillg for the maintendnce factor or baseliué factbr), L.e., “Rational Design
Medium without maintenance and basélille faciul‘s,” or (2) “Rational Design
Medium.” ' | :

[0151] As exemplified in Fxgures 9 and 10, tlre medium that docs not account for -

- maintenance and baseline factors dlsplayed a mgmﬁcant decrease in wablhty, neariy
appmachmg 0% at day 21 of the cell culture, and a sngmfcant decneaqe in cell densrty
Moreover Figure 11 demonstrates that at day 21 of the cell culture, ﬂ]lS same medium -
was only able to support an antlbody titer of 5 g/L
{0152] In contrast, Rational Desngn Medium (including maintenance and baseline
factors) displayed higher viability, cell densrty and antlbody titers (Figures 9 11). At
day 21 of the cell culture, the Rational Desrgn Medium was able to support an amlbody
titer of 10 g/L

: [0153] These findings suggest ‘that accountmg for maintenance and-baseline factors in

" detérmination of the amino acid concentration in the desired cell cuiture medium -

~improves cell performance as measured by ccll viability, cell cl_eusity, and

polypeptide titer.
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Example 7
~ Polypeptide Purlhcatlon Using Anion Exchange Clnomatography ma Wcal{
: Part1t1on1ng Mode

Example 7.1. ngh«throughput screen {o establrsh wefrk paruuomng and flow-
through conditions

[0154] An initial screening study was performed first, which determined the
partition coefficient and/or dle concentration of product bound to the resin under |
various solution cenditions, thus defining the operating regions of weak ;
partilioning (WP) and flow-through (FT) modes for Mab-AAB, the pblyp‘eptidef
of interest, and TMAE-HiCap‘ (M) Medium. This screerl varied dre concentratiqn
'of sodium chloride and pH to determine their cffects on the extent of bindindg of
Mab-AAB and process- -related lmpulmcs (Protem A and HCP) to the TMAE
‘mechum _ 3

{0155] The levels of Protein A 1e51duals in the test samples were measured using
a Protein A enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The amount of high
molecular weight aggregate was measured using an analytical size. exelus_ion
chromatography (SEC) assay. The levels of host cell proteins (HCPs) were
measured usingla HCP ELISA. All screening and coluinn studies \-vere

: conducted at room temperature '

[0156] Fifty pL. of TMAE HiCap medium was added to edch well of a 96-well
ﬁltcr plato Each well was equilibrated in solutions made up 50 mM giycmc and

~a varlab.le‘amount of Tris buffer (depending uppn the amount needed for

' neulraliiatien to the‘—pH specified in Table 9) and sodium chloride (specified in "

Table 10) The pH ranged flom 7.6 to 9.0, and the sodium chlorlde ranged from

0 mM to 80 mM. '

- [0157] The buffer solutions used in each row were diluted on an automated
pipettirrg system (Tecan 100 RST). Th’erstock eolutiqrr for the buffers was m‘ade

" from 500 mM glyciﬁe acidified with HCl to pH 3.0, and subsequently lreulralized
with 2 M Tris Base to the pH levels indicated in Table 9. This titration resulted
in a level of Tris that depended upon the pli of the buffer. -The buffer pH was

'measured atalto 10 dilution of the stock buifer concemratlon wluch

corresponded to the dilution made by the aulomated plpemng system.- As a Jesult '
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of the glycine acidification to pH 3.0, the buffer contributes about 10 mM of

ionic strength to the final solution. Two load (load fluid) challenges were made

to the resin: 5 mg/mL to measure the partition coefficient, Kp, and 122 mg/mL to

measure the capacity of the resin for removal of impurities and the bound

product, Q, in equilibrium with a protein solution at a concentration

approximately equal to the column load concentration.

Table 9: Buffer type and pH Target in Each Well

All columns

50mM Glycine, 8.8mM Tris, pH 7.6

50mM Glycine, 13.6mM Tris, pH 7.8

50mM Glycine, 16.0mM Tris, pH 8.0

=1 lell 1

50mM Glycine, 19.6mM Tris, pH 8.2

<o)

50mM Glycine, 28.4mM Tris, pl1 8.4 -

-

50mM Glycine, 37.2mM Tris, pH 8.6

50mM Glycine, 64.0mM Tris, pH 8.8

=D

50mM Glycine, 100mM 'fris, pH 9.0

Table 10: NaCl levels {in mM) and Protein Challenges (mg/mL) in Each Well

e

All Rows| 1 2 | 31 4 5] 6] 7] 81 9 10]11] 12
NaCl 1 6 1 o | 20 | a0 { 60 | 80| 0o | 10| 20| 40 | 60 | 80
(mM}

MAD- :
AAB | 5 5 | s 5 5 s oLz ez 22| 2] 32

(mg/mL})

[0158] In the first stage of the high-throughput screen, each well was

cquilibrated in the conditions of NaCl and pH as described in Tables 9 and 10

" 2 phase volume ratio of 6:1 (300 ulL solution: 50 ul. resin). The plate was shaken

for 20 minutes, allowing equilibrium to be reached. The solution was then

removed by centrifuging the filter plate. This equilibration cycle was repeated

three times.

" [0159] In the sccond stage, the resin in each well was challenged witly a
cancentrated MAI;-AAB solution to 5 mg/mL of resin with a volume ratio of 6:1

(300 uL solution: 50 uL resin) at the appropriate NaCl concentration and pli. A

36 mg/mL solution of Mab-AAB in 1 mM HEPES, 10 mM NaCl, pH 7.0 spiked '

with 300 ppm of Protein A was used as stock solution. The loaded plate was

shaken for 20 minutes, allowing the resin and solution to cquilibrate. The

-
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.. supernatant was rexhovgd from the ﬂlter plate by centrifugation and éollect,ed into
a’cdlleotion plate. The protein concentration in the supernatant in each well was
determined by absorbance at A280nm, ', ' » |
[0160] In the third stage, resin was washed by adding solutlons of the specxhed

‘NaCl and pH conditions listed in Table 10. The supernatant was _removed after
‘shaking for 20 minutes. In the fourth stage, 2 M NaCI. was added to remove the
. remaining protem that was bound 1o the resin. The partltlon coeff c1ents were
calculated for each well using the mass eluted from stages 3 and 4 and the -

product concentration from: stage 2, and are shown in Table 11.

“Table 11:. Partition Coefficients (Kp) for the 96-well HTS Screen for MAb-AAB’

1 2 J . 4 5 .0 -7 8 9 10 112

0.22 0.32 035 | 0.17 | 0.24 023 (021 | 024 0.21 0.19 | 0.17 0.16

037 | 036 0.38 | 025 | 0.24 0.08 | 0.28 | 0.26 0.22°] 0.24 0.18 0.16

0.63 0.48 047 1 027 | 0.15 020 | 031 | 028 0.26 0.20 0.23 0.16

1.24 1.12 0.68 | 0.36 | 0.30 0.17 | 042 | 0.39 0.34 0.23 -] 0.23 6.18

3.24 1.89 1.05 ] 0.59 | 035 0.15 | 068 | 0.58 0.41 0.29 | 0.21 0.18

§.37 | 3.37 1.56 | 0.61 | 03l 032 [ 0.87 { 074 | 051 032 |-025 | 021

18.36 | 9.49 3.16 | 0.82 | 049 034 | 091 | 0.88 0.6% |.-0.39 0.24 0.20

Z|Qm =g |alEi>] .

125731 23.79 | 6.58 | 1.23 | 0.58 | ‘043 1.18 1 02 0.78 0.42 0.27 0.24

[0161] As shown in Table 11, the Kp value can be used 10 descrlbe regions
where MAb-AAB binds to the TMAE medium W1th different strengths The
vstlength of MAb-AAB binding to the TMAE medium can be mampulated by
varying condifio'ns of pH and chloride cohéentration into ﬂow-thrdugh' tKSO.l),
~ weak partltlomng (0. 1<K<20), and bmdmg zones (K>20) . ’
[0162] The supematant from the load stage of all wells from each zone were
sampled and submitted for Protein A analysis. The assay results of thesé samples
are summarized in Table 12. There is a region of pH and conductivity in which
thé TMAE chromatography step provides very significant removal of Protein A
with limited 'proleinnlosvs to the resin. This region was foundf to be closely
' cof’related 16 the pért_ition ééefﬁéient value, Kp, énd not any specific pH or

chloride concentration. -
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'1 able 12; Protein A Log Removal Values (LRV) for MAb-AAB bmdmg data

from HTS Screen

‘Example 7.2. Column runs under flow-through conditions

1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 | 1l 12
Al 211 1.89 212 | 185 122 1.00 1 1.63 | .02 1.00 0.92 0.85 1.02
{B] 279 | 237 242 1196 | 1.23 .13 L] s 1.22 0.85 0.94 1.52
C| >3.05 | >3.03 ] 274 | 216 ] 137 1.11 | 2251 2.15 1.96 1.16 1.06 0.95
D >341 | >2.98 | »3.06 | 2.50 | 1.94 1.18 | 339 | 3.11 2.57 1.41 1.02 0.8%
E| >2.87 | »2.93 | >3.01 1>295] 2.13 1.75 {>3.09| 3.27 3.09 1.66 1.89 | 0.99,
Fi>264 | >2.80 | >2.99 [>3.11] 229 |- 1.82 |>3.07| >3.11 | >3.15 | 2.19 1.24 0.84
G| >233 | >258 | >2.89 [>3.07]. 241 | 214 {>309! >3.11 | >3.14 | 280 1.46 0.85
H|>163[>236]>276 [>3.01| 2.86 | 237 [>2.98]>3.05|>315|.3.16 | 345 0.85 -

[0163] The following cxperinient was performed in the flow-through (FT) n_iode,

where the MAb-AAB interacts only very weakly with the column.

were perfbrmed with load challenges of 110 mg/ml and 200 mg/ml of resin.

- [0164] For all TMAE (HiCapM) anion exchange clﬁ‘omatography runs

described, the following conditions were used (exceptions are noted in the

- individual experimcntal descriptions).

Operational flow rate — 150- 300 emv/hr

Two runs

Equilibration 1 — 50 mM Tris, 2.0 M NaCl, pH 7.5 (5 Lolumn volumes)

Equilibration 2 — as specified, approximately equivalent to the ioad pl] and -
chloride content
Post-load wash - as specified, apploxnnately cquwalent (o the load plI and :
chloride content

Strlp buffer - 50 mM Tris, 2.0 M NaCl pH 7 5 (5 column volumes)

Mabselect Protein A Cluomaiogl aphy

[0165] The culture contammg the monoclonal antibody was purified at Pilot

: séale using a MabSelect column (2,389 mL) connected to a Millipore K-prime

7‘ 400 chromatography system. A Mabselect Protein A column was equilibrated

witil 5 column volumes of 50 mM T_ris/ 150 mM NaCl, pH 7.5 at a tlow rate of

300 cm/br. The column was then loaded at a load of approximately 40 mg

product / m! resin.

NaCl, 50 mM Tris, pH 7.5, and a 5CV wash containing 10 mM Tris, 75 mM

This was followed by a 5 column volume (CV)washin 1 M

NaCl, pH 7.5 wash. The column was then eluted using 50 mM gl)}c'inc,?S mM

A NaCl, pH 3.0. The product pool was neutralized to pH 7.6 using 2 M Tris, pH

8.5. The neutralized peak had a chloride concentration of appi‘oxinmtely 90 mM. '
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TMAE HiCap (M) Chromatography

[0166] The neutralized Protein A pool was further purified over the TMAE step
with the equilibration, load, and wash solutions at pH 7.5 with 50 mM Tris and
75 mM sodium chloride. Five column volumes of wash were used. The column
dimensions and load challenges for these two studies were: Run 1: 7.0 cm '
diameter x 20.6 cm bed héight (Volume — 793 mL) with a Joad concentration of
1 1.9-mg/m_L; and Run 2: 7.0 cm diameter x 13 cm bed height (volume — 500 mL)
. with a load concentration of 17.6 mg/mL.
{0167] These load conditions were in the ﬂow~thr0ugh (FTj region (Table 13).
Batch binding studies were used to measure the partition coefficient (Kp),-and the
bound prod-ucl was determined by protein in the column sirip by using UV
absorbance. This method of determining the bound product typically
underestimates the amount of product bound during the Joad due to isocratic
elution of the product during the wash. The levels of Protein A, HCP and high
molecular weight aggregates (HMW) in the load and product pool were
measured, and the extent of removal calculated. ‘The resulls are presented in '
Table 1_’;. There is poor removal of Protein A and HMW, and modest reduction

in HCP levels.

T ab]e 13 Removal 0[ HCP Pnolem A and HMW under FT Condl‘uons

i 110 0.17 1.4 23 0.1 . 96
2 | . 200 0.17 33 2.0 <0.1 1.5 96

* Impurity ]evels were 38.5 ppm ProA and 51,943 ppm HCP (Run I) 8.8 ppm PIOA and 25,398
" ppm HCP (Run 2). .

Example 7.3. Column runs under weak partitioning conditions (h)gh pr oduct
challenge)

TMAE (HiCap M) Anion l:.xchange Chromatography

[0168] Several Mabselect Protein A runs were performed essentially as.
described in Exampile 7.2 to generate the load material for these runs. The
partially puriﬁed antibody pool from the Protein A step was further purified over

the TMAE column, The load to the TMAE column was in 50 mM Tris, pH 8.2.
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- The column diameter was 0.5 em and the bcd height was 10 em bed height -
(volume 2 0 mL). The column was challenged to a load of 500 mg/mL resin,

with a load concentration of 27.7 mg/mL.

o [0169] - The column was equilibrated with 5CV of a solution confaining 50 mM

Tris, 2M NaCl, pH 7.5 followed:b)} another equilibration step comprising a
50 mM Tris, pH 8.2 solution. The column was then loaded t0.500 mg '
product / ml resin with the neutralized Protein A peak from the prcv1ous step and
the product was recoveled in the colunm effluent during the load cycle and some
' column volumes of the wash fraction. ‘
[l)170] These load conditions are in the weak partitioning rcgion. Bctch binding
- stuclie_s wcre used to measure the partition coefficient (Kp), and product billding
“at high pfotein concentrations. At pH 8.2, and an appx'oxirnalc chloride 'cohtent
of 12 mM, the partition coefficient, Kp, is estim‘ated ta be 1.9 {from interpolation
of the datasel from the HTS scweu) ‘
7 [0171] The levels of HCP and Protein A were mcasurcd in three fractlons dunng
the loadmg stage 1ep1esent1ng Joad challenges of apprommately 250 375, and »
500 mg/ml of resin. The rcsults from e‘{ample 7.3 are presented in Table 14.

. These 1esults demonstxate that very high product challenges can be achieved in

. weak pamtmnmg mode w1lh0ut blcakthrough of i unpurltles Excel]entzcductlon B

in both HCP and Protem A was achieved, along w1th a 50% reductmn in HMW
‘ content. In comparlson to the results for operahon in the ﬂow-through mode in-
l able 13 the 1emoval of 1mpurlhes was much bettcl in the weak pamtlomng

- mode.
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Early fraction

Middle fraction '

Late fraction

Final product pool

(250 mg/m} (375 mg/mi) (500 mg/ml) (ppm)
Residual HCP ppm
(ng/mg product) <76 <76 <76 < 7.6
HCP Log Removal :
Value (LRV) >35 . >3.5 >35 >3.5
Residual Protein A
ppm (ng/mg 03" Not determined 0.1 0.6
product) C- ' -
ProA Log Removal .
Value (LRV) 29 . Not determined .23 , 2.5
. HMW Not determined Not determined ‘Not determined 2 fold removal

* The impurities in the load were 25,398 ppm of HCP, 99.5 ppm of Protein A, and 2.3% HMW

Example 7.4. Column runs under weak partitioning conditions (robustness studies)

[0172] To further confirm the performance of the TMAE column in the region of

weak partitioning, several runs were designed varying the pH and NaCl

concentration in the load to test process robustness. All runs were performed at a

load challenge of 250 mg/ml resin. Several Mabselect Protein A runs were

performed essentially as described in Example 7.2 to generate the load material

" for these runs.

concentration in the Protein A elution, which was varied to match the NaCl
concentration in the TMAE load for a particular experiment.

equilibrated with Equil 2 buffers and washed with Wash buffers which had’

approximately the same pH and sodium chloride content of the load.

The only factor varied in those runs was the sodium chioride

The columns were

[0173] These load conditions arc in the weak partitioning region. Batch bmdmg

studles wcxe used 10 measure the parlmon coefficient (Kp). The runs are ranked

by the pamtlon coefﬁc1enls listed in Table 15. The bound product was

determined by measuring the protem in the column strip using UV absorbance,

and ranges [rom 7.8-25.3 mg/mL. Protein A, HCP and HMW results from these

experiments are also presented in Table 15. The removal of all impurities was

" found to be robust in operating ranges which cover 13.5-38.8 mM total chloride

and pH 7.8-8.4.
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Table 15: Process Robustness Studies on Removal of HCP Protein A, and HMW
in WP Mode

38.8 0.26 9.4 7.8 | 26,391 | 4935 3.7 1.8 2.0 92
13.5 0.41 7.9 7.8 {12,821 69.2 3.3 >1.9 1.8 87
274 0.50 8 8.0 | 23,465 252 | 3.6 22 . 3.2 91
18.5 0.73 7.8 8.0 | 21,626 308 3.7 >3.2 29 950
23.5 0.80 9.5 g.1 | 18,004 343 3.2 >3.2 3.5 94
2717 0.36 9.5 8.2 | 24,821 280 3.6 >3.2 2.6 99
18.5 1.48 10 82 | 17,669 252 3.7 >3.1 39 95
22.0 5.35 25.3 8.4 | 29,293 533 3.6 >2.9 2.3 90
* [mpurity levels were 38.5 ppm ProA and 51,943 ppm HCP (Run 1),-8.8 ppm ProA and 25,398
ppm HCP (Run 2).

+ m(,ludcs the Cl- ion contribution from NaCl, buffers and titrants

Example 7.5. Summary
[0174] From these studies, it can be s¢en that Protein A removal (LRV) varies
strongly with Kp, while HCP LRV is excellent at all the values of Kp at or above
0.26, but much reduced at Kp =0.17 (un-der flow-through cox-xditions). Host cell
protein removal is over one log lower for flow-through conditions cdm;ﬁared to -
weak partitioning conditions, even for a reduced load challenge. The bound
product ranges from 7.8-25 mg/ml for these weak partitioning conditions on this
combination of resin and monoclonal anti‘body. The partition coefficient appears
to be optimal between Q.41<Kp€5.4. It does not abpear to be optimal at Kp=0.17
and a bound product of 1.4-3.3mg/mL, the conditions of Exdmplc 7.2.
[0175] These studies suggest an alternative mode of purifyiug a polypeptide
- produced using rational design media cell culture, which will significantly reduce |
the presence of impuritics, high molecular weight aggregalcs, DNA, host cell

proteins, etc,
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WHAT IS CLAIMED IS:
1. A method of préducing a polypeptide in a cell culture comprising:
(1)  providing a cell culture, comprising:
a. cells, comprising a nucleic acid encoding a polypeptide of
interest; and - . '
b. a desired cell culture medium, comprising a concentration of
an amino acid that is calculated for use in cell mass, a cbncenlralionI
of the amino acid that is calculated for use in cell maintenance, and
a concentration of the a‘mino acid that is calculated for il-lcorporation ,
into the polypeptide of interest; and _
2) maintaiﬁing the cell culture under conditions that allow cxprcssio.n'

‘of the polypeptide of interest.

2. A method of producing a polypeptide in a cell culture comprising:

(1

03

providing a cell culture, comprising:

a. cells, comprising a nucleic acid enching a polyﬁeptide of
interest; and

b. a desired cell culture medium, éomprising a concentration of
an amino acid that is calculated for use in cell mass and a
concentration of the amino acid that is calculated for incorporation
into the pelypeptide of interest, both of,Wllicll couclentrations are

multiplied by a baseline factor; and

* maintaining the cell culture under conditions that allow expression

of the polypeptide of interest.

3. A method of producing a polypeptide in a cell culture comprising:

(1)

providing a cell culture, comprising: »

a. cells, comprising a nucleic acid encoding a polypeptide of
interest; and - ‘

b. a desired_ cell cuilure mediﬁm, comprising a baseline-
adjusted amino acid concentration, A, according to the formula

A=[(M.X)+(N«P)+(Y+M.X)]+F, wherein X is a concentration of the

oA
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amino acid that is used per unit of cell mass, P isa co.ncenlfa_llion of
the amino acid that is used for incorporation into the polypeblide of
interest per unit of polypeptide titer, M is a mulltiplier for a desired
peak cell density of the cell culture,'_N 1s a multiplier for a desired
concentration of the polypeptide of interest, Y is a cell maintenance
factor, and F is a baseline factor; and

(2).  maintaining the cell culture under conditions that allow expreséion ’

of the polypeptide of interest.

4. The method of claim 3, further comprising a method of recovering a
purified polypeptide from a load fluid, comprising the steps of: _
passing the load fluid through a medium in a column at operating
conditions that cause the medium to bind at least 2.8 mg of polypeptide per mL of
n.ledium, wherein the medium is selected from the group consisting of a charged
" ion exchange medium, a hydrophobic interaction chromatography resin, and an
immobilized metal afﬁnity chromatography resin; and

recoveﬁng the purified polypeptide from the column efflucnt.

- 5. The mcthpd of claim 3, further comprisi'l'lg a method of recovering a l‘
| purified polypeptide from a load fluid, comprising the steps of:
passing the load fluid through a medium in a column at operating
conditions defined by a partition coefficient of at least 0.1; and |

recovering the purified polypeptide from the column effluent.

6. A method of producing a polypeptide in a cell culture comprising:

(1)  providing a cell culture, comprising _
a. cells, comprising a nucleic acid encoding a polypeptide of
interest; and |
b. a starting cell culture medium, Wh_creih the volume of the .
starting cell culture medium is aboiyl 60-99% of the volume of a
desired cell culture medium volume; -

(2) providing a feeding éell culture medium to the cell cull'ure‘

according to step (1), wherein the volume of the fecdin'g cell culture
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_méclium is about 1-40% of the desired cell culture médium volume, and
wherein the resulting desired cell culture medium comprises a .
concentral’ioh of an aminlo acid that is calctllated for use in éell mass, a
concentration of the amino acid that is calculated for use in cell
maintenance, and a concentration of the amino acid that is calculated for.
mcorporatlon into the polypepude of interest; and ' ‘

3) mamtaunng the cell culture undel condmons that allow explessmn

of the polypeptide of interest.

7. A method of produclng a polypeptide in a cell c'ultur(.: clmnbrisingﬁ
(1) providing a cell culture, comprising '
a. cells, comprising a nucleic acid 'encocling a polypeptidc of
interest; and '
b. a starting cell culture medium, V&.Iherein the volume of the
starting cell culture medium is about 60-99% of the volume of a ’
desired cell culture medmm volume a -
) prov1d1ng a feeding cell culture mcdlum to the cell cullure
according to step (1), wherein the volume of the feeding cell cu_lture |
medium is about 1-40% of the desired cell culture medium voluine,
and wherein the reéulting desired cell culture medium comprises a
baseline-adjusted aminé acid concentration, A, according to the
formula A=[(MX)+(INSPIH Y MsX)]+F, wherein X is a
 ¢oncentration of the amino acid that is used per unit Uf cell mass, l’
- is a concentration Qf the amino acid that js used for incorporation
into the polypeptide of interest per unit of polypeptide titer, M is a
multiplier for a desired peak cell density of the cell culture, N is a
multiplier for a desir ed concentration of the polypeptide of i mtelest
Y is a cell maintenance factor, and F is a baseline factor; and ‘_
(). mamtammg tlie cell culture under conditions that allow expressnon

of the polypeptide of i 1ntercst
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8. - The method of claim 7, wherein the sta_rt,ing'cell'culture medium comprises

a concentration, B, of the amino acid according to the formula-B=[A—(Z-V)]/(l-V'),
wherein Z is a concentration of the amino acid in the feeding cell culture medium,
~and Visa vo]ume of the feedmg culture medium as a proportion of the desued celi

culture medlum volume

9,  The _h1ethdd of any one of cIaim.s 3, 4,5,7,and 8, wherein Y is 0 to

. about 1.5

10, The method of any one of claims 3, 4, 5, ..7, and §, whereiﬁ_f" ié about 1 to

about 1.5.

A1, The method of any one of claims 3, 4, 5 7 and 8, wherein Y isOto about

1.5 and Fisabout1 to about 1.5.

12.‘ ' .The method of any one of claims 1-11, wherein the desired cell cultuie

medium comprises greater than or equal to about 3 mM tyrosine.

13.  The method of any one of claims 1-11, wherein the desired cell culture

medium comprises between about 7 nM and about 30 mM leucine.

14. - The method of any one of claims 1-11, wherein ihc desired cell culture

: medium comprises between about 7 mM and about 30 mM lysine.

15 The method of any one of claims 1- 1 1, wherein the desued cell cullure

 mediuni comprxses between about 7 mM and about 30 mM tluconme

16.' ‘The method of any one of claims 1-11, wherein the desired cell culture -

medium comprises between about 7 mM and about 30 mM proline.

17.  The mélhod of any one of claims 1-11, thrcir_l the desired cell culture

medium comprises between about 7 mM and about 30 mM valine.
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18. © The method of any one of ¢laims 1-11, wherein the combined con(_ielitrati011

of leucine, lysine, threonine, proline, and valine in the desired cell culture medium '

is between about 35 mM and about 150 mM.

19. ° The method of any one of claims 1-11, wherein the combihed concentration
" of leucine, lysine, thréonine, and valine in the desired cell culture medium is
" between about 60% and about 80% of the concentration of the total essential amino

acids in the desired cell culture medium.

-20. The inethod of any one of claims 1-11, wherein the combined conceniration ‘
of the essential amino acids in the desired cell culture medium is between about
. 30% and about 50% of the concentration of the total amino acids in the desired cell

culture medium.
2 I. The method of any one of claims 1-1 1, wherein the concentration of amino
acids in the desired cell culture medium is between about 120 mM and about

© 350 mM.

22. The method of any one of claims 1-11, wherein the concentration of proline

in the cell culture is maintained at greater than about 1 mM.

23. - - The method of any one of claims 1-11, wherein the éoncentmlion of proline

* in the cell culture is_maintained at greater than about 2 mM.

- 24, The method of any ojne of claims 1-23, wherein the cell culture is a large-+

scale cell culture.
25.  The method of éiny one of claims 1-23, wherein the cells are animal cells.

26, _‘ ‘The method of any one of claims 1-3 and 6-25, wherein the polypeptide is
. purjﬁed.' ‘
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27.  The method of any one of claims 1-26, thfein the medium is a defined

medium.
28.. A polypeptide produced according to the method of any one of claims 1-27.

29. A pharmaceutical cdmposilign éomprising the polypeptide as set forth in

‘claim 28 and a pharmaceutically acceptable carrier.

30. A method of cell culture comprising:
(l) p10v1d1ng a cell culture compusmg
a. cells; and
b. adesired cell culture nllcd-ium, comprising a concentration of an
amino acid that is calculated for use in cell mass and a
concentration of the amino acid that is calculated for use in cell
maintenance; and o _
2) mamtammg the cell cultme under conditions that allow growlh and

replication of the cells in the cell culture.

31 A in\ethod of cell culture comprising:
(1) providing a cell Cultuie, comprising:
a. cells; and | _ ' _
b a desired cell cﬁllure'medimn, com;ﬁiéing a baseline_»adjusied.
‘amino acid c_:ohcentratiorn, A’, according to the formula -
A={(MX)+(Y+M-X)}-F, wherein X is a concentration of the
~amino acid that is used per unit of cell méss, M is a multiplicr
~ for a desired péak cell density of the cell culture, Yisacell =~
mamtenance factor, and Fisa baselme factor; and o
(2) J mamtammg the cell culture under conditions that allow growlh and

repllcauon of the cells in the cell culture.”

32, - Tlie method of claim 30 or 31, wherein the cell culiure isa ]arge—sczile cell

culture.
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3.3.' . The méthod of claim 30 or 31, wherein the cells are animal cells,

34, A cell culture medium, comprising a total concentration of amino acids

from between about 120 mM and about 350 mM.

35. A cell culture medium for use in the production of a polypeptide of interest,
comprising a total concentration of amino acids from between about 120 mM and

about 350 mM.

36. A cell culture medium for use in the production of a polypeptide of interest,
comprising a concentration of an amino acid that is calculated for use in cell mass,
a concemralioﬁ of the amino acid that is calculated for use in céll maintenance, and
a concentration of the amino acid that is calculated for incorporation into the |

polypeptide of interest.

‘37. A cell culture medium,fonnprising a baseline-adjusted amino acid
concentration, A’, according to the formula A'=[(M+X)+(Y+M-X)]+F, whérein X is
a concentration of the amino acid that is used per unit of cell mass, M is a -
multiplier for desired peak cell density of the cell culture, Y is a céll mainienance

factor, and F is a baseline factor.

38. A cell culture medium for use in the production of a polypeptide of interest,
éomprising a baseline-adjusted amino acid concentration, A, according to the
formula A;—'[(M-X)+(N PYHY M X)]sF, wherein X is a concentration of the amino
acid that is used per unit of cell mass, P is a concentration of the émino aoid that is _
used for incorporation into the polypeptide of interest per unit of polypéptide titer,
M is a multiplicr for desired peak cell density of the cell culture, N is a mu]!iplier |
for desired concentration of the polypeptide of interest, Y is a cell maintenance

factor, and F is a baseline factor.

39, The cell culiure medium of any one of ¢laims 34-38, wherein the cell

culture medium is a large-scale cell culture medium.
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40.  The cell culture medium of any one of claims 34-38, wherein the cell
culture medium is an animal cell culture medium.
41.  The cell culture medium of any one of claims 34-40, wherein the céell

culture medium is a defined medium.

42. A method for determining an optimized concentration of an amino acid

used in a cell culture medium for the production of a polypeptide of interest ina .

cell culture, comprising:

N

@

3

(4)

determining the amino acid concenlralion‘required for the cell fnésé ‘
oflhe cells at a target cell dchsi,ty; o |
determining the amino acid co:icerﬂratipn required to produce the
polypeptjde of interest at a target polypéptide titer;

dctcrinining the amino acid concentration required for cell
maintenance of the cells; and _

adding the Con;:entrations obtained from stepl (1), step (2}, and step

(3) to provide an optimized concentration of the amine acid used in

the cell culture medium for the production of the polypeptide of ‘

intérest.

43. A method for determining an optimized amino acid concentration, A, of an

~ amino acid used in a cell culture medium for the production ofa poljpeptide of

interest in a cell culture, comprising:

.(1)_

()

©

detd;niniqg the amino acid concentration, X, required for the cell -
ma‘s.s_ofvthe cells at a set éell density; o

determining the amino acid concentration, P, required to prqducé
the polypeptide of .interest at a set polypeptide titer; and ’
determining the optimi_Zed alﬁinO e_lcid concentration, A,-'acci)'rding
to the formula A=[(MeX)H(N-PY+(Me Y X)]-F, wherein M is a -
multiplier for a desired target cell density of the cell culture, N is a

multiplier for a desired larget' concentration of the polypeptide of

" interest, Y is a cell maintenance factor; and F is a baseline factor.
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44, The method of claim 42 or 43, wherein the cell culture is a large-scale cell

culture.

45.  The method of claim 42 or 43, wherein the cell culture is an ani;iiai cell

culture.

=
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MEDIOS DISENADOS RACIONALMENTE PARA CULTIVO CELULAR

ANTECEDENTE DE LA INVENCION

Solicitudes Relacionadas

Esta solicitud reivindica el be

Solicitud de Patente Provisicnal Estadounidense No.

presentada en Noviémbre 8, 2006, cu

como referencia en su totalidad.

Campo de la Invencién

Esta invenciodén se relaciona

racionalmente medios de cultives

neficio de prioridad de 1la

60/858,289,

vo contenido se incorpora agui

con metodos para disenar

celular para uso en cultivos

celulares empleados en, por ejemplo, produccidén de polipéptidds;

los medios de cultive celular

descritos; métodos para producir

polipéptido de interés, por ejempl

fales medios; polipéptidos produci

disefados con los métodos
grandes cantidades de un
o, un anticuerpo, utilizando

dos utilizando los métodos vy

los medios descritos aqui; vy composiciones farmacéuticas gue
contienen tales polipéptidos. La |invencién es particularmente
ttil en cultivos -celulares a dgran escala. Los -métodos vy
composicionés descritos aqui son particularmente ttiles para

producir cantidades significativas

.de polipéptidos en tandas,

tandas-alimentacidén y perfusién de eultivos celulares animales.

Técnica Antecedente Relacionada
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‘Una gran proporcién de productos de biotecnologia, disponibles

comercialmente o sclo en desarrollo,- son terapéuticos de
proteinas; asi, existe una demanda de produccidén de estos
ﬁolipéptidos en cultivos celulares. Adicionalmente, la maquinaria
celular de una célula animal (opuestos a, por ejemplo, una célula
bacteriana) se requiere frecuentemente para producir muchas
formas de terapéuticos de polipéptido (tal como proteinas
glicosiladas o anticuefpos monoclonales producidos por hibridoma
{MAbs)). Por consiguiente, existe una demanda incrementada para
optimizar la produccidén de . estos polipéptidos- en cultivos

celulares, y particularmente en cultivos de células de animales.

Segin se compara con los cultivos de células bacterianas, los
cultivos de células animales tienen menor velocidad de produccidn
y genera tipicamente menores rendimientos de produccién. Asi, una
cantidad significativa de investigaciones se enfocan en
condiciones de cu;tivos de células animales que optimizan la
salida de polipéptidos, es decir, condiciones que soportan la
alta densidad celular y altos titulos. Por ejemplo, se ha
determinado que mantener concentraciocnes de glucosa en medios de
cultivos celulares a bajas concentraciones y cultivar células en
una fase de produccidn en una osmolalidad de aproximadamente 400
a 600 mOsm - incrementa la produccidn de las proteinas
recombinantes por cultivos de células animaies, en donde el
cultivo en todas las fases también estd en una concentracidédn de
glutamina seleccionada (preferiblemente entre aproximadamente 0.2
a aproximadamente 2 mM). También se ha determinado que la
alimentacién restringida de gluccsa a los cultivos de células

animales en procesos de tanda-alimentacién controla la produccidén
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de lactato sin requerir la alimentacién a velocidad constante de
glucosa. Adicionalmente, se sabe que la'umodificaciéﬁ de 1a
concentracién acumulada total de aminoécidos,.la concent;acién de
amincacidos individuales, y las reiacione% de lgminoécidos
individuales con cada uno (por ejemplo, glutamina a asbaragina) \%
con aminocacidos totales (por ejemplo, glutaﬁina a aminoacidos
totales) en los medios de un cultivo celular a gran escala puede
resultar en produccidn de polipéptidos a gran escala

sustancialmente mejorada.

Tradicionalmente, los estudios de medio para cultivos de células
animales se enfocan en tres técnicas: 1) enriquecer los
componentes de medio del medio de partida e incrementar la
frecuencia de- alimentacién de cultivo; 2) aplicar disefio
multifactorial para fortalecer aiferentes medios y diferentes
concentraciones de componente; 3) analizar medio condicionado
{gastado) para aminoacidos, vitaminas, y otros componentes, vy
agregar aquellos componentes que estan en ni;eles bajos o estan
agotados. Estos métodos utilizan generalmente densidad celular,
viabilidad y respuestas de . titulo como indicadores de

optimizacidn.

Sin embargo, los anteriores métodos solo detectan indirectamente
el requerimiento de nutriente para células basado en el resultado
final, es decir, densidad celular, viabilidad, vy titulo, a
diferencia de detectar Yy  proporcionar a la célula el
requerimiento de nutriente actual para produccidn de proteina

optimizada.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona métodos paré disefiar
racionalmente mediocs de cultivo celular, por ejemplo, medios de
cultivo celular a gran escala, para uso en, por ejempio cultivos
de células a gran escala empleados en la produccién de
polipéptidos; medios de cultivo celular, por ejemplo medios de
cultivo celular a gran escala, disefiado con los métodos
descritos; métodos para producir grandes cantidadgs de un
polipéptido de interés, por ejemplo, un anticuerpo, utilizando
tales medios; polipéptidos producidos utilizando los métodos y
medios descritos aqui; y composiciones farmacéuticas que

contienen tales polipéptidos.

Estos métodos y composiciones son utiles para el cultivo, por
ejemplo, tanda, tanda-alimentacién, y cultivo de perfusidn, de
células. Estos métodos y composiciones son particularmente utiles
para el cultivo a gran escala, por ejemplo, tanda, tanda-
alimentacién, vy cultivo por perfusidén, de células animales, por

ejemplo, células de mamifero.

Un medio diseflado racionalmente de la presente invencidn contiene
una concentracién de un aminoacido que se calcula para usc en
masa celular, una concentracidén del aminodcido que se calcula
para uso en el mantenimientc de la célula, y una concentracién
del aminocacide que se calcula para -la incorporacidén en el

polipéptido de interés.
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En una modalidad, 1la invencidén proporciona un método para
producir un polipéptide en un cultivo celular gque comprende
preporcionar un cultivo celular, que comprende c¢élulas, que
comprenden un &cido nucleico gque codifica un polipéptido de
interés, y un medio de cultivo celular deseado, gque comprende una
concentracién de.un aminoacido que se calcula para uso en masa
celular, una concentracién del aminocadcido que se calcula para uso
en mantenimiento celular, y una concentracién del aminocadcido gque
se calcula para incorporacidén en el polipéptido de interés; v,
mantener el cultivo celular bajc condiciones gque permitan la
expresién del polipéptido de interés. En una modalidad de 1la
invencién, el medio de cultivo celular deseado comprende una
concentracién de aminodcido de valores iniciales ajustados, A, de
acuerdo con la férmula A=[MX)HN'P}HY'M'X)]'F, en donde X es una
concentracién del aminoadcido que se utiliza por unidad de masa
celular, P es una concentracidén del aminodcido que se utiliza
para incorporacién en el polipéptido de interés por unidad de
titulo de polipéptido, M es un multiplicador para una densidad
celular pico deseada del cultivo celular, N es un multiplicador
para una concentracidén deseada del polipéptido de interés, Y es
un factor de mantenimiento celular, y F es un factor de wvalor

inicial.

En otra modalidad, 1la invencidn proporciona un método para
producir un polipéptido en un cultivo celular, que comprende
proporcionér un cultive celular, que comprende células, que
comprenden un &cido nucleico que codifica un polipéptido de
interés; y un medio de cultivo celular de partida, en donde el

volumen del medio de <cultivo celular de partida es de
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aproximadamente 60-99% del volumen de un volumen de medio de
cultivo celular deseado; proporcionar un médio de cultivo celular
de alimentacidén al cultiveo celular, en donde -el volumen del medio
de cultivo celuiar de alimentacién es de aproximadamente 1-40%
del volumen del medio de cultivo celular deseado, y en donde el
medio de pultivo celular deseadc resultante comprende una .
concentracién de un aminodcido que se calcula para uso en masa
celular, una concentracidn del aminodcido que se calcula para uso
en el mantenimiento celular, y una concentracidén del aminocacido
que se calcula para 4dncorporaciédn en el polipéptido de interés;
y, mantener el cultivo celular bajo condiciones que permitan la
expresién del polipéptido de interés. En una modalidad de la
invencidn, el medio de cultive celular deseado resultante
comprende una concentraciéon de amincacido de valores iniciales
ajustados, A, de acuerdo con la foéormula A=[MXHNPMHY'MX)]'F, en
deonde X es una concentraciédn del amincacido que se utiliza por
unidad de masa celular, P es una concentracidén del aminoacido que
se utiliza para incorporacidén en el polipéptido de interés por
unidad de titulo de polipéptido, M es un multiplicador para una
déﬁsidad celular pico deseada del cultivo celular, N es un
multiplicador para una concentracidén deseada del polipéptido de
interés, Y es un factor de mantenimiento celular, y F gs un
facter de wvalor inicial; y mantener el cultivo celular bajo
condiciones que permitan la expresién del polipéptido de interés.
En otra modalidad de la invencidn, el medio de cultivo celular de
partida comprende una concentracién, B, del aminodcido de acuerdo

con la férmula B=[A—(Z'V)]/(1V), en donde Z es una concentracién del

amincdcido en el medio de cultivo celular de alimentacién, y V es
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un  volumen del medio de cultivo de alimentacién como una
proporcidén del volumen de medio de cultivo celular deseado. En
otra modalidad de los métodos descritos aqui, Y es 0 a
aproximadamente 1.5. En aun otra modalidad de los métodos
descritos aqui, F es aproximadamente 1 a aﬁroximadamente 1.5. En
una modalidad adicional de los métodos descritos agqui, Y es 0 a
aproximadamente 1.5, y F es aproximadamente 1 a aproximadamente

1.5.

En una modalidad de 1los métodos descritos aqui, el medio de
cultivo celular deseado comprende mas de o iqual a
aproximadamente 3mM de tirosina. En otra modalidad de los métodos
descritos agui, el medio de cultivo celular deseadc comprende:
entre aproximadamente 7mM vy aproximadamente 30mM de leucina;
entre aproximadamente 7mM vy aproximadamente.éOmM de lisina; entre

aproximadamente JmM y aproximadamente 30mM de treonina; entre

.aproximadamente 7TmM vy aproximadamente 30mM de prolina; y/o

aproximadamente 7mM vy aproximadamente 30mM de wvalina. En una
modalidad adicional de los métodos descritos agui, la
concentracién combinada de leucina, lisina, treonina, prolina, vy
valina en el medio de <cultivo <celular deseado esta entre
aproximadamente 35mM vy aproximadamente 150 mM. En aun otra
modalidad, la concentracién combinada de leucina, licina,
treonina, y valina en el medio de cultivo celular deseado esta
entre - aproximadamente 60% y aproximadamente 80% de la

concentracidén de los aminocdcidos esenciales totales en el medio

de cultivo celular deseado.
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En una modalidad de los métodos descritos aqui, la concentracién
combinada de los aminodcidos esenciales en el medio de cultivo
celular deseado estd entre aproximadamente 30% y aproximadamente
50% de la concentracién de aminocdcidos totales en el medio de
cultivo celular deseado. En otra modalidad de los métodos
descritos aqui, la concentracién de aminodcidos en el medio de
cultivo celular deseado esta entre aproximadamente 120mM vy
aproximadamente 350 mM. En una modalidad adicional de los métodos
descritos aquil, la concentracién de prolina en el cultivo celular
se mantiene en méds de aproximadamente 1mM. En aun otra modalidad
de los metodos descritos agui, la concentraciédn de prolina del
cultivo celular se mantienen en mas de aproximadamente 2mM. En
algunas modalidades de los metodos de produccidén de un
polipéptido, el cultivo celular es un cultivo celular a gran
escala. En otras modalidades, las células son células de

animales.

Un aspecto adicional de 1la invencidn proporciona polipébtidos
producidos de acuerdo con los métodos descritos aqui. Otro
aspecto de la invenciédn proporciona una composicidén farmacéutica
que comprende un polipéptido producido de acuerdo con los métodos

descritos aqui y un portador farmacéuticamente aceptable.

Un cuarto aspecto de la invencidén proporciona un método de
cultivo celular que comprende: proporcionar un cultivo celular,
que comprende: células; y un medio de cultivo celular deseado,
que comprende una concentraciédn de un aminoacido que se calcula
para uso en masa celular y una concentracidn del aminoacido que

se calcula para uso en mantenimiento celular; y mantener el



"10

15

25

BUG10T

cultivo celular bajo condiciones que permitan el crecimiento y la
replicacidén de las células en el cultivo celular. En una
modalidad de la invencidn, el medio de cultivo éelUlar deseado
comprende una concentracién de aminodcido ajustado a valores
iniciales, A', de acuerdo con la férmula A=[(MX)+( Y'MX]'F, en
donde X es una concentracién del aminocacido que se utiliza por
unidad de masa celular, M es un multiplicador para una densidad
celular de pico deseada del cultivo celular, Y es un factor de
mantenimiento celular, y F es un factor de wvalor inicial. En
algunas modalidades de los métodos de cultivo celular, el cultivo
celular es un cultivo celular a gran escala. En otras

modalidades, las células son células de animales.

Un aspecto adicional de la invencidén proporciona un medio de
cultivo celular, que comprende una concentracién total de
aminoacidos de entre aproximadamente 120mM vy aproximadamente
350mM. Otro aspecto de la invencidn proporciona un medio de
cultivo celular para uso en la produccidédn de un polipéptido de
interés, que comprende una concentracidén total de amincacidos de

entre aproximadamente 120mM y aproximadamente 350mM.

Qtro aspecto .de la invencidn proporciona un medio de cultivo
celular para uso en la produccién de un polipéptido de interés,
que comprende und concentracién de un aminodcido que se calcula
para uso en masa celular, una concentraciédn del aminodcido que se
calcula para uso en mantenimiento celular, y una concentraciédn
del aminoacido que se <calcula para i1ncorporacién en el.
polipéptido de interés. En una modalidad de la invencién, el

medio de cultivo <celular para uso en la produccidn de un
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polipéptido de interés comprende uné concentracion de aminoacidos
ajustados a valores iniciales, A, de acuerdo con la férmula
A=[(M"X)+(NPMH(Y'MX)]'F, en donde X es ﬁna concentracién del
aminoacido que se utiliza por unidad de masa celular,‘P‘es'una
concentracidén del aminodcido que se utilizan para incorporacidn
en el polipéptido de interés por unidad de titulo de polipéptido,
M es un multiplicador para una densidad celular pico deseada del

cultivo celular, N es un multiplicador para concentracién deseada

del polipéptido de interés, Y es un factor de mantenimiento

celular, y F es un factor de valor inicial.

Aun otro aspecto de la invencioén proporciona un medio de cultivo

celular, que comprende una concentracién de aminodcido ajustado a

valor inicial, A/, de acuerdo con la férmula A'=[(MX)( Y'MX)]'F, en

. donde X es una concentracidén del aminocacido que se utiliza por

unidad de masa c¢elular, M es un multiplicador para densidad
celular pico deseada del cultivo celular, Y es un factor de
mantenimiento celular, y F es un factor de linea base. En algunas
modalidades, el medio de cultivo celular es un medio de cultivo

celular a gran escala. En otras modalidades, el medio de cultivo

celular es un medio de cultivo de células animales,

Aun otro aspecte de la 1invencidn proporciona un método para
determinar una concentracién optimizada de un amincacido
utilizado en un medioc de cultivo celular para la produccidn de un

polipéptido de interés en un cultivo celular, que comprende:
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determinar la concentracién de aminocdcidos requerida para la masa
celular de la células en el medio de cultivos celular en una
densidad - celular objetivo; determinar la concentracién de
aminoacido requerida para producir el polipéptido de interés en
el cultivo <celular en wun titulo de polipéptido objetivo;
determinar la concentracién de. amincdacidos requerida para el
mantenimiento celular de las células en el cultivo celular; vy
agregar las concentraciones para proporcionar una concentracidn
optimizada del aminodcido wutilizado en el medio de cultivo
celular para 1la produccidén del polipéptido de interés en el

cultivo celular.

Un aspecto adicicnal de la invencidén proporciona un método para
determinar una concentracidén de aminocdcido optimizada, A, de un
aminodcido wutilizado en un medio de cultivo celular para la
produccidén de un polipéptido de interés en un cultiveo celular,
que comprende; determinar la concentraciédn de aminoécido, X,
requerida para la masa celular ;ks las células en una densidad
celular establecida; determinar la concentracién de amincacido,
P, requerida para producir el polipéptido de interés en un titulo
de polipéptido establecido; determinar la concentracidén de
aminoacido optimizada, A, de acuerdo con la formula
A=[(M"X)HN'P)HY*M'X)]'F, en donde M es un multiplicador para una
densidad celular objetivo deseada del cultivo celular, N es un
multiplicador para una concentracién objetivo deseada del
polipéptido de interés, Y es un factor de mantenimiento celular,
y ' es un factor de valor inicial. En algunas modalidades de los

métodos para determinar una concentracién de  aminocéacido
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optimizada, el cultivo celular es un cultivo celular a gran

escala. En otra modalidad, las células son células de animales,

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién serdn evidentes
a partir de la siguiente descripcidn detallada y

reivindicaciones.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS.

La Figura 1 describe la densidad celular {eje Y; “Densidad
Celular (10° células/mL)”) durante el tiémpo {eje X; “Dias”) para
células CHO construidas con ingenieria para expresar anti-IL-22.
Las células se cultivan en el medio disefiade racionalmente del

ejemplo 2.

La Figura 2 describe el titulo (eje Y; “Titulo (g/L)”) de
anticuerpo anti IL-22 durante el tiempo (eje X; “Dias”) para
células CHO construidas con ingenieria para expresar anti-IL-22.
Las células se cultivan en el medio diseriado racionalmente del

ejemplo 2.

La Figura 3 describe la densidad celular (eje Y; “densidad
celular (10° células/mL)”) durante el tiempo (eje X; “Dias”) para
células CHO construidas con ingenieria para expresar anti-IL-22.
Las células se cultivan eﬁ el medio disefiado racionalmente del

ejemplo 3.

La Figura 4 describe el titulo (eje Y; “Titulo ({(g/L)”) de

anticuerpo anti IL-22 durante el tiempo {(eje X; “Dias”) para
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células CHO construidas con ingenieria para expresar anti-IL-22.

Las c¢élulas se cultivan en el medio diseriado racionalmente del

ejemplo 3.

La Figura 5 describe el titulo (eje Y; “Titulo (g/L)"”) de
anticuerpo anti IL-22 durante el tiempo (eje X; “Dias”) para
células CHO construidas con ingenieria para expresar anti-IL-22.
Las células se cultivan en “medio tradicional” {(un medio basado
en los requerimiento de Eultivo celular tradicionales, ver, por
ejemplo, Solicitud de Patente Estadounidegse Publicada No.
2006/0121568), "“Medio de Disefio Racional” preparada utilizando
los métodos aqui, o "“Medio Tradicional + Prolina”, gque contiene
un adicional de 3.7 mM de prolina agregada al “Medio Tradicional”

(ver ejemplo 4).

La Figura 6 describe 1la densidad celular (eje Y; “densidad
celular (10° células/mL)”) durante el tiempo (eje X; “Dias”) para
células CHO construidas con ingenieria para expresar anti-IL-22.
Las céiulas se cultivan en “El Medio Tradicional” “Medic de

Disefic Racional” o “Medio Tradicional + Prolina” (ver ejemplo 4).

La Figura 7 describe la viabilidad celular (eje Y; “Wiabilidad
[%]”) durante el tiempo (eje X; “Dias”) para células CHO
construidas con ingenieria para expresar anti-IL-22. Las células

se cultivan en “Medio Tradicional”, “Medio de Disefio Racional”, o

“Medio Tradicional + Prolina” (ver ejemplo 4).

La Figura 8 describe la concentracidén del amincacido disefado

(eje Y; “[uM]”)({(Figura 8A) prolina; (Figura 8B) treonina; (Figura
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8C) valina; (Figura 8D) triptofan; o (Figura 8E) tirosina) durante
el tiempo (eje X; “Dias”) para células CHO construidas con
ingenieria para expresar anti-IL-22. Las células se cultivan en
“"Medio Tradicicnal”, “Medic de Diserio 'Racional”, o “Medio

Tradicional + Prolina” (ver ejemplo 4).

La Figura 9 describe la densidad celular (eje Y; “Densidad
Celular (10° células/mL)”) durante el tiempo (eje X; "“Dias”) para
células CHO construidas con ingenieria para expresar anti-IL-22.
Las células se cultivan en “Medio de Diserio Racional”, o “Medio
de Disefio Racional sin mantenimiento y factores ae valores
iniciales”. La Figura representativa de cinco réplicas

independientes (n=5) (ver ejemplo 6).

La Figura 10 describe la viabilidad celular (eje Y; “Viabilidad
[%]”) durante el tiempo (eje X; “Dias”) para células CHO
construidas con ingenieria para expresar anti-IL-22. Las células
se cultivan en “Medio de Disefio Racional”, o "“Medio de Disefio
Racional sin mantenimiento vy factores de valores iniciales”. La
Figura representativa de 5 réplicas independientes (n=5) (ver

ejemplo 6). -

"La Figura 11 'describe titulo de anticuerpo (eje Y; “Titulo

(g/L)") durante el tiempo (eje X; “Dias”) para c¢élulas CHO
construidas con ingenieria para expresar anti-IL-22. Las células
se cultivan en “Medio de Disenio Racional”, o “Medio de Disefio

Racicnal sin mantenimiento y factores de valores iniciales”. La
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Figura representativa de 5 réplicas independientes (n=5) (ver

ejemplo 6).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El término “cultivo en tanda” como se utiliza aqul se refiere a

un método para cultivar células en las que todos los componentes

que se utilizaran finalmente en el cultivo en las células,

incluyen el medic asi como también las células mismas, que se

proporcionan al inicio del proceso de cultivo. Un cultivo de

tanda se detlene tipicamente en algun punto y las células y/o

componentes en el medic se cosechan y purifican opcionalmente.

El término “cﬁltivo de tanda-alimentacién” como se utiiiza aquil
se refiere a un métodoc para cultivar células en las qué se
proporcicnan componentes adicionales al cultivo en algin momento
posterior al inicio del proceso de cultivo. Los componentes
proporcionados comprenden tipicamente complémentos nutricionales
para las células que se han agotado durante el proceso de
cultivo. Un cultivo de tanda-alimentacidén se detiene tipicamente
en algun punto y las c¢élulas y/o componentes en el medic se
cosechan y purifican opcionalmente. En una modalidad preferida de
la presente invencidén, el cultivo ceiular es un cultivo de
células animales, por ejemplo, un cultivo de células de mamifero,

que es un cultivo de tanda o tanda-alimentacidn.

El término “cultivo de perfusién” como se utiliza aqui se refiere
a un método para cultivar células en la que se proporcionan

componentes adicionales continuamente o semicontinuamente al
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cultivo posterior al inicio del proceso de cultivo. El componente
proporcionado comprende tipicamente complementos nutricionales
para las células que se han agotado durante el proceso de
cultivo. Porciocnes de las células y/o componentes en el medio se
cosechan tipicamente en una base continua o semicontinua, y se

purifican opcionalmente.

El término ‘“biorreactor” como se utiliza aqui se refiere a
cualquier recipiente utilizado para el crecimiento de un cultivo
celular procaridtico o eucaridético, por ejemplo, un cultive de
células animales (tal como cultivo de célula de nmmifero). El
biorreactor puede ser de cualquier tamafioc mientras gque sea util
para cultivo de <c¢élulas, por ejemplo, células de mamifero.
Tibicamente, el biorreactor serda de por lo menos 30 ml vy puede
sér de 1, 10, 100, 250, 500, 1000, 2500, 5000, 8000, 10000, 12000
litros o mas, © cualquier volumen intermedio. Las condiciones
internas del birreactor, que incluye, pero no se limitan a pH y
temperatura, se controclan tipicamente durante el periodo de
cultivo. El biorreactor puede estar compuesto de cualguier
material que sea adecuada para alojar cultivos de células de
mamiferos suspendidos en medio bajo condiciones de cultivo de la
presente invencién, que 1incluyen vidrio, plédstico metal. EI1
término “biorreactor de produccién” como se utiliza aqui se
refiere al biorreactor final utilizado en la produccidén del
polipéptido o proteina de interés. El volumen de un biocrector de
produccidn de cultivo celular a gran escala es generalmente mayor
de aproximadamenfe 100 ml, tipicamente por lo menos
aproximadamente 10 litros, y puede ser de 500, 100, 2500, 5000,

8000, 10000, 12000 litros o més, o cualgquier volumen intermedic.
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Un expertoc en la técnica sera capaz de seleccionar, biorreactores

adecuados para uso en la préactica de la presente invencidn.

Los términos “densidad celular” “concentracién celular”, o
similares, como se utiliza aqui, se refieren a ese numero, peso,
masa, etc. de células presentes en un volumen de medio dado.
“densidad celular pico” o similares se refiere al numero maximo
de células que se pueden alcanzar en un volumen de medio dado, y
“densidad de célula pico deseada” o similar se refiere al numero
maéximo de células que un medico desea obtener (por ejemplo,
objetivos) en un volumen <c¢elular dado. Variacliones de tales
valores objetivo serdn cercanos a aquellos expertos en la
técnica, por ejemplo, un experto puede expresar un valor objetivo
en términos de masa celular deseada, y tales valores objetivos
pueden estar en una © mas unidades de medicién apropiadas (por
ejemplo, unidades de masa celular pico deseadas).

El término “viabilidad celular” como se utiliza aquil se refiere a
la capacidad de la células en el cultivo para sobrevivir bajo u
conjunto de condiciones de cultivo o variaciones experimentales
dadas. El1 término como se utiliza aqui también se refiere a esa
porcidn de la células que estan vivas en un momento particular en

relacién con el numero total de células, vivas y muertas, en el

cultivo en ese momento.

Los términos “cultives” y “cultivo celular” como se utilizan aqui
se refieren a una poblacidén de células que estd suspendida en un
medioc de cultivo celular bajo condiciones adecuadas para

supervivencia y/o crecimiento de la poblacidén celular. Como se
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utilizan aqui, estos términos se pueden referir a la combinacidn
gue comprende la poblacidn celular (por ejemplo, el cultivo de

células de animal) y el medio en el que se suspende la poblacién.

El teérmino “densidad celular viable integrada” o “IVC” como se
utiliza aqui se refiere a la densidad promedio de células viables
durante el curso del cultivo multiplicado por 1la cantidad de
tiempo que ha transcurrido de cultivo. Asumiendo gue la cantidad
de polipéptido y/o proteina producida es proporcional al numero
de células viables presentes durante el curso del cultivo, la
densidad celular viable integrada es una herramienta 0til para
estimar la cantidad de polipéptido y/o proteina producida durante

el curso del cultivo.

Los términos “medio”, “medio de cultivo celular”, vy “medio de
cultivo” como se utiliza aqui se refieren a una solucidn que
contiene nutrientes que alimentan al animal en crecimiento, por
ejemplo, células de mamifero. Tipicamente, estas soluciones
proporcionanbaminoécidos esenciales y no esenciales, vitaminas,
fuentes de energia, lipidos, y oligoelementos requeridos por la
célulg para crecimiento minimo y/0 supervivencia. La solucién
también puede contener componentes que mejoren el crecimiento y/o
supervivencia por encima del indice minimo, que incluye hormonas
y factores de crecimiento. La solucidén se formula preferiblemente
a un pH y concentracidén de sal optimas para la proliferacidn y
supervivencia celular., En una modalidad, el medio es un medio
definido. Los medios definidos son medios en los cuales todos los
componentes tienen una estructura gquimica conocida. En otra

modalidad de la invencidén, el medio puede contener un aminoédcido
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derivado de cualquier fuente o método conocido en la técnica, que
incluye, perc no se limita a, un aminocdcido derivado de adicién
de aminoacidos sencillos o de peptona o adicioéon de hidrolisato de
proteina (que incluye adiciones de fuentes de plantas o

animales).

El término “siembra” como se utiliza aquili se refiere al proceso
de proporcionar un cultivo celular para un biorreactor u otro
recipiente. Las células pueden haber sido propagadas previamente

en otro biorreactor o recipiente. Alternativamente, las células

pueden haber sido congeladas o descongeladas antes de, por

ejemplo, inmediatamente antes de, suministréndolas al biorreactor

0 recipiente. El1 término se refiere a cualquier numero de

células, que incluyen una uUnica célula.

El término “titulo” como se utiliza aqui se refiere a la cantidad
total de polipéptido de interés producida por un cultivo de
células de animal, dividido por una cantidad dada de volumen de
medio; asi “titulo” se refiere a una concentracidén. EL titulo se
expresa tipicamente en unidades de miligramos de polipéptido por

mililitro de medio.

Como se wutiliza aqui, el término “anticuerpo” 1incluye una
proteina que comprende por lo menos uno, y tipicamente dos,
dominios VH o sus porciones, y/o por lo menos uno, y tipicamente
dos, dominios VL o sus porciones. En ciertas modalidades, el
anticuerpo es un tetramero de dos cadenas de inmunoglobﬁlinas
pesadas y dos cadenas de inmunoglobulinas livianas, en donde 1las

cadenas de inmunoglobulina pesada y liviana se interconecta por,
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por ejemplo, enlaces disulfuro. Los anticuerpos, o una porcién de
estos, se puede obtener a partir de cualquier origen, que
incluye, pero no se limita a, roedores, primates (por ejemplo
primate humano y no humano), camélidos etc., o ellos se pueden
producir recombinantemente, por ejemplo métodos quiméricos,
humanizados 'y/o generados in Vitro, por ejemplo, por métodos bien

conocidos por aquellos expertos en la técnica.

Ejemplos de fragmentos de unidén abarcados dentro del término
“fragmentos de unidén a antigeno” de un anticuerpc incluyen, pero
no se limitan a, (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente
que consiste de los dominios VL, VH, CL y CH1l; (ii) un fragmento
F(ab"),, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab
ligados por un puente de dilsulfuro en la regidén bisagra; (iii)
un fragmento Fd gue consiste de los dominios VH y CHl; (iv) un

fragmento Fv que consiste de los dominios VL y VH de un brazo

sgncillo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb, que consiste de
un dominié VH; (vi) un dominio vwvariable de cadena pesada de
camélido o camelizado (VHH); (vii) un Fv monocatenarioc (scFv; ver
adelante); (viii) un anticuerpo bilespecifico; y (ix) uno o més

fragmentos de una molécula de inmunoglobulina fusionada a una
regidén Fc. Adicionalmente, aunque los dos dominios del fragmentos
Fv, VL y VH, se codifican por genes separados, ellos se pueden
unir, utilizando métodos recombinantes, mediante un ligador
sintético que les permite ser hechos como una uUnica cadena de
proteina en la que los pares de regiones VL y VH forman moléculas
monovalentes (conocidas como Fv Hmnocaténario (scFv})); ver, por
ejemplo, Bird et al (1988) Science 242:423-26; Huston et al

(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:5879-83) . Tales
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anticuerpos monocatenarios también estédn destinados a ser
abarcados dentro del términoc “fragmento de unidén a antigeno” de
un anticuerpo. Estos fragmentos se pueden obtener utilizando
técnicas convencionales conocidas por aquellos expertos en la
técnica, vy los;fragmentos se evallan para funcidén en la misma

forma ya que son anticuerpos intactos.

El “fragmento de unidén a antigeno” puede, opciocnalmente, incluir
adicionalmente un grupo funcional que mejora uno o mads de, por
ejemplo, estabilidad, funcién de célula efectuadora o fijacién de

complemento. Por ejemplo, el fragmento de unidén a antigeno puede
incluir adicionalmente un grupo funcional pegilado, albamina, o©

una regidn constante de cadena liviana y/o pesada.

A diferencia de anticuerpos “biespecificos” o “bifuncionales”, se
entiende que un anticuerpo tiene cada uno de sus sitios de unidn
idénticos. Un “anticuerpo bifuncional” o “biespecificos” es un
anticuerpo hibrido artificial que tiene dos pares de cadena
pesada/liviana diferentes y dos sitios de unidn diferentes. Los
anticuerpos biespecificos se pueden produclir mediante una
variedad de métodos que incluyen fusidén de hibridomas o ligado de
los fragmentos Fab’'. Ver, por ejemplo, Songsivilai and lachmann
(1990) Clin. Exp. Immunol 7%9:315-21; Kostelny et al. (1992) J.

Immunol. 148:1547-53.

La frase “proteinas” o “productoc de proteinas” se refiere a una o
mas cadenas de aminoacidos. Como se utiliza aqui, el término
“proteinas” es sindénimo de “polipéptido” y, como se entiende de

manera general en la técnica, se refiere a por 1lo menos una
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cadena de aminoédcidos ligados por via de enlaces de péptidos
secuenciales. Eﬁ ciertas modalidades, una “proteina de interés” o
un “polipéptido de interés” es una proteina codificada por una
molécula de acido nucleico exdgena que se ha transformado en una
célula anfitriona. En ciertas modalidades, en donde la “proteina
de interés” se codifica mediante un ADN exdégeno con el qgue se ha
transformado la c¢élula anfitridn, la secuencia de &acido nucleico
del ADN exdégenco determina la secuencia de aminodcidos. En ciertas
modalidades, una “proteina de interés” es una proteina codificada

por una molécula de &cido nucleico que es enddgena a las células

anfitrionas. En cilertas modalidades, la expresion de tal una
proteina enddgena de interés se altera al transfectar una célula
anfitriona con una molécula de &cido nucleico exdgena gque puede,
por éjemplo, contener una o mas secuencilas reguladoras vy/o
codificar una proteina que mejora la expresién de la proteina dé
interés. Los métodos y composiciones de la presente invencidn se
pueden utilizar para producir cualguier proteina de interés, que
incluye, pero no se limita a proteinas que tienen propiedades
farmacéuticas, de diagndstico, agricolas, y/o cualquiera de una
variedad de otras propiedades que son utiles en aplicaciones
comerciales, -experimentales y/o otras aplicaciones.
Adicionalmente, una proteina de interés puede ser una proteina
terapéutica. A saber, una proteina terapeéutica es una proteina
que tiene un efecto biocldgico sobre una regidn en el cuerpo sobre
el cual esta actla o sobre una regién del cuerpo sobre el cual
esta actia remotamente por via de intermedios. Ejemplos de
terapéuticos de proteina se discuten aqui en mas detalle

adelante.
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En ciertas modalidades, las proteinas producidas utilizando
métodos y/o composiciones de la presente invencién se pueden
procesar y/o modificar. Por ejemplo, una proteina a ser producida

de acuerdo con la presente invencidén se puede glicosilar.

La presente invencidén se puede utilizar con células de cultivo

para la produccién ventajosa de cualquier proteina terapéutica,

tal como anticuerpos, receptores, enzimas relevantes
comercialmente o farmacéuticamente (por ejemplo, anticuerpos
monoclonales v/o policlonales), proteinas de fusidén Fe,
citoquinas, hormonas, factores reguladores, factores de

crecimiento, factores de coagulacién/aglutinamientd, agentes de
unidén a antigéno, etc. un experto en la técnica reconocera que se
pueden producir otras proteinas de acuerdo con la presente
invencidén, y sera capaz de utilizar los métodos descritos aqui

para producir tales proteinas.

Construcciones de Expresién y Generacién de Células Anfitrionas

Recombinantes

La presente invencidén utiliza células anfitrionas recombinantes,
por ejemplo, células anfitrionas procariéticas_o eucaridticas, es
decir, células transfectadas con una construccién de expresion
que contiene un acido nucleico que codifica un polipéptido de de
interés. La frase “células de animal” abarcan invertebrados,
vertebrados nb mamiferos {por ejemplo, aves, reptiles Yy
anfibios), y células de mamiferc. Ejemplos nos limitantes de
células de 1invertebrados incluyen los siguientes células de

insectos: Spodoptera frugiperda (caterpilar), Aedes aegypti
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(mosquito), Aedes albopictus (mosquito), Drosophila melanogaster
(mosca de la fruta), y Bombyx mori (gusano de seda/polilla de

ceda)

Un nimero de estirpes de células de mamiferos son células
anfitrionas adecuadas para expresidén recombinante de polipéptido
de interés. Las estirpes de células anfitrionas de mamiferos
incluyen, por ejemplo, COS, PER.C6, TM4, VEROO76, MDCK, BRL-3A4,
W138, Hep G2, MMT, MRC 5, FS4, CHO, 293T, A431, 3T3, CV-1,
C3H10T1/2, Coleo205, 2%3, Hela, L células, BHK, HL-60, FRhL-2,
U937, HaK, células Jurkat, Rat2, ‘BaF3, 32D, FDCP-1, PCl2, M1lx,
mielomas murino (por ejemplo, SP2/0 y NS0) y C2Cl2 células, asi
como también estirpes de c¢élulas de primates transformadas,
hibridomas, células diproides normales vy cepas de células
derivadas de cultivo in vitro de tejido primario y explantes
primarios. Cualquier célula eucaridtica que sea capaz de
expresar el polipéptido de interés se puede utilizar en los
métodos de disefic de medics descritos. Numerosasv estirpes
celulares estan disponibles de fuentes comerciales tal como el
American Type Culture Collection (ATCC). En una modalidad de la
invencién, el cultivo celular, por ejemplo, el cultivo de
células a gran escala, emplea células hibridoma. La construccidn
de las células de hibridoma que producen anticuerpds se conoce
bien en la técnica. En una modalidad de la invencién, el cultivo
celular, por ejemplo, el cultivo de célula a gran escala, emplea

células CHO.

Alternativamente, puede ser posible producir polipéptidos de

interés en forma recombinante en eucariotes inferiores tal como
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levadura, 0 en procariotes tal como bacterias. Cepas de
levaduras adecuadas incluyen las cepas Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces, Candida, o cualquier
cepa de levadura capaz de expresar polipéptidos de interés. Las
cepas bacterianas adecuadas incluyen Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Salmonella typhimurium, o cualquier cepa bacteriana

capaz de expresar el polipéptido de interés.

La expresidén en las bacterias puede resultar en la
formacidén de cuerpos de inclusidén que incorporan la proteina
recombinante. Asi, el replegamiento de la proteina recombinante
se puede requerir con el fin de producir material activo o mas
activo. Se conocen en la técnica diversos métodos para obtener
proteinas heterélogas plegadas correctamente a partir de cuerpos
de inclusidén bacterianos. Estos métodos involucran generalmente
solubilizar la proteina de 1los cuerpos de inclusidén, luego
desnaturalizar la proteina completamente utilizando un agente
caotrdépico. Cuando los residuos de cisterna esﬁén presentes en
la secuencia de aminoacido primaria de la proteina, es
frecuentemente necesarioc lograr el replegamientc en un ambiente
gue permita la formacidén correcta de enlaces de disulfuro (un
sistema redox). Los métodos generales para el replegamiento se
describen en Kohno (1990) Meth. Enzymol. 185:187-95, EP 0433225,

y Patente Estadounidense No. 5,399,677.

La presente invencidén utiliza construcciones, en la forma
de plasmidos, vectores, y casete de transcripcidén o expresidn
que comprenden por lo menos un polinucledtido que codifica un

polipéptido de interés. Los vectores son capaces de dirigir la
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expresion de los genes a los que ellos se ligan de manera
operable. Tales vectores se denominan agqui como “vectores . de
expresidén recombinante” o “vectores de expresién”. En general,
los vectores de expresiétn de wutilidad en técnicas de ADN
recombinante estan frecuentemente en la forma de plésmidos. En
la presente especificacién, “plasmido” y “vector” se pueden
utilizar intercambiablemente cuando el pléasmido estd en la forma
de vector m&s comin. Sin embargo, la invencidn esta destinada a
incluir otras formas de vectores de expresidén que sirven
funciones equivalentes, gue incluyen, pefo no se limitan a,
vectores viricos (por ejemplc retrovirus de replicacién

defectuosa, alfavirus modificados, adenovirus y adenoasociados).

Las construcciones gque son adecuadas para expresién de
proteinas en células de animales se conocen bien en la técnica.
Por ejemplo, los polinucledétidos se pueden ligar operativamente
a una secuencia de control de expresién tal como aquellas
presentes en los vectores de expresidon pMTZ2 o pED descritos en,

por ejemplo, Kaufman et al. (1991) Nuc. Acids Res. 19:4485-90.

\

otras secuencia de control de expresién adecuadas se encuentran
en vectores conocidos en la técnica e incluyen, pero no . se
limitan a: HaloTag™ pHTZ2, pACT, pBIND, pCAT®3, pCI, phRG, phRL
(Promega, Madison, WI); pcbNA3.1l, pcDNA3.1-E, pcDNA4/HisMAX,
pcDNA4 /HisMAX-E, pcDNA3.1/Hygro, pcDNA3.1/Zeo, pZeosSvV2,
pRc/CMV2, pBudCE4 pRc/RSV (Iﬁvitrogen, Carlsbad, CA); pCMV-3Tag
Vectors, pCMV-Script® Vector, pCMV-Tag Vectors, pSG5 .Vectors
(Stratagene, La Jolla, CA); pDNR-Dual, pDNR-CMV (Clonetech, Palo
Alto, CA); y pSMEDA (Wyeth, Madiscon, WI). Los métodos generales

de expresién de proteinas recombinantes también se conocen y se
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ejemplifican en, por ejemplo, Kaufman (1990) Meth. Enzymol.

185:537-66.

Como se define aqui “ligado operablemente” significa ligado
enzimdticamente o quimicamente para formar un enlace covalente
entre el polinucleétidoc a ser expresade y la secuencia de
control de expresidén en una forma que la proteina codificada se

expresa por la célula anfitriona transfectada.

Las construcciones de exXpresién recombinante de la
invencidén pueden llevar secuencias adicionales, tal como
secuencias reéuladoras (por ejemplo, secuencias que regulan la
replicacién de vector (por ejemplo, origines de replicacién,
transcripcidén de la secuencia de Acido nucleico que codifica el
polipéptido (o péptido) de interés) o expresidn de polipéptido
codificado), las secuencia tag tal como histidina, y genes de
marcador seleccionables. El término “secuencia reéuladoras” esté
destinado a incluir promotores, mejoradores y cualquier otros
elementos de control de expresidén (por ejemplo sefales de
poliadenilacién, sitios de empalme de transcripcidn) que
controlan la transcripcidn, replicacidén o traduccidn. Tales
secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel,
Gene Expression Technology: Methods in Enzymology, Academic
Press, San Diego, CA (1990). Aquellos expertos en la técnica
reconoceran que el disefio del vector de expresidn, que incluye
la seleccidén de secuencias regquladoras, dependera de varios
factores, que incluyen la eleccién de la célula anfitriona y el
nivel de expresidén de proteina deseado. La secuencia reguladoras

preferidas para expresidén de proteinas en células anfitrionas de
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mamiferos incluyen elementos viricos que dirigen altos niveles
de expresién de proteina, tal como promotores y/o mejoradores
derivados del promotor FF-la y BGH poli A, citomegalovirus (CMV)
(por ejemplo, el promotor/mejorador CMV), virus de Simio 40
(SV40) (por ejemplo, el promotor/mejorador SV40), adenovirus
(por ejemplo, el promotor tardio principal de adenovirus
(AdMLP)), vy polioma. Los elementos reguladores viricos, y sus
secuencias, se describen en, por ejemplo, 1las Patentes
Estadounidenses Nos. 5,168,062; 4,510,245; vy 4,968,615, todas

las cuales se incorporan como referencia aqui en su totalidad.

Los vectores adecuados, que contienen secuencias

reguladoras apropiadas, incluyen secuencias promotoras,
secuencias terminadoras, secuencias de poliadenilacidn,

secuencias mejoradoras, genes marcadores y otras secuencias
segun sea apropiade, vya sean seleccionadas o construidas. La
expresién de proteinas induéibles,.lograda al utilizar vectores
consecuencias promotor inducibles, tal como vectores inducibles
por tetraciclina- por ejemplo, pTet-On™ y pTet-Off™ (Clontech,
Palo Alto, CA), también se pueden utilizar en - el método
descrito. Para detalles adicionales relacionados con 1los
vectores de expresién, ver, por ejemplo, Molecular Cloning: a
Laboratory Manual (2nd ed.) eds. Sambrook ef al., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1989). Muchas
técnicas conccidas y protocolos para manipulacién de Aacidos
nucleicos, por ejemplo, en la preparacidén de construcciones de
acido nucleico, mutagenia, secuenciamiento, introduccidén de ADN
en células, expresidén génica, y andlisis de proteinas, también

se describen en detalle en Current Protocols in Molecular
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Biology (2nd ed.) eds. Ausubel et al., Wiley & Sons, Alameda, CA

{1992) .

Un polinucledtido © insertado en una construccidén de
expresién para producir un polipéptido de interés puede
codificar cualquier polipéptido que sea capaz de ser expresado
en la célula anfitriona utilizada en el cultivo celular. Asi, el
polinucledétido puede codificar productos de gen de longitud
completa, poréiones de genes de longitud completa, péptidos, o
proteinas de fusién. Tales polinucledtidos pueden consistir de
ADN geondmico o cDNA, y se pueden derivar de cualquier animal.
Los polinucledétidos también se pueden aislar de «células u
crganismos mediante métodos bien conocidos en la técnica, por
ejemplo, PCR o RT-PCR, o se pueden producir por métodos de
sintesis quimica convencional conocidos. Tales polinucledtidos
quimicamente sintéticos pueden poseer propiedades bioldgicas en
comun con polinucledtidos naturales, y asil se pueden emplear

como sustitutos para polinucledtidos naturales.

Los polinucledtidos también pueden ser‘ producidos
recombinantemente al ligar operablemente el polinucleétido que
codifica el polipéptido de interés a las secuencias de control
adecuadas en uno o mas vectores de expresidén de insectos, tal
como vectores baculovirus, y que emplean un sistema de expresidn
de células de insectos. Materiales y métodos para los sistemas
de expresién baculovirus/Sf9 estdn disponibles comercialmente en
forma de equipo (por ejemplo, el equipo MAXBAC®, Invitrogen,

Carlsbad, CA}.
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La transfeccidén de «c¢élulas anfitrionas, por ejemplo,
celulas de animales, con la construccidén de expresién se puede
lograr mediante numercosos métodos que se conocen bien en la
técnica. Las células se pueden transfectar transitoriamente o
transfectar establemente., Existen varios métodos diversos bien
establecidos para el suministro de moléculas, particularmente
dcidos nucleicos, en las células anfitrionas, por ejemplo,
celulas de animal. Dependiendo del tipo celular, la transfeccién
deseada (es decir, transitoria o estable), y los requerimiéntos
experimentales especificos, tal como transfeccién de estirpes
celulares dificiles o células primarias, el tipo de molécula
transfectada (ADN geondmico, ADN, oligonucledtidos), o la
construccidn de expresioén seleccionada, cada método de
transferencia posee ventaja y desventajas conocidas por aquellos
expertos en la técnica. Los métodos de transfeccidén comin
incluyen, por ejemplo, precipitacién por fosfato de calcio,
transfecciédn mediada por liposomas, transfeccidén mediada por
Dextrano DEAE, pistolas de genes, electroporacidén, suministro de
nanoparticulas, poliaminas, episomas, y polietileniminas.
Adicionalmente, los numerosos equipos de transfeccién vy

reactivos estédn disponibles comercialmente de companias tales

como Invitrogen (VOYAGER™, LIPCFECTIN®), EMD Biosciences, San
Diego, CA (GENEJUICE™), Qiagen, Germantown, MD (SUPERFECT™),

Orbigen, San Diego, CA (SAPPHIRE™), y muchos otros conocidos por
aquellos expertos en la técnica. Los protocolos de transfecciédn

también se pueden encontrar en Basic Methods 1in Molecular

Biology (2" ed.) eds. Davis et al., Appleton y Lange, CT (1994).
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La presente invencién utiliza cultivos <celulares, por
ejemplo, <cultivos de <células animales a gran escala, para
producir grandes cantidades del polipéptido de interés. Los
metodos para transfeccidn transitoria a gran escala se describen
en Large-scale Mammalian Cell Culture Technology (Biotechnology
y Biloprocessing Series) ed. Lubiniecki, Marcel Dekker, NY
(1990); Kunaparaju et al. (2005) Biotechnol. Bioceng. 91:670-77;
Mailorella et al. (1988) Bio/Technology 6:1406-10; Baldi et al.,
supra; Lan Pham et al., supra; Meissner et al., supra:; Durécher
et al., supra). En genefal, la expresidon de gen transitoria a
gran escala en cultivos de células de mamiferos puede emplear
uno cualqguiera de diversos tipos comunes de modos de
transfeccidén, por ejemplo, polietilenimina, pulso de campo
eléctrico, CALFECTION™ o fosfato de calcio, para lograr alta
eficiencia de -transfeccién a volumen o escala deseada, por
ejemplo, mas de 10 litros (Dercuazi et al., supra; Rols et al.
(1992) Eur. J. Biochem. 206(1):115-21; Wurm vy Bernard‘ (1999)
Curr. Opin. Biotechnol. 10(2}:156-59; Schlaeger y Christensen
{1999) Cytotechnology 30(1-3):71-83; Jordan et al. (1998)
Cytotechnology 26{(1):39-47; Lindell et al. {2004) Biochin.
Biophys. Acta 1676(2):155-61). Estos cultivos en gran escala se
hacen crecer generalmente en '~ biorreactores, agitadores o
incubadoras con paletas dé agitaciodén, y también se conocen conmo
“centrifugador” o cultivos de “suspensidén”. Asi, opuesto a las
transfecciones tradicionales, en los que las células se adhieren
a las placas o© matraces, los métodos descritos utilizan
generalmente cultivos en suspensién. Los cultivos de células a
gran escala se consideran generalmente gque son cultivos que

tienen un volumen mayor de aproximadamente 100 ml.
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En algunos casos, las estirpes celulares que expresan el
polipéptido de 1interés se puede producir primero y luego
utilizar para sembrar un cultivo celular a gran escala. Las
estirpes de células estables que expresan una proteilna de
interés se pueden producir por varios métodos bien conocidos,
que incluyen los métodos wutilizados para la transfecciédn
transitoria descrita aqui. En general, se producen estirpes de
células estables mediante crecimiento a largo plazo y seleccidn
en unos medics definido quimicamente. Por ejemplc, las células
transfectadas (por ejemplc, por precipitacién de fosfato de
calcio o transfeccidn liposdmica) con un &cido nucleico que
codifica un polipéptido de interés se pueden transfectar
concomitantemente con un vector que lleva un gen de resistencia
a la neumicina, que confiere resistencia a la
neomicina/geneticina (G418). Las células transfectadas se hacen
crecer luego en medios que contiene G418, y las células
sobrevivientes se expanden clonalmente para producir una estirpe
de células que se expresan establemente. Luego se pueden

utilizar alicuotas de esta estirpe celular para sembrar un

‘cultivo a gran escala y producir grandes cantidades de 1la

proteina de interés.

La transfeccién de células requiere la optimizacién de
diversas variables, que incluyen densidad de siembra celular
{por ejemplo, aprokimadamente 1 x 10° a aproximadamente 3 x 108
células/ml de cultivo), concentracidén de suero (por ejemplo,_O—
10%), temperatura de incubacidén (por ejemplo, aproximadamente

20-38°Cy, reactivo o vehiculeo de transfeccidn (quimico o
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eléctrico), volumen de cultivo (por ejemplo, aproximadamente 5
ml-20 litros}, y tiempo de incubacién (por ejemplo,
aproximadamente 24-144 horas). Para cada tipo de célula, variaré

los paréametros 6ptimos. Sin embargo, los proveedores comerciales
suministran generalmente directrices de optimizacién para
transfectar tipos de células particulares, como lo hacen varias
referencias conocidas por aquellos expertos en la técnica que
utilizan la transfeccién de las células anfitrionas
seleccionadas. Estas fuentes se pueden utilizar para dirigir la
transfeccidén de la célula anfitriona seleccionada, o se pueden
utilizar como un punto de partida del cual el ensayo simple vy
error se puede wutilizar para proporcionar ©parametros de

transfeccién oOptimos.

Cultiveo celular

Procedimientos tipicos para producir un polipéptido de
interés incluyen cultivos de tanda vy cultivo de tanda-
alimentacién. Los procesos de cultivo de tandas comprenden
tradicionalmente inocular un cultivo de produccién a gran escala
con un cultivo de semillas de una densidad celular particular,
hacer crecer las células bajo <condiciones conductoras para
crecimiento celular y viabilidad, cosechar el cultivo cuando la
células alcanzan una densidad celular especifica, y purificar el
polipéptido expresado. Los procedimientos de cultivo de tanda-
alimentacidén  incluyen una etapa adicional o etapas de
complementacién del cultivo de tanda con nutrientes y otros
componentes que se consumeﬁ durante el crecimiento de las

células. Una persona medianamente versada en la técnica
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reconocerd que la presente invencidén se puede emplear en
cualquier sistema en el gque se cultivan células que incluyen,
perc no se limitan a, tanda, tanda-alimentacién y sistemas de
perfusién. En ciertas modalidades preferidas de la presente
invencidén, se hacen crecer las células en sistemas de tanda-

alimentacién.

Un problema persistente y no resuelto con los cultivoes
tradicionales, por ejemplo, cultivos de tanda y tanda-
alimentacioén, es la produccién de productos de desperdicio
metabdélicos, que  tienen efectos perjudiciales sobre el
crecimiento celular, viabilidad, y la produccidn de polipéptidos
expresados. Dos productos de desperdicios metabdlicos gque tienen
efectos particularmente perjudiciales son el lactato y amonio,
que se producen comce un resultado del metabolismo de la glucosa
y glutamina, respectivamente. Adicionalmente a la produccidn
enzimatica del amonio como un resultado del metabolismo de
glutamina, el amonio también se acumula en cultivos celulares
como un resultadc de la degradacidon nc metabdlica durante el

tiempo.

Las formulaciones de medios tradicicnales, gue incluyen
medios disponibles comercialmente tal como F10 de Ham (Sigma),
Medio Esencial Minimo ({MEM], Sigma), RPMI-1640 (Sigma), y Medio
de Tagle Mocdificado de Dulbecco ([DMEM], Sigma), contienen
relativamente altos niveles de glucosa y glutamina (la Ultima en
comparacién con otros aminodcidos). Previamente, se considera
que estos componentes se requieren en abundancia debido a que

ellos son fuentes de energla metabdlica primaria para las
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células. Sin embargo, el consumo répido de estos nutrientes
conduce a la acumulacidén de lactato y amonio como se describid
anteriormente. Adicionalmente, los altos niveles de glucosa \%
glutamina iniciales, y 1la posterior acumulacién de lactato vy
amonio, resultan en alta osmolaridad, una condicién gque por si
misma es frecuentemente perjudicial para el crecimiento celular,
la viabilidad celular y la produccién de polipéptidos. El1 medio
disenado racionalmente descrito aqui se puede modificar para
reducir la acumulacién de productos metabélicos perjudiciales.
Tales modificacicnes se pueden encontrar en, por ejemplo, las
Sclicitud de Patente Publicada Estadounidense Nos. 2005/0070013
(alimentacidn de glucosa restringida) Y 2006/0121568
{modificaciones de contenido de aminoacidos y relaciones) (ambos

se incorporan aqul come referencia en su totalidad).
Formulacicones y Disefic de Medios Racional

Las formulaciones de medios tradicionales comienzan con un
nivel relativamente bajo de aminoacidos totales en comparacion
con las formulaciones de medic de la presente invencidn. Por
ejemplo, el DME-F12 (una mezcla 50:50 del medio de Eagle
Modificado de Dulbecco y el medio F1Z2 Ham) tiene un contenido
total de aminocdcidos de 7.29 mM, y el medio de cultivo celular
tradicional conocido como RPMI-1640 tiene un contenido total de
aminoacidos de 6.44 mM (ver por‘ejemplo, Morton (1970) In Vitré
6:89-108; Ham (1965) Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 53:288-93;
Moore et al. (1967) J. Am. Medical Assn. 199:519-24, todas
incorporadas aqui como referencia). Las fo;mulaciones de medio

mas (tal como el medio descrito en la solicitud de Patentes
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Estadounidense Publicada No. 2006/0121568) contienen mayores
niveles de amino&cidos y nutrientes. Las formulaciones
tradicionales, sin embargo, no se basan en los requerimientos
celulares calculados actuales, gque incluyen crecimiento celular,
mantenimiento celular y, para cultivos celulares utilizados para
producir polipéptido recombinantes, requerimientos de
produccién. Utilizar estas variables, suministradas aqui con
métodos para determinar las formulaciones deé medios con

concentraciones muchos mayores, y aun no toxicas, de aminoacidos

totales.

Las formulaciones de medios de cultivo celular, por ejemplo,
las formulaciones de medios de cultivo celular a gran escala,
descritas aqui, cuando se utilizan de acuerdo con, por ejemplo
otras etapas de cultivos descritas aqui, vy c¢on, por ejemplo
modificaciones tal como aquellas encontradas en, por ejemplo, la
Solicitud de Patente Estadounidense Publicada No. 2006/0121568,
optimizan la densidad celular y el titulo de polipéptido. Una
concentracién de aminodcido de las formulaciones de medios
descritas aqul se basan en la concentracién de aminoacidos
requeridos para: 1) masa celular; 2) mantenimiento celular; y 3)
produccién de polipéptido. En una modalidad de la invencidn, un
medio de «cultivo celular contiene wuna concentracién de los
aminoacidos que se calcula para uso en masa celular, una
concentracién de los aminoacidos que se calcula para uso en el
mantenimiento celular, y una concentracidén de los aminodcidos que
se calcula para incorporacién en el polipéptido de interés. En
otra modalidad de 1a invencidén, un medio de cultivo celular

contiene ‘una concentracién, A, de un aminoadcido que se representa
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per la férmula A=[(M*X)+(N*P)+{Y*M*X)]*F, en donde X es la
concentracidén del aminoécidé que se utiliza por unidad de masa
celular, P es la concentracidén del aminoacido que se utiliza para
incorporacién en el polipéptido de interés por unidad de titulo
de polipéptido, M es el multiplicador de la masa celular deseada
(es decir, las unidades pico deseadas de masa celular), N es el
multiplicador de 1la concentracidén deseada de polipéptido de
interés (es decir, titulo de polipéptido deseado u objetivo), Y
es el factor de mantenimiento celular; y F es el factor de valcor

inicial.

La concentracién, P, del amincdcido que se utiliza para
incorporacién en el polipéptido de interés por unidad titulo de
polipéptido .en la férmula anterior se basa en la estructura
primaria de la proteina recombinante, es decir, el contenido de
aminoacido del polipéptido. Asi, P variard con base en el
polipéptido de interés que se produce por el cultivo celular a
gran escala. P puede luego ser convertido al requerimiento de
aminoacido para 1la concentracién objetivo de polipéptido de
interés utilizando N, el multiplicador para la concentracidn
deseada de polipéptido de interés (es decir, tituleo de
polipéptido objetivo o deseado) . En algunos ejemplos
representativos de la invencidén adelante, la unidad béasica de
titulo de polipéptido es 1 g/L. En la tabla 1, adelanté, que
contiene un cdlculo representative que wutiliza la férmula
suministrada aqui, la concentracidn de aminocacido del medio de
cultivo celular gue se requiere para el polipéptido de interés

en un titulo de 10 g/L (columna 4) se determina al multiplicar
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la concentracidén, P, del aminodcido requeride ‘bara 1 g/L

(columna 2) por el multiplicador, N, en donde N=10.

Tabla 1: Determinacidén Representativa del Concentracidn de
Aminoacido Ajustado a Valores Iniciales Requerido para titulo
objetivo de 10 g/L de Anticuerpo en una Masa celular Deseada, En
donde la Masa celular Deseada se Representa por la densidad-

celular de pico deseada de 15 x 106 células/ml
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4 (P x|5 (X x|6 (X x (Column
1 2 (P) | 3 (%) N) M) M x Y) 7 2 7 x
P
Aminodc [Concent |[Concent |[Concent [Concent |Concent |Concentr |Concent
ido racién |racidén |racidn |racidn |racidédn |acién racién
(AA) AR V4N FAVaN Total Total Total AAAA
Requeri {Requeri [total AA AA calculadlajustad
da Parajda parajRequeri |Requeri |Requeri |a a a
titulo [masa da Paralda parajda paralRequeridivalores
de celular |titulo [Densida jel a paralinicial
anticue [represe |de d manteni [titulo |es
rpo ntada anticue |celular miento |[de requeri
inicial |por rpo pico celular [anticuer|da para
de lldensida [objetiv |deseada |(¥=100% [po titulo
g/L d o de 10ide 15 x|) ojchjetivo|de
celular |g/L 106 (Y=1) y anticue
de 10%(N=10) |células densidad |rpo
células /ml celular lobjetiv
/ml (M=15) de picoo y
deseada !densida
d
celular
de pico
deseada
(F=1.3)
ColumnaColumnaEOlumni;COlumn Columna
2 x 10 |3 x 15 1002 445+6) 7T x 1.3
mM mM mM mM mM mM mM
ATA 0.41 0.30 4.08 4.56 4,56 13.20 17.17
ARG 0.17 0.16 1.73 2.38 2.38 6.50 8.45
ASN 0.26 0.15 2.62 2,23 2.23 7.08 9.21
ASP 0.29 0.29 2.87 4.36 4.36 11.59 15.07
CYs 0.19 0.09 1.88 1.42 1.42 4,73 6.14
GLU 0.40 0.16 4.00 2.33 2.33 8.067 11.26
GLN 0.39 0.29 3.87 4.40 4.40 12.67 16.47
GLY 0.47 0.25 4,72 3.80 3.80 12.33 16.02
HIS 0.16 0.07 1.59 1.07 1.07 3.72 4.83
ILE 0.14 0.16 1.43 2.33 2.33 6.10 7.93
LEU 0.49 0.25 4.88 3.80 3.80 12.49 16.24
LYS 0.52 0.24 5.20 3.55 3.55 12.31 16.00
MET 0.10 0.06 0.97 0.86 0.86 2.69 3.50
PHE 0.23 0.12 2.34 1.78 1.78 5.89 7.65
PRO 0.59 0.16 5.94 2.33 2.33 10.61 13.79
SER 0.97 0.34 9.73 5.11 5.11 19.96 25.94
THR 0.68 0.20 6.80 3.04 3.04 12.88 16.75
TRP 0.16 0.04 1.64 0.56 0.56 2.75 3.58
TYR 0.35 0.12 3.48 1.78 1.78 7.03 9.14
VAL 0.74 0.23 7.36 3.50 3.50 14.36 18.67
Total
(mM) 7.71 3.68 77.13 55.21 55.21 | 187.55 | 243.82
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El multiplicador N se puede calcular, por ejemplo, al
multiplicar la densidad celular viable integrada (IVC) por 1la
productividad especifica (qp) de una estirpe celular particular
(N=IVC*qgp). Por ejemplo, si 1la densidad de semilla de una
estirpe celular particular es 0.8 x 1096 células/ml, la densidad
celular en el dia 6 y .dia 10 es 15 x 106 células/ml, y la
densidad celular en el dia 18 es 11 x 106 células/ml (es decir,
73% del valor en los dias 6 y 15), entonces el IVC=211 x 106
(células/ml) *dia (es decir;' [(0.8+15)/21*6 dias +
[(15+15)/2]*4 diés + [(15+11)/2]1*8 dias). Si la productividad
especifica promedio (gp) de la estirpe celular seleccionadas es,
por ejemplo, 47 ug/106 células/dia, entonces N=10 g/L en el dia
18 (es decir, 211 x 106 (células/ml)*dia x 47 ng/106
células/dia). Un experto en la técnica reconocerad gue estos
cdlculos se pueden desarrollar con cualquier estirpe celular, o
que N se puede estimar basado en caracteristicas celulares y de
origen. Alternativamente, el multiplicador N no necesitard ser
calculado del IVC y gp, vy puede simplemente ser un titulo
objetivo razonable para un cultivo celular particular. Un
ejemplo profético, que describe el calculo de IVC y gp, vy la
selecciédn adicional de valores N y M razonables, se proporciona

como el Ejemplo 5 (adelante).

Como se wutiliza aqui, “masa celular,” “densidad celular,” vy
similares se refiere a una coleccidén de células. Por ejemplo,
una masa celular se puede referir a un gloébulo celular. Como se

utiliza aqui, "“masa celular deseada” y similares se refiere a
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una coleccidn de células, por ejemplo, un gldébulo celular, que
un médico desea obtener en un cultivo celular. Como se utiliza
aqui, “unidad de masa celular” y similares fefleja un namero de
formas de representacién de masa celular, por ejemplo, numeroc de
células, densidad celular, volumen ¢elular, volumen celular
empacado, peso celular seco, etc. Pafa una condicidn
experimental particular un experto en la técnica sabrad que la
forma mas conveniente ¢ apropiada de representar una unidad de
masa celular, etc. Un experto en la técnica también entenderd

que, dependiendo de la unidad de masa celular, M, el

multiplicador para la masa c¢elular deseada, es decir, las
unidades pico deseadas de la masa celular, se representara por
lo numercs de células pico deseadas, densidad celular de pico
deseada, volumen celular pico deseado, volumen celular empacado

pico deseado, peso seco pico deseado, etc.

En una modalidad de la invencién, la unidad de masa celular se
representa por la densidad celular y la masa celular deseada se
representa por la densidad celular de pico degeada, En otra
modalidad, la unidad de masa celular se representa por masa o
pesos de células secas. La masa celular deshidratada consiste
esencialmente de todas proteinas, carbohidratos, 1lipidos, vy
dcidos nucleicos presentes en esa masa celular. Asi, la
concentracidn, X, de un aminoacido se puede determinar
experimentalmente, al centrifugar primero un numero conocido de
células para un gldbulo celular, secar el gldbulo celular vy
posteriormehte exponer el glébulo celular a hidrélisis acida,
lisando por lo tanto las proteinas celulares del glébuio celular

para aminoacidos individuales, que luego se pueden cuantificar
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por un analizador de aminocacidos (ver, por ejemplo, Ejemplo 1).
Esto proporciona la concentraciédn de aminocacido, X, de un numero
dado de células, que luego se puede convertir al requerimiento
del aminoacido para la densidad celular pico deseada utilizando
M, el multiplicador para la densidad celular-pico deseada. En 1la
tabla 1, la concentracidén de amincéacido total del medio de
cultive celular que se requiere para la densidad celular pico
deseada de 15 x 10° células/ml (columna 5) se determina al
multiplicar la concentracidn, X, dei aminoacido requerido para
10° células/ml (columna 3) por el multiplicador, M, en donde
M=15. Asi, en algunos ejemplos representativos de la invencidn,
la unidad de masa celular es 10° células/ml. Alternativamente,
por ejemplo, para un aminodcido conocido por ser susceptible a
degradacidén, la concentracién, X, del amincacido que se utiliza
en la féormula anterior se puede determinar de los valores de la
literatura, por ejemplo, Nyberg et al. (1999) Biotechnol.
Biceng. 62:324-35; Nadeau et al. (2000) Metab. Eng. 2:277-92; vy
Bonarius (1996) Biotechnol. Bioceng. 50:299-318, o los métodos
descritos en tales publicaciones o publicaciones similares

conocildas en la técnica.

Cuando el multiplicador M para la masa celular deseada es la
densidad celular pico deseada representada, M se puede
seleccionar como, por ejemplo, la densidad pico de un estirpe
celular particular, por la densidad en la cual la productividad
de la estirpe celular se maximiza, o por la densidad predicha
para la estirpe celular en un periodo de tiempo particular basado

en el indice de crecimiento especifico.
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La concentracién de aminocicido del medio de cultivo celular que
se requiere para el mantenimiento celular, Y, es un porcentaje de
la concentracidén de amincdcido requerida para la masa celular
deseada, por ejemplo, la densidad celular pico deseada. En una
modalidad de la invencidén, el requerimiento de mantenimiento
varia de 0% a 300% del requerimiento de masa celular deseado, que
proporciona los nutrientes suficientes para uso celular sin
riesgo de toxicidad inducida por nutrientes. En otra modalidad de
la invencién, el requerimiento de mantenimiento varia de 0% a
150% del requerimiento de masa celular deseado, que proporciona
los nutrientes suficientes para uso celular sin riesgo de
toxicidad inducida por nutrientes. El requerimiento de
mantenimiento se incrementan cuando se incrementa la duracidén del
cultivo (por ejemplo, 100-150% de mantenimiento para un cultivo
de 21 dias}). En la tabla 1, la concentracidén de aminoéacido del
medio de cultivo celular gque se requiere para el mantenimiento
celular (columna 6) se determina al multiplicar la concentracidn
de aminocdcido requerida para la densidad celular pico deseada
{(columna 5) por el factor de mantenimiento celular, Y, gue en
este ejemplo representativo es 100%, con el fiﬂ de permitir un
periodo de cultivo extendido. El1 factor de mantenimiento
requerido, Y, diferira para diferentes células (y diferentes
estirpes celulares) dependiendo de las demandas metabélicas
unicas de las células en el cultivo. Adicionalmente, los
requerimientos de mantenimiento para las células en el cultivo
también diferiradn debideo a la variabilidad en los procesos, por
ejemplo, densidad de incoculacidn, duracién del cultivo, tiempo de
cambio de temperatura, etc. Como una directriz inicial, uno puede

proporcionar, por ejemplo, 0% de mantenimiento (diariamente) para
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los cultivos en los dias 0 a 5, 3% a 5% de mantenimiento
(diariamente) para los cultivos en los dias 6 a 10, y 7% a 10% de
mantenimiento (diariamente) para los cultivos en los dias 11 a
21. Para un proceso mayor de 21 dias, se pueden proporcionar
cultivos de 2% a 5% de mantenimiento (diariamente)} para aquellos
dias adicionales. Una persona medianamente experta en la técnica
reconocerd que ajustar el factor de mantenimiento, Y, para
optimizar la densidad y el titulo, es Unicamente un asunto de
rutina de ensayo y error. Ajustar la concentracién de aminoacido
de acuerdo con el requerimiento de mantenimiento celular‘ es
importante para la viabilidad y productividad incrementada del
cultivo celular, y asi es un aspecto importante de la presente
invencién. Por ejemplo, ajustar la concentracidn de amincacido de
acuerdo con el requerimiento de mantenimiento celular permite al
cultivo celular sostener mayor densidad celular, viabilidad
celular, y producir titulo de polipéptido mayor (ver, por

ejemplo, Ejemplo 6).

Una vez 1los requerimientos de amincdcidos: 1) masa celular
(columna 5}; 2) mantenimiento celular {columna 6); vy 3)
produccidén de polipéptidos deseados se determinan para el titulo
objetivo (columna 4), se puede obtener la concentracidén de
aminodcido total calculada para el cultivo celular objetivo. En
la tabla 1, la concentracidén de aminoacido total calculada del
medio de cultivo celular que se requiere para el cultivo celular
objetivo (columna 7), se determina al agregar la concentracidén de
aminocacido del medio de cultivo celular que se requiere para el
polipéptido de interés en un titulo de 10 g/L (columna 4), la

concentracién de amincdcido del medic de cultivo celular que se
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requiere para la densidad celular pico deseada de 15 x 10°
células/ml (columna 5), y la concentracién de aminodcido del

medic de cultivo <celular que se requiere para un nivel

. seleccionado de mantenimiento celular (columna 6).

Una vez se obtiene la concentraciédn de aminoacido total calculada
del medio de cultivo celular que se requiere para el cultivo
celular objetivo como se describid anteriormente, el valor se
ajusta a una concentracidén de aminodcido del medio de cultivo
celular deseado, A, por un factor de wvalor 1inicial, F, que
permite contreolar la fuerza de transferencia amino, por ejemplo,
los amincdcidos extra requeridos para transferencia de masa, los
aminoécidos extra requeridos para conducir el transporte a través
de la membrana celular, etc. Este valor ajustado, A, se denomina
agui como la “concentracién de aminodcido ajustada al valor
inicial” o “concentracién optimizada.” La concentracién de
amincacido ajustada al valor inicial, A, representa la cantidad
total acumulada de los aminoacidos gque se suministraran al
cultivo, expresado con relacidén al volumen final del cultivo, que
incluye el volumen del medio de partida, mas el volumen de
cualesquier alimentacidn para perfusidén o cultivos de tanda-
alimentacién. Ajustar la concentracién de aminoacido total a la
concentracién de amincdcido ajustada al wvalor inicial es un
aspecto importante de la invencidén debido a que este permite
maycr viabilidad celular, densidad celular, % titulos de

polipéptido (ver, por ejemplo, Ejemplo 6).

El factor de valor inicial, F, que incrementa la concentracién de

aminoacido total calculada del medio de cultivo celular por hasta
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200%, varia de 1 (0% de incremento) a 3 (200% de incremento). En
una modalidad de la invencidén, el rango para F estd entre 1 vy
1.5. En otra modalidad de la invencién, un valor de F por debajo
de 1 puede estar desfasado al modificar la concentracién de
aminodcido total calculada del medio de cultive celular (Tabla 1,
columna 7j, que se puede alcanzar al modificar la concentracidn
de aminocadcido requerida para la masa celular deseada, la
concentracién de aminoacido requerida para el mantenimiento
celular, vy/o 1la concentracién de aminodcido requerida para
incorporacién en el polipéptido de interés. Por ejemplo, un
factor de valor inicial de 0.5 se puede desfasar al incrementar
la concentracién de aminoécido total calculada del medio de
cultivo celular mediante, por ejemplo, un factor de dos {0 mas),
que se puede alcanzar al wvariar M, X, N, P y/o Y. En la tabla 1,
la concentracidn de amincacido ajustada al valor inicial, A, del
medio de cultivo celular que se requiere para el titulo objetive
y la densidad celular pico deseada (columna 8), se determina al
multiplicar la concentracién de aminocdcido total calculada del
medio de cultivo celular {(columna 7), mediante el factor de valor
inicial, F, que en el ejemplé representativo de la Tabla 1 es 1.3

(correspondiente a un 30% de incremento sobre la concentracién de

aminoacido total calculada del medio de cultivo celular).

El medio que contiene la concentracidédn ajustada al valor inicial,
A, de un aminoacido se denomina aqui como el “medio de cultivo
celular deseado.” Asi, el “medioc de cultivo celular deseado”
representa un medio objetivo que contiene la concentracidn
ajustada al valor inicial, A. Este medioc comprende por lo menos

una concentracién de aminoacido determinada por la férmula
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anterior. Preferiblemente el medio de cultivo celdlgél deseado
contiene méas dé una concentracion de aminoacido determinada por
la foérmula anterior. Més preferiblemente, el medio de cultivo
celular deseado contiene por lo menos doce concentraciones de
amincacide ajustadas, por ejemplo, una concentracién ajustada de
arginina, histidina, isocoleucina, leucina, lisina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptofan, tirosina, vy valina,
determinada por la férmula anterior. Se entenderd por un experto
en la técnica que la concentracién de amincdcido ajustada al
valor inicial, A, en el medio de cultivo celular deseado se puede
alcanzar por cualquier numero de medios, gue incluye, perc no se
limita a, agregary individualmente los amincacides, agregar
peptona u otros hidrolisatos de proteina, y/o al agregar otro
medio de cultivo celular concentrado (por ejemplo, un medio de
alimentacién de cultivo celular (o mezcla de medio, por ejemplo,
un polve de medio) para un medioc de cultivo celular de partida. (o
mezcla del medio celular de partida, por ejemple, un polvo de
medio). Un experto en la técnica entenderd que la adicién de
peptona (u otro hidrolisato de proteina) se puede dirigir por los
contenidos de aminoacidos del producto de eleccién peptona
particular, o al determinar la concentracidén de aminoacido
proporcionada por una peptona particular, por ejemplo, en
general, 5 g/L de peptona proporciona una concentracidn de
aproximadamente 40 mM a aproximadamente 50 mM de aminoacidos

totales.

La concentracién de amincacido en el medio de cultivo celular

deseado se basa en por lo menos una concentracidén de aminoacido

ajustada al wvalor inicial, A, determinada por la foérmula
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inventiva descrita aqui; sin embargo, esa concentracidn, asi como
también otras concentraciones de amincdcidos en el medio de
cultivo celular deseado, pueden variar de la concentracidén de
aminoacido(s) ajustada al valor inicial debido a la influencia de
varios factores. Por ejemplo, cilertos aminocdcidos se pueden
producir durante el cultiveo, y asi se pueden mantener en un nivel
bajo. tros aminoacidos pueden variar con base en los valores
publicados (ver, por ejemplo, la solicitud de patente publicada
BEstadounidense No. 2006/0121568) . Adicionalmente, algunos
amindécidos, por ejemplo; metionina, se pueden consumir en un
indice mayor mediante tipos celulares particulares, y asi se debe
agregar en exceso. Todavia otros aminoacidos, tal como prolina,
proporcionan una fuerza de iﬁpulsién para el crecimiento celular
y la produccidén de polipéptide (ver Ejemplo 4}, y estos
aminocacidos deben proporcionar, en algunos casos, en una cantidad
mayor de la determinada por la férmula inventiva anterior. En
adicidn, unc puede modificar la concentracié4n de aminoacido
ajustada al valor inicial si la concentracidén obtenida utilizando
la férmula anterior se considera que es téxica (por ejemplo,
consideracién de los niveles de serina, tirosina, metionina 3%
valina). Esto estd dentro del conocimiento de un experto en la
técnica, luego de obtener la concentracidn de aminocdcido ajustada
al valor inicial, A, de los aminoacidos para uso en el medio de
cultivo celular deseado, ©para variar la concentracidén de

aminodcido ajustada al valor inicial con base en factores tales

como aguellos anotados aqui.

Los componentes de medios adicionales, por ejemplo, vitaminas,

sales, glucosa, elementos, se puede calcular a partir de (o con
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base en) varias fuentes, por ejemplo, la solicitud de patente
publicada Estadounidense Nos. 2005/0070013 y 2006/0121568.
Adicionalmente, la concentracién de aminoacido ajustada al valor
inicial, A, de un amincdcidec obtenido utilizando 1la férmula
anterior se puede modificar para proporcionar un indice
particular en relacidén con otro aminoacido (por ejemplo, el
indice de glutamina a asparagina) o para caber dentro de una
concentracién combinada deseada (por ejemplo, la concentracién
combinada deseada de glutamina y asparagina). Por ejemplo, se
sabe gue una asparagina grande, medio de glutamina bajo,
combinado con cambio de temperatura, permite la captacidn de
lactato, desintoxicando por lo tanto un cultivo celular (la
solicitud de patente publicada Estadounidense No. 2006/0121568).
Asi, uno desearia meodificar la concentracidén ajustada al valor
inicial, A, de glutamina y/o asparagina, con el fin de obtener un

indice &ptimo.

Se notara del ejemplo representativo en la tabla 1 que la
concentracidén combinada deseada de las concentraciones de
aminoacidos ajustada al valor inicial para usc en el medio de
cultivo celular deseado es alto, es decir, mas de 243 mM. Asi, se
describe aquli el hallazgo de una. concentracidén alta de
aminoacidos que se puede utilizar en un medio de cultivo celular

deseado sin toxicidad o detrimento de titule si la concentracién

se basa en los requerimientos de aminoacido calculados para una

densidad celular objetivo y titulo de polipéptido. En una
modalidad de la invencidén, la concentracidédn combinada de los
amino&dcidos en el medio de cultivo celular deseado esté& entre

aproximadamente 120 mM vy aproximadamente 250 mM. En otras
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modalidades, la concentracidén combinada de aminodcidos en el
medio de cultivo celular deseado es mayor de aproximadamente 250
mM, por ejemplo, aproximadamente 260, 270, 280, 2%0, 300, 310,
320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440,
450, 460, 470, 480, 490, 500 o 510 mM, o cualquier valor

intermedio.

La concentracidn ajustada al valor inicial identificada
anteriormente, A, de un aminodcido que se utiliza en un medio de
cultivo celular deseado, se puede utilizar en tanda, tanda-
alimentacién, y cultivos de perfusidén. Cuando se utiliza en el
cultivo de tanda, la concentracién - inicial del amincacido
utilizada en el medio de cultivo celular deseado es la
concentracién de aminodcido ajustada al valor inicial, A. Cuando
se utiliza en la tanda-alimentacidén o cultivos de perfusidn, 1la
concentracién de amincdcido ajustada al wvalor inicial, A,
representa la cantidad total acumulada de los amincacidos que se
suministrardn al cultivo, que incluye el volumen del medio de
partida mas el wvolumen de todas las alimentaciones. Asi, para el
cultivo ae tandas—-alimentacién, gque utiliza alimentaciones
éontinuas (por ejemplo, alimentacién en los dias 3-21) o
alimentacién periddica (por ejemplo, alimentacidn cada 2-3 dias}),
el medio de partida se construye por ingenieria paralcontener una
concentracién de partida del aminodcido, B, de acuerdo con la
formula B=[A-(Z+«V)]/{(1-V), en donde Z es 1la concentracién del
aminoacido en el medio de alimentacidn de cultivo celular, y V es
el volumen del medio de cultivo de alimentacién como una
propeorciéon del volumen del medio de cultivo celular deseado. Un

ejemplo representativo de los calculos requeridos para obtener la
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concentracidén de amincdcido de partida, B, se proporciona en la
tabla 2, adelante. En la tabla 2, algunas concentraciones de
amincdcidos ajustadas al valor inicial, A (columna 2}, se
convierten a la concentracién de aminodcido de los medios de
partida, B (columna 5}, con base en 17% de volumen de
alimentacidén (V=1ﬁ%), vy la concentracién de aminodcido del medio
de alimentacidén, Z (columna 4). En este ejemplo, varias
concentraciones de aminoadcido ajustadas al valor inicial, A
(columna 2), y partiendc de las concentraciones de ‘aminoacidos, B
(columna 5), se modifican a los valores mostrados en negrilla en
las columnas 3 y 6. La modificacidén de concentraciones de
asparagina, acido aspartico, glutamina, y cisteina se basa en las
concentraciones sugeridas por la solicitud de patente publicada
Estadounidense No. 2006/0121568; metionina se ajusfa al 50% para
compensar su consumo en una cantidad mayocr que la predicha;
alanina, &cido glutamico y glicina se producen por los cultivos
(y asi se mantienen en un nivel bajo); y concentraciones de
serina, tirosina, vy wvalina se reducen a niveles no téxicos. Por
lo tanto se entenderd gque la concentracidén de amincacido de
partida, B, se puede basar en la concentracibdn de aminoacido
ajustada al valor inicial, A, o en la concentracién de aminocacido

ajustada al valor inicial modificado.

Un experto en la técnica apreciara que el medio. de alimentacién
utilizado para obtener el medio de cultivo <celular deseado
durante la tanda-alimentacidén y cultive celular de perfusidn
debera ser tan altamente concentrado como sea posible con el fin
de evitar reflujo en el contenedor en el que se lleva a cabo el

cultivo (por ejemplo, un biorreactor o matraz de agitacidn) vy



10

15

20

25

52 oY

para evitar dilucidén de los componentes de los medios. En el
ejemplo establecido adelante en la tabla 2, medios de
alimentacidén preferidos se denotan “medic de alimentacidn,” y las
concentraciones de aminoécidbs, Z, del medio de alimentacidn se
establecen en la columna 4. Sin embargo, cualquier medio de
alimentacidén altamente concentradoc, o puede utilizar cualqguier
método para proporcionar aminodcidos altamente concentrados al
medio de cultivo celular de partida, mientras que la
concentracidén de aminoécido ajustada al valor inicial deseado, A,
se alcanzard en un volumen objetivo. Tales métodos ©para
proporcionar aminodcidos altamente <concentrados al cultivo
celular se utilizan comunmente y son bien conocidos por un

experto en la técnica.

Se entenderd por un experto en lé técnica que la concentracién de
partida del aminodcido, B, en el medio de cultivo celular de
partida se puede alcanzar por cualquier numero de medios, que
incluye, pero no se limita a, agregar individualmente los
aminoacidos, agregar peptona y/o otro hidrolisato de proteina,
y/0 agregar otro medio de cultivo concentrado (o medio de mezéla,
por ejemplo, un polvo de medic) al medio de cultive celular de
partida (o mezcla del medio de cultivo celular de partida, por
ejemplo, un polvo de medio). También se entenderd por un experto
en la técnica que la concentracién del aminocacido, Z, en el medio
de alimentacidén de cultivo celular se puede alcanzar por
cualquier numero dé medios, que‘incluye, pero no se limita a,
agregar individualmente los aminocdcidos, agregar peptona y/o otro
hidrolisato de proteina, vy/o agregar otro medio de cultivo

concentrado (o mezcla de medio, por ejemplo, un polvo de medio)
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al medio de alimentacidén de cultivo celular (o mezcla del medio
de alimentacién de cultivo celular, por ejemplo, un polvo de

medio} .

Se notard del ejemplo representativo en la tabla 2 que la
concentraciéon combinada deseada de aminodcidos para uso en el
medioc de cultivo celular de partida es alto, es decir, mas de 125
mM. Asil, se describe aqui el hallazgo que una concentracién alta
de aminoacidos se puede utilizar sin toxicidad o detrimento del
titulo en un medio de <cultivoe <celular de partida si 1la
concentraciédn de aminocdcido de partida se basa luego del
aminoacido calculado requerido para una densidad celular de pico
deseada y un titulo de polipéptido deseade. En una modalidad de
la invencién, la concentracidén combinada deseada de aminocacidos
estd entre aproximadamente 70 mM y aproximadamente 510 mM. En una
modalidad de la invencidn, la concentracidédn combinada deseada de
aminoacidos estéd entre aproximadamente 120 mM y aproximadamente
350 mM., En otra modalidad de 1la invencidén, 1la concentracién
combinada deseada de aminoacidos en el medio de cultivo celular
de partida estd entre aproximadamente 70 mM y aproximadamente 140
mM. En otra modalidad de la invenciédn, la concentracién combinada
deseada de aminoacidos en el medioc de cultivo celular de partida

es mayor de aproximadamente 140 mM.

Tabla 2: Determinacidén Representativa de concentracidén de
amincacide de partida para un Titulo Objetivo del Anticuerpo 10
g/L, una densidad celular pico deseada de 15x10° células/ml, vy

una alimentacién de 17%
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1 2 (n) 3 4 (2) 5 (B) 6
Aminodc|concentraci Modificacién |concent |concentraci jconcentr
ido on AAlde la|racién |[b6n delacién -de
(AA) ajustada aljconcentracié |(del partida AAAA de

valor n AAmedio Requerida |partida
inicial ajustada allde para titulomodifica
Requerida |[valor aliment |objetivo yldo
para titulolinicial acién Densidad Requerid
objetivo vy |[Requerida AR celular o . para
densidad para titulo pico titulo
celular objetivo Y deseada objetivo
pico densidad (V=17%) v
deseada celular pico densidad
deseada celular
pico
deseada
mM mM mM mM mM
ALA 17.17 0.20 6.4 -1.07 0.2
ARG 8.45 8.45 35.13 2.99 2.99
ASN 9.21 24.00 56 17.45 17.45
“ASP 15.07 1.70 16 ~-1.23 1.7
CYs 6.14 0.40 0 0.48 0.4
GLU 11.26 0.20 6.4 -1.07 c.2
GLN 16.47 4.00 0 4,82 4.2
GLY 16.02 4.00 6.4 3.51 3.51
HIS 4.83 4.83 11.2 3.53 3.53
ILE 7.93 7.93 28.82 3.65 3.65
LEU 16.24 16.24 41.53 11.06 11.06
LYS 16.00 16.00 32 12.72 12.72
MET 3.50 5.25 12.8 3.71 3.71
PHE 7.65 7.65 16 5.94 5.84
PRO 13.79 13.79 19.2 12.68 12.68
SER 25,94 25.94 48.15 21.39 10.2
THR 16.75 16.75 25.6 14.94 14.94
TRP 3.58 3.58 5.11 3.27 3.27
TYR 9.14 9.14 12.75 8.40 5.2
VAL 18.67 18.67 25.6 17.25 10.2
Total
(mM) 243.82 405.09 127.73

Como se muestra en la Tabla 3A y Tabla 3B,

concentracién

aminoacido,

de

A,

aminoacido

ajustada

al

valor

inicial de

la determinacidén de la

un

utilizada en un medio de cultivo celular deseado,

% la‘determinacién de la concentracidén de amincdcido de partida,
B, utilizada en el medio de cultivo celular de partida, se puede
calcular para cualquier titulo objetivo deseado de polipéptido vy
La densidad celular

densidad celular de pico deseada (objetivo).
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pico deseada de cultivo a gran escala varia de aproximadamente 3
a aproximadamente 40x10° células/mL para el cultive de tanda-
alimentacién. En una modalidad de la invencién, la densidad
celular pico deseada varia de aproximadamente 5 a aproximadamente
20 x 10° células/mL. El1 titulo objetivo del cultivo a gran escala
varia de aproximadamente 3 a aproximadamente 25 g/L. En todavia
otra modalidad de la invencidn, el titulo objetivo del cultivo a
gran escala varia de aproximadamente 5 a aproximadamente 20 g/L.
Por ejemplo, en la tabla 3, la densidad celular pico deseada
varia de 10 a 15 x 10° células/mL, y el titulo objetivo varia de

3 a 10 g/L.

Tabla 3A: Ejemplos Representativos de las concentraciones de
amincdcidos ajustadas al valor inicial, A, para varios Titulos
objetivo (Comc se representa por un multiplicador para el titulo
objetivo de polipéptido, N) y Densidades celulares pico deseadas
(Como se representa por un multiplicador para la densidad celular

pico deseada, M).
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aminoacidos de medios.de partida,

A N=10 - N=5 N=3
M= 15 |M=12.5 M=10
concentracién [ mM mM mM
de aminocacido

ATA 17.2 12.5 9.50

ARG 8.5 6.3 4.81

ASN 9.2 6.5 4.89

ASP 15.1 11.3 8.68

CYS 6.1 4,3 3.20

GLU 11.3 7.7 5.60

GLN 16.5 12.1 9.14

GLY 16.0 11.3 8.43

HIS 4.8 3.3 2.46

ILE 7.9 6.0 4.60

LEU 16.2 11.14 8.50

LYS 16.0 11,1 8.18

MET 3.5 2.5 1.87

PHE 7.7 5.4 3.99

PRO 13.8 8.9 6.36
SER 25.9 17.4 12.66

THR 16.8 11.0 7.93

TRP 3.6 2.3 1.61

TYR 9.1 6.1 4,43

VAL 18.7 12.4 8.94
Total 243.8 169.8 125.8

Ejemplos representativos de Concentraciones

B, para varios Titulos objetivo

(Como se representa por un multiplicador para el titulo objetivo
de polipéptido, N} y Densidades celulares de pico deseadas (Como
se representa por un multiplicador para la densidad celular pico
deseada, M); Concentraciones de aminodcidos de medios de partida
se determinan al restar la alimentacidn y otras modificaciones de

las concentraciones de aminodcidos ajustadas al valor inicial
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B N=10 N=5 N=3
M=15 M=12.5 M=10
concentraciodn mM mi mM
de aminoacido

ALA 0.2 0.2 0.20
ARG 3.0 1.9 1.68
ASN 17.4 14.6 10.77
ASP 1.7 1.7 1.70
CcYS 0.4 0.4 0.40
GLU 0.2 0.2 0.20
GLN 4.0 4.0 4.00
GLY 3.5 3.6 3.75
HIS 3.5 2.2 1.56
ILE 3.6 2.5 2.10
LEU 11.1 6.9 5.09
LYS 12.7 7.9 5.73
MET 3.7 2.4 1.78
PHE 5.9 3.8 2.75
PRO 12.7 7.4 5.04
SER 10.2 10.2 5.00
THR 14.9 8.8 6.10
TRP 3.3 1.8 1.24
TYR 5.2 5.1 3.58
VAL 10.2 10.4 7.22
Total 127.5 95.9 73.89

Utilizando la foérmula para determinar la concentracion de
amincacido(s) ajustada al wvalor inicial vy para desarrcllar
formulaciones de medio de cultivo celular deseado para 1la
produccién de polipéptido a gran escala, los 1nventores han
identificado wvarios criterios que resultan. en titulo mayor vy

cultivos de densidad celular mayores. Los criterios para producir

“un titulo mayor de 5 g/L, que se representan por los valocres

mostrados en‘la tabla 4, incluyen, pero no se limitan a, uno o
mas de los siguientes: mayorique o 1lgual a aproximadamente 3 mM
tirosina; entre aproximadamente 7 mM vy aproximadamente 30 mM
prolina; entre aproximadamente 7 mM y aproximadamente 30 mM
valina; entre aproximadamente 7 mM vy aproximadamente 30 mM
leucina; entre aproximadamente 7 mM y aproximadamente 30 mM
treonina; entre aproximadamente 7 mM y aproximadamente 30 mM

lisina; una concentracidén combinada de leucina, lisina, prolina,
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treonina vy valina que estd entre aproximadamente 35 mM vy
aproximadamente 150 mM; una concentracidn combinada de leucina,
lisina, treonina y valina que estd entre aproximadamente 60% a
aproximadamente 80% de los aminodcidos esenciales totales en el
medio de cultivo celular deseado; una concentracidn combinada de
los aminoacidos esenciales en el medio de cultivo celular deseado
que estd entre aproximadamente 30% a aproximadamente 50% de los
aminocacidos totales en el medio de cultivo celular deseado; y/o
una concentracién combinada de aminocacidos totales entre

aproximadamente 75 mM vy aproximadamente 510 mM.

Tabla 4: Ejemplos representativos del contenido de aminocacido vy
Relaciones Para Medios Disefiados Racionalmente para- varios
Titulos objetivo y Densidades celulares de pico deseadas (como se
anotd anteriormente, la unidad basica de titulo de polipéptido es

1 g/L, y la unidad basica de masa celular es 10° células/ml).
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N=5 N=10 N=15 N=15 N=15
M=10 M=10 M=10 M=20 M=30
Aminoac Y=0 Y=1 Y=1 Y=1 Y=1.5
ido F=1 F=1.3 F=1.3 F=1.3 F=1.3
(mM) {mM) (mM) (mM} (mM)
ALA 5.08 13.21 15.86 23.77 37.62
ARG 2.46 6.39 7.51 11.65 18.88
ASN 2.80 7.28 8.98 12.85 19.62
ASP 4,34 11.29 13.15 20.71 33.94
C¥YS 1.89 4,91 6.14 8.60 12.91
GLU 3.55 9.24 11.84 15.89 22.96
GLN 4,87 12.66 15.18 22.80 36.15
GLY 4.90 12.73 15.79 22.39 33.93
HIS 1.50 3.91 4.94 6.78 10.01
ILE 2.27 5,91 6.84 10.88 17.96
LEU 4.98 12.94 16.12 22.71 34.25
LYS 4.97 12.92 16. 30 22.46 33.23
MET 1.06 2.76 3.39 4,88 7.50
PHE 2.35 6.11 7.63 10.71 16.09
PRO 4.53 11.77 15.63 19.67 26.75
SER 8.27 21.51 27.83 36.70 52.21
THR 5.43 14.11 18.53 23.81 33.04
TRP 1.19 3.10 4.16 5.13 6.82
TYR 2.92 7.60 9.87 12.94 18.33
VAL . 6.01 15.63 20.42 26.48 37.1¢0
Concent 75.37 195.97 246.11 341.81 509.28.
racidén
total
Esencia 32.22 83.78 105.84 145.49 214.87
1l total
Negrill 21.39 55.61 71.37 95.46 137.61
a Total - .
Negrill 66% 66% 67% 66% 64%
a/Esenc
ial
Negrill 28% 28% 29% 28% 27%
a/Total
Esencia 43% 43% 43% 43% 42%
1/Total

En la tabla 4, los aminodcidos en negrilla son valina, treonina,
leucina y lisina, los aminodcidos en cursiva son los aminodcidos
esenciales {por ejenplo, arginina, histidina, leucina,
isoleucina, 1lisina, metionina, triptofan, t:eonina, y valina; vy
para cultivos celulares CHO, prolina es adicicnalmente un
aminoacido esencial; un experto en la " técnica reconoceré
variaciones en la definicién de aminocdcidos esenciales cuando

este se aplica a diferentes células, etc.). La Tabla 4
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proporciona los medios de cultivo celular deseado representativo
para células CHO en una variedad de densidades celulares objetivo
(M), titulos objetivo (N), mantenimiento celular requerido (Y), vy

ajustes de valor inicial (F).

Un experto en la técnica reconocerd gque los medios disefiados
racionalmente de la invencidn se pueden utilizar para producir un
polipéptido de interés, o se pueden utilizar en cultive celular
que no se disefia para produccidn de polipéptido. De acuerdo con
lo anterior, medios diseriados racionalmente se pueden utilizar en
los métodos descritos de cultivo celular, por ejemplo, para el
crecimientc eficiente, replicacién y/o mantenimiento de cultivos
celulares, por ejemplo, cultivos celulares a gran escala, gue no
contienen c¢élulas anfitrionas construidas por ingenieria para
producir un polipéptido exdgeno de interés, o gue no se cultivan
para produci? un polipéptido enddgeno de interés. En tal un caso,
el medio de cultive celular deseado no cuenta para los
aminocacidos requeridos para incorporacidén en el polipéptido de
interés, y en cambio contiene una concentracidén de aminoéacidos
con base en la concentracién de los amincdcido requeridos para:
1) masa celular deseada, y 2) mantenimiento celular. Tal un medio
de cultivo celular deseado utilizado en los métodos descritos de
cultivo celular contiene una concentracidén de aminoacido gjustada
al valor inicial, A, de acuerdo con la férmula
AT = (M«X)+H{Y.MX) ]WF, en donde X es una conbentracién del
aminoacido que se utiliza por unidad de masa celular, M es un
multiplicador para una masa celular pico deseada (por ejemplo,
densidad celular pico deseada, etc.) del cultivo celular, Y es un

factor de mantenimiento celular, y F es un factor de wvalor
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inicial. Un medioc de cultivo celular deseado producido de acuerdo
con esta férmula luego se proporciona a un cultivo éelular bajd
condiciones que permiten crecimiento y replicacién de las células
en el cultivo celular. En una modalidad de la invencién, el
método de cultivo celular utiliza un cultivo celular a gran
escala. En otra modalidad de laginvencién, el método de cultivo

celular utiliza células de animales.
Adicidén de prolina a los medios de cultiveo celular

Utilizando los métodos de disefio de medios racionales descritos
aqui, se han deﬁerminado que mantener altos niveles de prolina a
través del periodo de cultivo del cultivo celular, por ejemplo,
cultivo celular a gran escala, resulta en titulo de polipéptido
incrementado y densidad celular incrementada. Este “umbral”
prolina varia de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 2 mM, vy
un nivel de prolina en el cultivo celular mantenido por encima
este umbral parece ser una fuerza de impulsidén para producir alta
densidad celular, cultivos celulares de titulo alto a dgran
escala. De forma interesante, el titulo de polipéptido incrementa
la impulsidén de prolina y la viabilidad celular concomitantemente
incrementa los requerimientos de cultivo para amincacidos
adicionales (con el fin de saﬁisfacer el indice de consumo
incrementado)}, que por lo menos explica parcialménte porqué las
formulaciones de medios diseflados racionalmente aqui contienen

altas concentraciones de aminoacidos.

Proporcionar un cultivo celular
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Se conocen bien en la técnica varios métodos para preparar
células de mamifero para la produccidén de polipéptidos en tanda vy
el cultivo de tanda-alimentacién. Como se describid
anteriormente, un Aacido nucleico suficiente para alcanzar_ la
expresidén (tipicamente un vector que contiene el &acido nucleico
que codifica el polipéptido de interés y cualesquier elementos de
control genéticos ligados operablemente) se pueden introducir en
la estirpe celular anfitriona mediante cualquier numero de
técnicas bien conocidas. Tipicamente, se defectan células para
determinar cuales de las células anfitri?nas han tomado’
actualmente el vector y expresan el pblipéptido'o proteina de
interés. Métodos tradiciconales para detectar un polipéptido
particular o proteina de interés expresada por células de

mamifero incluyen, pero no se limitan a, inmunohistoquimica,

inmuncprecipitacién, citometria de flujo, microscopia de
inmunofluorescencia, SDS-PAGE, Western blots, ensayo
inmuncabsorbente ligado a enzima (ELISsA), técnicas de
cromatografia liquida de altc desempefio (HPLC), ensayos de

actividad bioldégica y cromatografia de afinidad. Una persona
medianamente experta en la técnica reconocera de otras técnicas
apropiadas para detectar polipéptidos © proteinas expresadas. Si
mualtiples células anfitrionas expresan el polipéptido o proteina
de interés, algunas o todas las técnicas mencionadas se pueden
utilizar para determinar cudles de las células expresah el

polipéptido o proteina en niveles mas altos.

Una vez una célula que expresa el polipéptido o proteina de
interés se ha identificado, la célula se propaga en el cultivo

por cualquiera de la variedad de métodos bien conocidos por una
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persona medianamente experta en la técnica. La célula que expresa
el polipéptido o proteina de interés tipicamente se propaga al
hacerla crecer en una temperatura y en un medio que conduce a la
supervivencia, crecimiento y viabilidad de la célula. El cultivo
inicial puede ser de cualquier volumen, pero es frecuentemente de
volumen menor qué el wvolumen del cultivo del biorreactor de
produccidn wutilizado en la produccién final del polipéptido o
proteina de interés, y frecuentemente las células se pasan varias
veces en bilorreactores de volumen incrementado antes de sembrar
en el biorreactor de produccién. El1l cultivo celular se puede
batir o agitar para incrementar la oxigenacidén del medio y 1la
dispersidn de los nutrientes a las céiulas. Alternativamente o
adicionalmente, dispositivos de burbujec especial que se conocen
bien en la técnica se pueden utilizar para incrementar vy
controlar la oxigenacidn del cultivo. De acuerdo cbn la presente
invencidn, una persona medianamente experta en la técnica
entendera gue esto puede ser benéfico para controlar o regular
cilertas condiciones internas de un cultivo celular, gque incluye
pero no se limita a pH (por ejemplo, 6.6 a 7.6), temperatura (por
ejemplo, 25°C a 42°C), niveles de oxigeno y didxido de carbono
(por ejemplo, 0: 10% a 80% vy CCy: 7% a 15%, a través del
cultivo), y osmolalidad {(por ejemplo, una osmolalidad de pértida

de 260 a 340 mOsm/kg), etc.

Como se wutiliza aqui, el términc “inoculo” se utiliza para
referirse a un volumen de células gque contienen el acido nucleico
que expresa el polipéptido de interés, que se utiliza para
sembrar el recipiente de produccidén en el cual ocurrira el

cultivo animal a gran escala, por ejemplo, el biorreactor de
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produccidn. En una modalidad de la invencidn, el volumen de

inoculo es aproximadamente 60 a 80% del volumen finél.

La densidad celular de partida en el biorreactor de produccién se
puede seleccionar por una persona medianamente experta en la
técnica. De acuerdo con la presente invencidén, la densidad
celular de partida en el biorreactor de produccidn puede ser tan
bajo comc un volumen tnico de cultivo por célula. En modalidades
preferidas de la presente invencidén, las densidades celulares de
partida en el  Dbiorreactor de produccién pueden variar de
aproximadamente 0.1 x  10° células viables por mL a

aproximadamente 10 x 10° células viables por mL y mas.

Los cultivos celulares intermedios e iniciales se pueden hacer
crecer a cualquier densidad deseada antes de sembrar el siguilente
intermedio 0 bilorreactor de produccidén final. En una modalidad de
la invencidn, la densidad celular de inoculo es aproximadamente
0.5-1 % 10° células/ml. Se prefiere que la mayoria de las células
permanezcan vivas antes de siembra, aunque no se requiera
viabilidad total o casi total. En una modalidad de la presente
invencidn, las células se pueden remover de} sobrenadante, por
ejemplo, por centrifugacién a baja velocidad. También es deseable .
lavar las células removidas c¢on un medio antes de sembrar el
sigulente biorreactor para remover cualesquier productos de
desperdicio metabdlicos no deseados o los componentes de medio.
El medio puede ser el medio en el cual las células se hacen
crecer previamente o© este puede ser un medio diferente ¢ una
solucién de lavado seleccionada por el médico de la presente

invencién.
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Las células luego se pueden diluir con una densidad apropiada
para sembrar el biorreactor de produccidn. Las células se pueden
diluir en otro medio o solucién, por ejemplo, el medio de cultivo
celular de partida o el medio de cultivo celular deseado,
dependiendo de las necesidades y deseos del médico de la presente
invencidén o para acomodar los requerimientos particulares de las
mismas células (por ejemplo, si las células se almacenan Qurante
un periodo corto de tiempo para sembrar el biorreactor de

produccién) .

Fase de crecimiento inicial

Una vez el recipiente de producciédn se siembra como se describid
anteriormente, el cultivo celular animal se puede mantener en la
fase de crecimiento inicial utilizando el medio de cultivo
celular deseado obtenido por la férmula inventiva descrita aqui,
y bajo condiciones que conducen a la supervivencia, crecimiento y
viabilidad del cultivo celular. Las condicicnes precisas variaréan
dependiendo del tipo celular, el organismoc del cual la célula se
deriva, vy la naturaleza y caracter del polipéptido o proteina

expresada.

Un biorreactor de produccidén puede ser cualquier volumen que sea
apropiado para la produccién a gran escala de polipéptidos o
protelnas. En una modalidad preferida, el wvolumen del bicrreactor
de produccidén es por lo menos 500 litros. En otras modalidades
preferidas, el volumen del biorreactor de produccién es 1000,

2500, 5000, 8000, 10,000, 12,000 1litros o mas, © cualquier
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volumen intermedio. Una persona medianamente ‘experta en la
técnica reconocerd que, y serd capaz de seleccionar, un
birreactor adecuado para uso en la préctica de la presente
invencién. El1 biorreactor de produccién se puede construir de
cualquier material que es conductor para crecimiento celular vy
viabilidad que no interfiere con la expresidén o estabilidad del

polipéptido o proteina producida.

La temperatura del cultivo celular en la fase de crecimiento
inicial se seleccionard principalmente con base en el rango de
temperaturas en las cuales el cultivo celular permanece viable.
Por ejemplo, durante la fase de «c¢recimiento ' inicial, buen
crecimiento de células CHO a 37°C. En general, la mayoria de las
células de mamifero crecen bien dentro de un rango de
aproximadamente 35°C a 39°C. En una modalidad de la invencién, la
temperatura para la fase de crecimiento (dia 0 a dia 3) es 37°C,
Q la temperatura para la fase de produccién {(después del dia 3)
es 31°C.lAquellas personas medianamente expertas en la técnica
seran cgﬁaces de seleccionar la temperatura o temperaturas
apropladas en las pualés crecen las células, dependiendo de las

necesidades de las células y los requerimientos de produccidén del

médico.

En una modalidad de la presente invencién, la temperatura de la
fase de crecimiento 1inicial se mantiene en una temperatura
constante, unica. En ot?a modalidad, la temperatura de la fase de
crecimiento inicial se mantiene dentro de un rango de
temperaturas. Por ejemplo, la temperatura se puede incrementar

constantemente o reducir durante la fase de crecimiento inicial.



10

15

20

25

67 )
L

1
(FA

£169

P
S

Alternativamente, la temperatura se puede incrementar o reducir
mediante cantidades discretas en varios tiempos durante la fase
de crecimiento inicial. Una persona medianamente experta en la
técnica serd capaz de determinar @ si se deben wutilizar
temperaturas unicas o muitiples, y si la temperatura se debe

ajustar constantemente o mediante cantidades discretas.

Las células se pueden hacer crecer durante la fase de crecimiento
inicial para una cantidad mayor o menor de tiempo, dependiendo de
las necesidades del médico y los requerimientos de las mismas
células. En una modalidad, las células se hacen crecer durante un
periodo de tiempo suficiente para alcanzar una densidad celular
viable que es un porcentaje dado de la densidad celular viable
maxima que las células podrian eventualmente alcanzar si se le
permite crecer ininterrumpidamente. Por ejemplo, las células se
pueden hacer crecer durante un periodo de tiempo suficiente pafa
alcanzar 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 o 99

por ciento o mas de la densidad celular viable maxima.

En otra modalidéd las celulas se les permiten crecer durante un
periodo de tiempo definido. Por ejemplo, dependiendo de la
concentracién de partida del cultivo celular, la temperatura en
la cual las células se hacen crecer, y el indice de crecimiento
intrinseco de las células, las células se pueden hacer crecer
durante 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20 o més dias. En algunos casos, las células se les
puede permitir crecer durante un mes o mas. Las células se

podrian hacer <crecer durante 0 dias en el biorreactor de
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produccién si su crecimiento en un biorreactor de siembra, en la
temperatura de fase de crecimiento inicial, es suficiente que la
densidad celular viable en el biorreactor de produccién al
momento de su inoculacién ya estd en el porcentaje deseado de la
densidad celular viable maxima. E1 médico de la presente
invencidén sera capaz de seleccicnar la duracic’?n de la fase de
crecimiento inicial dependiendo de la produccidn de polipéptido o

proteina requerida y las necesidades de las mismas células.

El cultivo celular se puede batir o agitar durante la fase de
cultivo inicial con el fin de incrementar la oxigenacidén vy
dispersién de nutrientes a las c¢élulas. De acuerdo con la
presente invencidn, una persona medlanamente experta en 1la
técnica entenderd que esto puede ser benéfico para controlar - o
regular ciertas condiciones internas del biorreactor durante la
fase de crecimiento inicial, que incluye pero no se limita a pH,
temperatura, oxigenacidén, etc. Por ejemplo, el pH se puede
controlar al suministrar una cantidad apropiada de &cido o base,
y la oxigenacién-se puede controlar con dispositivos de burbujeo

que se conocen bien en la técnica.

Condiciones de cambio de cultivo

Al final de la fase de crecimiento inicial, una condicidn de
cultivo puede cambiar dado que se aplica un segundo conjunto de
;ondiciones de cultive y un cambio metabdélico ocurre en el
cultivo. La acumulacidén de los metabolitos inhibidores, mas
notablemente lactato y amoniaco, inhibe el crecimiento. Un cambio

metabdélico, acomparfiado por, por ejemplo, wun cambioc en la
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temperatura, pH, osmolalidad o nivel de inductancia quimica del
cultive celular, se puede caracterizar por, por ejemplo, una
reduccidén en la relacidn de- un indice de produccidén de lactato
especifico a un indice de consumo de glucosa especifico. En una
modalidad no limitante, las condiciones de cultivo cambian al
cambiar la temperatura del _cultivo, En otra modalidad de 1la
invencidn, el cambio de temperatura ocurre en el dia 1-7. En otra
modalidad de la invencién, la temperatura cambia a 29°C - 32°C.
En otra modalidad de 1la invencién, el cambio de temperatura
ocurre en el dia 3, y la temperatura cambia a 31°C. Las
ensenanzas con respecto al cambio de temperatura se pueden
encentrar en la técnica (ver, por ejemplo, la sélicitud de

patente publicada Estadounidense No. US 2006/0121568).
Fase de produccion posterior

Una vez las condiciones del cultivo celglar han sido cambiadas
como se discutid anteriormente, el cultive celular se puede
mantener durante una fase de produccidn posterior bajo un segundo
conjunto de condiciones de cultivo que conducen a la
supervivencia y viabilidad del cultivo celular y que es apropiado
para la expresién del polipéptido deseado o proteina adecuada,

por ejemplc, niveles comercialmente adecuados.

Como se discutidé anteriormente, el cultivo puede cambiar al
cambiar uno o mé&s de un numero de condiciones de cultive que
incluye, pero no se limita a, temperatura, pH, osmoclalidad, vy
niveles de butirato de sodio. En una modalidad, la temperatura

del cultivo cambila. De acuerdo con esta modalidad, durante la
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fase de produccidén posterior, el cultivo se mantiene en una
temperatura o rango de temperatura gque es menor de la temperatura
o rango de temperatura de la fase de crecimiento inicial. Por

ejemplo, durante la fase de produccidn posterior, Células CHO que

expresan bilen polipéptidos y proteinas recombinantes dentro de un

rango de 25°C a 35°C. En una modalidad de la invencién, la fase
de produccién empleza después del dia 3. En otra modalidad de 1la
invencién, la fase de produccidén se lleva a éabo a 31°C. Como se
discutid en la solicitud de patente publicada Estadounidense No.
Us 2006/0121568, maltiples cambios de temperatura discreta se
pueden emplear para incrementar la densidad celular o viabilidad
0 para incrementar la expresidén del polipéptido recombinante o

proteina.

De acuerdo con la férmula de la presente invenciédn, una masa
celular deseada (por ejemplo, densidad celular) y titulo de
produccién (por ejemplo, el titulo objetivo) se seleccionan con
el fin de establecer la concentracién de aminodcido ajustada al
valor inicial, A, y la concentracidén de amincacido de partida, B.
Asi, generalmente las c¢élulas se mantienen en 1la fase de
produccién posterior hasta gque la densidad celular deseada o
titulo de produccidn, o se alcance un valor cercaﬁo a la densidad
celular deseada o titulo de produccidén. En una modalidad, las
células se mantienen en la fase de prqduccién posterior hasta gue
el titulc del polipéptido recombinante o proteina alcance un
maximo. En otras modalidades, el cultivo se puede cosechar antes
de este punto, dependiendo de la produccidén requerida del médico
0o las necesidades o viabilidad de las mismas células. Por

ejemplo, las células se puede mantener durante un periodo de
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tiempo suficiente para alcanzar una densidad celular viable de 1,
5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,765, 70, 75, 80,
85, 90, 95 o 99 porciento o mids de la densidad celular viable
maxima. En algunos casos, puede ser deseable permitir a la
densidad celular viable alcanzar un maximo, y luego permitir a la
densidad celular viable declinar en algun nivel antes de cosecha
del cultivo. En un ejemplo extremo, puede ser deseable permitir a
la densidad celular viable obtener o alcanzar cero antes de

cosecha del cultivo.

En otra modalidad de la presente invencidn, las células se les
permiten crecer durante un periodo de tiempo definido durante 1la
fase de produccidén posterior. Por ejemplo, dependiendo de 1la
concentracién del cultivo celular en el inicio de la fase de
crecimiento posterior, la temperatura en la cual las células se
hacen crecer, y el indice de crecimiento intrinseco de las
células, las células se pueaen hacer crecer durante 1, 2, 3, 4,
5, 6; l, 8, 9, 10, 1%, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o méas
dias. En algunos casos, las células se les puede permitir crecer
durante un mes o mas. El médico de la presente invencién sera
capaz de seleccionar la duracidén de la fase de produccién
posterior dependiendo de la produccidédn de polipéptido o proteina
requerida y las necesidades de las mismas células. La duracidn
del cultivo ayudara a determinar la concentracidn de aminoacido
requerida para el mantenimiento celular, que puede variar en la
presente invencidn de, por ejemplo, 0% a 150% de la concentraciédn

de aminoacido requerida para la masa celular.

En clertos casos, puede ser Dbenéfico o necesaric para
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complementar el cultivo celular, es decir, el cultivo celular de
alimentacién, durante la fase de produccién poéterior con
nutrientes u otros componentes del medio que se han agotado o
metabolizado por las células. Por ejemplo, puede ser ventajoso
complementar el cultivo celular con nutrientes u otros’
componentes de medio observados por haber sido agotados durante
monitoreo del cultivo celular (ver la seccién “Monitoreo de 1las
Condiciones de Cultivo Celular”, adelante). Alternativamente o
adicionalmente, puede ser benéfico o necesario complementar el
cultivo celular antes de la fase de produccién posterior. Como
ejemplos no limitante, puede ser benéfico o necesario
complementar el cultivo celular con hormonas y/o otros factores
de crecimiento, particular iones {(tal como sodio, cloro, calcio,
magnesio, y fosfato), amortiguadores, vitaminas, nucledsidos o
nucledtidos, oligoelementos (compuestos inorgénicos usualmente
presentes en concentraciones finales muy bajas), lipidos,

aminoacidos, o gluccsa {(u otra fuente de energia).

Se pueden agregar todos estos componentes complementarios, es
decir, alimento, al cultivo celular de una sola vez, o ellos se
pueden proporcionar al cultiveo celular en una serie de adiciones.
En una modalidad de la presente invencidn, se proporcionan los
componentes complementarios al cultivo celular en miltiples veces
en cantidades ©proporcionales. En otra modalidad, puede ser
deseable proporcionar solo cilertos componentes complementarios
inicialmente, y proporcionar leos componentes restantes en un
momento posterior. En todavia otra modalidad de 1la presente
invencidén, el cultivo celular se alimenta continuamente con estos

componentes complementarios.
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De acuerdo con la presente invencidn, el volumen total agregado
al cultivo celular debe optimamente mantener una cantidad minima.
Por ejempleo, el volumen total del medio de alimentacién, o
solucidén que contiene los componentes complementarios, agregado
al cultivo celular puede ser 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50% del volumen del cultive celular
antes de proporcicnar los componentes complementarios. Asi, el
medio de alimentacidn se debe concentrar con el fin de evitar el
reflujo del biorreactor o la - -dilucidén del componente del medio.
El medio de alimentacidén se proporciona preferiblemente al
cultivo principal con el mismo pH, temperatura, etc., pero con

altas concentraciones de nutrientes con relacidén al medio de

~ partida. En una modalidad de 1la invencidn, el medioc de

alimentacidén es el medio de alimentacién diseniado “Medio de

Alimentacidédn” en la columna 4 de la Tabla 2.

En una modalidad de la invencién, un cultivo c¢elular con una

concentracién de aminocdcido de partida, B, se complementa con un

~aminoadcido adicional con el fin de alcanzar una concentracioén de

"aminoacido ajustada al valer inicial, A. En otra modalidad de la

invencién, el cultivoe celular se proporciona con una alimentacién
continua de aproximadamente 3-21 dias, o alimentaciones
periddicas cada 2-3 dias. En otra modalidad de la invencién, 1la
alimentacidén ocurre de aproximadamente dia 3 a aproximadamente
dia 20 (durante un cultivo de 21 dias) como alimentaciones de
bolo. En otra modalidad de la invencidn, la alimentacidn ocurre
como alimentaciones periddicas aproximadamente cada 2-3 dias. En

todavia otra modalidad de la invencioén, el volumen de
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alimentacién es aproximadamente 1% a aproximadamente 40% del

volumen de cultivo celular total.

El cultivo celular se puede batir o agitar durante la fase de
produccidén posterior con el fin de incrementar la oxigenacidn y
dispersién de nutrientes a las c¢élulas. De acuerdo con la
presente 1invencidén, una persona medianamente experta en la
técnica entendera que esto puede ser benéfico para controlar o
regular ciertas condiciones internas del biorreactor durante la
fase de crecimiento posterior, que incluye pero no se limita a
pPH, temperatura, oxigenacidn, etc. Por ejemplo, el pH se puede
controlar al suministrar una cantidad apropiada de &cido o base,
y la oxigenacidn se puede controlar con dispositivos de burbujeo

que se conocen bien en la técnica.
Monitoreo de Condiciones de cultivo celular

En ciertas modalidades de la presente invencidn, el médico puede
encontrar benéfico e} necesario monitorear periddicamente
condiciones particulares del crecimiento del cultivo celular.
Monitorear las condiciones de cultivo celular permite al médico
determinar si el cultivo celular produce el polipéptido
recombinante de interés en niveles subdéptimos o si el cultivo
entra aproximadamente en una fase de produccién subdptima. Con el
fin de monitorear ciertas condiciones de cultivo celulares, puede
ser necesario remover alicuotas pequefias del cultivo para
andlisis. Una persona medianamente experta en la técnica
entendera que tal remocidén puede introducir potencialmente la

contaminacién en el cultivo celular, y tendrd cuidado apropiado
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para minimizar el riesgo de tal contaminacién.

Como ejemplos no limitantes, puede ser benéfico o© necesario
monitorear la temperatura, pH, densidad <celular, viabilidad
celular, densidad celular viable integrada, niveles de lactato,
niveles de amoniaco, osmolaridad, o titulo del polipéptido
expresadoc. Numerosas técnicas se conocen bien en el arte que
permitiran a una persona medianamente experta en la técnica medir
estas condiciones. Por ejemplo, la densidad celular se puede
medir utilizando un hemacitdémetro, un contador Coulter, o© examen
de densidad celular (CEDEX®, Innovatis, Malvern, PA). La densidad
celular viable se puede determinar al tefilr wuna muestra del
cultivo con azul Trypan. Ya que solo las células muertas
colocadas en azul Trypan (es decir, células viables excluido el
tinte), la densidad celular viable se puede determinar al contar
el nuamero total de células, dividir el numero de células que se
colocan en el tinte por el numero total de células, y colocar el
reciproco. El HPLC se puede utilizar para determinar los niveles
de lactato, amonic o el polipéptido expresado o proteina.
BAlternativamente, el nivel de polipéptido expresado o la proteina
se puede determinar por técnicas de biologia molecular estéandar
tal como tefiido- Coomassie de geles SDS-PAGE, Western blotting,
ensayos Bradford, ensayos Lowry, ensayos biuret, vy absorbancia
UvV. También puede ser benéfico o necesario monitorear las
modificaciones post-traduccionales del polipéptido o proteina

expresada, que incluye fosforilacidén y glucosilacidn,

Cosecha de Polipéptidos Producidos por el cultive celular
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El polipéptido de interés que se produce por el cultivo celular
luego se puede purificar del medio de cultivo o de los extractos
celulares para uso en varias aplicaciones. Las formas solubles
del polipéptido se pueden purificar de los medios condicionados.
Las formas de wunién de membrana del polipéptido se pueden
purificar al preparar una fraccidn de membrana total de la célula
que expresa y extrae las membranas con un detergente no iénico
tal como TRITON®_X*100 {(EMD Biosciences, S$San Diego, CA). Las
proteinas nucleares o sistdlicas se pueden preparar al lisar las
células anfitrionas (por wvia de fuerza mecdnica, Parr-bomb,
sonicacidn, detergente, etc.), remover la fraccién de membrana

celular mediante centrifugacidn, y retener el sobrenadante.

El polipéptido se puede purificar utilizando otros métodos
conocidos por aquellos expertos en la técnica. Por ejemplo, un
polipéptido producido por los métodos descritos se puede
concentrar utilizande un filtro de concentracidén de proteina
disponible comercialmente, por ejemplo, una unidad de
ultrafiltracién AMICON® o PELLICON® (Millipore, vBillerica, MA) .
Siguiendo 1la etapa de concentracién, el concentrado se puede
aplicar a wuna matriz de purificacidén tal como un medio de
filtracidén en gel. Alternativamente, puede emplear una resina de
intercambio de anidén (por ejemplo, una columna MonoQ, Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ); tal resina contiene una matriz o
sustrato que tiene grupos pendiente dietilaminoetilo (DEAE) o
polietilenimina (PEI). Las matrices utilizadas para purificacidn
pueden ser acrilamida, agarosa, dextrano, celulosa u otros tipos
empleados comunmente en purificacién de proteina.

Alternativamente, una etapa de intercambio de catidén se puede
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utilizar para la purificacidn de las proteinas. Los
intercambiadores de catidén adecuados incluyen varias ‘matrices
insolubles que comprenden grupos sulfopropilo o carbpximetilo
(por ejemplo, columnas S$-SEPHAROSE®, Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO) .

La purificacion del polipéptido del sobrenadante de cultivo
también puede incluir una o mds columna etapas sobre resinas de
afinidad, tal comoc A-agarosa concanavalina, AF-HEPARINGS50,
heparin-TOYOPEARL® o azul Cibacron 3GA SEPHAROSE® {(Tosch
Biosciences, San Francisco, CA); columnas de cromatografia de
interaccién hidréfoba utilizando tales resinas como éter fenilo,
eter butilo, o éter propilo; o columnas de inmﬁnoafinidad
utilizando anticuerpos para la proteina maréada. Finalmente, una
o mas etapas de cromatografia liquida de alto desemperfio (HPLC)
emplean medics HPLC hidréfobos, por ejemplo, gel de silice que
tiene metilo pendiente u otrés grupcs alifaticos (pér ejemplo,
columnas Ni-NTA), se pueden emplear para purificar-adicionalmente
la proteina. Alternativamente, los polipéptidos se pueden
expresar recombinantemente en una forma que facilita la
purificacién. Por ejemplo, los polipéptidos se pueden expresar
como una fusidén con proteinas tal como proteina de unidén a
maltosa (MBP), glutationa-S-transferasa (GST), o ticredoxina
(TRX) . Los paquetes para la expresidn y purificacidn de proteinas
de fusién estdn disponibles comercialmente de New England BioLabs
(Beverly, MAY, Pharmacia (Piscataway, NJY, VY% Invitrogen
(Carlsbad, CA), respectivamente. Las proteinas también se pueden
marcar con un epitopo pequeno (por ejemplo, etiquetas His, myc o

Flag) y posteriormente identificar o purificar utilizando un
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anticuerpo especifico para el epitopo seleccionado. Anticuerpos
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para epltopos comunes estédn disponibles de numerosas fuentes

comerciales.

Como una alternativa para modos de purificacidén de cromatografia

tradicionales (por ejemplo, modos de purificacién de
cromatografia de eluato-unién o flujo pasante), los polipéptidos
producidos por los métodos de la presente invencidén se pueden
purificar al coperar una columna de purificacidén de cromatografia
en un modo de particidén débil, una técnica en la cual por lo
menos un producto contenido en la preparacién, y por lo menos un
contaminante o 1impureza, se unen a una resina cromatografica o
medio. En el modo de particién débil, la por lo menos una
impureza une mas herméticamente al medio que el producto de
polipéptido; y como carga continua {(fluido de carga), el producto
de polipéptido no unido pasa selectivamente a través del medio y
se recupera de la columna efluente. Tales resultados de
purificacién en un alto grado de reduccidén de impurezas, asi como
también alta recuperacién del producto. Tal purificacidn se puede
lograr en medios y resinas conocidas en la técnica, qué incluye
pero no se limita a, medio de intercambio de ién cargado, resina
cromatografica de interaccién hidréfoba, resinas de cromatografia
de afinidad de metal inmovilizada, y resina hidroxiapatita. En
por lo menos una modalidad, la remocidédn de impureza/contaminante
bajo condiciones de particidén débil ocurre cuando el'fluido de
carga pasa a través del medio/resina gue une por lo menos 2.8 mg
del producto por ml de medio/resina. En por lo menos una otra
modalidad, la remocidén de impureza/contaminante bajo condiciones

de particidn débil ocurre cuando el fluido de carga pasa a través
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del medio/resina en condiciones operantes definidas por un
coeficiente de particidén de por lo menos 0.1. ELl producto
purificado se recupera del efluente de la columna que contiene el

medio/resina.

La Tabla 5 resume las diferencias en las caracteristicas entre
los medos flujo pasante (FT), eluatc de unidn (B=E), Y

particionamiento débil (WP).
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Tabla 5: Caracteristicas de los modos FT/WP/B-E

FT WP B-E
Kp < 0.1 0.1-20 >20
Limitacién | Impurezas Impurezas Producto +
de prueba | 10-50 mg | 50-500 mg Prod/mlL | impurezas
de carga Prod/mL (tipico) < 100 mg

(tipico} pero actualmente | Prod/mL

pero dependiente de 1la

actualmente pureza de carga

dependiente de

la pureza de

carga
Vol. De | Moderado, para | Muy alto, para | bajo, como el
carga impurezas impurezas producto que

diluidas diluidas se une - en

10-20 CvVs hasta 50 CVs adicidén a las

impurezas
5-20 CVs

[Producto] | Tgual a la | Etiqueta inicial, | <5% de la
en eluato | concentraciédn luego igual a 1la | concentraciédn
de carga de carga a | concentracidén de |de carga

través de mucha
mds carga

carga a través de
mucha mds carga

Residual Bajo Muy bajo Dependiente de
[Impurezal] las
condiciones de
elusiodn,
volumen Yy
capacidad de
grupo
Unién de | < 1 mg/mL < 10 - 20 mg/mL > 10 - 20
Producto mg /mL
Q)
Regién Rango Ventana modesta | Condiciones de
Operante relativamente de operacioén | unidn
amplio de | entre los modos | astringentes
condiciones FT y B-E para carga,
) amplio rango
de condiciones
de elusién
Fase mévil | Isocratico Isocréatico cambio en la

composicidén de
amortiguador
después que la
carga origina
elusién

El coeficiente de particidn

del producto adsorbido

(C);

(Kp)

(Q)

es el indice de la concentracidn
en la concentracidn del producto en la

asl el Kp para el modo de particicnamiento débil es

intermedioc entre el Kp para los modos de eluato de unién y flujo

pasante, por ejemplo, entre aproximadamente 0.1 y 20. Con el fin

de determinar

las

condiciones

propias, por

ejemplo,

sal,
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amortiguador, pH, etc., para un modo de particionamiento débil de
purificacién, una deteccidén de alto rendimiento o© se puede
desarrollar un estudio deteccién de purificacién en tanda. Asi,
un experto en la técnica puede determinar los coeficientes de
particidén de p#oducto Kp como una funcién de condiciones

operantes (ver Ejemplo 7.1).

Los métodos de purificacidn utilizando un modo de
particionamiento débil se describen en detalle en la Solicitud de

Patente Estadounidense Nos. 11/372,054 y 11/510,634, las cuales

se incorporan aqui como referencia en su totalidad.

Se pueden emplear algunas o© todas las etapas de purificacién
anteriores en varias combinaciones o con otros métodos conocidos,
para purificar un polipéptido de interés producido por métodos de

cultivo celular animal a gran escala y medios descritos aqui.

Composiciones farmacéuticas que contienen Polipéptidos Producidos

por Cultivo Celular

Los medios de culfivo celular anteriores, por ejemplc, medios de
cultivo celular a gran escala, y métodos para cultivar células
que propbfcionan polipéptidos de interés, por ejemplo,
anticuerpos, receptores solubles, proteinas de fusidén, etc. Los
polipéptidos producidos por los métodos de cultivo celular
descritos, y con los medios novedosos y métodos relacionados
descritos aqui, gque incluye anticuerpos y sus fragmentos, se
puede utilizar in vitro, ex vivo, © incorporar en composiciones

farmacéuticas vy administrar a los 1individuos (por ejemplo,
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sujetos humanos) en necesidad de estas. Varias investigaciones
farmacogendémicas para considerar el determinar si administrar un
polipéptido de la invencidn son bien conocidas por un experto en
la técnica e incluyen asociacidén del tipo genoma, investigacidn
del gen candidato, y el perfil de expresidén de gen. Una
composicién farmacéufica de la invencidén se formula por ser
compatible con su ruta pretendida de administracién (por ejemplo,
composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o
un portador comestible). Otros ejemplos no limitantes de rutas de
administraciédn incluyen administracidén parenteral {por ejemplo,
intravenosaj}, intradérmica, subcutéanea, oral (por ejemplo,
inhalacién), transdérmica (tépica), transmucosal, y rectal. Las
composiciones farmacéuticas compatibles con cada ruta destinada

se conocen bien en la técnica.

Un polipéptido de la invencidén se puede utilizar c¢como una
composicién farmacéutica cuando se combina con un portador
farmacéuticamente aceptable. Tal una composicidn puedé contener,
en adicidn a un polipéptido de la invenciédn, portadores, varios
diluyentes, rellenos, sales, amortiguadores, estabilizantes,

solubilizantes, y otros materiales bien conocidos en la técnica.

El término “farmacéuticamente aceptable” significa un material no

téxico que no 1interfiere con la efectividad de la actividad
bioldégica de los ingredientes activos}. Las caracteristicas del

portador dependeran de la ruta de administracién.

La composicidn farmacéutica de la invencidn también puede
contener factores terapéuticos adicionales o© agentes para el

tratamiento del trastorno objetivo particular. Por ejemplo, una
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composicién farmacéutica para el tratamiento de diabetes tipo 2
también puede incluir un agente antidiabético oral. La
composicidédn farmacéutica puede contener factores tromboliticos o
antitrombéticos tal como activador de plasmindgeno y Factor VIII.
La composicidn farmacéutica puede contener adicionalmente agentes
antiinflamatorios. Tales factores adicionales y/o agentes se
pueden incluir en la composicidén farmacéutica para producir un
efecto sinérgico con un polipéptido de la invencidn, o para

minimizar efectos colaterales originados por los polipéptidcs de

la invencién.

La composicién farmacéutica de la invencién puede estar en la
forma de wuna liposcma en los cuales un polipéptideo de la
invencidn se combina, en adicién a otros portadores
farmacéuticamente aceptables, con agentes amfipaticos tal como
lipidos que existen en forma agregada como miceles, monocapas
insolubles, cristales liquidos, o capas lamelares en solucidn
acuosa. Los lipidos adecuados para la formulacidén LliposdOmica
incluyen sin limitacidn, monoglicéridos, diglicéridos,
sulfatidas, lisolecitina, fosfolipidos, saponina, écidos

biliares, etc.

Comc se utiliza aqui, el término “cantidad terapéuticamente
efectiva” significa la cantidad total de cada componente activo
De la composicidn farmacéutica o método que es suficiente para
mostrar un beneficio significativo al paciente, por ejemplo,

alivio de los sintomas de, curacidén de, o incremento en el indice

de curacién de tales afecciones. Cuando se aplica a un

ingrediente activo individual, se administra solo, el términoc se
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refiere al ingrediente activo solo. Cuando se aplica en una
combinacidén, el término se refiere a las.cantidades combinadas de
los ingredientes activos que resultan en el efecto terapéutico,

si se administra en combinacidn, serialmente o simultianeamente.

En la practica el método de tratamiento o uso de la presente
invencidn, una cantidad terapéuticamente efectiva de un
polipeptido de 1la invencién se administra a un sujeto, por
ejemplo, un mamifero (por ejemplo, un humano). Un polipéptido de
la invencién se puede administrar de acuerdo con el método de la
invencidén solo o' en combinacidén con otras terapias. Cuando se
cocadministra con uno o mas agentes, un polipéptido de la
invencién se puede administrar simultaneamente con el segundo
agente, o© secuencialmente. S1 se administra secuencialmente, el
especialista que atiende decidirad la secuencia apropiada para
administrar los polipéptidos de la invencién en combinacidn con

otros agentes.

Cuando una cantidad terapéuticamente afectiva de un polipéptido
de la invencién se administra oralmente, el agente de unidn
estara en la forma de un comprimido, capsula, polvo, soluciéh o)
elixir. Cuando se administra en la forma de comprimido, la
composicioén farmacéutica de la invencién puede contener
adicionalmente un portador sélido tal como una gelatina o un
adyuvante. El comprimido, capsula, y polvo contienen de
aproximadamente 5 a 95% del agente de unién, y preferiblemente de
aproximadamente 25 a 90% del agente de wunién. Cuando se
administra en forma liquida,‘un portador liquido tal como agua,

petrdleo, aceites de origen animal o vegetal, tal como aceite de
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mani (ejerciendo precaucidén en relacidn con alergias al mani),
aceite mineral, aceite de soya, o se pueden agregar acelite de
sésamo, o aceites sintéticos. La forma liguida de la composiciédn
farmacéutica puede contener adicionalmente solucidén salina
fisioldgica, dextrosa u otra solucién de sacarido, o glicoles tal
como etilenglicol, propilenglicol, o polietilenglicol. Cuando se
administra en forma liquida, la composicién farmacéutica contiene
de aproximadamente 0.5% a aproximadamente 90% en peso del agente
de unién, y preferiblemente de aproximadamente 1% a

aproximadamente 50% en peso del agente de uniédn.

Cuando una cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido
de la invencidn se administra mediante inyeccidén intravenosa,
cutdnea o subcuténea, el polipéptido de la invenciédn estara en la

forma de una solucidn acuosa parenteralmente aceptable, libre de

pirdgeno. La preparacién de tales soluciones de ©proteina

parenteralmente aceptables, que se tiene con respecto a pH,
isotonicidad, estabilidad, y similares, esta dentro de aquellos
expertos en la técnica. Una composicidn farmacéutica preferida
para inyeccién intravenosa, cuténea, © subcuténéa debe contener,
en adicién al polipéptido de la invencidén, un vehiculo isotédnico
tal como inyeccién de <cloruro de sodio, inyeccidn Ringer,
inyeccidédn de dextrosa, inyeccién de cloruro de dextrosa y sodio,
inyeccidn de Ringer lactada, u otro vehiculo como se conoce en la
técnica. La composicidn farmacéutica de la presente invencidn
también puede contener estabilizantes, conservantes,
amortiguadores, antioxidantes, o cuvalquier otro aditivo conocido

por aquellos expertos en la técnica.
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La cantidad de un polipéptido de la invencidn en la composicidn
farmacéutica de la presente invencidén dependerd de la naturaleza
y severidad de la afeccidén a ser tratada, y de la naturaleza de
tratamientos anteriores que el paciente ha experimentado.
Ultimamente, el especialista que atiende decidird la cantidad de
una composicién farmacéutica o polipéptido de la invencidén con el
cual se trata cada paciente individual. Inicialmente, el
especlalista que atiende administrara bajas dosis de una
compesicidén farmacéutica o polipéptido de la invencién y oObserva
la respuesta del paciente. Dosis mayores de una composicidn
farmacéuticamente o polipéptido de la 1invencidén se puede
administrar hasta qgue se obtiene el efecto terapéutico oéptimo
para el paciente, y que punto de dosificacidén no se incrementa
generalmente adicionalmente. Se contempla que varias
composiciones farmacéuticas utilizadas para tratar un sujeto en
necesidad 'de este puede contener aproximadamente 0.1 pg a
aproximadamente 100 mg de un polipéptido de la invencidn por kg

de peso corporal.

La duracién de 1la terapia intravenosa (i.v.) utilizando una
composicién farmacéutica de 1la presente invencidén variara,
dependiendo de la severidad de la enfermedad a ser tratada y la
afeccidén y respuesta 1diosincréasica potencial de cada paciente
individual. Se contempla que lé duracién de cada aplicacidn de
una composicidén farmacéutica o un polipéptido de la presente
invencién puede estar dentro del rango‘de, por ejemplo, 1-12, 6-
18, o 12-24 hrs de administracidén i.v. continua o intermitente.

También se contempla la terapia subcuténea (s.c.) utilizando una

composicidén farmacéutica de la presente invencidn. Estas terapias
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invencién puede estar dentro del rango de, por ejemplo, 1-12, 6-

18, o 12-24 hrs de administracién 1i.v. continua o intermitente.

~También se contempla la terapia subcutédnea (s.c.) utilizando una

composicién  farmacéutica de la presente invencidn. Estas
terapias se pueden administrar diariamente, semanalmente, o, mas
preferiblemente, bisemanalmente, o mensualmente. Ultimamente el
especialista que atiende decidird 1la duracidén apropiada de
terapia i1.v. o s.c., o la terapia con una molécula pequefia, y el
tiempo de  administracidén de la terapia, utilizando la

composicidén farmacéutica de la presente invencidn.

Todas las referencias, patentes, Solicitudes de patente, vy
publicaciones citadas en esta aplicacidn se incorporan aqui como

referencia en su totalidad.
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EJEMPLOS

Los Ejemplos que siguen se establecen para ayudar al
entendimiento de la invencidén pero no estan destinados a, y no se
deben construir para, limitar el alcance de 1la invencidén en
cualqguier forma. Los Ejemplos no incluyen descripciones
detalladas de los métodos convencionales, tal como técnicas de
ADN recombinanfe. Tales métodos son bien conocidos por aquellos

medianamente expertos en la técnica.
Ejemplo 1
Cuantificacidén del la Composicidn de Aminodcido de Células CHO

Para cuantificar la composicién de aminodcido de las células CHO
que expresan anticuerpo y células CHO que expresan proteina
recombinante, es decir, el porcentaje molar de cada amincacido
relaciona@o con el aminoacido total de masa celular (biomasa), se
desarrolla el siguiente procedimiento. Brevemente, tres

anticuerpos que sobreexpresan estirpes celulares CHO o proteina

recombinante, més especificamente anticuerpo anti-IL-22
(anticuerpo anti-IL-22 humano recombinante), anticuerpo Myo-029
(anticuerpo monoclonal IgGl anti-GDF8), Y BMP-2 humano

fecombinante,.se hacen crecer en un matraz de agitacién durante
uno (BMP-2) o tres (Myo-029 vy anti—IL—22) dias. En el dia final,
se cosechan los cultivos y las células se centrifugan a una
concentracién de 10° células/mL. Un sedimento que contiene 10°
células se lava dos veces con 1 X PBS y el sedimento se

resuspende en 500 pL de HC1 5 N. La suspensién gque contiene
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célula se calienta a 100° C durante 24 horas, en cuyo punto se
centrifuga la suspensién en vacio. E1 sedihento resultante se
resuspende en 500 pL de PBS, y se desarrolla analisis de

amincdcido utilizando cromatografia liquida o de gas.

La hidrdlisis de acido determina que metionina y triptofano se
degradan durante la hidrdlisis de acido; asi, las concentraciones
de estos aminocadcidos en los Ejemplos 2 y 3 se basan en los
valores de la literatura para células CHO. Adicionalmente, se
determina gque glutamina y asparagina se convierten a sus formas
acidicas, acido glutamico y Aacido aspéartico, respectivamente,
durante hidrélisis; asi, las concentraciones para estos cuatro
aminodcidos en los Ejémplos 2 y 3 se ajustan con base en las -
relaciones glutamina/acido glutamico y asparagina/adcido aspartico
repcrtadas en la literatura. De otra manera, se determina que
aquellas estirpes celulares CHO poseen composicicnes de 4&cido
similar, vy valores reportados cercanamente coincidentes para
otras c¢élulas de mamiferos (datos no mostrados) (ver Bonarius

(1996) Biotechnol. Biceng. 50:299-318).
Ejemplo 2
Densidad Celular Pico Deseada de 15 x 10° células/ml, y Titulo de
Anticuerpo Anti-IL-22 Objetivo de 9 g/L en células CHO (Estirpe
celular 1) con 32% de Volumen de Alimentacidn Utilizando Medio

Disefiado Racicnalmente

Ejemplo 2.1: Medio Diseriado Racionalmente
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Utilizando la férmula descrita aqui, se determina la
concentracién de aminodcido ajustada al valor inicial, A, de
aminoacidos requeridos para 15 x 10° células/ml que producen 9

g/L de anticuerpo anti-IL-22 en Estirpe Celular CHO 1 (Tabla &6,

columna 2) (el mantenimiento celular se establece en 50%, es
decir, ¥=0.5). La concentracidén de aminocidcido se ajusta al wvalor
inicial, A (Tabla 6, columna 2), de una variedad de amino&cidos

se ajustan para obtener las concentraciones de aminocdacidos

ajustadas al wvalor inicial modificado se muestran en la columna 3

de la Tabla 6. Se hacen los siguientes ajustes: se establecen los

niveles de Asn, Asp, y Gln de acuerdo con la Solicitud de Patente
Publicada U.S. No. US2006/0121568A1; 2) debido a que se producen

Ala, Glu, Gly mediante los cultivos celulares, sus niveles se

‘ajustan a valores inferiocres; 3) el nivel de Cys se ajusta debido

al hecho de que la cisteina se utiliza también en el H@dio de
alimentacién, y el valor medio‘de cisteina se establece a aquel
en la Solicitud de Patente Publicada U.S. No. US2006/0121568A1;
4) los niveles de Arg, His, Ile, Leu, Lys, Met, Phe son 20% a
100% mas altos que la concentracién de aminodcido ajustada al
valor inicial, A, debido al hecho que el polvo de alimentacion,
gue contiene una composicidn de aminoacido establecida, se
utiliza para hacer el medico de cultivo celular deseado, de tal
manera gue una coincidencia exacta no es posible. Se calcula la
concentracién de aminoadcido de medico de partida, B (Tabla 6,
columna 4), a partir de las concentraciones de aminocadcidos

ajustadas con el valor inicial modificado mostradas en la columna

3 de la Tabla 6.

Tabla 6: Formulacidn de Medio de Cultivo Celular Deseado
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Concentracién de | Concentracidn
Aminoacido de Aminoacido | Concentracidn
Ajustada al | Ajustada al | de Aminocacido
Valor Inicial | Valor Inicial |de Partida

Aminoacido | (mM) (A) Modificada (mM) | (mM) (B)

ALA 13.67 2.18 0.20

ARG 6.68 12.56 1.94

ASN 7.42 ' 27.82 14.56

ASP 11.86 6.28 1.70

CYS 4.97 0.27 0.40

GLU 9.23 2.18 0.20

GLN 13.11 2.72 4.00

GLY 12.94 4.52 3.63

HIS 3.93 5.05 2.15

ILE 6.23 10.95 2.54

LEU . 13.13 17.96 6.87

LYS 13.01 15.62 7.91

MET 2.82 5.71 2.38

PHE 6.19 7.67 3.76

PRO 11.50 ‘ 11.15 7.36

SER 21.35 22.34 10.20

THR 13.89 14.18 8.80

TRP 3.00 2.89 ' 1.84

TYR 7.53 : 7.55 5.10

VAL . 15.44 15.24 -10.36

Total 197.91 194.85 95.91

Ejemplo 2.2: Densidad Celular y Titulo de Anticuerpo en Respuesta

a Medio disefiado racionalmente

Células de estirpe celular 1 (células CHO que expresan anti-IL-
22) se obtienen a partir de matraces de agitacidén qgue contienen
cultivos de 3 dias, y se inoculan en 0.7 x 10° células/ml en el

dia 0 dentro del medio de cultivo celular de partida en un
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biorreactor de 1 L (Applikon 2L, (Applikon 1Inc, Foster City,
CA)). En el dia 3 (aproximadamente 80 ho;as), se cambia la
temperatura de 37° C a 31° C y se agrega Medio de alimentacién
(ver columna 4 de la Tabla 2) en 3.75%, 4%, 4%, 9%, 2%, 1%, 1%,
1%, 3%, 2% y 1% en volumen en los dias ‘3, 5, 6, 7, 10, 11, 12,
13, 14, 17, 20, respectivamente, para obtener el medio de cultivo
celular deseado, gue contiene la concentracién de aminocacido
mostrada en la Tabla 6, columna 3. Se mantienen los cultivos
celulares en pH 7.0, en un nivel de oxigeno disuelto de 30%, vy
con agitacién a 200 rpm. Se toman las muestras diarias para
probar densidad celular (instrumento de conteo celular CEDEX ®
(Innovatis, Malvern, PA)), viabilidad (CEDEX ®) y ciertos niveles
de matabolito {Nova BioProfile Analyzer, Nova Biomedical
Cooperation, Waltham, MA). Se guardan medios hilados a -80° C

durante analisis de titule de anticuerpo utilizando Proteina A

HPLC.

Se muestran los resultados en las Figuras 1 y 2. Como se puede
ver a partir de la Figura 1, se alcanza la méyor densidad celular
(aproximadamente 11 x 10° células/mL) en el dia 11 del cultivo,
con densidad celular que disminuye después. Se obtiene el mayor
titulo de anticuerpo (aproximadamente 7 g/L) en el dia 21 del
cultivo. Asil, el medio diserfiado racionalmente se puede utilizar
para producir mayor densidad celular y mayor titulo de
anticuerpo.
Ejemplo 3

Densidad Celular Pico Deseada de 15 x 10° células/ml, y Titulo de
Anticugrpo Anpi—IL—ZZ Objetivo de 10 g/L en células CHO (Estirpe

Celular 2) con 33% de Volumen de Alimentacidn Utilizando Medic
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Disefiado Raciocnalmente

Ejemplo 3.1: Medio Disefiado Racionalmente
Utilizando la férmula descrita aqui, se determina la
concentracién de aminodcido ajustada al valor inicial, A, de

aminodcidos requeridos para 15 x 10° células/ml y 10 g/L

anticuerpo anti-IL-22 (descrito anteriormente) {el mantenimiento
celular se estabilece en 50%, es decir, Y=0.5). La concentracidén

de aminocdcido ajustada al wvalor inicial, A (Tabla 7, columna 2)
de una variedad de aminoacidos se ajusta como se describe en el
Ejemplo 2 para obtener las concentraciones ~de aminoacidos
ajustadas con el valor inicial modificado se muestran en la
columna 3 de la Tabla 7. Adicionalmente, para esta formulacién de
medio el medio de cultivo celular de partida y el medio de
alimentacién se preparan na partir de polvos existentes con
composiciones fijas, y asi una coincidencia exacta no es posible.
La concentracién de aminoacido de medio de partida, B (Tabla 7,
columna 4), se calcula a partir de las concentraciones de
aminoadcidos ajustadas con el wvalor inicial modificado que se

muestran en la columna 3 de la Tabla 7.

Tabla 7: Formulacidén de medio de cultivo celular deseado
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Concentracidn de | Concentracién
aminoacido de aminocacido | Concentracién
ajustada al | ajustada al | de aminoé&cido
valor inicial | valor inicial |de partida

Aminoacido | (mM) (A) modificada (mM) | (mM) (B)

ALA 14.2 2.4 0.4

ARG 6.9 15.2 5.3

ASN 7.8 32.6 21.1

ASP 12.2 6.8 2.3

CYS 5.2 0.3 0.4

GLU 9.7 2.4 0.4

GLN 13.6 2.7 4.0

GLY 13.6 4.5 3.6

HIS 1.1 5.5 2.7

ILE 6.4 13.2 5.4

LEU 13.8 20.0 9.4

LYS 13.7 16.5 8.9

MET 2.9 | 6.3 3.1

PHE 6.5 8.3 4.5

PRO 12.3 12.5 9.1

SER I22.6 23.8 11.8

THR 14.8 15.7 10.8

TRP 3.2 3.2 2.3

TYR 8.0 7.6 5.1

VAL 16.4 15.4 10.3

Total 207.93 214.8 121.1

Ejemplo 3.2: Densidad Celular y Titulo de Anticuerpo en Respuesta

a Medio Disefiado Racionalmente

2 Células de Eétirpe celula; (células CHO que expresan anti-IL-
22) se obtienen a partir de matraces de agitacién que contienen
cultivos de 3 dias, y las células se inoculan en 0.7 x 10°
células/ml en el dia 0 dentro del medio de cultivo celular de

partida en un biorreactor de 1 L {(Applikon 2L). En el dia 3
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(ap;oximadamente 80 horas), se cambia la temperatura de 37° C a
31° C y se agrega -alimentacién continua (1.8% en volumen por dia)
con una bomba de alimentacidn automdtica, para obtener el medio
de cultivo celular deseado, que contiene la concentracién de
aminoacido mostrada en la Tabla 7, columna 3f Se mantienen los
cultivos celulares en pH 7.0, en un nivel de oxigeno disuelto de
30%, y con agitacidon a 200 rpm. Se toman las muestras diariamente
para probar densidad celular (instrumento de conteo celular CEDEX
®), viabilidad (CEDEX ®) vy ciertos niveles de metabolito (Nova
Enzymatic analyzer). Se guardén medios hilados a -80° C durante

analisis de titulo de anticuerpo utilizando Proteina A HPLC.

Se muestran los resultados en Figuras 3 y 4. Comc se puede ver a
partir de Figura 3, la mayor densidad celular (scbre 12 x 10°
células/mL) se alcanza en el dia 10 del cultivo, con densidad

celular disminuyendo después. El mayor titulo de anticuerpo

(sobre 10 g/L) se obtiene en el dia 19 del cultivo. Asi, el medio

diseriado racionalmente se puede utilizar para producir mayecr

densidad celular y mayor titulo de anticuerpo.

Ejemplo 4

El Efecto de Adicidén de Prolina en Desemperlio de Cultivo Celular

Las células CHO que producen al anticuerpo Anti-IL-22 se cultivan
en matraces de agitacidén controlados por pH (matraces de 500 mL
con 100 mL de volumen de trabajo), y se mantienen en un agitador
a ~100 rpm en una temperatura controlada, 7% de incubador CO;. Se
siembran células en 0.7 x 10° células/mL. La duracién de cultivo

es 18 dias. Los primeros 3 dias se mantienen células a 37° C,

“
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después de lo que la temperatura se cambia a 31° C durante el
resto del cultivo. Se controla el pH durante los primeros 3 dias
con bicarbonato de sodio 1 M. El medio de cultivo celular
consiste de un medio basado en requerimientos de cultiivo celular
tradicionales, 1llamado “Medio Tradicional,” y medio disefiado
raclionalmente, es decir, medio formulade utilizando el disefo
raciohal descrito agqui, llamado “Medic de Disefio Racional,” para
alcanzar 10 x 10° células/mL y 10 g/L de anticuerpo. Se nota una
principal diferencia entre estas dos formulaciones es gue varios
aminodcidos (PRO, THR, GLY, TYR, TRP, VAL, y PHE) esté&n en altas
concentraciones en el “Medio de Disefio Racional” comparado con el
“Medio Tradicional.” Una tercera condicidn presentada es el medio
tradicional con 3.7 mM adicion;les de prolina agregados para

obtener el nivel de prolina en el “Medio de Disefic Racional”,

llamado "“Medio Tradicional + Prolina.” Estas formulaciones se
presentén en la Tabla 8, adelante. Se agrega medio de
alimentacidén doméstico Wyeth (“Medio de Alimentacidn,” ver la

Tabla 2) al cultivo en 23% total en volumen, que comprende
alimentaciones diarias de 2% en los dias 3-4, 9-14, 17, 1% en los

dias 5-6, y 3% en el dia 7.

Tabla 8: Formulaciones de Medios para Estudios de Prolina
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1 2 3 4
Aminoacido Medio Medio de Medio
tradicional diseno tradicional
[mM] racional +Prolina
[mM] [mM]
alanina 0.44 0.44 0.44
argininac+«HC1l 5.32 5.32 5.32
asparaginac+Hp0 21.08 21.08 21.08
acido aspartico 2.25 2.25 2.25
glutamina 4.00 4.00 4.00
glutamato 0.24 0.24 0.24
glicina 1.78 3.59 1.78
histidina 2.68 2.68 2.68
isoleucina 5.44 5.44 5.44
Leucina 9.43 9.43 9.43
lisina<HC1 8.90 8.90 8.90
metionina 3.08 3.08 3.08
fenilalanina 3.67 4.48 3.67
prolina 5.41 9.13 9.13
serina 11.82 11.82 11.82
treonina 5.71 10.85 5.71
Triptdéfano 1.54 2.32 1.54
tirosina-+2Na 3.34 5.13 3.34
valina 7.36 10.30 7.36

Los resultades de estos experimentos se muestran en las Figuras
5-7. La adicién de prolina al medio tradicional, es decir “Medio

Tradicional + Prolina” (Figura 5), resulta en una produccidn de

énticuerpo equivalente al “Medio de Disefic Racional” a lo largo
del dia 14. Como se muestra en la Figura 6, todos los tres medios

se mantienen a mayor densidad celular, con la densidad mds alta

presentada en el dia 12. Como se muestra en la Figura 7, todos

los tres medios mantienen alta viabilidad celular, con los

cultivos de "“Medio de Disefio Racional” que mantienen mayor
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viabilidad en los dias 15-18 en comparacidén con los cultivos que
contienen medios “Medio Tradicional” y “Medio tradicional +
Prolina”. Como una variedad de otros medios, en la que cada una
contiene una concentracién disefiada racionalmente de cualquier
glicina, fenilalanina, treonina, triptofano, tirosina o valina no
resulta en cultivos celulares que producen un mayor titule de
anticuerpo que el “Medio Tradicional” (datos no mostrados), la
prolina sirve como el amincdcido que limita la velocidad
requerida para alcanzar mayor titulo. Esto se ejemplifica en las
Figuras B8A-E, gque muestran dgue en el dié 14 muchos de 1los
aminocacidos en el “Medio Tradicional + Prolina” alcanzan niveles

extremadamente bajos (note que se agota la tirosina), evitando

por lo tanto incorporacidon adicional de estos aminocacidos en el

anticuerpo. También se observa este resultadb en la grafica de
titulo (Figura 5), cuando se reduce la pendiente para e; “Medio
Tradicional + Prolina” después del dia 14, mientras que la
produccidn de anticuerpo se mantiene a lo largo del dia 18 para
el “Medio de disefio racional,” que contiene mayores niveles de

otros aminoacidos.

De forma interesante, la concentracidén de prolina en el “Medio
Tradicional” nunca cae por debajo de 1 mM (Figura 8A); sin
embargo, se reduce el efecto de prolina en la incorporacidén de
aminodcido completa en el anticuerpo después del dia ‘11l. Este
hallazgo sugiere que existe un umbral de prolina, es decir, la
concentracidén de prolina se debe mantener por encima de 1 mM a

e

través del cultivo.

Ejemplo 5
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Ejemplo Profético: Medios de Cultivo Celular Optimizado para una

Estirpe Celular Novedosa

Los métodos de disefio de medios descritos aqul se pueden utilizar
para .cualquier cultivo celular, que incluyen cultivos celulares
que utilizan células novedosas/estirpes celulares. Los medios
optimizados para uso con una estirpe celular novedosa contendria
por lo menos una concentracidén de aminocacido ajustada al vélor
inicial, A, de un aminodcido de acuerdo con la férmula

A=[(M*X)+ (N*P)+{Y*M*X) ] *F.

Un multiplicador, M, cuando aplica la anterior ecuacién a un
cultivo celular novedoso, se puede seleccionar, por ejemplo, de 1
a 20 x 10° células/mL. Un experto en la técnica seria capaz de
calcular un valor M atil al doblar la densidad celular maxima
durante la fase de crecimiento, gque se puede calcular con base en

la velocidad de crecimiento.

Un multiplicador, N, cuando aplica la ecuacidén anterior a un
cultivo celular novedoso, se puede calcular, por ejemplo, al
multiplicar el IVC por el gp celular. Un experto en la técnica
seria capaz de calcular el IVC al estimar el perf;l de
crecimiento, siguiendo los métodos descritos en la seccidn
titulada “Disefio de Medios Racionales y Formulaciones.” Un
experto en la técnica seria capaz de calcular el gp al medir la
produccidén de anticuerpo o proteina recombinante sobre una base

celular.

Un factor de mantenimiento celular, Y, cuando aplica la ecuacidn
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anterior a un cultivo celular novedoso, se puede estimar al
utilizar Y=1 (es decir, 100% del amincacidoc(s) requerido para

masa celular deseada) inicialmente, y luego refinar el valor de Y

(mds alto o mas bajo).

Un factor de valor inicial, F, cuando aplica la ecuacién anterior
a un cultive celular novedoso, se puede estimar al utilizar F=1.3
(es decir, 30% de aminoéacido(s) adicionales) inicialmente, vy

luego refinar el valor de F (mds alto o mas bajo).

Ejemplo 6
Efecto De Mantenimiento y Factores De Valor Inicial en desempefio

de cultivo celular

Para demostrar que el factor de mantenimiento, ¥, y el factor de
valor inicial, F, son importantes/esenciales para el desempernio de.
cultivo celular, se siembran células CHO que expresan anti-IL-22
en 0.7 x 10° células/mL vy se cultivan durante 21 dias en
biorreactores de 2 L con un puntc de ajuste de pH de 7.0 y un
punto de ajuste de oxigeno disuelto (DO) de 30%. Se controla el
pH mediante Na,C0O; 2N/NaHCC;, vy se contrcocla del DO mediante
aspersidén de aire (que contiene 7% de CO0;). La temperatura del
cultivo es 37° C durante los primeros 3 dias y se cambia a 31° C
después del dia 3, y el resto a 31° C hasta el final del cultivo.
Se cultivan células durante 21 dias en cualesguier (1) medios que
contienen aminoacidos requeridos para el titulo de préteina
objetivo y la densidad celular pico deseada (pero no se cuenta
para el factor de mantenimiente o factor de valor inicial), es

decir, “Medio de Disefio Racional sin factores de mantenimiento y
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valores iniciales,” o (2) “Medio de disefio racional.”

Como se ejemplifica en las Figuras 9 y 10, el medio que no cuenta
para factores de mantenimiento y valor inicial presenta una
disminucidn significativa en la viabilidad, alcanza cercanamente

0

o

en el dia 21 del cultivo celular, y una disminucién
significativa en la densidad celular. Mas aun, la Figura 11
demuestra que en el dia 21 del cultive celular, este mismc medio

solo es capaz de soportar un titulo de anticuerpo de 5 g/L.

En contraste, el Medio de Diseflo Racicnal (que incluye factores
de mantenimiento y valores iniciales) presenta mayor viabilidad,
densidad celular y titulos de anticuerpo (Figuras 9-11). En el
dia 21 del cultivo celular, el Medio de Disefio Racional es capaz

de soportar un titulo de anticuerpo de 10 g/L.

Estos hallazgos sugieren que la cuenta para factores de
mantenimiento y wvalor inicial en la determinacidén de la
concentracién del aminocacido en el medico de cultivo celular
deseado mejdra el desempeno celular segun se mide por viabilidad

celular, densidad celular, y titulo de polipéptido.

Ejemplo 7
Purificacién de polipéptide utilizando Cromatografia De

Intercambio De Anidén en un Modo De Particionamiento Débil

Ejemplo 7.1. Deteccién de alto rendimiento para establecer

particionamiento débil y condiciones de flujo pasante
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Se desarrolla primero un estudio de deteccidén inicial, que
determina el coeficiente de particién y/o la concentracidén de
producto unido a la resina bajo varias condiciones de solucidn,
gue definen asi las regiones de operacidén del particionamiento
débil (WP) vy modos de flujo pasante (FT) para Mab—AAB, el
polipéptido de interés, y Medio TMAE-HiCap. Esta deteccidn varia
la concentracidén de clorurc de sodio y pH para determinar sus
efectos en el grado de unién de Mab-AAB y impurezas relacionadas

con el proceso (Proteina A y HCP) al medio TMAE.

Los niveles de Proteina A residuales en las muestras de prueba se
miden utilizando un ensayo de inmunoabsorcidn con enzimas ligadas
(ELISA) de Proteina A. La cantidad de agregado de alto peso
molecular se mide utilizando un ensayo de cromatografia de
exclusidén de tamafio analitico SEC). Los niveles de proteinas de
célula anfitriona (HCP) se miden utilizando un ELISA HCP. Se
conducen todos los estudios de columna y deteccidén a temperatura

ambliente.

Se agrega cincuenta uL de medio TMAE HiCap a cada pozo de una
placa de filtro de 96 pozos. Cada pozo se equilibra en soluciones
hechas de 50 mM de glicina y wuna cantidad variable de
amortiguador Tris (que depende de la cantidad necesitada para
neutralizacién al pH especificado en la Tabla 9) y cloruro de
scdio (especificado en la Tabla 10). El pH varia de 7.6 a 9.0, vy

el cloruro de sodio varia de 0 mM a 80 mM.

Las soluciones amortiguadoras utilizadas en cada fila se diluyen

en un sistema de pipeteo automatizado (Tecan 100 RST). La
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solucién madre para los amortiguadores es de 500 mM de glicina
acidificados con HCl a pH 3.0, y posteriormente se neutralizan
con 2 M de Base Tris a los niveles de pH indicados en'la Tabla 9.
Esta titulacidén resulta en un nivel de Tris que depende del pH
del amortiguador. El pH del amortiguador se mide en una dilucién
1 a 10 de 1la concentracién de amortiguador en bruto, que
corresponde a la dilucidén hecha por el sistema de pipeteo
automatizado. Como un resultado de la acidificacidén de glicina a
pH 3.0, el amortiguador contribuye aproximadamente 10 mM de
resistencia idénica en la solucidn final. Se hacen dos
inoculaciones de carga (fluido de carga) a la resina: 5 mg/mL
para medir el coeficiente de particidén, Kp, y 122 mg/mL para
medir la capacidad de la resina para remocidédn de impurezas y el
producto unido, Q, en equilibrio con una solucidén de proteina ‘en
una concentracidn aproximadamente igual a la concentracidn de

carga de columna.

Tabla 9: tipo de Amortiguador y pH Objetivo en Cada Pozo

Todas las columnas

.\ 50mM Glicina, 8.8mM Tris, pH 7.6

B 50mM Glicina, 13L§mM Tris, pH 7.8
C 50mM Glicina, 16.0mM Tris, pH 8.0
D 50mM Glicina, 192.6mM Tris, pH 8.2
Iy 50mM Glicina, 28.4mM Tris, pH 8.4
F 50mM Glicina, 37.2mM Tris, pH 8.6
G 50mM Glicina, 64.0mM Tris, pH 8.8
H 50mM Glicina, 100mM Tris, pH 9.0

Tabla 10: Niveles de NaCl (en mM) y Inoculaciones de Proteina
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{(mg/mL) en Cada Pozo

Todas
las 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Filas

NaCl
(mM)

(mg/ 5 5 5 5 5 5 1132(132132|132(132{132
mg/m

L)

En la primera etapa de la deteccién de alto rendimiento, cada
pozo se equilibra en las condiciones de NaCl y pH como se
describe en las Tablas 9 y 10 en una relacidén de volumen de fase
de 6:1 (300 ul de solucidn: 50 ul de resina). Se agita la placa
durante 20 minutos, permitiendo que el equilibrioc sea alcanzado.
Luego se remueve la solucidén al centrifugar la placa de filtro.

Se repite este ciclo de equilibrio tres veces.

En la seguﬁda etapa, se inocula la resina en cada poczo con una
solucion de MAbL-AAB a 5 mg/mL de resina con una relacidn de
volumen de 6:1 (300 ul de solucién: l50 ul de resina) én la
concentracidén de NaCl apropiada y pH. Una solucidén de 36 mg/mL de
Mab-AAB en 1 mM de HEPES, 10 mM de NaCl, pH 7.0 arfadido con 300
ppm de Proteina A se utiliza como solucidén madre. La placa
cargada se agita durante 20 minutos, permitiendoc equilibrar la
resina y la solucidén. El sobrenadante se remueve de la placa de
filtro mediante centrifugacidén y se recolecta en una placa de
recocleccidn. Se determina la concentracién de proteina en el

sobrenadante en cada pozo mediante absorbancia a A280 nm.
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En la tercera etapa, se lava la resina al agregar soluciones del
NaCl especificado y las condiciones de pH se listan en la Tabla
10. El sobrenadante se remueve después de agitar durante 20
minutos. En la cuarta etapa, se agrega NaCl 2 M para remover la
proteina restante que se une a la resina. Se calculan los
coeficientes de particidén para cada poze utilizando la masa
éluida de las etapas 3 y 4 y el producto de concentracidén de la

etapa 2, y se muestran en Tabla 11.

Tabla 11: Coeficientes de particién (Kp) para la Deteccidn HTS de

96 pozos para MAb-AAB

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 10,22 10.32 |0.3510.17/0.24 |0.23 ]0.210.24 [0.21 [0.19 [0.17 [0.16
B 0.37 [0.36 |0.38 |0.25[0.24 [0.08 |0.28]0.26 |0.22 (0.24 |0.18 [0.16
C0.63 |0.48 (0.47 |0.27{0.15 (0.20 |0.31]0.28 [0.26 (0.20[0.23 ]0.16
D 11.24 1.12 [0.68 [0.36{0.30(0.17 [0.42]|0.39|0.34(0.230.23 |0.18
E 3.24 1.89 (1.05 |0.59(0.35(0.15|0.68[0.58 |0.41(0.29 (0.21 |0.18
F 8.37 |3.37 [1.56 [0.61[0.3110.32 [0.87j0.74 |0.51(0.32 ]0.25 |0.21
G 18.36 |9.49 |3.16 [0.82(0.49 [0.34 |0.91|0.88 |0.69 [0.39 |0.24 |0.20
H 125.73|123.796.58 |1.23/0.58 [0.43 [1.18|1L.02 [0.78 |0.42 |0.27 |0.24

Como se muestra en Tabla 11, se puede utilizar el valor Kp para
describir regiones en donde el MAb-AAB une al medio TMAE con
diferentes fuerzas. La fuerza de unidén MAb-AAB al medio TMAE se
puede manipular al variar las condiciones de pH vy concgntracién

de cloruro en de flujo pasante (K<0.l), particionamiento débil

(0.1<K<20), y zonas de unidn (K=220).
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El sobrenadante de la etapa de carga de todos los pozos de cada
zona se muestrea y presenta para analisis de Proteina A. Se
resumen los resultados de ensayoc de estas muestras en la Tabla
12. Existe una regidn de pH y conductividad en la que la etapa de
cromatografia TMAE proporciona remocidén muy significativa de la
Proteina A con pérdida de proteina limitada a la resina. Se
encuentra esta regidén por estar cercanamenté correlacionada c¢on
el valor de coeficiente de particidn, Kp, y ningun pH especifico

o concentracién de cloruro.

Tabla 12: Valores de Remocidén Log de Proteina A (LRV) para datos

de unién MAb-AAB de la Deteccidn HTS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A[2.11]1.89|2.12|1.85|1.22|1.00/1.63]1.02]1.00(0.92|0.85|1.02
B|12.7912.37(2.4211.96(1.23|1.13{1.77(1.81|1.22|0.85|0.94|1.52
C[3.05>3.03]2.741{2.16|1.37|1.11{2.25]2.15|1.%96]1.16|1.06(0.95
D|>3.41[>2.98>3.06/2.50(1.9411.18(3.39(3.11|2.57(1.41]1.02(0.88
EP2.87>2.93>3.01p>2.95/2.13[1.75>3.09]3.27|3.09(1.66|1.89(0.99
F[>2.64p2.89>2.99>3.11|2.29 1.82>3.07>3:11>3.152.19 1.24]0.84
G[>2.33>2.58>2.89>3.07)2.41|2.14p>3.09>3.11>3.14|2.80(1.46]0.85
H[>1.63p2.36/>2.76>3.01|2.86(2.37p2.98[>3.05>3.15/3.16|3.45{0.85

Ejemplo 7.2. Series de Columna bajo condiciones de flujo pasante

Se desarrolla el siguiente experimento en el modo de flujo
pasante (FT), en donde el MAb-AAB interactila solo muy débilmente
con la columna. Se desarrollan dos series con inoculaciones

N
/

cargadas de 110 mg/ml y 200 mg/ml de resina.
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Para todas las series de cromatografia de intercambio de anidn
TMAE (HiCapM) descritas, se utilizan las siguientes condiciones

(se notan excepciones en las descripciones exXperimentales

individuales).

5
Velocidad de flujo operacional - 150-300 cm/hr
Equilibriec 1 - 50 mM de Tris, NaCl 2.0 M, pH 7.5 (5
volumenes de columna)
Equilibrio 2 - como se especifica, aproximédamente

10 equivalente al pH de carga y el contenido de cloruro
Lavado post-carga - c¢cmo se especifica, aproximadamente
equivalente al pH de carga y el contenido de cloruro
Amortiguador de Pelado - 50 mM de Tris, NaCl 2.0 M, pH 7.5
{5 volumenes de columna)

15

Cromatografia de Proteina A Mabselect

Se purifica el cultivo que contiene el anticuerpo monoclonal a
escala Piloto wutilizando wuna c¢olumna MabSelect (2,389 mL)
20 conectada a un sistema de cromatografia Millipore K—érime 400.
Una columna de Proteina A Mabselect se equilibra con 5 volumenes
de columna de 50 mM de Tris/150 mM de NaCl, pH 7.5 en una
velocidad de flujo de 300 cm/hr. Luego se carga la columna con
una carga de aproximadamente 40 mg de producto/ml de resina. Esto
25 se sigue por un lavado de volumen de columna 5 (CV) en NaCl 1 M,
50 mM de Tris, pH 7.5, y un lavadeo 5CV gque contiene 10 mM de
Tris, 75 mM de NaCl, pH 7.5 de lavado. Luego se eluye la columna
utilizando 50 mM de glicina, 75 mM de NaCl, pH 3.0. Se neutraliza

el grupo de producto a pH 7.6 utilizando Tris 2 M, pH 8.5. El
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pico neutralizado tiene una concentracién de cloruroc de

aproximadamente S0 mM.
Cromatografia TMAE HiCap (M)

Se purifica adicionalmente el grupo de Proteina A neutralizado
durante la etapa TMAE con soluciones de equilibrio, carga, vy
lavado a pH 7.5 con 50 mM de Tris y 75 mM cloruro de scdio. Se
utilizan cinco volumenes de columna de lavado. Las dimensiones de
columna e inoculaciones de carga para estos dos estudios son:
Serie 1: 7.0 cm de didmetro x 20.6 cm de alto de lecho {(volumen -
793 mL) con una concentracidén de carga de 11.9 mg/mL; vy Serie 2:
7.0 cm de didmetro x 13 c¢cm de alto de lecho {(volumen - 500 mL)

con una concentracién de carga de 17.6 mg/mL.

Estas condiciones de carga estadn en la regidén de flujo pasante
(FT) (Tabla 13). Se utilizan estudios de unién de tanda para
medir el coeficiente de particién'(Kp), y el producto unido se
determina por proteina en el pelado de c¢olumna al wutilizar
absorbancia UV. Este métodc para determinar el producto unido
tipicamente subestima la cantidad de producto unido durante la
carga debido a elucidn isocrédtica del producto durante el lavado.
Se miden los niveles de Proteina A, HCP vy agregados de alto peso
molecular (HMW) en la piscina de carga y preoducto, y se calcula
el grado de remocién. Se presentan los resultados en la Tabla 13.

Existe pobre remocidén de la Proteina A y HMW, y modesta reduccidn

en los niveles HCP.

Tabla 13: Remocion de HCP, Proteina A, y HMW bajo condiciones FT
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Coefici | Produc
Inocul
ente de | to
acidén
partici | unido HMW Recupe
de HCP Proteina L
Serie én (mg/mL (Pliegue | racidn
carga (LRV} A (LRV)
(Kp) de ) (%)
(mg/mL
) resina
)
1 110 0.17 1.4 2.3 0.1 - 96
2 200 0.17 3.3 2.0 <0.1 1.5 96

* Los niveles de impureza son 38.5 ppm de ProA y 51,943 ppm de

HCP (Serie 1), 8.8 ppm de ProA y 25,398 ppm de HCP (Serie 2).

Ejemplo 7.3. Series de columna bajo condiciones de

particionamiento débil (alta inoculacidén de producto)

Cromatografia de intercambio de anién TMAE (HiCap M)

Se desarrollan vérias series de Proteina A Mabselect
esencialmente como se describe en el Ejemplo 7.2 para generar el
material de carga para estas series. El1 grupo de anticuerpo
parcialmente purificadec de la etapa de Proteina se purifica
adicionalmente sobre la columna TMAE. La carga de la columna TMAE
esta en 50 mM de Tris, pH 8.2. El didmetro de columna es 0.5 cm y
el alto de lecho es 10 cm de alto de lecho (volumen - 2.0 mL). En
la columna se inocula una carga de 500 mg/mL de resina, con una

concentracién de carga de 27.7 mg/mL.

La columna se equilibra con 5CV de una solucidén gue contiene 50
mM de Tris, NaCl 2M, pH 7.5 seguido por otra etapa de Equilibrio

que comprende una solucién de 50 mM de Tris, pH 8.2. La columna



10

15

20

25

110

4
Y | ' 7
Hﬁk,b“h

s R'} w7

luego se carga con 500 mg de producto/ml de resina con el pico de
Proteina A neutralizada de la etapa anterior y se recupera el
producto en el efluente de columna durante el ciclo de carga y

algunos volumenes de columna de la fraccién de lavado.

Estas condiciones de carga estédn en la regidén de particionamiento
débil. Se utilizan estudios de unién de tanda para medir el
coeficiente de particidén (Kp), y unidén de produéto en altas
concentraciones de proteina. A pH 8.2, y un contenido de cloruro
aproximado de 12 mM, el coeficiente de particién, Kp, se estima
pér ser 1.9 (de interpolacién de los datos establecidos de 1la

deteccidén HTS).

Los niveles de HCP y Proteina A se miden en tres fracciones
durante la etapa de carga que representa inoculaciones de carga
de aproximadamente 250, 375, vy 500 mg/ml de resina. Los
resultados del ejemplo 7.3 estdn presentes en la Tabla 14. Estos
resultados demuestran que se pueden lograr inoculaciones de
producto muy éltas en el modo de particionamiento débil, sin
desintegracidén de impurezas. La reduccidn excelente en HCP vy
Proteina A se alcanza, Jjunto con un reduccién del 50% en
contenido HMW. En comparacién con los resultados para operacidn

en el modoe de flujo pasante en la Tabla 13, la remocién de

impurezas es mucho mejor en el modo de particionamientc débil.

Tabla 14: Remocién de HCP, Proteina A y HMW para una inoculacidn

de carga TMAE de 500 mg/ml
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. . . . Grupo de
Fracciédén Fraccidn Fraccidén
, . Producto
temprana media (375] tardia final
250 mg/ml) | mg/ml 500 mg/ml
( g ) g ) ( | g ) (ppm)
HCP
Residual
ppm < 7.6 < 7.6 < 7.6 < 7.6
(ng/mg de
producto)
Valor de
Remocion | 5 g > 3.5 > 3.5 > 3.5
Log de
HCP ({(LRV)
Proteina
A
Residual No
ppm 0.3 determinado 0.1 0.6
(ng/mg de
producto)
Valor de
remocidn
Log  del2.9 No 2.3 2.5
) determinado : )
ProA
{LRV)
o No No No i veces
determinado | determinado | determinado € . .
remocion

* Las impurezas en la carga son 25,398 ppm de HCP,

99.5 ppm de

4‘3

Proteina A, y 2.3% HMW

Ejemplo 7.4. Series de columna bajo condiciones de

particionamiento débil (estudios consistentes)

Para confirmar adicionalmente el desemperio de la columna TMAE en
la regidn de particionamiento débil, se disefian varias series que
varian el pH vy la concentracidén de NaCl en la carga para probar

consistencia del proceso. Se desarrollan todas las series en una

inoculacidén de carga de 250 mg/mL de resina. Se desarrollan

varias series de Proteina A Mabselect esencialmente como se

describe en Ejemplo 7.2 para general el material de carga para

estas series. El factor que solo varla en aquellas series es la
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concentracién de cloruro de sodio en la elucidén de Proteina A,
que se varia para coincidir la concentracidén NaCl en la carga
TMAE para un experimento particular. Se equilibran las columnas
con amortiguadores Equil 2 y se lavan con amortiguadores de

Lavado que tienen aproximadamente el mismo pH y contenido de

cloruro de sodio de la carga.

Estas condiciones de carga estdn en la regidn de particionamiento
debil. Se wutilizan estudios de unién de tanda para medir el
coeficiente de particidn (Kp). Se clasifican las series mediante
los coeficientes de particién listados en la Tabla 15. Se
determina el producto unido al medir la proteina en el pelado de
columna utilizando absorbancia UV, y rangos de 7.8-25.3 mg/mL.
Los resultados de Proteina A, HCP y HMW de estos experimentos
también se presentan en la Tabla 15. Se encuentra que la remoéién

de todas las impurezas es consistente en rangos de operacidn que

cubren 13.5-38.8 mM de cloruro total y pH 7.8-8.4,

Tabla 15: Estudios de Consistencia de Proceso en Remocidn de HCP,

Proteina A, y HMW en Modo WP
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Produ HCP en | Prote’ Prot
Concentr HMW Recup
cto Carga ina A | HCP eina
acién de (Pli | eraci
Kp Unido | pH (ppm) en (LRV | A
NaCl egue | 6n
{mg/m carga } (LRV
{mM) . ) (%)
L) (ppm) )
38.8 0.26 9.4 7.8 26,391 |493.5 (3.7 1.8 2.0 92
13.5 0.41 7.9 7.8 12,821 | 69.2 3.3 >1.911.8 87
27.4 0.50 8 8.0 23,465 | 252 3.6 2.2 3.2 91
18.5 0.73 7.8 8.0 21,626 | 308 3.7 >3.212.9 90
23.5 0.80 8.5 8.1 18,004 | 343 3.2 >3.2 3.5 94
27.7 0.86 9.5 8.2 24,821 | 280 3.6 >3.2 2.6 99
18.5 1.48 10 8.2 17,669 | 252 3.7 >3.1 (3.9 95
22.0 5,35 | 25.3 8.4 29,293 | 533 3.6 >2.912.3 90

* Los niveles de impureza son 38.5 ppm de ProA y 51,943 ppm de

HCP (Serie 1), 8.8 ppm de ProA vy 25,398 ppm de HCP (Serie 2).

~+ 1ncluye la contribucidén de ién Cl de NaCl, amortiguadores vy

titulos

Ejemplo 7.5. Resumen

A partir de estos estudios, se puede ver que la remocidn de
Proteina A (LRV) varia fuertemente con Kp, mientras que HCP LRV
es excelente en todos los valores de Kp en o por encima de 0.26,
pero mas reducido en Kp = 0.17 (bajo condiciones de flujo
pasante). La remocidén de proteina de célula anfitriona es scbre
un log inferiocr para condiciones de flujo pasante comparados con
condiciones de particionamiento débil, aun para una inoculacién
de carga reducida. El producto unido varia de 7.8-25 mg/ml para
estas condiciones de particionamiento débil en esta combinacidn
de resina y anticuerpo monoclonal. E1l coeficiente de particidn
parece ser Optimo entre 0.41<Kp<5.4. Este no parece ser o6ptimo

para Kp=0.17 y un producto unido de 1.4-3.3mg/ml,, las condiciones
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del Ejemplo 7.2.

Estos estudios sugieren un modo alternativo de purificar un
polipéptido producido utilizando cultivo celular de medios de
disefio racionales, que significativamente reducird la presencia
de impurezas, agregados de alto peso molecular, ADN, proteinas de

célula anfitriona, etc.
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REIVINDICACIONES ",£

LO QUE SE REIVINDICA ES:

1. Un método para producir un polipéptido en un cultivo celular

que comprende:

(1) proporcionar un cultivo celular, que comprende:

a. células, que comprenden un acidoc nucleico que codifica
un polipéptido de interés; y

b. un medio de cultivo celular deseado, gue comprende una
concentracién de un aminodcido que se calcula para uso
en masa celular, una concentracién del aminocacido que
se calcula para uso en mantenimiento c¢elular, vy una
concentracién del aminocacido que se calcula para
incorporacidén en el polipéptido de interés; vy

(2) mantener el cultivo celular bajo condicicnes que
permiten expresidn del polipéptido de interés.

2. Un método para producir un polipéptido en un cultivo celular

gue comprende:

(1)

proporcionar un cultiveo celular, gue comprende:

células, que comprenden un acido nucleico que codifica

un polipéptido de interés; vy
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un medio de cultivo celular deseado, que comprende una
concentracién de un aminodcidoc que se calcula para uso
en masa celular y una concentracidén del amincacido gue
se calcula para incorporaciéh en el polipéptido de
interés, cuyas concentraciones se multipliéan pér un

factor de valor inicial; y

mantener el cultivo celular bajo condiciones que

permiten expresidén del polipéptido de interés.

3. Un método para producir un polipéptido en un cultivo celular

gue comprende:

15

20

25

proporcionar un cultivo celular, gue comprende:

células, que comprenden un acido nucleico que codifica

un polipéptido de interés; y

un medio de cultivo celular deseado, que comprende una
concentracidén de aminoacido ajustada al valor inicial,
A, de acuerdo con la férmula A=[ (MX)+ (N«P)+ (Y+M:X) 1:F,
en donde X es una concentracidén del amincdcido que se
utiliza por unidad de masa celular, P es una
concentracién del amincdcido gque se utiliza para
incorporacidén en el polipéptido de interés-por unidad
del titulo de polipéptido, M es un multiplicador para
una densidad celular pico deseada del cultivo celular,
N es un multiplicador para una concentracidén deseada

del polipéptido de interés, Y es un factor de
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mantenimiento celular, vy F es un factor de valor

inicial; vy

(2) mantener el cultivo celular bajo condiciones que

permiten expresidn del polipéptido de interés.

El método de la reivindicacidén 3, que comprende
adicionalmente un método para recuperar un polipéptido
purificado de un fluido de carga, gue comprende las etapas

de:-

pasar el fluido de carga a través de.un medio en un columna
en condiciones de operacidn que originan que el medio
se una a por lo menos 2.8 mg de polipéptido por mlL de
medio, en donde el medio se selecciona del grupo que
consiste de un medio de intercambio de ién cargado, una
resina de cromatografia de interaccidén hidrdfoba, y una
resina de cromatografia de afinidad de metal

inmovilizado; vy
recuperar el polipéptido purificade del efluente de coclumna.

El método de la reivindicacién 3, que comprende
adicionalmente un método para recuperar un polipéptido
purificado de un fluido de carga, que comprende las etapas

de:

pasar el fluido de carga a través de un medio en un cclumna

en condiciones de operacidn definidas por un
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coeficiente de particién de por lo menos 0.1;

recuperar el polipéptido purificado del efluente de columna.

Un método para producir un polipéptido en un cultivo celular

que comprende:

proporcicnar un cultivo celular, gque comprende

células, que comprenden un &cido nucleico que codifica

un polipéptido de interés; vy

un medio de cultivo celular de partida, en donde el
volumen del medic de cultivoe celular de partida es
aproximadamente 60-99% del volumen de un volumen de

medio de cultivo celular deseado;

proporcionar un medio de cultivo celular de
alimentacidén al cultivo celular de acuerdo con la etapa
(1Y, en donde el volumen del medio de cultivo celular
de alimentacién es aproximadamente 1-40% del volumen
medio de cultivo celular deseado, y en donde el medio
de cultivo celular deseado resultante comprende una
concentracidén de un amincacido que se calcula para uso
en masa celular, una concentracidén del aminocidcido que
se calcula para uso en mantenimiento celular, vy una
concentracién del aminodcido gque se calcula para

incorporacién en el polipéptido de interés; vy
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mantener el cultivoe <celular bajo condiciones que

permiten expresion del polipéptido de interés,

Un método para producir un polipéptido en un cultivo celular

que comprende:

proporcionar un cultivo celular, gue comprerde

células, que comprenden un &cido nucleico que codifica

un polipéptido de interés; vy

un medio de cultivo celular de partida, en donde el
volumen del medio de cultivo celular de partida es
aproximadamente 60-99% del volumen de un volumen de

medio de cultivo celular deseado;

proporcionar un medioc de cultivo celular de
alimentacidén al cultivo celular de acuerdo con la etapa
(1}, en donde el volumen del.medio de cultivo celular
de alimentacion es aproximadamente 1-40% del volumen
medio de cultivo celular deseado, y en donde el medio
de cultivo celular deseado resultante comprende una
concentraciédn de amincdcidoc ajustada al valor inicial,
A, de acuerdo con la férmula A=[ (M.X)+(N.P)+(Y.M.X)]+F,
en donde X es una concentracidn del amincacido que se
utiliza por wunidad de masa celular, P es una
concentracidén del aminocdcidc que se utiliza para
incorporacién en el polipéptido de interés por unidad

de titulo de polipéptido, M es un multiplicador para
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una densidad celular pico deseada del cultivo celular,
N es un multiplicador para una concentracién deseada
del polipéptido de interés, Y es un factor de
mantenimiento celular, y F es un factor de. valor

inicial; vy

(3) mantener el «cultivo celular bajo condiciones que

permiten expresidén del polipéptido de interés.

El método de 1la reivindicacidén 7, en donde el medio de
cultivo celular de partida comprende una concentracién, B,
del aminocacido de acuerdo con la férmula B=[A-(2.V)]/(1-V),
en donde Z es una concentracidén del aminoadcido en el medio
de cultivo celular de alimentacién, y V es un volumen del
medio de cultivo de alimentacidén como una proporcidén del

volumen medio de cultivo celular deseado.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 3, 4, 5,

7, v 8, en donde Y es 0 a aproximadamente 1.5,

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 3, 4, 5,

7, v 8, en donde F es aproximadamente 1 a aproximadamente

1.5.
El método de una cualquiera de las reivindicaciones 3, 4, 5,
7, y 8, en donde Y es 0 a aproximadamente 1.5 y F es

aproximadamente 1 a aproximadamente 1.5.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en
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donde el medio de cultivo celular deseado comprende mas de o

igual a aproximadamente 3 mM de tirosina.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en
donde el medio de cultivo celular deseado comprende entre

aproximadamente 7 mM y aproximadamente 30 mM de leucina.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en
donde el medio de cultivo celular deseado comprende entre

aproximadamente 7 mM y aproximadamente 30 mM de lisina.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en
donde el medio de cultivo celular deseado comprende entre

aproximadamente 7 mM y aproximadamente 30 mM de treonina.

El método de una cualguiera de las reivindicaciones 1-11, en
donde el medio de cultivo celular deseado comprende entre

aproximadamente 7 mM y aproximadamente 30 mM de prolina.

El método de una cualgquiera de las reivindicaciones 1-11, en
donde el medio de cultivo celular deseado comprende entre

aproximadamente 7 mM y aproximadamente 30 mM de valina.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en
donde la concentracién combinada de leucina, lisina,
treonina, prolina, y valina en el medio de cultivo celular
deseado esta entre aproximadamente 35 mM y aproximadamente

150 mM.
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El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en
donde la concentracién combinada de leucina, lisina,
treonina, y valina en el medic de cultivo celular deseado
estd entre apfoximadamente 60% vy apréximadamente 80% de la
concentracién de los aminoécidos esenciales totales en el

medio de cultivo celular deseado.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en
donde la concentracién combinada de los aminoacidos
esenciales en el medio de cultivo celular deseado estd entre
aproximadamente 30% % aproximadamente 50% de la

concentracion de los aminoédcidos totales en el medio de

cultivo celular deseado.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en
donde la concentracidén de aminocacidos en el medio de cultivo

celular deseadoc estd entre aproximadamente 120 mM y

aproximadamente 350 mM,

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en
donde la concentracidn de prolina en el cultivo celular se

mantiene en mas de aproximadamente 1 mM.

El método de una cualgquiera de las reivindicaciones 1-11, en
donde la concentracidén de prolina en el cultivoe celular se

mantiene en mas de aproximadamente 2 mM.

El método de una cualguiera de las reivindicaciones 1-23, en

donde el cultivo c¢elular es un cultivo celular a gran
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El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-23, en

donde las células son células animales.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 y 6-

25, en donde se purifica el polipéptido.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-26, en

donde el medio es un medio definido.

Un polipéptido producido de acuerdo con el método de una

cualquiera de las reivindicaciones 1-27.
Una composiciédn farmacéutica que comprende el polipéptido
como se establece en la reivindicacidon 28 y un portador

farmaceuticamente aceptable.

Un método de cultivo celular que comprende:

(1) proporcionar un cultivo celular, que comprende:
a. células; y
b. un medio de cultivo celular deseado, que comprende una

‘concentracién de un aminoadcido que se calcula para uso
en masa celular y una concentracidn del aminocacido que

se calcula para uso en mantenimiento celular; y
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mantener el cultivo celular bajo condiciones que
permitan crecimiento y replicacién de las células en el

cultivo celular.

Un método de cultivo celular que comprende:

proporcionar un cultivo celular, gue comprende:
células; vy

un medio de cultivo celular deseado, gue comprende una
concentracidén de aminoacido ajustada al valor inicial,
A", de acuerdo con la férmula A '=[{(MX)+(Y:M:X)]:+F, en
donde X es una concentracién del aminocacido gque se
utiliza por unidad de masa celular, M es un
multiplicador para una densidad celular pico deseada
del cultivo celular, Y es un factor de mantenimiento

celular, y F es un factor de valor inicial; vy

mantener el cultivo celular bajo condiciones que
permitan crecimiento y replicacidn de las células en el

cultive celular.

El método de la reivindicacién 30 o 31, en donde el cultivo

celular es un cultivo celular a gran escala.

El método de la reivindicacidén 30 o 31, en donde las éélulas

son células animales.
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Un medio de cultivo celular, que comprende una concentracidn
de aminoacidos total de entre aproximadamente 120 mM vy

aproximadamente 350 mM.

Un medio de cultivo celular para uso en la produccidén de un
polipéptido de interés, que comprende una concentracidén de
aminoacidos total de entre aproximadamente 120 mM vy

aproximadamente 350 mM.

Un medio de cultivo celular para uso en la produccidén de un
polipéptido de interés, que comprende una concentracidén de
un aminodcido que se calcula para usc en masa celular, una
concentracidén del amincacide que se calcula para uso en
mantenimiento celular, y una concentracién del aminoacido
que se calcula para incorporacidédn en el polipéptido de

interés.

Un medio de cultivo celular, que comprende una concentracidn
de aminodcido ajustada al valor inicial, A", de acuerdo con
la férmula A'=[ (M«X)+ (Y«M:+X) ]+F, en donde X es una
concentraciéon del aminodcido que se utiliza por unidad de
masa celular, M es un multiplicador para. densidad celular
pico deseada del cultivoe celular, Y es un factor de

mantenimiento celular, y F es un factor de valor inicial.

Un medio de cultivo celular para uso en la produccidn de un
polipéptido de interés, que comprende una concentracidn de
aminoacido ajustada al valor inicial, A, de acuerdo con la

férmula A= (MsX) 4+ (N«P) + (Y:MX) ] +F, en donde X es una
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concentracidén del aminocdcido que se utiliza por unidad de
masa celular, P es una concentracién del amincacido que se
utiliza para incorporacidn en el polipéptido de interés por
unidad de titulo de polipéptido, M es un multiplicador para
densidad celular pico deseada del ;ultivo celular, N es un
multiplicador para concentracidén deseada del polipéptiﬁo dé
interés, Y es un factor de mantenimiento celular, y F es un

factor de valor inicial.

El medio de cultivo celular de una cualquiera de las

reivindicaciones 34-38, en donde el medio de cultiveo celular

es un cultiveo celular a gran escala.

El medio de cultivo celular de una cualquiera de las
reivindicaciones 34-38, en donde el medio de cultiveo celular

es un medio de cultivo celular animal.

El medio de cultive celular de una cualquiera de las
reivindicaciones 34-40, en donde el medic de cultivo celular

es un medio definido,

Un método para determinar una concentracién optimizada de un
aminocdcido utilizada en un medio de cultivo celular para la
produccidén de wun polipéptido de interés en un cultivo

celular, que comprende:

(1) determinar 1la concentracién de aminodcido requerida
para la masa celular de las células en una densidad

celular objetivo;
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(2) determinar la concentracién de aminocacido requerida
para producir el polipéptido de interés en un titulo de

polipeptido objetivo;

(3) determinar la concentracién de aminodcido requerida

para mantenimiento celular de las células; vy

(4) agregar las concentraciones obtenidas de la etapa (1),
etapa (2), y etapa (3) para proporcionar una
concentracién optimizada del aminodcido utilizada en el
medio de cultivo celular para 1la produccidén del

polipéptido de interés.

Un método para determinar una concentracién de aminodcido
optimizada, A, de un amincdcido utilizado en un medio de
cultivo celular para 1la produccidédn de un polipéptido de

interés en un cultivo celular, gue comprende:

(1) determinar la concentracidén de aminodcido, X, requerida
para la masa celular de las células en una densidad

celular establecida;

(2) determinar la concentracidén de aminoacido, P, requerida
para producir el polipéptido de interés en un titulo de

polipéptido establecido; y

(3) determinar la concentracién de aminocdcido optimizada,

A, de acuerdo con la férmula A=[(M«X}+ (N«P)+ (M:Y+X) ]«F,
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en donde M es un. multiplicador para wuna densidad
celular objetivo deseada del cultivo celular, N es un
multiplicador para una concentracién del polipéptido
ocbjetivo deseada de interés, Y es un factor de
mantenimiento celular; y F es un factor de valor

inicial.

El método de la reivindicacidén 42 o 43, en donde el cultivo

celular es un cultivo celular a gran escala.

El método de la reivindicacién 42 o 43, en donde el cultivo

celular es un cultivo celular animal.
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RESUMEN

Esta invencioén se relaciona con  métodos para disenar
racionalmente medios de cultivo celulaf para uso en cultivos
celulares, por ejemplo, cultivos celulares empleados en
produccidédn de polipéptido; medios de cultivo celular disefiados
con los métodos descritos; métodos para producir un polipéptido
de interés, por ejemplo, un anticuerpo, utilizando tales medios;
polipéptidos producidos utilizando los métodos y medios descritos
aqui; \Y% composiciones farmacéuticas que contienen tales
polipéptidos. Los medios disefiados racionalmente contienen una
concentracidén de un aminodcido que se calcula para uso en masa
celular, una concentracién del aminocacido que se calcula para uso
en mantenimiento celular, y una concentracién del aminoacido que
se calcula para incorporacidén en el polipéptido de interés. Los
medios disefiados racionalmente pueden contener una concentracidn
ajustada al wvalor inicial, A, de por lo menos un aminocacido que
se calcula de acuerdo con la férmula A=[ (M.X)+(N.P}+(YM:X)].F, en
donde X es la concentracidén del aminocdcido que se utiliza por
unidad de masa celular, P es la concentracién del amincacido que
se utiliza para incorporacidédn en el polipéptido de interés por
unidad de titulo de polipéptido, M es el multiplicador para la
densidad celular pico deseada del cultivo celular, N es el
multiplicador para la concentracidén del polipéptido deseada de
interés, Y es el factor de mantenimiento celular; v F es el
factor de valor inicial. También se pueden utilizar estos mediocs
disefiados racionalmente para producir un medio de cultivo celular
de partida que comprende una concentracidén, B, de por lo menos un

aminodcido de acuerdo con la férmula B=[A-(Z.V)]/(1-V), en donde
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Z es una concentracién del amincacido en el medio de cultivo
celular de alimentacidén, y V es un volumen del medio de cultivo
de alimentacién como una proporcidén del volumen medio de cultivo

celular deseado.



ol

seig

Gl

0¢

Densidad celular (108 células/mL)

— —

o N B ()] o o N

N8

\\‘.

G¢

1 BIN3I]




Cponddd

Figura 2

Titulo (g/L)

8.0

6.0 .

5.0 b\o\
4.0 ,

2.0 .

0.0 _ ;

Dias

25




selq
Ol

o

Gl

0z

Densidad celular (108 células/mL)

—_—

_ -
ON B, OOOOCO NN

*\

N

AN

¢ BINS1]



- Bn4E32

Titulo (g/L)

12.0
10.0

Qo
o

6.0
4.0
2.0

- 0.0

Dias

15"

20




)
*3

-
e

Figura 5

Titulo (g/L)

9.0

8.0 A

7.0
6.0
5.0
4.0
3.0
2.0 -
1.0 -

!

0.0

—1— Medio Tradicional
—O— Medio de Disefio Racional
—/x— Medio Tradicional + Prolina

Dias




en 738

Densidad celular (108 célulaslmL)

-
1L

-
N

RN
o

oo

|

— 73— Medio Tradicional
—O— Medio de Disefio Racional
—A— Medio Tradicional + Prolina

10 15

Dias




Figura 7

100
90
80
70
60
50
40
30
20

Viabilidad (%)

10

—{1— Medio Tradicional
—O— Medio de Disefio Racional
—x— Medio Tradicional + Prolina

[ f I

S) Dias 10 15




Figura 8A

- 8000 H

Prolina (uM)

10000

o

o

o

o
|

4000 A

2000

+—Medio Tradicional

—O— Medio de Diserio Racional
—/x— Medio Tradicional + Prolina

Dias




Figura 8B

Treonina (uM)

10000

8000

(9))

-

o

o
.

i

4000

2000 -

—1—Medio Tradicional
—O— Medio de Disefio Racional

—/— Medio Tradicional + Prolina

Dias




OTEL

Figura 8C

10000 [1—Medio Tradicional
—O— Medio de Diseno Racional
m.ooo | —x— Medio Tradicional + Prolina
S 6000 -
=
4]
£
w© 4000 1
>
2000 -
o i 1 ]
0 5 Dias 10 15




nneeay

Figura 8§D

Triptofan (uM)

)

2000

1500 A

-

-

o

o
I

500 A

—{+—Medio Tradicional

—O— Medio de Diseno Racional
—/— Medio Tradicional + Prolina

Dias




f———
-
-

o

Srwe

" Figura 8E

Tirosina (uM)

4000

3000 -

2000 -

1000 -

{1+—Medio Tradicional
~—O— Medio de Disefio Racional
—24— Medio Tradicional + Prolina

Dias




nedal

“Figura 9

Densidad celular (108 células/mL)

=]
<

—
(o)

—_
S8

0

_h .

<o

—— Medio de Disefio Racional

—8— Medio de Disefio Racional
sin mantenimiento y
factores de valores iniciales

X

N

Dias

10




Figura 10

Viabilidad (%)

100

Q0
o

8)
o

H
o

N
o

_
TR
—°~ Medio de Disefio Racional .
—® Medio de Disefio Racional sin Man-
tenimiento y factores de valores iniciales /
5 10 15 20

Dias




TRV AR
SRR

Figura 11

[S
B

[
x® o

Titulo (g/L)

S N B Oy

—&— Medio de Disefio Racional
—=— Medio de Disefio Racional sin mante-

nimiento y factores de valores iniciales
N\Hl@\ﬁ /M ¥
0 5 10 15 20
Dias




B

‘AARIA TERESA LARA R.
TRADUCTORA 8S5&0R
RESQLUGCION Kes #1il1A
OR MUNSUSTREA

TRADUCCION OFICIAL No. 446/08 de un documento escrito en inglés, el cual
para su identificacion se sella con el selio def Traductor. Esta es una Traduccién
Oficial efectuada el dia 4 de agosto de 2008 por la Sra. Maria Teresa Lara, c.c.
41.568.055 de Bogotd, Traductora Qficlal segiin Resolucién No. 01016 del 2 de
octubre de 1998, expedida por el Ministerio de Justicia.

Poder otorgado por WYETH para su representacidén en relacién con asuntos de’

propiedad industrial en Colombia. Certificacion notarial suscrita por Michelle L.

McGowan, Notario Pdblico del estado de Nueva Jersey, y legalizaciones

subsiguientes.

EL PODER Y LA CERTIFICACION NOTARIAL NO SE TRADUCEN POR

ENCONTRARSE EN INGLES Y ESPANOL EN EL DOCUMENTO ORIGINAL.

(Fdo.) Michelle L. McGowan

[Sello] MICHELLE L. McGOWAN
Notario Plblico, Estado de Nueva Jersey
No. 2108903
Habilitada en el Condado de Morris
La comision expira el 9 de febrero de 2011

R

{Sello notarial

en relleve)
APOSTILLE
{Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. Pais: Estados Unidos de América

Este documento publico ha sido firmado por: Michelle L. McGowan

3. actuando en calidad de: Notario Pdblico de Nueva Jersey El:ﬂ "_‘*‘““"‘“’E'EEP’M D&NW:

§ AITENTI { CRT..0 0F BOGOIA B

: 1 ong a0 L FopLTID 1A

4, lleva el sello/timbre de: Michelle L. McGowan, Notanqgg:c‘owggl mnmwﬁ“m
3 0 ABR 2009;

PSRRI ILI B Sl

Bluards

/..--

Punitr, Forwai:

NOTARIO 38 DE BOGOTA, IC



A

s

DE BUUVETIEA

‘AARIA TERESA LARA R.

TRADUCTORA OMGTRL
RESOLUCION ey

Traduccién Oficial No. 446/08 - Pdgina 2

CERTIFICADO

5. en Trenton, Nueva Jersey

6. el dla 28 de julio de 2008

por R. David Rousseau, TESORERO DE NUEVA JERSEY
8. No. A334737

9. Sello/Timbre: 10. Firma

(Sello del Estado

(Fdo.) R. David Rousseau
de Nueva Jersey)

- - - A A A A — A - I

La anterior es traduccidn fiel y completa del documento en referencia, de la cual
se deja copia en este archivo para su confrontacion.

Lieccalona

Maria Teresa Lara R,

c.c. 41.568.055 de Bogota
Traductora Oficial segin
Resoluciéon No. 01016 del
2 de octubre de 1998, de!
Ministerio de lusticia

oK DE COPWA DE ORIGHAL 3
E c'.?}gmg S8 1000 DEL CRCUL0 0R BOUAA BC .

[t
: TUOREVIO FL CGTESQ RECHECTIO L8|
i ﬁéﬁ%ﬂwmwum@mrx

er. Lt oo e bRLHE R
'

2.C.
NOTARIO 38 DE BOESJ:. C




APOSTILLE
(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA .

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
MICHELLE L MC GOWAN

ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARS THE SEAL/STAMP OF:
MICHELLE L MC GOWAN, NOTARY

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY

THE 28TH DAY OF JULY 2008

BY: R. David Rousseau, NEW JERSEY TREASURER
NO. A334737

SEAL/STAMP: R 10. SIGNATURE
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BARER & MCKENZIE

POWER OF ATTORNEY,

The undersigned.
WYETH
with offices at

Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
United States of America

declares that it lereby grants to

ALVARO CORREA-ORDONEZ and/or

OLGA GEORGETTE OTERO and/or

RICARDO METKE and/or

JUAN PABLO CONCHA
all members of the law firm Baker & McKenzie Colombia S.A.,
with domicile at Av. 82 No. 10 - 62, 6Th floor, of Bogota D. C.,
Colombia, and for.so long as they remain members of the law
firm, a full and sufficient Power of Attorney to obtain the
protection of my (our) industrial property for which purpose 1
{we) authorize the said attorneys to represent me (us) before
administrative, and judicial authorities or persons, in all matters
concemning the following: a) obtainment of patents, including
filing of assignments, change of name or address, and at my (our)
specific direction, voluntary cancellation, defending and filing of
oppositions, cancellations, annulment and criminal actions, and in
general the civil, criminal, and administrative processes relating to
those rights.

1 hereby ratify alt lawful actions previously taken on behalf of this
company by the aforementioned attorneys with respect to the
mentioned matters.

Done and subscribed in

T
On the QS’CL day of ()wba 2008
1

Gale F. Matihe w\, \/
Assistant Secretar

Signature of the person issuing the Power

- " Colambia

Bakar & McKenzis Colombla §.A.
Ay, 82 No. 10 - 62 6it Floor
Bogold, Calombia

NIT; 860.068.64D-3
Tel; +57 1 534 1500
Fax: «57 1378 2211
www.bakernel.com

PODER DE ABOGADO

La abajo firmada,
WYETH

con oficinas en

Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
Estados Unidos de América

declara por el piesente que otorga 8

ALVARO CORREA-ORDONEZ y/o

OLGA GEORGETTE OTERO y/o

RICARDO METKE v/o

JUAN PABLO CONCHA
tados miembros de l1a firma de abogados Baker & McKenzie
Colombia S.A., con domicilio en la Av. 82 No. 10 — 62 Piso 6
ea Bogotd D. C., Calombia, y hasta taato ellos continden sieado
miembros de Ja firma, poder amplio y suficiente para obtener la
proteccién de mi (nuestra) propiedad industrial a, cuyo efecto
autorizo (amos) a los dichos apoderados para que me (nos)
representen  ante autoridades o personas  del orden
administrativo y judicial, en todo lo concemniente & los
siguientes asuntos: a) Obtencién de patentes, incluyendo
presentacién de traspasos, cambio de nombre o direccidn y bajo
mi (nuestra) expresa(s) instruccion{es), cancelacién voluntaria,
defensa y presentacion de oposiciones, cancelaciones, nulidades,
y en pgeneral procesos civiles,” penales, administrativos
relacionados con estos derechos.

Igualmente, ratifico todo lo actuado en derecho hasta el
momento en nombre de esta compadia por cualquiera de los
mencionados apoderados en los casos mencionados.

Dado y firmado en

Alos 25 dias del mes de juljo  de2008

Gale F, Matthews
Subsecretario

Firma de la persong que firmn el Poder

cma X
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. BAKER & MCKENZIE

[}

NOTARIAL CERTIFICATION
QS

2008 , the undersigned Notary

On this day of July

CERTIFIES

{. That GaleF, Matthews

set his hand on the foregoing document,

2. That the grantor is to me personally known and that he/she has
legal capacity to execute the instrument.

3. That the grantor has execuled the foregoing document as

Assistant Secretary

of the judicial person  WYETH

That the judicial person
having its home office in
Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,

United States of America

1
is duly orpanized, has present iegal existence and that the
purposes for which the power of attorney is granted are within
the scope of its corporate purposes.

WYETH

5. That the grantor has in fact the referred to authority and that
his/her representation is legal.

6. That I have based certifications 3, 4 and 5 above on the
following authentic documents for such purpose exhibited to me
and which I mention specifically, giving their dates and their
origin or source:

Minutes of the Board of Directors Meeting held on May 24,
2008.

2aY

L
Public, of New
. No. 2108303

Qualified in Morris County
Commission Expires Feb. 9, 2011

NM&‘»—(U\ (2T O

CERTIFICACION NOTARIAL

A los 25 diasdelmesde julio

de 20, el suscrito Notario

DA FE
1 Que Gale F. Matthews

suscribid de su pufio y lefra el documento que antecede,

2. Que conozco al otorgante y que éste tiene capacidad legal
para el otorgamiento.

3 Que el otorgante ha suscrito €l referido documento en su
caracler de

Subsecretario

de la persona juridica  WYETH

4 Que la persona jurfdica
con sede en
Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
Estados Unidos de América

WYETH

estd legalmente constituida, que tiene existencia lega
actual y que el acto para el cual se otorga el poder-est
comprendida entre {os que constituyen su objeto social.

5 Que el otorgante tiene efectivamente la representacién qu
ostenta y que ésta es legitima.

6. Que he basado las certificaciones 3, 4 y 5 anteriores en lo:
siguientes  documentos auténticos que al efecto se m
exhibieron y que menciono especificamente con expresidn )
de sus fechas y de su origen o procedencia: K

Actas de la reunién de Ya Junta Directive

celebrada el 24 de mayo de 2008.

£l Notario Piblico

,.-.mm-mwm\\u\‘:v\'n‘.‘.'.‘( :ﬁ’fn‘a&é&; o
£ AUTENTICACION DE CUP 3
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TRADUCCION OFICIAL N° 0269/2009 de un documento escrito en inglés el
cual para su identificacién se sella con el sello del traductor. Esta es una
traduccién oficial efectuada el dia 27 de abril de 2009 por Ia sefiora Teresa
Jiménez de Montes, con cc 41.569.149 de Bogotd, traductora oficial segun
Resolucién N° 220 del 6 de febrero de 1978, exped|da por el Mlnlsterlo de
Justicia de la Republica de Colombia

: AM102577
DECLARACION JURAMENTADA

Yo, Michelle L. McGowan, Asociada de Solicitudes Internacionales, Wyeth, por
el presente certifico que he comparado la copia adjunta con la Cesién Original
(para U.S.S.N 60/858,289, y cualquier equivalente legal de la misma en un
pais del exterior, para la invencién titulada : (MEDIOS DISENADOS
RACIONALMENTE PARA CULTIVO DE CELULAS de fecha eneroc 2 de 2007
de Yen-Tung Luan, Wenge Wang, Ryan Nolan y Denis Drapeau a Wyeth y

. que dicha copia es una copia fiel del original.

Dado hoy 2 de abril de 2009, en Madison, New Jersey, Estados Unidos
de América.
Wyeth
Firmado, Michelle L. McGowan
Michelle L. McGowan

Asociada Solicitudes Internacionales

PARA USO EN COLOMBIA
RECONOCIMIENTO

Estado de New Jersey )
Condado de Morris )

Hoy 2 de abril de 2009, ante mi comparecio personalmente Michelle L.
McGowan, Asociada Presentaciones Internacionales de Wyeth, a quien
conozco como la persona descrita y quien fimé el anterior documento, y

reconocié ante mi que firmé el mismo.

Firmado, Barbara A Kiely
Notaria Publica

Traduccion Oficial No. 269/2009 e 4. J__L7 Pagina 1

TERASA J. DY. MONTES
FRADUCTORA OFICIAL
REMR. 2DO MINJUSTICIA



Barbara A. Kiely 1D. 33893
Notaria Publico de New Jersey

Mi comision vence el 20 de junio de 2009.

Expediente No: AM102577
Patente

Cesion de Invencion

Como contraprestacion valida y suficiente efectuada por el
CESIONARIO al CEDENTE , cuyo recibo se acusa mediante el presente

documento,
EL CEDENTE:

(1) Nombre completo del inventor: Yen-Tung LUAN
Residencia: 3 Armand Drive. Chelmsford, MA 01824

Nacionalidad: Estados Unidos de América

(2) Nombre completo del inventor: Wenge WANG
Residencia: 1 Hollow Ridge Road, North Chelmsford,MA 01863
Nacionatidad: China

(3) Nombre completo del inventor: Ryan NOLAN
Residencia: 71 Montvale Avenue, Apt.5, Stoneham, MA 02180

Nacionalidad: Estados Unidos de Ameérica

(4) Nombre completo del inventor: Denis DRAPEAU
Residencia: 55 Old Farm Road, Salem, NH 03079

Nacionalidad: Estados Unidos de América

por el presente, cede y transfiere al CESIONARIO

Wyeth
Five Giralda Farms
Madison, New Jersey 07940

Traduccion Oficial No. 269/2009 ol / & J / Pagina 2
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Expediente No: AM102577

Patente

y a los sucesores, cesionarios y representantes legales del CESIONARIO la
totalidad de sus derechos, titulos y participacion para los Estados Unidos y sus
posesiones territoriales y en todos 10s paises del exterior, incluyendo todos los

derechos a reivindicar antigiedad en y para el invento titulado:
MEDIOS DISENADOS RACIONALMENTE PARA CULTIVO DE CELULAS

e inventado por el CEDENTE vy los siguientes inventores adicionales, si

hubiere alguno:

invencion que se encuentra en la Solicitud Provisional U.S. No. 60/858,289
presentada el 8 de noviembre de 2006.

Yo/nosotros el/los CEDENTE (s) que firmamos a continuacion , por el
presente autorizamos y solicitamos insertar arriba del numero de
solicitud y fecha de presentacién cuando se conozca |

[marcar también si se esta(n) cediendo también la(s) solicitud (es) del
exterior]
y cualquier equivalente legal de la solicitud en un pais del exterior.

Assignment(Cambridge) NewApp-Provisionai.dot-Rev 8/06 Pégina 1de 4 Cesion de Invencion Solicilud Provisional

incluyendo el derecho a reclamar antigiedad y todas y cualquiera de las
mejoras alli reveladas, y con respecto a todos los Titulos de Privilegio que se
obtendran para dicha invencién mediante la solicitud antes mencionada o
cualquier presentacién posterior , provisional, no provisional, continuacién,
divisién, renovacién o substitucién de la misma, y con respecto a la re-
expedicidn o re-reexaminacién de cualquier Titulo de Privilegio relacionado
con lo anterior.

El CEDENTE por el presente acuerda que ninguna cesién, venta,
acuerdo o afectacion ha sido o sera hecho o celebrado que pudiere entrar en
conflicto con esta cesién.

EL CEDENTE autoriza al CESIONARIC para que presente las
solicitudes y recibir el registro de patente para ia invencion mencionada en
cualquiera de esos paises a su nombre, o a nombre del CESIONARIO, a su
eleccion.

Traduccion Oficial No. 269/2009 -~ e / [_7Pégina 3
resATman 1 PDE MONTES

TRADUCTORA OFICIAL
RES, 220 MINJUSSTICIA



Expediente No: AM102577
Patente

EL CEDENTE acepta y acuerda firmar o suministrar cualquier garantia
adicional necesaria sobre la propiedad de dicha invencién y cualquier registro
de patente que pueda expedirse, en cualquier momento a solicitud y por
cuenta del CESIONARIO dar testimonio en cualquier interferencia, litigio o
proceso pertinente y a firmar todos ios documentos que puedan ser
necesarios o deseables para perfeccionar la propiedad de dicho invento o de
cualquier Registro de Patentes que pueda ser otorgado at CESIONARIO, sus
sucesores, sucesores a titulo particular u otros representantes legales, y en
cualquier memento , a solicitud y por cuenta del CESIONARIO a firmar
cualquier continuaciéon, continuacion en parte, divisién, renovacién o
substituciébn de la misma, y con respectoc al Registro de Patentes y a re-
expedir o re-examinar las mismas, o cualquier otra solicitud adicional de
Registro de Patentes para dicha invencién o cualquier parte de la misma,
solicitudes y Registros de Patentes que se ceden en su totalidad al
CESIONARIQ, y presentara los juramentos o declaraciones y realizara los
actos legales que se requieran para obtener los mismos, sin ninguna
compensacion adicional, sino por cuenta del CESIONARIO, sus sucesores,
sucesores a titulo particular y otros representantes legales.

EL CEDENTE autoriza y solicita al Comisionado de Patentes para que
expida los Registros de Patente de los Estados Unidos para el mencionado
invento, que surjan de cualquiera de las solicitudes antes mencionadas a su
CESIONARIO.

Firmado (llegible) Enero 2, 2007
Yen-Tung LUAN Fecha

RECONOCIMIENTO

Estado de Massachusetts}
Condado de Essex }

Hoy 2 de enero de 2007 Yen-Tung LUAN comparecié personalmente ante
mi, quien demostré con evidencia de identidad satisfactoria Licencia de
Conduccién de Massachusetts ser la persona descrita y quien firmo el
documento que antecede y reconocié que firmé el mismo como un acto de su
libre voluntad para los efectos indicados.

Firmadao, [llegibie]
Notario Publico

Diane R. Driscoll

Notaria Publica

Estado de Massachusetts
Mi comisidén vence

Mayo 21, 2010

Assignment(Cambridge) NewApp-Provisicnal.dot-Rev 8/06 Pégina 2 de 4 Cesion de Invencion Solicitud Provisional
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Expediente No. AM102577
Patente

Firmado, Enero 2, 2007
Wenge WANG Fecha

Estado de Massachusetts}
Condado de Essex }

Hoy 2 de enero de 2007 Wenge WANG comparecié personalmente ante mi,
quien demostrd con evidencia de identidad satisfactoria Licencia de
Conduccion _de Massachusetts _ser la persona descrita y quien fimo el
documento que antecede y reconocié que firmo el mismo como un acto de su
libre voluntad para los efectos indicados.

Firmado, [llegible]
Notario Publico

Diane R. Driscoll

Notaria Publica

Estado de Massachusetts
Mit comisicn vence

Mayo 21, 2010

Firmado [firma ilegible] Enero 2, 2007
Ryan NOLAN Fecha

Estado de Massachusetts}
Condado de Essex }

Hoy 2 de enero de 2007 RYAN NOLAN comparecié personalmente ante mi,
quien demostré con evidencia de identidad satisfactoria Licencia de
Conduccién _de Massachusetts ser la persona descrita y quien firmod el
documento que antecede y reconocié que firmo el mismo como un acto de su
libre voluntad para los efectos indicadoes.

Firmado, {llegible]
Notario Publico

Diane R. Driscoil

Notaria Publica

Estado de Massachusetts
Mi comision vence

Mayo 21, 2010

Assignment{(Cambridge) NewApp-Provisional.dot-Rev 8/06 Pagina3d ded  Cesidn de Invencion Solicitud Provisional

Firmade [firma ilegible] Enero 2, 2007
Denis DRAMEAU Fecha

Traduccién Oficial No. 269/2009 ' / _Paginas
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Expediente No: AM102577

- Patente
Estado de Massachusetts}
Condado de Essex }

Hoy 2 de enero de 2007 DENIS DRAMEAU comparecid personalmente ante
mi, quien demostré con evidencia de identidad satisfactoria Licencia de
Conduccién _de Massachusetts ser la persona descrita y quien firmé el
documento que antecede y reconocio que firmd el mismo como un acto de su
libre voluntad para los efectos indicados.

Firmado, {llegible]
Notario Publico

Diane R. Driscoll

Notaria Publica

Estado de Massachusetts
Mi comisidn vence

Mayo 21, 2010

Assignment{Cambridge) NewApp-Provisicnel.dot-Rev 8/06 Pagina 4 de 4 Cesitn da Invencion Solicitud Provisional

APOSTILLE

(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

1. PAIS ) ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

2. ESTE DOCUMENTO PUBLICO FUE BARBARA A KIELY

FIRMADO POR .

3. ACTUANDO EN SU CALIDAD DE NOTARIA PUBLICA DE NEW
JERSEY

4. LLEVA EL SELLO /ESTAMPILLA DE BARBARA A KIELY, NOTARIA

CERTIFICADO

5. EN TRENTON, NEW JERSEY

6. EL 8 DE ABRIL DE 2009

7. POR R. David Rousseau, TESORERO DE

] NEW JERSEY
8. NUMERO A359812

9. SELLO/ESTAMPILLA
SELLO MAYOR DEL ESTADO
DE NEW JERSEY

10. FIRMA Firma llegible
Certificado Numero: 114105288

Verifique este certificado en linea En

https:/fwww1.state nj.us/TYTR_StandingCert/JSP/Verify_Cer

tjsp
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La anterior es traduccion fiel y completa del documento en referencia, de la
cual se deja copia en este archivo para su confrontacion.

/
ened o %’“/‘ﬁ
Tere€a Jiménez de Montes

€. 41.569.148 de Bogota

OE MONTES Traductora Oficial segun
TERESA I © mciAL Resolucién No.220 de febrero 6 de
TR nUSTIE 1978 expedida
mEs 22 por el

Ministerio de Justicia.

Traduccion Oficial No. 269/2009 Pagina 7
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APOSTILLE
(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTCBRE 1961)

1. COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

2. THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
BARBARA A KIELY

3. ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

4. BEARS THE SEAL/STAMP QF:
BARBARA A KIELY, NOTARY

CERTIFIED
5. AT TRENTON, NEW JERSEY
6. THE 8TH DAY OF APRIL 2009
7. BY: R. David Rousseau, NEW JERSEY TREASURER
8. NO. A359812
9. SEAL/STAMP: ‘ 10. SIGNATURE

Certificate Number: 114105288
Verify this certificate online at
https:/wwwlstate.nj.us/TYTR _Standing Cert/JSP/Verify_Cert jsp



AM102577

AFFIDAVIT

I, Michelle L. McGowan, International Filing Associate, Wyeth, do hereby certify that
the attached copy has been compared with the original Assignment (for U.S.S.N.
60/858,289, and any legal equivalent thereof in a foreign country, for the invention
entitled: “RATIONALLY DESIGNED MEDIA FOR CELL CULTURE”) dated January
2, 2007 from Yen-Tung Luan, Wenge Wang, Ryan Nolan and Denis Drapeau to Wyeth

and that the said copy is a true copy of the original.

Dated this 2nd day of April, 2009, at Madison, New Jersey, United States of

America.
Wyeth
k! : ¢
Michelle L. McGowan
International Filing Associate
TO BE USED IN COLOMBIA

ACKNOWLEDGMENT

State of New Jersey )

)
County of Morris )

On this 2nd day of April, 2009, before me personally appeared Michelle L.
McGowan, International Filing Associate of Wyeth, to me known and known to me to be

the individual described in and who executed the foregoing instrument, and she

acknowledged to me that she executed the same. Z 4 %

NotaryPublic /

Barbara A. Kiely ID. 33893
Notary Public of New Jersey
My Commission Expires June 20,2009



SR (") Docket No: AM102577

Patent

Assignment of Invention

In consideration of the payment by ASSIGNEE to ASSIGNOR of good and valuable
consideration, the receipt of which is hereby acknowledged,
ASSIGNOR:

(1)  Full Name of Inventor: Yen-Tung LUAN
Residence: 3 Armand Drive, Chelmsford, MA 01824
Citizenship: United States of America

{2) Full Name of Inventor: Wenge WANG
Residence: 1 Hollow Ridge Road, North Chelmsford, MA 01863

Citizenship: China

(3) Full Name of Inventor: Ryan NOLAN
Residence: 71 Montvale Avenue, Apt. 5, Stoneham, MA 02180
Citizenship: United States of America

(4) Full Name of Inventor. Denis DRAPEAU
Residence: 55 Old Farm Road, Salem, NH 03079
Citizenship: United States of America

hereby sells, assigns and transfers to ASSIGNEE:

Wyeth

Five Giralda Farms

Madison, New Jersey 07940
and the successors, assigns and legal representatives of the ASSIGNEE the entire right, title
and interest for the United States and its territorial possessions and in all foreign countries,
including all rights to claim priority, in and to the invention entitled:
RATIONALLY DESIGNED MEDIA FOR CELL CULTURE

and invented by ASSIGNOR and the following additional inventors, if any:

and which is found in U.S. Provisional Application No. 60/858,289 filed on: November 8, 2006

BJ l/we the ASSIGNOR signing below, hereby authorize and request insertion above of
the application number and filing date, when they become known,

[élso check if foreign application(s) is(are) also being assigned]

& and any legal equivalent thereof in a foreign country,

Assignment(Cambridge)NewApp-Provisional.dot - Rev 306 Page 1 of 4 Assignment of Invention Provisional Application



Docket No: AM102577 &0\
Patent q/ \

including the right to claim priority, including any and all improvements disclosed therein, and in
and to all Letters Patent to be obtained for said invention by the above application or any
subsequently filed provisional, nonprovisional, continuation, divisional, renewal, or substitute
thereof, and as to Letters Patent any reissue or re-examination thereof.

ASSIGNOR heraby covenants that no assignment, sale, agreement or encumbrance has
been or will be made or entered into which would conflict with this assignment.

ASSIGNOR authorizes ASSIGNEE to make applications for and to receive Letters patent
for said invention in any of said countries in its own name, or in ASSIGNOR’s name, at its

election.

ASSIGNOR covenants and agrees to execute or procure any further necessary assurance
of the title to said invention and any Letters Patent which may issue therefore and to, at any
time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE deliver any testimony in any
interference, litigation or proceeding related thereto and execute all papers that may be
necessary or desirable to perfect the title to said invention or any Letters Patent which may be
granted therefore in ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal representatives, and that
to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE execute any continuation,
continuation-in-part, divisional, renewal or substitute thereof, and as to Letters Patent and
reissue or re-examination thereof, or any other additional applications of Letters Patent for said
invention or any part thereof, all of which applications and any Letters Patent issuing thereon
are hereby assigned to ASSIGNEE, and will make all rightful oaths or declarations, and do all
lawful acts requisite for procuring the same therein, without further compensation, but at the
expense of ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal representatives.

ASSIGNOR authorizes and requests the Commissioner of Patents to issue any and all
Letters Patent of the United States for said invention, resulting from any of the aforesaid
applications to its ASSIGNEE.

Y- Lo~ o 2 D00 F

YefTung LUAN Date
ACKNOWLEDGMENT
49 7
State of PSS 7 e L \D/Z!é‘
g ’(C , ss:

County of S8y

e,
On the c-?/) [/ day of ‘\/KLM/ 20(%1 before me, personally appeared Yen-Tung

Arivd s o Kot ge 1o be the person whose name is signed on the
preceding or attached document, and acknowledged that he/sh® executed the same, of
his/hewown free will and for the purposes set forth,

L/yj?y, proved to me through satisfactory evidence of identity which was

JIANE A. DRISCOLL
o mmmry Public "
Commonweath of Massacri;lsise
My Commission ExXpi
May21,2010

33

z;/%ﬂd J[(da@ CAA

Notary Public
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Patant

L. . Docket No: AM102577 /L(OO
//(//)/\A San ¢ Z; 247'07

Wenge WANG O o Date

ACKNOWLEDGMENT
State of / //ﬁ:ra kLo S

County of (‘6;\:14/
On théby %4 day of } c?Z:ﬁeafore me, personally appeared Wenge

#G roved to me through satlsfa tory evidence of identity which was

& 2 7y ,ﬁ( ¢ //Canrq e , tobethe person whose name is signed on the
preceding or attached document, and acknowledged that-hefshe executed the same, of

~hiether own free will and for the purposes set forth.

§S.

DIANE A. DRISCOLL

Notary Public
wealth of Massachusetts ﬂ_ﬁ
Commsreommﬁyon Emlm £ /{Jw U"L( /
May 21, 2010 Notary Public
%f'&n Z, Zoo7
Ryan MOLAN Date” 4

ACKNOWLEDGMENT

State of / /(25 s SM& Zﬁ&‘
County of épwé >

On theﬂbg’ﬁ( day oquu/@'? 200£)efore me, personally appeared Ryan

jLA jroved to me thropgh satisfactory evidence of identity which was
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. & . ) DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de soficiad, 51y IntCr C12N 5/00
22) Fecha de solicitud: (71)Solicitante(s) WYETH
(30) Priciidad  (31) No, 32) Fecha  (33) Pais
60/858,289 08.11.2006 us

(72) Inventor(es)  LUAN, Yen-Tung; WANG, Wenge; Y OTROS

(74) Apoderado: ~ ALVARO CORREA ORDONEZ

{85) Fecha limite inicio fase nacional:  08-05-2009 (87)  Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de fa solicitud PCT Fecha: 29.05.2008
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 07.11.2007 N° publicacion: W0/2008/063892

No. de solicitud : PCT/US2007/083847

(54) Titulo: ~ MEDIOS DISENADOS RACIONALMENTE PARA CULTIVO CELULAR

. Reivindicacién(es):

1. Un método para producir un palipéptido en un cultivo celular que comprende:
(1) proporcionar un cultivo celular, gue comprende:
a. células, que comprenden un &cido nucleico que codifica un polipéptido de interes; y
b.  unmedio de cultivo celutar deseado, que comprende una concentracion de un aminoacido que se calcula para uso

en masa cefular, una concentracion del aminoacido que se calcula para uso en mantenimiento celular, y una concentracion
del aminoacido que se calcula para incorporacidn en el polipéptido de interés; y

(2) mantener el cultive celular bajo condiciones que permiten expresidn del polipéptido de interés.
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SUPERINTENDENCIA PATENTE DE INVENCION PCT X MODELO DE UTILIDAD DISENQ INDUSTRIAL ___
(21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: C12N 5/00

(51) Clasificacion Internacional : C12N 5/00

(71)Solicitante(s) WYETH

(72) Inventor(es) LUAN, Yen-Tung;, WANG, Wenge; NOLAN, Ryan; DRAPEAY, Denis

(74) Apoderado: ALVARO CORREA ORDONEZ

(30} Prioridad (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
0 60/858,289 08.11.2000 us
(85) Fecha inicio fase nacional: 08-05-2009 - (87) Publicacién internacional
(86} Datos relativos a la presentacion de 1a solicitud PCT Fecha; 29.05.2008
Fecha de presentacion de la soficitud: 07.11.2007 N° publicacién: WO/2008/063892

No. de solicilud PCT/US2007/083947

(54) Titulo: MEDIOS DISENADOS RACIONALMENTE PARA CULTIVO CELULAR
L

|



W

¥

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES .

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO
SUPERINTENDERNCIA PATENTE DE INVENCION PCT__X MODELO DE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL
(21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: ' ‘

(561) Clasificacion Internacional : C12N 5/00

(71)Solicitante(s) ) WYETH

(72} Inventor{es) LUAN, Yen-Tung; WANG, Wenge; NOLAN, Ryan; DRAPEAU, Denis

74) Apoderado: ALVARO CORREA ORDONEZ

(30) Prioridad (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
60/858,289 08.11.2006 us
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 08-05-2009 (87) Publicacién internacional:
(86) Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT Fecha: 29.05.2008
Fecha de presentacién de la solicitud: 07.11.2007 No. Publicacién : W(Q/2008/063892

No. de solicitud PCT/US2007/083947

(54) Titulo: MEDIOS DISENADOS RACIONALMENTE PARA CULTIVO CELULAR

(57) Resumen: Esta invencién se relaciona con métodos para disefiar racionalmente medios de cultivo celular para uso en cultivos celulares, por |
ejemplo, cultivos celulares empleados en produccion de polipéptide; medios de cultive celular disefiados con los métodos descritos;, métodos para
producir un polipéptido de interés, per ejemplo, un anticuerpo, utilizando tales medios; polipéptidos producidos utilizando los métodos y medios
descritos aqui; y composiciones farmacéuticas que contienen tales polipéptidos. Los medios disefiados racionalmente contienen una concentracion
de un aminoacido que se calcula para uso en masa celular, una concentracion de! aminoacido que se calcula para uso en mantenimiento celular, y
una concentracién del aminoacido que se calcula para incorporacion en el polipéplido de interés. Los medios disefados racionalmente pueden
contener una concentracion ajustada al valor inicial, A, de por lo menos un -aminoacido que se calcula de acuerdo con la férmula
A=[[M*X)H{N*PYHY*M*X)]'F, en donde X es fa concentracion del aminoacido que se utiliza por unidad de masa celular, P es |a concentracion del
aminoacido que se utiliza para incorporacidn en ef polipéptido de interés por unidad de titulo de polipéptido, M es el multiplicador para la densidad
celular pico deseada del cultivo celular, N es el multiplicador para la concentracitn del polipéptido deseada de interés, Y es el factor de mantenimiente
celular; y F es el factor de valor inicial. También se pueden utilizar estos medios diseiiados racionalmente para producir un medio de cultivo celutar de
partida que comprende una concentracion, B, de por lo menos un aminoécido de acuerdo con la férmula B={A-(Z*V)]/(1-V), en donde Z es una
concentracion del aminoacido en el medic de cultivo celular de alimentacion, y V es un volumen del medio de cultivo de alimentacion como una
proporcidn del volumen medio de cultivo celular deseado.
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