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“METODO DE PRODUCAO DE UM POLIPEPTIDIO EM UMA
CULTURA CELULAR; POLIPEPTIDIO PRODUZIDO DE ACORDO COM
METODO; COMPOSICAO FARMACEUTICA COMPREENDENDO O
POLIPEPTIDIO; MEIO DE CULTURA CELULAR; MEIO DE CULTURA
CELULAR PARA USO NA PRODUCAO DE UM POLIPEPTIDIO DE
INTERESSE; METODO PARA A DETERMINACAO DE UMA
CONCENTRACAO OTIMIZADA DE UM AMINOACIDO USADO EM UM
MEIO DE CULTURA  CELULAR PARA A PRODUCAO DE UM
POLTPEPTIDIO DE INTERESSE EM UMA CULTURA CELULAR”

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Pedidos Relacionados

Este pedido reivindica o beneficio de
prioridade do Pedido de Patente Norte—-Americana
Provisdéria n° 60/858.289, depositado em 8 de November
de 2006, cujo conteudo é agqui incorporado por
referéncia em sua inteireza.

Campo da Invencéao

Esta invencgdo se refere a métodos para
projetar racionalmente meios de cultura celular para
uso em culturas celulares empregadas, por exemplo, na
producdo de polipeptidios; a meios de cultura celular
projetados com os métodos apresentados; a métodos de
producao de grandes guantidades de um polipeptidio de

interesse, por exemplo, um anticorpo, usando-se esses
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meios; a polipeptidios produzidos usando-se os métodos
e aos melios aqul apresentados; e a composigdes
farmacéuticas contendo esses polipeptidios. A invengéao
é particularmente Util em culturas celulares em grande
escala. Os métodos e composicdes aqui apresentados sao
particularmente uteis para produzir quantidades
significativas de polipeptidios em culturas de células
animais por bateladas, alimentacdao-bateladas e
perfusao.

Fundamentos da Técnica Relacionada

Uma grande proporg¢ao de produtos de
biotecnologia, gquer comercialmente disponiveis, dJquer
apenas em desenvolvimento, sao proteinas terapéuticas;
assim, ha demanda de producdo desses polipeptidios em
culturas celulares. Além disso, a maquinaria celular de
uma célula animal (em oposicdo a, por exemplo, uma
célula bacteriana) é freguentemente requerida para
produzir muitas formas de polipeptidios terapéuticos
(como proteinas glicosiladas ou anticorpos monoclonais
produzidos em hibridomas (MAbs)). Consequentemente, ha
uma demanda crescente de otimizagdo da produgdo desses
polipeptidios em culturas celulares e particularmente

em culturas de células animais.
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Em comparacao com culturas de células
bacterianas, as culturas de células animais tém menores
taxas de producao e tipicamente geram menores
rendimentos de producgdo. Assim, uma quantidade
significativa de pesquisa focaliza condic¢cdes de cultura
de células animais que otimizam a producgéao de
polipeptidios, isto &, condig¢des que sustentem uma
elevada densidade celular e altos titulos. Por exemplo,
determinou-se que a manutencdo de concentracdes de
glicose em meios de cultura celular a baixas
concentracdes e o cultivo das células em uma fase de
producdo a uma osmolalidade de cerca de 400 a 600 mOsm
aumenta a producgdo de proteinas recombinantes pelas
culturas de células animais, em gue o cultivo em todas
as fases também é a uma concentracdo selecionada de
glutamina (de preferéncia entre cerca de 0,2 e cerca de
2 mM) . Também se determinou gue uma alimentacéao
restrita de glicose as culturas de células animais em
processos por alimentacdo-bateladas controla a producgédo
de lactato sem requerer a alimentagdo a taxa constante
de glicose. Além disso, sabe-se gue a modificacao da
concentracao cumulativa total de aminoacidos, da
concentracdo de aminocacidos individuais e das razdes de

aminoacidos individuais entre si (por exemplo,
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glutamina para asparagina) e para os aminoacidos totais
(por exemplo, glutamina para aminodcidos totais) nos
meios de uma cultura celular em grande escala pode
resultar em uma producdo de polipeptidios em grande
escala substancialmente melhor.

Tradicionalmente, estudos de meios para as
culturas de células animalis focalizam trés técnicas: 1)
enriquecimento dos componentes de meio do meio de
partida e aumento da fregquéncia de alimentacdo da
cultura; 2) aplicacdo de um projeto multifatorial a
diferentes forcas de meio e diferentes concentracgdes de
componentes; e 3) analise do meio condicionado (gasto)
quanto a amincédcidos, vitaminas e outros componentes e
adicao dos componentes que estdo em baixos nivels ou
foram depletados. Esses métodos em geral usam respostas
de densidade celular, viabilidade e titulo como
indicadores de otimizacgao.

Entretanto, os métodos acima so detectam
indiretamente as exigéncias de nutrientes para celulas
com base no resultado final, 1isto &, densidade celular,
viabilidade e titulo, em vez de detectarem e fornecerem
as células as exigéncias de nutrientes reais para uma
producdo otimizada de proteinas.

SUMARIO DA INVENCAO
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A presente invencdo apresenta métodos para
projetar racionalmente meios de cultura celular, por
exemplo, meios de cultura celular em grande escala,
para uso, por exemplo, em culturas celulares em grande
escala empregadas na produgdo de polipeptidios; meios
de cultura celular, por exemplo, meios de cultura
celular em grande escala, projetados com os métodos
apresentados; métodos de produgao de grandes
quantidades de um polipeptidio de interesse, por
exemplo, um anticorpo, usando-se esses melios;

polipeptidios produzidos usando-se o©os métodos e oOs

meios aqui apresentados; e composicdes farmacéuticas
contendo esses polipeptidios. Esses métodos e
composicdes sao utilizaveis para a cultura, por

exemplo, cultura por bateladas, alimentacdo-bateladas e
perfusdo, de células. Esses métodos e composicdes sdo
particularmente uUteilis para cultura em grande escala,
por exemplo, cultura por bateladas, alimentacdo-
bateladas e perfusdo, de células animais, por exemplo,
células de mamiferos.

Um meio racionalmente projetado da presente
invencdo contém uma concentracido de um aminodcido gue é
calculada para uso na massa celular, uma concentragao

do aminodcido gue € calculada para uso na manutencao
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celular e uma concentracao do aminoacido que é
calculada para incorporacao no polipeptidio de
interesse.

EFm uma modalidade, a invencdo apresenta um
método de producgdo de um polipeptidio em uma cultura
celular, compreendendo a formacdo de uma cultura
celular qgque compreenda células compreendendo um acido
nucléico que codifigque um polipeptidio de interesse, e
um meio de cultura celular desejado, compreendendo uma
concentracdo de um aminoacido gque é calculada para uso
na massa celular, uma concentracdo do aminoacido gue é
calculada para uso na manutencao celular e uma
concentracao do aminoacido que é calculada para
incorporacéao no polipeptidio de interesse; e a
manutencao da cultura celular sob condicgdes que
permitam a expressdo do polipeptidio de interesse. Em
uma modalidade da invencdo, o meio de cultura celular
desejado compreende uma concentracao de aminoacido
ajustada a linha basal, A, de acordo com a fdérmula
A=[ (M*X)+(N*P) +(Y*M*X) ] *F, em que X é uma concentracgao
do aminocacido que é usado por unidade de massa celular,
P & uma concentracdo do aminocidcido que ¢é usado para
incorporacido no polipeptidio de interesse por unidade

de titulo de polipeptidio, M ¢é um multiplicador para
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uma densidade celular de pico desejada da cultura
celular, N & um multiplicador para uma concentracao
desejada do polipeptidio de interesse, Y é um fator de
manutencdo celular, e F é um fator de linha basal.

Em outra modalidade, a invencao apresenta um
método de producao de um polipeptidio em uma cultura
celular, compreendendo a formacdo de uma cultura
celular que compreenda células compreendendo um acido
nucléico gue codifigque um polipeptidio de interesse; e
um meio de cultura celular de partida, em gque o volume

do meio de cultura celular de partida é de cerca de 60-

O

9% do volume de um volume de meio de cultura celular
desejado; o fornecimento de um meio de cultura celular
de alimentacao a cultura celular, em gue o volume do
meio de cultura celular de alimentacdo é de cerca de 1-
40% do volume de meio de cultura celular desejado, e em
que o meio de cultura celular desejado resultante
compreende uma concentragdo de um aminocacido que é
calculada para uso na massa celular, uma concentragao
do aminocacido que é calculada para uso na manutengao
celular e uma concentracdo do aminoacido que é
calculada para incorporagao no polipeptidio de
interesse; e a manutencdo da cultura celular sob

condicgdes que permitam a expressao do polipeptidio de
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interesse. Em uma modalidade da invenc&o, o meio de
cultura celular desejado resultante compreende uma
concentragado de aminocacidos ajustada a linha basal, A,
de acordo com a férmula A=[ (M*X)+ (N*P) + (Y*M*X) ] *F, em
gue X é uma concentracdo do aminocadcido que é usado por
unidade de massa celular, P & uma concentracao do
aminoacido que é usado para incorporacdo no
polipeptidio de interesse por unidade de titulo de
polipeptidio, M é um multiplicador para uma densidade
celular de pico desejada da cultura celular, N & um
multiplicador para uma concentragdo desejada do
polipeptidio de interesse, Y é um fator de manutengdo
celular, e F é& um fator de linha basal; e a manutencao
da cultura celular sob condig¢des gue permitam a
expressdo do polipeptidio de interesse. Em outra
modalidade da invencao, o meio de cultura celular de
partida compreende uma concentracao, B, do aminocacido
de acordo com a férmula B=[A-(Z*V)]/(1 V), em que Z &
uma concentracdo do amincdcido no meio de cultura
celular de alimentacdo, e V & um volume do meio de
cultura de alimentacdo como uma proporg¢ao do volume de
meio de cultura celular desejado. Em outra modalidade
dos métodos agqui apresentados, Y é€ de 0 a cerca de 1,5.

Em ainda outra modalidade dos métodos agui
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apresentados, F é de cerca de 1 a cerca de 1,5. Em uma
modalidade adicional dos métodos aqui apresentados, Y ¢
de 0 a cerca de 1,5, e F é de cerca de 1 a cerca de
1,5.

Em uma modalidade dos métodos aqui
apresentados, o meio de cultura celular desejado
compreende mais do gue ou O mesmo gue cerca de 3 mM de
tirosina. Em outra modalidades dos métodos aqui
apresentados, o meio de cultura celular desejado
compreende: entre cerca de 7 mM e cerca de 30 mM de
leucina; entre cerca de 7 mM e cerca de 30 mM de
lisina; entre cerca de 7 mM e cerca de 30 mM de
treonina; entre cerca de 7 mM e cerca de 30 mM de
prolina; e/ou entre cerca de 7 mM e cerca de 30 mM de
valina. Em uma modalidade adicional dos métodos aqgqui
apresentados, a concentracao combinada de leucina,
lisina, treonina, prolina e wvalina no meio de cultura
celular desejado estd& entre cerca de 35 mM e cerca de
150 mM. Em ainda outra modalidade, a concentracao
combinada de leucina, lisina, treonina e valina no meio
de cultura celular desejado esta entre cerca de 60% e
cerca de 80% da concentracdoc dos aminocdcidos essenciais

totais no meio de cultura celular desejado.
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Em uma modalidade dos métodos agqui
apresentados, a concentrac¢cdo combinada dos aminoacidos
essenciais no meio de cultura celular desejado esta
entre cerca de 30% e cerca de 50% da concentracao dos
aminodcidos totais no meio de cultura celular desejado.
Em outra modalidade dos métodos aqgui apresentados, a
concentracdo de amincdcidos no meio de cultura celular
desejado estd entre cerca de 120 mM e cerca de 350 mM.
Em uma modalidade adicional dos métodos aqui
apresentados, a concentracdo de prolina na cultura
celular é mantida em mais de cerca de 1 mM. Em ainda
outra modalidade dos métodos agqui apresentados, a

concentracdo de prolina na cultura celular é mantida em

mais de cerca de 2 mM. Em algumas modalidades dos
métodos de producdo de um polipeptidio, a cultura
celular ¢é uma cultura celular em grande escala. Em

outras modalidades, as células sdo células animais.

Um aspecto adicional da invencgao apresenta
polipeptidios produzidos de acordo com os métodos aqui
apresentados. Outro aspecto da invengdo apresenta uma
composicdo farmacéutica compreendendo um polipeptidio
produzido de acordo com os métodos agquil apresentados e

um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
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Um aspecto adicional da invencgdao apresenta um
método de cultura celular compreendendo: a formagao de
uma cultura celular compreendendo células; e um meioc de
cultura celular desejado compreendendo uma concentragao
de um aminocacido que é calculada para uso na massa
celular e uma concentracao do aminoacido que é
calculada para uso na manutencao celular; e a
manutencao da cultura celular sob condigdes que
permitam o crescimento e replicagdo das células na
cultura celular. Em uma modalidade da invencd&o, o meio
de cultura celular desejado compreende uma concentracao
de aminoacidos ajustada a linha basal, A", de acordo
com a foérmula A =[] (M*X)+(Y*M*X)]*F, em gque X ¢é uma
concentracado do amincadcido gque é usado por unidade de
massa celular, M é um multiplicador para uma densidade
celular de pico desejada da cultura celular, Y é um
fator de manutencdo celular, e F é um fator de 1linha
basal. Em algumas modalidades dos métodos de cultura
celular, a cultura celular ¢é uma cultura celular em
grande escala. Em outras modalidades, as células sao
células animais.

Um aspecto adicional da invengao apresenta um
meio de cultura celular compreendendo uma concentracao

total de aminocdcidos entre cerca de 120 mM e cerca de
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350 mM. Outro aspecto da invencdo apresenta um meio de
cultura celular para uso na produc¢do de um polipeptidio
de interesse, compreendendo uma concentracdo total de
aminoadcidos entre cerca de 120 mM e cerca de 350 mM.
Outro aspecto da invengdo apresenta um meio
de cultura celular para uso na producao de um
polipeptidio de interesse, compreendendo uma
concentracdo de um aminodcido que é calculada para uso
na massa celular, uma concentracac do aminoacide que é
calculada para uso na manutengao celular e uma
concentracao do aminocacido que é calculada para
incorporacdo no polipeptidio de 1interesse. Em  uma
modalidade da invencao, o meio de cultura celular para
uso na producdo de um polipeptidio de interesse
compreende uma concentracdo de aminodcidos ajustada a
linha basal, A, de acordo com a formula
A=[ (M*X)+ (N*P)+ (Y*M*X)]*F, em que X é uma concentragao
do aminodcido que é usado por unidade de massa celular,
P é uma concentracao do aminoacido que é usado para
incorporacado no polipeptidio de interesse por unidade
de titulo de polipeptidio, M é um multiplicador para a
densidade celular de pico desejada da cultura celular,

N é um multiplicador para a concentragédo desejada do
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polipeptidio de interesse, Y é um fator de manutengao
celular, e F & um fator de linha basal.

Ainda outro aspecto da invencao apresenta um
meio de cultura celular compreendendo uma concentracgao
de aminoacidos ajustada a linha basal, A’, de acordo
com a férmula A= (M*X)+(Y*M*X)]*F, em gue X €& uma
concentraciao do aminocédcido que é usado por unidade de
massa celular, M & um multiplicador para a densidade
celular de pico desejada da cultura celular, Y & um
fator de manutencdo celular, e F é um fator de linha
pasal. Em algumas modalidades, o meio de cultura
celular é um meio de cultura celular em grande escala.
Em outras modalidades, o© meio de cultura celular & um
meio de cultura de células animais.

Ainda outro aspecto da invencd@o apresenta um
método para a determinacao de uma concentragao
otimizada de um aminodcido usado em um meio de cultura
celular para a produgdao de um polipeptidio de interesse
em uma cultura celular, compreendendo: a determinacao
da concentracdo de aminodcido requerida para a massa
celular das células na cultura celular a uma densidade
celular alvo; a determinacdao da concentracao de
aminodcido requerida para produzir o polipeptidio de

interesse na cultura celular a um titulo alvo de
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polipeptidio; a determinacao da concentragao de
aminoacido requerida para a manutengdo celular das
células na cultura celular; e a adigao das
concentragdes para fornecer uma concentragdo otimizada
do aminocdcido usado no meio de cultura celular para a
producé&o do polipeptidio de interesse na cultura
celular.

Um aspecto adicional da invengao apresenta um
método para a determinacdoc de uma concentracdo de
aminodcido otimizada, A, de um aminocacido usado em um
meio de cultura celular para a produgao de um

polipeptidio de interesse em uma cultura celular,

compreendendo: a determinacao da concentracao de
aminoacido, X, requerida para a massa celular das
células a uma densidade celular estabelecida; a
determinacéao da concentracao de aminoacido, P,

requerida para produzir o polipeptidio de interesse a
um titulo de polipeptidio estabelecido; e a
determinacdo da concentragdc de aminoadcido otimizada,
A, de acordo com a férmula A=[ (M*X)+ (N*P)+ (M*Y*X) ]*F,
em que M é um multiplicador para uma densidade celular
alvo desejada da cultura celular, N é um multiplicador
para uma concentracdo alvo desejada do polipeptidio de

interesse, Y é& um fator de manutencdo celular; e F & um
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fator de linha Dbasal. Em algumas modalidades dos
métodos para a determinacdo de uma concentracgdo de
aminoacido otimizada, a cultura celular é uma cultura
celular em grande escala. Em outras modalidades, as
células sdo células animais.

Outras caracteristicas e vantagens da
invencdo ficardo claras com a descrigdo detalhada e as
reivindicagdes a seguir.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 representa a densidade celular
(eixo Y; “Densidade Celular (106 células/mL)”) com o
tempo (eixo X; “Dias”) para células CHO manipuladas
para expressar anti-IL-22. As células foram cultivadas

no meio racionalmente projetado do Exemplo 2.

A Figura 2 representa o titulo (eixo Y
“Titulo (g/L)”) de anticorpo anti-IL-22 com o tempo
(eixo X; “Dias”) para células CHO manipuladas para

expressar anti-IL-22. As células foram cultivadas no
meio racionalmente projetado do Exemplo 2.

A Figura 3 representa a densidade celular
(eixo Y; “Densidade Celular (10° células/mL)”) com o
tempo (eixo X; “Dias”) para ceélulas CHO manipuladas
para expressar anti-IL-22. As células foram cultivadas

no meio racionalmente projetado do Exemplo 3.
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A Figura 4 representa o titulo (eixo Y;
“Titulo (g/L)”) de anticorpo anti-I1L-22 com o tempo
(eixo X; “Dias”) para células CHO manipuladas para
expressar anti-IL-22. As células foram cultivadas no

meio racionalmente projetado do Exemplo 3.

A Figura 5 representa o titulo (eixo Y;
“Titulo (g/L)”) de anticorpo anti-IL-22 com o tempo
(eixo X; “Dilias”) para células CHO manipuladas para

expressar anti-IL-22. As células foram cultivadas em
“Meio Tradicional” (um meio a base de exigéncias de
cultura celular tradicionais, veja, por exemplo, Pedido
de Patente Norte-—-americana Publicado n° 2006/0121568),
“Meio de Projeto Racional” preparado usando-se @ 0OsS
presentes métodos ou “Meio Tradicional + Prolina”, que
contém mais 3,7 mM de prolina adicionada ao “Meio
Tradicional” (veja Exemplo 4).

A Figura 6 representa a densidade celular
(eixo Y; “Densidade Celular (10° células/mL)” com o
tempo (eixo X; “Dias”) para células CHO manipuladas
para expressar anti-IL-22. As células foram cultivadas
em “Meio Tradicional”, “Meio de Projeto Racional” ou
“Meio Tradicional + Prolina” (veja Exemplo 4).

A Figura 7 representa a viabilidade celular

(eixo Y; “Viabilidade [(%]7) com © tempo (eixo X;
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“Dias”) para células CHO manipuladas para expressar
anti-IL-22. As células foram cultivadas em “Meio
Tradicional”, “*Meio de Projeto Racional” ou “Melio

Tradicional + Prolina” (veja Exemplo 4).

A Figura 8 representa a concentracdo do
aminoacido designado (eixo Y; M1 7) ((Figura 8A)
prolina; (Figura 8B) treonina; (Figura 8C) valina;
(Figura 8D) triptofano; ou (Figura 8E) tirosina) com o
tempo (eixo ¥X; “Dias”) para células CHO manipuladas
para expressar anti-I1L-22. As células foram cultivadas
em “Meio Tradicional”, Y“Meio de Projeto Racional” ou
“Meio Tradicional + Prolina” (veja Exemplo 4).

A Figura 9 representa a densidade celular
(eixo Y; “Densidade Celular (10° células/mL)”) com o
tempo (eixo X; “Dias”) para células CHO manipuladas
para expressar anti-I1L-22. As células foram cultivadas
em “Meio de Projeto Racional” ou Y“Meio de Projeto
Racional sem fatores de manutencdo e basais”. A figura
é representativa de 5 réplicas independentes (n=5)
(veja Exemplo ©).

A Figura 10 representa a viabilidade celular
(eixo Y: “Viabilidade (%)) com o tempo (eixo X;
“Dias”) para células CHO manipuladas para expressar

anti-IL-22. As células foram cultivadas em “Meio de
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Projeto Racional” ou “Meio de Projeto Racional sem
fatores de manutencao e basais”. A figura é
representativa de 5 réplicas independentes (n=5) (veja

Exemplo 6) .

A Figura 11 representa o titulo de anticorpo
(eixo Y; “Titulo (g/L)”) com o tempo (eixo X; "“Dias”)
para células CHO manipuladas para expressar anti-IL-22.
As células foram cultivadas em “Meio de Projeto
Racional” ou “Meio de Projeto Racional sem fatores de
manutencao e basais”. A figura ¢ representativa de 5
réplicas independentes (n=5) (veja Exemplo o).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

O termo “cultura por bpbateladas”, conforme
aqui usado, refere-se a um método de cultivo de células
em que todos os componentes que serdo por fim usados no
cultivo das células, incluindo o meio, assim como as
préoprias células, sao fornecidos no inicio do processo
de cultivo. Uma cultura por bateladas ¢é tipicamente
interrompida em algum ponto, e as células e/ou
componentes no meio s&o colhidos e opclonalmente
purificados.

O termo “cultura por alimentagdo-bateladas”,
conforme aqui usado, refere-se a um método de cultivo

de células em que componentes adicionails sdo fornecidos
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a cultura em algum momento subseqguente ao 1inicio do
processo de cultura. Os componentes fornecidos
compreendem tipicamente suplementos nutricionals para
as células gque tenham sido depletados durante o
processo de cultivo. A cultura por alimentagédo-
bateladas é tipicamente interrompida em algum ponto, e
as células e/ou componentes no meio sdo colhidos e
opcionalmente purificados. Em uma modalidade preferida
da presente invencdo, a cultura celular é uma cultura
de células animais, por exemplo, uma cultura de células
de mamiferos, isto é, uma cultura por bateladas ou por
alimentacao-bateladas.

O termo “cultura por perfusao”, conforme aqgqui
usado, refere—-se a um método de cultivo de células em
gue componentes adicionais s&o fornecidos continua ou
semicontinuamente a cultura subsequentemente ao inicio
do processo de cultura. Os componentes fornecidos
compreendem tipicamente suplementos nutricionais para
as células que tenham sido depletados durante o
processo de cultivo. Partes das células e/ou
componentes no meio sdo tipicamente colhidos em base
continua ou semicontinua e sao opcionalmente

purificados.
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O termo “biorreator”, conforme aqui usado,
refere—se a qualquer recipiente usado para o
crescimento de uma cultura de células procaridéticas ou
eucaridticas, por exemplo, uma cultura de células
animais (como uma cultura de células de mamiferos). O
biorreator pode ser de gualgquer tamanho, contanto que
seja utilizavel para o cultivo de células, por exemplo,
células de mamiferos. Tipicamente, o biorreator sera de
pelo menos 30 mlL e pode ser de 1, 10, 100, 250, 500,
1.000, 2.500, 5.000, 8.000, 10.000, 12.0000 1litros ou
mais, ou qgqualguer volume intermedidrio. As condigdes
internas do biorreator, incluindo, mas nao limitadas a,
pH e temperatura, sdo tipicamente controladas durante o
periodo de cultivo. O biorreator pode ser composto por
qualqgquer material que seja adeqgquado para manter
culturas de células de mamiferos em suspensdo em meios
sob as condigdes de cultura da presente invengao,
incluindo vidro, pléastico ou metal. O termo “biorreator
de producgdo”, conforme agui usado, refere-se ao
biorreator final usado na producdo do polipeptidio ou
proteina de interesse. O volume de um biorreator de
producao de cultura celular em grande escala em geral &
maior que cerca de 100 mL, tipicamente de pelo menos

cerca de 10 litrcos e pode ser de 500, 1.000, 2.500,
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5.000, 8.000, 10.000, 12.0000 litros ou mais, ou
qualquer volume 1intermediario. Agueles versados na
técnica conhecerao, e serao capazes de escolher,
biorreatores adequados para uso na pratica da presente
invencao.

Os termos Y“densidade celular”, Y“concentragao
celular” ou outros, conforme agui usados, referem—-se ao
numero, peso, massa e outros de células presentes em um
dado volume de meio. “Densidade celular de pico” ou
similar se refere ao numero maximo de células gue se
pode atingir em um dado volume de meio, e “densidade
celular de pico desejada” ou similar se refere ao
nimero maximo de células gue um praticante deseja obter
(por exemplo, alvos) em um dado volume de células.
Variacbes desse(s) valor(es) de alvo ficarao claras
para aqueles versados na técnica, por exemplo, alguéem
versado pode expressar um valor(es) de alvo em termos
de massa celular desejada, e esse(s) valor(es) de alvo
pode (m) estar em um ou mais unidades de medida
apropriadas (por exemplo, unidades de massa celular de
pico desejada).

O termo “wiabilidade celular”, conforme aqui
usado, refere-se & capacidade de células em cultura de

sobreviverem sob um dado conjunto de condigdes de
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cultura ou variacdes experimentais. O termo, conforme
aqui usado, também se refere a parte de celulas que
estdo vivas em um momento particular com relacdo ao
numero total de células, vivas e mortas, na cultura
nesse momento.

Os termos “cultura” e “cultura celular”,
conforme aqui usados, referem-se a uma populacdo de
células que esteja em suspensdo em um meio de cultura
celular sob condicdes adequadas para a sobrevivéncia
e/ou crescimento da populacdo de células. Conforme agqui
usados, esses termos podem se referir a combinacao
compreendendo a populacdo de células (por exemplo, a
cultura de células animais) e o meio em gue a populacao
estiad em suspensao.

O termo “densidade de células viaveis
integrada” ou “IVC”, conforme agqui usado, refere-se a
densidade média de células viaveis no decorrer da
cultura multiplicada pela guantidade de tempo dJque a
cultura prosperou. Considerando-se que a quantidade de
polipeptidio e/ou proteina produzida & proporcional ao
nimero de células viavels presentes no decorrer da
cultura, a densidade de células viaveis integrada ¢ uma

ferramente atil para estimar a gquantidade de
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polipeptidic e/ou proteina produzida no decorrer da
cultura.

Os termos “meio”, “meio de cultura celular” e
“meio de cultura”, conforme aqui usados, referem-se a

uma solugdo contendo nutrientes que alimentem células

animais, por exemplo, de mamifero, em crescimento.
Tipicamente, essas solucgdes fornecem aminoacidos
essencials e nao essenciais, vitaminas, fontes de

energia, lipidios e elementos residuais requeridos pela
célula para crescimento minimo e/ou sobrevivéncia. A
solucao também pode conter componentes que
intensifiquem o crescimento e/ocu sobrevivéncia acima da
taxa minima, incluindo hormdénios e fatores de
crescimento. A solucdo é, de preferéncia, formulada em
um pH e concentracgao de sal 6timos para a sobrevivéncia
e proliferacdo celular. Em uma modalidade, o meio & um
meio definido. Meios definidos sdo meios em qgue todos
os componentes tém uma estrutura guimica conhecida. Em
outra modalidade da invencdo, o meio pode conter um
amino&cido (s) derivado(s) de gualquer fonte ou método
conhecido na técnica, incluindo, mas nao limitado a, um
aminodcido(s) derivado(s) de adigdo(des) de um unico

aminoacido ou de adicido (des) de peptona ou hidrolisado
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de proteina (incluindo fonte (s) animal (ais) ou
vegetal (ais) ).

O termo Y“semeadura”, conforme aqui usado,
refere—-se ao processo de fornecer uma cultura celular a
um biorreator ou outro recipiente. As células podem ter
sido anteriormente propagadas em outro biorreator ou
recipiente. Alternativamente, as células podem ter sido
congeladas e descongeladas antes, por exemplo,
imediatamente antes, de serem fornecidas ao biorreator
ou recipiente. O termo se refere a qualgquer numero de
células, incluindc uma unica célula.

O termo “titulo”, conforme aqui usado,
refere-se a quantidade total de polipeptidio de
interesse produzido por uma cultura de células animais,
dividida por uma dada guantidade de volume de meio;
assim, “titulo” se refere a uma concentragao. O titulo
& tipicamente expresso em unidades de miligramas de
polipeptidio por mililitro de meio.

Conforme aqui usado, e} termo “anticorpo”
inclui uma proteina compreendendo pelo menos, e
tipicamente dois, dominos VH ou suas partes e/ou pelo
menos um, e tipicamente dois, dominios VL ou suas
partes. Em certas modalidades, o anticorpo & um

tetramero de duas cadeias pesadas de imunoglobulina e



10

IS5

20

25

duas cadeias leves de imunoglobulina, em que as cadeias
pesada e leve de imunoglobulina estdo interconectadas,
por exemplo, por ligagdes dissulfeto. Os anticorpos, ou
uma parte deles, podem ser obtidos de qualguer origem,
incluindc, mas ndo limitadas a, roedores, primatas (por
exemplo, primatas humanos e ndo humanos), camelideos e
outros, ou podem ser produzidos de maneira
recombinante, por exemplo, quiméricos, humanizados e/ou
gerados in vitro, por exemplo, por métodos bem
conhecidos por aqueles versados na técnica.

Exemplos de fragmentos de ligacao englobados
dentro do termo “fragmento de ligac¢d&o a antigeno” de um
anticorpo incluem, mas nao se limitam a, (i) um
fragmento Fab, um fragmento monovalente consistindo nos
dominios VL, VH, CL e CHl; (ii) um fragmento F(ab’)-,
um fragmento bivalente compreendendo dois fragmentos
Fab ligados por uma ponte dissulfeto na regido de
articulacao; (iii) um fragmento Fd consistindo nos
dominios VH e CH1l; (iv) um fragmento Fv consistindo nos
dominios VL e VH de um unico braco de um anticorpo, (V)
um fragmento dAb, que consiste em um dominio VH; (vi)
um dominio variavel de cadeia pesada de camelideo ou
camelizado (VHH); (vii) um Fv de cadeia uUnica (scFv;

veja abaixo); (viii) um anticorpo biespecifico; e (ix)
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um ou mais fragmentos de uma molécula de imunoglobulina
fusionados a uma regido Fc. Além disso, embora os dois
dominios do fragmento Fv, VL e VH, sejam codificados
por genes separados, podem ser unidos, usando-se
métodos recombinantes, por um elo sintético que permita
gque sejam preparados como uma Uunica cadeia de proteina,
em que as regides VL e VH estejam pareadas para formar
moléculas monovalentes (conhecidas Fv de cadeia unica
(scFv)); veja, por exemplo, Bird et al. (1988) Science
242:423-26; Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 85:5879-83). Esses anticorpos de cadeia unica

também devem ser englobados dentro do termo “fragmento

de ligacao a antigeno” de um anticorpo. Esses
fragmentos podem ser obtidos usando-se técnicas
convencionais conhecidas por aqueles versados na

técnica, e os fragmentos sdo avaliados guanto a funcgao
da mesma maneira que anticorpos intactos.

O “fragmento de ligagdo a antigeno” também
pode opcionalmente incluir uma fracdo que intensifique
uma ou mais dentre, por exemplo, estabilidade, funcgao
de células efetoras ou fixacdo de complemento. Por
exemplo, o fragmento de ligacdo a antigeno também pode
incluir uma fracdo pegilada, albumina ou uma regiao

constante de cadeia pesada e/ou leve.
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Exceto por anticorpos “biespecificos” ou
“bifuncionais”, entende-se que um anticorpo tenha cada
um de seus sitios de ligacao idénticos. Um “anticorpo
bifuncional” ou “biespecifico” €& um anticorpo hibrido
artificial com dois pares de cadeilas pesadas/leves
diferentes e dois sitios de ligacao diferentes.

Anticorpos Dbiespecificos podem ser produzidos por

varios métodos, incluindo fusao de hibridomas ou
ligacgdao de fragmentos Fab’ . Veja, por exemplo,
Songsivilai e Lachmann (1990) Clin. Exp. Immunol.

79:315-21; Kostelny et al. (1992) J. Immunol. 148:1547-
53.

A expressao “proteina” ou “produto de
proteina” se refere a uma ou mais cadeias de
aminoacidos. Conforme aqui usado, o termo “proteina” &
sinénimo de “polipeptidio” e, conforme & genericamente
entendido na técnica, refere-se a pelo menos uma cadeia
de aminoacidos 1ligados mediante ligacdes peptidicas
sequenciais. Em certas modalidades, uma “proteina de
interesse” ou um “polipeptidio de interesse” & uma
proteina codificada por uma molécula de acido nucléico
exbgena que tenha sido transformada em uma célula
hospedeira. Em certas modalidades, em que a "proteina

de interesse” é codificada por um DNA exdgteno com o
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qual a célula hospedeira tenha sido transformada, a
sequéncia de acido nucléico do DNA exdgeno determina a
sequéncia de aminocacidos. Em certas modalidades, uma
“proteina de interesse” é uma proteina codificada por
uma molécula de A&cido nucléico gque seja enddgena a
célula hospdeira. Em certas modalidades, a expressao
dessa proteina de interesse enddgena é alterada por
transfecgcao de uma célula hospedeira com uma molécula
de Aacido nucléico exdgena gue possa, por exemplo,
conter uma ou mais sequéncias reguladoras e/ou
codifigue uma proteina que 1intensifique a expressao da
proteina de interesse. Métodos e composicdes da
presente invencao podem ser usados para produzir
gqualguer proteina de interesse, incluindo, mas néao
limitadas a, proteinas com propriedades farmacéuticas,
diagndsticas, agricolas e/ou gualgquer uma de varias
outras qgque sejam utilizaveis em aplicagdes comerciais,
experimentais e/ou outras. Além disso, uma proteina de
interesse pode ser uma proteina terapéutica. A saber,
uma proteina terapéutica é uma proteina gque tenha um
efeito bioldgico em uma regido do corpo em que aja ou
em uma regido do cpro em que aja remotamente mediante
intermediarios. Exemplos de protelnas terapéuticas séo

discutidas em maiores detalhes abaixo. Em certas
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modalidades, proteinas produzidas usando-se métodos
e/ou composigdes da presente invengdo podem ser
processadas e/ou modificadas. Por exemplo, uma proteina
a ser produzida de acordo com a presente invencgdo pode
ser glicosilada.

A presente invencdo pode ser usada para

cultivar células para a producdo vantajosa de qualquer

proteina terapéutica, como enzimas, receptores,
anticorpos (por exemplo, anticorpos monoclonais e/ou
policlonais), proteinas de fuséao Fc, citocinas,

horménics, fatores reguladores, fatores de crescimento,
fatores de coagulacdo, agentes de ligacgao a antligeno
farmacéutica ou comercialmente relevantes e outras.
Aqueles versados na técnica conhecerdo outras protelinas
gque podem ser produzidas de acordo com a presente
invencdo e serdo capazes de usar os métodos aqui
apresentados para produzir essas proteinas.

Construtos de Expressdo e Geragdo de Celulas
Hospedeiras Recombinantes

A presente invencgdo usa ceélulas hospedeiras
recombinantes, por exemplo, células hospedeiras
procaridticas ou eucaridéticas, isto é, células
transfectadas com um construto de expressdao contendo um

acido nucléico que codifique um polipeptidio de
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interesse. A expressao “células animais” engloba
células de 1nvertebrados, vertebrados nado mamiferos
(por exemplo, aves, répteis e anfibios) e mamiferos.
Exemplos nao limitativos de células de invertebrados
incluem as seguintes células de insetos: Spodoptera
frugiperda (lagarta), Aedes aegypti (mosquito), Aedes
albopictus (mosquito), Drosophilé melanogaster (mosca
das frutas), e Bombyx mori (bicho-da-seda / lagarta do
bicho-da-seca) .

Inimeras linhagens de células de mamiferos
sao células hospedeiras adeguadas para expressao
recombinante de polipeptidios de interesse. Linhagens
de células hospdeiras de mamiferos incluem, por
exemplo, COS, PER.C6, TM4, VEROO76, MDCK, BRL-3A, W138,
Hep G2, MMT, MRC 5, FS4, CHO, 293T, A431, 3T3, CvV-1,
C3H10T1/2, Colo205, 293, Hela, células 1, BHK, HL-60,
FRhL-2, U937, HaK, c¢élulas Jurkat, Rat2, Bar3, 32D,
FDCP-1, PCl12, Mlx, mielomas murideos (por exemplo,
SP2/0 e NSO) e células C2Cl2, assim como linhagens de
células de primatas transformadas, hibridomas, células
dipldéides normais e cepas de células derivadas de
cultura in wvitro de tecido primario e explantas
primarios. Qualguer célula eucaridtica que seja capaz

de expressar o polipeptidio de interesse pode ser usada
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nos métodos de projeto de meios apresentados. Ha
intmeras linhagens celulares disponiveis em fontes
comerciais, como a Colecdo Americana de Cultura de Tipo
(ATCC) . Em uma modalidade da invencéao, a cultura
celular, por exemplo, a cultura celular em grande
escala, emprega células de hibridoma. A construgao de
células de hibridoma produtoas de anticorpos é Dbem
conhecida na técnica. Em uma modalidade da invencgao, a
cultura celular, por exemplo, a cultura celular em
grande escala, emprega células CHO.

Alternativamente, pode ser possivel produzir
de maneira recombinante polipeptidios de interesse em
eucariotos inferiores, como levedura, ou em
procariotos, como bactérias. Cepas de leveduras
adequadas 1ncluem as cepas Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces, Candida ou
qualquer cepa de levedura capaz de expressar o
polipeptidio de interesse. Cepas bacterianas adeqgquadas
incluem Escherichia coli, Bacillus subtilis, Salmonella
typhimurium ou gualquer <cepa Dbacteriana capaz de
expressar o polipeptidio de interesse. A expressao em
bactérias pode resultar na formagao de corpusculos de
inclusiao incorporando a proteina recombinante. Assim,

pode ser requerido o redobramento da proteina
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recombinante para produzir material ativo ou mais
ativo. S&do conhecidos na técnica varios métodos para a
obtencdo de proteinas heterdlogas corretamente dobradas
a partir de corpusculos de inclusdo bacterianos. Esses
métodos em geral envolvem a solubilizagdo da proteina
dos corpusculos de inclusdo, entao, a desnaturacao da
proteina completamente usando-se um agente caotrdpico.
Quando ha& residuos cisteina presentes na sequéncia de
aminoacidos primaria da proteina, fregquentemente &
necessario realizar o redobramento em um ambiente qgque
permita a formacao correta de ligagdes dissulfeto (um
sistema redox). Métodos genéricos de redobramento sao
apresentados em Kohno (1990) Meth. Enzymol. 185:187-95,
EP 0433225 e patente norte—-americana n° 5.399.677.

A presente invengdo usa construtos, na forma
de plasmidios, vetores e cassetes de transcrigdo ou
expressao, compostos por pelo menos um polinucleotideo
gue codifique um polipeptidio de interesse. Vetores sao
capazes de dirigir a expressdao de genes aos Juais
estejam operacionalmente ligados. Esses vetores sao
aqui chamados de “vetores de expressdo recombinante” ou
“vetores de expressdo”’. Em geral, vetores de expressao
utilizaveis em técnicas de DNA recombinante

freguentemente estao na forma de plasmidios. No
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presente relatdrio, “plasmidio” e “vetor” podem ser
usados de maneira intercambiavel, pois o plasmidio ¢ a
forma mais comum de vetor. Entretanto, a 1nvencao
pretende incluir outras formas de vetores de expressao
que sirvam a fungdes equivalentes, incluindo, mas nao
limitados a, vetores virais (por exemplo, retrovirus
com defeitos de replicacgao, alfavirus modificados,
adenovirus e virus adeno—-associados).

Construtos gue s&o adequados para expressao
de proteinas em células animais s&o bem conhecidos na
técnica. Por exemplo, o©s polinuclectideos podem estar

operacionalmente ligados a uma sequéncia de controle de

expressao, COmo aguelas presentes nos vetores de
expressdo pMT2 ou pbkD apresentados, por exemplo, em
Kaufman et al. (1991) Nuc. Acids Res. 19:4485-90.

Outras sequéncias de controle de expressdc adequadas
sdo encontradas em vetores conhecidos na técnica e
incluem, mas nao se limitam a: HaloTag™ pHT2Z, pACT,
pBIND, pCAT®3, pCI, phRG, phRL (Promega, Madison, WI);

pcDNA3.1, pcDNA3.1-E, pcDNA4/HisMAX, pcDNA4/HisMAX-E,

pcDNA3.1/Hygro, pcDNA3.1/Zeo, pZeoSV2, pRc/CMV2Z,
pBudCE4 pRc/RSV  (Invitrogen, Carlsbad, CA); Vetores
pCMV-3Tag, Vetor pCMV-Script®, Vetores pCMV-Taqg,

Vetores pSG5 (Stratagene, La Jolla, CA); pDNR-Dual,
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pDNR~-CMV (Clonetech, Palo Alto, CA); e pSMEDA (Wyeth,
Madison, WI). Métodos genéricos de expressao de
proteinas recombinantes também sao conhecidos e séao
exemplificados, por exemplo, em Kaufman (1990) Meth.

Enzymol. 185:537-66.

Conforme aqui definido, “operacionalmente
ligado” significa enzimatica ou gquimicamente ligado
para formar uma ligacao covalente entre o

polinucleotideo a ser expressdo e a sequéncia de
controle de expressdo de maneira que a proteina
codificada seja expressada pela célula hospedeira
transfectada.

Os construtos de expressdao recombinante da
invencado podem ser portadores de sequéncias adicionais,
como sequéncias vreguladoras (por exemplo, seqgquéncias
gue regulem a replicacdo do vetor (por exemplo, origens
de replicacao, transcricao da seguéncia de acido
nucléico que codifica o polipeptidio (ou peptidioc) de
interesse) ou expressao do polipeptidio codificado),
sequéncias de etiqgqueta, como histidina, e genes
marcadores selecionaveis. O termo “seqguéncia
reguladora” se destina a incluir promotores,
intensificadores e quaisqguer outros elementos de

controle de expressao (por exemplo, sinais de
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poliadenilacdo, sitios de splice de transcricdo) que
controlem a transcrigao, replicacdo ou traducao. Essas
sequéncias reguladoras sdo descritas, por exemplo, em
Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology, Academic Press, San Diego, CA (1990) .
Agueles versados na técnica reconhecerdo gue o projeto
do vetor de expressao, incluindo a selecao de
sequéncias reguladoras, dependera de varios fatores,
incluindo a escolha da célula hospedeira e o nivel de
expressdo de proteina desejado. Sequéncias reguladoras
preferidas para expressdo de proteinas em células
hospdeiras de mamiferos 1incluem elementos virais dgue
dirigem elevados niveis de expressido de proteina, como
promotores e/ou intensificadores derivados do promotor
F'F'-la e BGH poli A, citomegalovirus (CMV) (por exemplo,
o promotor/intensificador de CMV), virus simio 40
(SV40) (por exemplo, o promotor/intensificador de
SV40), adenovirus (por exemplo, o promotor tardio maior
de adenovirus (AdMLP)) e polioma. Elementos reguladores
virais, e suas sequéncias, sd&o descritos, por exemplo,
nas patentes norte—americanas n° 5.168.062, 4.510.245 e
4.968.615, todas aqul 1incorporadas por referéncia em

suas inteirezas.
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Vetores adequados contendo sequéncias
reguladoras apropriadas, incluindo sequéncias
promotoras, sequéncias terminadoras, sequéncias de
poliadenilacéao, sequéncias intensificadoras, genes
marcadores e outras sequéncias conforme apropriado,
podem ser escolhidas ou cbnstruidas. A expressao
induzivel de proteinas, conseguida com o uso de vetores
com sequéncias promotoras induziveis, como vetores
induziveis por tetraciclina, por exemplo, pTet-On™ e
pTet-0Off™ (Clontech, Palo Alto, CA), também pode ser
usada no método apresentado. Para detalhes adicionais

com relacao a vetores de expressao, veja, por exemplo,

Molecular Cloning: a Laboratory Manual (2% ed.) eds.
Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, NY (1989). Muitas técnicas e

protocolos conhecidos para a manipual¢cdo de acidos
nucléicos, por exemplo, na preparagdo de construtos de
acidos nucléicos, mutagénese, seguenciamento,
introducdo de DNA em células, expressadao de gene e
andlise de proteinas, também sao descritos em detalhes
em Current Protocols in Molecular Biology (2% ed.) eds.
Ausubel et al., Wiley & Sons, Alameda, CA (1992).

Um polinucleotideo inserido em um construto

de expressdo para a producgcdo de um polipeptidio de
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possa ser expressado na célula hospedeira usada na
cultura celular. Assim, o polinucleotideo pode
codificar produtos de genes de comprimento total,
partes de genes de comprimento total, peptidios ou
proteinas de fusao. Esses polinucleotideos podem
consistir em DNA gendmico ou cDNA e podem ser derivados
de qualgquer animal. Os polinucleotideos podem ser
isolados de células ou organismos por métodos bem
conhecidos na técnica, por exemplo, PCR ou RT-PCR, ou
podem ser produzidos por métodos de sintese qguimica
convencionais conhecidos. Esses polinucleotideos
guimicamente sintéticos podem possuir propriedades
bioldgicas em comum com polinucleotideos naturais e,
portanto, podem ser empregados como substitutos de
polinucleotideos naturais.

O polipeptidios também podem ser produzidos
de maneira recombinante por ligagdo operacional do
polinucleotideo que codifica o polipeptidio de
interesse a sequéncias de controle adeguadas em um ou
mais vetores de expressdo em insetos, como vetores de
baculovirus, e emprego de um sistema de expressao em
células de insetos. Materialis e métodos sistemas de

expressao baculovirus/S£f9 sao comercialmente




disponiveis em forma de kit (por exemplo, o kit
MAXBACY, Invitrogen, Carlsbad, CA).

A transfeccdo de células hospedeiras, por
exemplo, células animais, com © construto de expressao
pode ser conseguido por inumeros métodos gque sdo bem
conhecidos na técnica. As células podem ser
transitoriamente transfectadas ou transfectadas de
maneira estdvel. Existem varios métodos diferentes bem
estabelecidos para a distribuicdo de moléculas,
particularmente adcidos nucléicos, a células
hospedeiras, por exemplo, células animais. Dependendo
do tipo de célula, a transfeccdao desejada (isto &,
transitdéria ou estavel) e das exigéncias experimentails
especificas, como transfeccao de linhagens celulares
dificeis ou células primarias, do tipo de molécula
transfectada (DNA gendmico, DNA, oligonucleotideos) ou
do construto de expressdo escolhido, cada método de
transferéncia possuil vantagens e desvantagens

conhecidas por aqueles versados na técnica. Métodos de

transfeccdo comuns 1incluem, por exemplo, precipitacao

de fosfato de calcio, transfecg¢ao mediada por
lipossomos, transfeccdo mediada por DEAE Dextrano,
pistolas de genes, eletroporacao, distribuicao de

nanoparticulas, poliaminas, eplssomos e
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polietileniminas. Além disso, h&d inumeros kits e
reagentes de transfecgdo comercialmente disponiveis em
companhias como a Invitrogen (VOYAGER™, LIPOFECTIN®),
EMD Biosciences, San Diego, CA (GENEJUICE™), Qiagen,
Germantown, MD (SUPERFECT™), Orbigen, San Diego, CA
(SAPPHIRE™), e muitas outras conhecidas por aqueles
versados na técnica. Protocolos de transfeccdo também

podem ser encontrados em Basic Methods in Molecular

Biology (2% ed.) eds. Davis et al., Appleton e Lange,

CT (1994).

A presente invencdo usa culturas celulares,
por exemplo, culturas de células animais em grande
escala, para produzir grandes guantidades do

polipeptidio de interesse. Métodos para transfeccdes
transitdérias em grande escala sao apresentados em
Large-scale Mammalian Cell Culture Technology
(Biotechnology and Bioprocessing Series) ed.
Lubiniecki, Marcel Dekker, NY (1990); Kunaparaju et al.
(2005) Biotechnol. Bioeng. 91:670-77; Maiorella et al.
(1988) Bio/Technology 6:1406-10; Baldi et al., supra;
Lan Pham et al., supra; Meissner et al., supra;
Durocher et al., supra) . Em geral, a expressao
transitéria de genes em grande escala em culturas de

celulas de mamiferos pode empregar gualqguer um dos
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varios tipos comuns de modos de transfeccéao, por
exemplo, polietilenimina, pulso de campo elétrico,
CALFECTION™ ou fosfato de calcio, para se conseguilr
uma alta eficiéncia de transfeccdo nas escalas ou
volumes desejados, por exemplo, mailis de 10 1litros
(Derocuazi et al., supra; Rols et al. (19%92) FEur. J.
Biochem. 206(1):115-21; Wurm e Bernard (1999) Curr.
Opin. Biotechnol. 10(2):156-59; Schlaeger e Christensen
(1999) Cytotechnology 30(1-3):71-83; Jordan et al.
(1998) Cytotechnology 26(1):39-47; Lindell et al.
(2004) Biochim. Biophys. Acta 1676(2):15b-61). Essas
culturas em grande escala sdao geralmente cultivadas em
biorreatores, agitadores ou incubadores com placas de
agitacado e também podem ser conhecidas como culturas
“rotativas” ou “em suspensdo”. Assim, em oposicao a
transfecg¢des tradicionais, em gue as células sao
fixadas a placas ou frascos, os métodos apresentados em
geral usam culturas em suspensdo. Culturas celulares em
grande escala em geral sao consideradas culturas
celulares que tém um volume de mais de cerca de 100 mL.

Em alguns casos, linhagens celulares que
expressam O polipeptidio de interesse podem ser
primeiro produzidas e, entdo, usadas para semear uma

cultura celular em grande escala. Linhagens celulares
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estavels gque expressam uma proteina de interesse podem
ser produzidas por varios métodos bem conhecidos,
incluindo of metodos usados para a transfeccao
transitdéria  aqui apresentada. Em geral, linhagens
celulares estaveis sido produzidas por crescimento de
longo prazo e selecdo em um meio guimicamente definido.
Por exemplo, células transfectadas (por exemplo, por
precipitagdo de fosfato de calcio ou transfeccao
lipossdmica) com um acido nucléico que codifique um
polipeptidio de interesse podem ser concomitantemente

transfectadas com um vetor portador de um gene de

resisténcia a neomicina, gue confere resisténcia a
neomicina/geneticina (G418). As células transfectadas
sao, entdo, cultivadas em meio contendo G418, e as

células sobreviventes s&o expandidas por clones para
produzir uma linhagem celular de expressdo estavel.
Aliguotas dessa linhagem celular podem ser, entéo,
usadas para semear uma cultura em grande escala e para
produzir grandes quantidades da proteina de interesse.
A transfecgdo de celular requer a otimizacéao
de indmeras variaveis, incluindo a densidade de
semeadura de células (por exemplo, de cerca de 1 x 10°
a cerca de 3 x 10°% células/mL de cultura), concentracao

de soro (por exemplo, 0-10%), temperatura de incubacdao
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(por exemplo, cerca de 20-38°C), veiculo ou reagente de
transfeccdo (gquimico ou elétrico), volume da cultura
(por exemplo, cerca de 5 mL-20 1litros) e tempo de
incubacao (por exemplo, cerca de 24-144 horas). Para

cada tipo de célula, os parametros Otimos variardo.
Entretanto, os fornecedores comerciais em geral
fornecem diretrizes de otimizacdo para a transfeccgao de
tipos de células particulares, assim como vAarias
referéncias conhecidas por aqueles versados na técnica
que utiliza a transfeccao da célula hospedeira
escolhida. Essas fontes podem ser usadas para dirigir a
transfeccao da célula hospedeira escolhida ou podem ser
usadas como um ponto de partida a partir do qual se
podem usar simples tentativas e erros para a obtencgao
de pardmetros o6timos de transfeccgao.

Cultura Celular

Procedimentos tipicos para a produgao de um
polipeptidio de interesse incluem culturas por
bateladas e culturas por alimentacdo-bateladas.
Processos de cultura por bateladas tradicionalmente
compreendem a inoculag¢do de uma cultura de produgao em
grande escala com uma cultura de semeadura de uma
densidade celular particular, o cultivo das células sob

condicdes que conduzam a crescimento e viabilidade
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atingirem uma densidade celular especificada e a
purificacdao do polipeptidio expressado. Procedimentos
de cultura por alimentacdo-bateladas incluem uma etapa
ou etapas adicionais de suplementagdo da cultura por
bateladas com nutrientes e outros componentes gue sejam
consumidos durante o crescimento das células. Agueles
versados na tecnica reconhecerao que a presente
invencdo pode ser empregada em gqualquer sistema em que
células sejam cultivadas incluindo, mas ndo limitados
a, sistemas de bateladas, alimentacaoc-bateladas e
perfusao. Em certas modalidades preferidas da presente
invencao, as células sao cultivadas em sistemas de
alimentacao-bateladas.

Um problemas persistente e ndo resolvido com
culturas tradicionais, por exemplo, culturas por
pateladas e por alimentacdo-bateladas, é a producgao de
refugos metabdlicos, que tém efeitos prejudiciais sobre
@) crescimento celular, viabilidade e producao de
polipeptidios expressados. Dois refugos metabdlicos que
tém efeitos particularmente prejudiciais sdo o lactato
e ambnio, que sdo produzidos cComo resultado do
metabolismo da glicose e glutamina, respectivamente.

Além da producdo enzimatica de amdnio como resultado do
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metabolismo da glutamina, o amdénio também se acumular
em culturas celulares como resultado da degradagao nao
metabdlica com o tempo.

Formulacdes de meios tradicionais, incluindo
meios comercialmente disponiveis como o Ham’s F10
(Sigma), Meio Essencial Minimo ([MEM], Sigma), RPMI-
1640 (Sigma) e Meio de Fagle Modificador por Dulbecco
([DMEM], Sigma), contém niveils relativamente elevados
de glicose e glutamina (este em compragdo com outros
aminoacidos). Anteriormente, acreditava-se dJue esses
componentes fossem requeridos em abundéncia, pois sao
as fontes de energia metabdlica primarias para as
células. Entretanto, o rapido consumo desses nutrientes
leva ao acumulo de lactato e amdénio, conforme acima
descrito. Além disso, altos niveis iniciais de glicose
e glutamina, e o subseqgquente acumulo de lactato e
amédnio, resultam em alta osmolaridade, uma condigao
que, por sal mesma, frequentemente é prejudicial para o
crescimento celular, viabilidade celular e produgao de
polipeptidios. O meio racionalmente projetado aqui
apresentado pode ser modificado para diminuir o acumulo
de produtos metabdlicos prejudiciais. Essas
modificacdes podem ser encontradas, por exemplo, nos

Pedidos de Patentes Norte—americanas Publicados n°
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2005/0070013 {alimentacéao restrita de glicose) e
2006/0121568 (modificacdes do teor e razdes de
aminoacidos) (ambos sdao aqui incorporados por
referéncia em suas inteirezas).

Projeto Racional de Meios e Formulagdes

Formulacdes de meios tradicionais comegam com
um nivel relativamente baixo de aminodcidos totais em
comparacdo com as formulacdes de meios da presente
invencdo. Por exemplo, DME-F12 (uma mistura a 50:50 de
meio de Eagle Modificado por Dulbecco e meio F12 de
Ham) tem um teor de aminoacidos totais de 7,29 mM, e o
meio de cultura celular tradicional c¢onhecido como
RPMI-1640 tem um teor de aminoacidos totais de 6,44 mM
(veja, por exemplo, Morton (1970) In Vitro 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,
todos aqui incorporados por referéncia). Formulacdes de
meios mais recentes (como os melos apresentados no
Pedido de Patente Norte-americana Publicado n®
2006/0121568) contém niveis mais elevados de
aminoacidos e nutrientes. Formulagbes tradicionais,

entretanto, ndo se baseiam em exigéncias celulares
calculadas reais, que incluem o crescimento celular,

manutencdo celular e, para culturas celulares usadas
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para produzir polipeptidios recombinantes, exigéncilas
de producdo. Usando essas varidavels, apresentam-se aqgquil
métodos de determinacdo de formulacgcdes de meios com
concentracdes muito mais elevadas, e todavia nao
téxicas, de aminoacidos totais.

As formulacdées de meios de cultura celular,
por exemplo, as formulag¢gdes de meios de cultura celular
em grande escala, aqui descritas, gquando usadas de
acordo com, por exemplo, outras etapas de cultivo aqui
descritas e com, por exemplo, modificacdes, como
aquelas encontradas, por exemplo, no Pedido de Patente
Norte—americana Publicado n°® 2006/0121568, otimizam a
densidade celular e o titulo de polipeptidio. A
concentracao de aminodcidos das formulagdes de meios
aqui descritas se baseiam em uma concentracdo do(s)
aminoacido (s) requirada para: 1) massa celular; 2
manutencao celular; e 3) produgdo de polipeptidios. Em
uma modalidade da invencdo, um meio de cultura celular
contém uma concentragcdo do(s) aminoacido(s) que é

calculada para uso na massa celular, uma concentragao

do (s) aminoacido (s) gue é calculada para uso na
manutencdo celular, e uma concentracao do (s)
aminoacido (s) que ¢é calculada para 1incorporacao no

polipeptidio de 1interesse. Fm outra modalidade da
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invencéao, um meio de cultura celular contém uma
concentracao, A, de um aminoacido gque ¢é representada
pela férmula A= (M«X)+ (N«P)+(Y:-M+sX) ]+F, em qgque X é a
concentracdo do aminocacido gue €& usada por unidade de
massa celular, P é a concentracdo do aminoacido gue é
usada para incorporacgdo no polipeptidio de 1interesse
poxr unidade de titulo de polipeptidio, M é o)
multiplicador para a massa celular desejada (isto &, as

unidades de massa celular de pico desejadas), N & o

multiplicador para a concentracéao desejada do
polipeptidio de interesse (isto &, titulo de
polipeptidio desejado ou de alvo), Y é o fator de

manutencdo celular; e F é& um fator de linha basal.

A concentracao, P, do aminocidcido que €& usada
para incorporagcdo no polipeptidio de i1nteresse por
unidade de titulo de polipeptidio na férmula acima se
baseia na estrutura primaria da proteina recombinante,
isto &, o teor de aminicadcidos do polipeptidio. Assim,
P variard com base no polipeptidio de interesse dque
deve ser produzido pela cultura celular em grande
escala. P pode ser, entd&o, convertido nas exigéncias de
aminoacidos para a concentragdo do polipeptidio de
interesse de alvo usando N, o multiplicador para a

concentracdo do polipeptidio de 1interesse desejada
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(isto é, titulo de polipeptidio desejado ou de alvo).

Em alguns exemplos representativos da invengao abaixo,

a unidade basica do titulo de polipeptidio é 1 g/L. Na

Tabela 1, abaixo, gue contém um calculo representativo

usando a férmula agui fornecido, a concentracdo de

aminoacidos do meio de cultura celular gque é requerida

para o polipeptidio de interesse a um titulo de 10 g/L

(coluna 4) é determinada por multiplicagao da
concentracdo, P, de aminodcido requerida para 1 g/L
(coluna 2) pelo multiplicador, N, em que N=10.

Tabela 1: Determinacao representativa da

concentracdo de aminocidcido ajustada para a linha basal

requerida para um titulo alvo de 10 g/L de anticorpo a

uma massa celular desejada, em que a massa celular

desejada ¢é representada pela densidade celular de pico

desejada de 15 x 10° células/mlL

8 (A)
6 (X x M x
1 2 (P 3 (X) 4 (P x N) 5 (X x M) 7 (Coluna 7 x
Y)
F)

AminolConcentraciao|ConcentraciolConcentracdolConcentragdoiConcentragdo Concentracdo |Concentragdo

acido de AA de AA total de AA | total de AA | total de AA| total de Aa de AA
(ARA) requerida requerida requerida requerida requerida calculada ajustada a
para um para uma para um para uma para requerida linha basal
titulo massa titulo alvo densidade manutencdo [para o titulo] reqguerida

inicial de celular de anticorpo| celular de celular alvo de para o
anticorpo de|representadal de 10 g/L pico (Y=100%) ou| anticorpo e | titulo alvo
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1 g/L por uma (N=10) desejada de (Yy=1) densidade de anticorpo
densidade 15 » 107 celular de e densidade
celular de celulas/mL pico desejadal celular de

10" (M=15) pico

células/mL desejada
(F=1,3)
Coluna 2 X Coluna 3 x Coluna 5 x (Coluna Coluna 7 X
10 15 100% 4+5+6) 1,3
mM m mM mM mM mM mM

ALA 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
CrYs 0,19 0,09 1,88 1,42 1,42 4,73 6,14
GLU 0,40 0,16 4,00 2,33 Z,33 58,67 11,26
GLN G,39 0,29 3,87 4,40 4,40 12,67 16,47
GLY 0,47 C,25 4,72 5,80 3,80 12,33 le, 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 7,71 3,68 77,13 55,21 55,21 187,55 243,82
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O multiplicador N pode ser calculado, por
exemplo, por multiplicagdoc da densidade de células
vidveis integrada (IVC) pela produtividade especifica
(gp) de uma linhagem celular particular (N=IVC*gp). Por
exemplo, se a densidade de semeadura de uma linhagem

celular particular for de 0,8 x 106 células/mL, a
densidade celular no dia 6 e dia 10 & de 15 x 106
células/mlL, e a densidade celular no dia 18 & de 11 x
106 células/mL (isto &, 73% do valor nos dias 6 e 15),
entado, IVC = 211 x 10© (células/mL)*dia (isto é&,
[(0,8+15)/2]*6 dias + [(15+15) /2] *4 dias +
[(15+11)/2]*8 dias) . Se a produtividade especifica
média (ap) da linhagem celular escolhida for, por
exemplo, de 47 ug/106 células/dia, entdo, N=10 g/L no
dia 18 (isto &, 211 x 106 (células/mL)*dia x 47 ng/10©
células/dia). Aqueles versados na técnica perceberdo
que esses calculos podem ser realizados com qualqguer
linhagem celular, ou que N pode ser estimado com base
em caracteristicas celulares e origem.
Alternativamente, o multiplicador N nao precisa ser
calculado a partir de IVC e gp e pode ser simplesmente

um titulo alvo razoavel para uma cultura celular
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particular. Um exemplo profético, que descreve O
cadlculo de IVC e gp, e a selecdo adicional de valores
de N e M razoaveis, & apresentado no Exemplo 5
(abaixo) .

Conforme aqui usado, “massa celular”,
“densidade celular” e outros se referem a uma colecado
de células. Por exemplo, uma massa celular pode se
referir a uma pelota celular. Conforme aqui usado,
“massa celular desejada” e outros se referem a uma
colecdo de células, por exemplo, uma pelota celular,
gque um praticante deseje obter em uma cultura celular.
Conforme aqui wusado, “unidade de massa celular” e
outros refletem inumeras maneiras de representar a
massa celular, por exemplo, namero de células,
densidade celular, volume de células, volume de células
acondicionadas, peso seco das células e outras. Aqueles
versados na técnica saberdo gual ¢é a maneira mais
conveniente ou apropriada de representar uma unidade de
massa celular, e outras, para uma condicdo experimental
particular. Aqueles versados na técnica também
entenderdo que, dependendo da unidade de massa celular,
M, o multiplicador para a massa celular desejada, isto
¢, as unidades de massa celular de pico desejadas, sera

representado pelos numeros de células d epico
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desejados, densidade celular de pico desejada, volume
de células de pico desejado, volume de células
acondicionadas de pico desejado, peso seco de pico
desejado e outros.

Em uma modalidade da invencgdo, a unidade de
massa celular é representada pela densidade celular, e
a massa celular desejada é representada pela densidade
celular de pico desejada. Em outra modalidade, a
unidade de massa celular é representada pelo peso ou
massa celulas seca. A massa celular desidratada pode
consistir essencialmente em todas as proteinas,
carboidratos, lipidios e acidos nucléicos presentes na
massa celular. Assim, a concentracao, X, de um
aminoacido pode ser experimentalmente determinada
primeiro centrifugando-se um numero conhecido de
células em uma pelota de células, secando-se a pelota
de células e, subsequentemente, expondo-se a pelota
seca a hidrdélise acida, lisando, dessa forma, as
proteinas celulares da pelota de células em aminoacidos
individuais, que podem ser, entdo, quantificados por um
analisador de aminodcidos (veja, por exemplo, o Exemplo
1). Isso fornece a concentracdo de aminoacidos, X, de
um dado numero de células, que pode ser, entao,

convertida nas exigéncias de aminoacidos para a
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densidade celular de pico desejada usando-se M, @)
multiplicador para a densidade celular de pico
desejada. Na Tabela 1, a concentracdo total de
aminoadcidos do meio de cultura celular que é requerida
para a densidade celular de pico desejada de 15 x 10°
células/mL (coluna 5) é determinada por multiplicacao
da concentracao, X, do aminoacido requerida para 10°

células/mL (coluna 3) pelo multiplicador, M, em gue

M=15. Assim, em alguns exemplos representativos da
invencao, a unidade de massa celular é de 10°
células/mL. Alternativamente, por exemplo, para um
aminoacido sabidamente suscetivel a degradacao, a

concentracao, X, do aminoadcido gue é usada na férmula
acima pode ser determinada a partir de valores da
literatura, por exemplo, Nyberg et al. (1999)
Biotechnol. Bioeng. 62:324-35; Nadeau et al. (2000)
Metab. Eng. 2:277-92; e Bonarius (1996) Biotechnol.
Bioeng. 50:299-318, ou dos métodos apresentados nessas
publicacdes ou publicag¢gdes similares conhecidas na
técnica.

Quando o multiplicador M para a massa celular
desejada ¢é a densidade <celular de pico desejada
representada, M pode ser escolhido como, por exemplo, a

densidade de pico de uma linhagem celular particular,
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pela densidade em que a produtividade da linhagem
celular é maximizada ou pela densidade prevista para a
linhagem celular em um periodo de tempo particular com
base na taxa de crescimento especifica.

A concentracdo de aminoadcidos do meio de
cultura celular que é reqgquerida para a manutengao
celular, Y, é uma porcentagem da concentracao de
aminodcidos requerida para a massa celular desejada,
por exemplo, densidade celular de pico desejada. Em uma

modalidade da invencao, as exigéncias de manutengao

]

variam de 0% a 300% das exigéncias de massa celular

o\

desejada, o que fornece nutrientes suficientes para uso
da célula sem risco de toxicidade induzida por
nutrientes. Em outra modalidade da invencao, as
exigéncia de manutencdo variam de 0% a 150% das
exigéncias de massa celular desejadas, o© que fornece
nutrientes suficientes para uso da célula sem risco de
toxicidade induzida por nutrientes. As exigéncias de
manutencdo aumentam quando aumenta a duragao da cultura
(por exemplo, 100-150% de manutencdao para um cultura de
21 dias). Na Tabela 1, a concentracao de aminoacidos do
meio de cultura celular que ¢é requerida para a
manutencao celular (coluna 6) e determinada por

multiplicacao da concentrac¢do de aminoéacidos requerida



10

15

20

para a densidade celular de pico desejada (coluna 5)
pelo fator de manutencdo celular, Y, gque, neste exemplo
representativos é de 100%, para permitir um periodo de
cultura prolongado. O fator de manutencao, Y, diferiréa
para diferentes células (e diferentes linhagens
celulares), dependendo das demandas metabdlicas unicas
das células em cultura. Além disso, as exigéncias de
manutencdo para células em cultura também diferiréo
devido a variabilidade nos processos, por exemplo,
densidade de inoculacao, duracdo da cultura, tempo de
alteracdo da temperatura e outros. Como diretriz
inicial, pode-se fornecer, por exemplo, 0% de
manutencao (diaria) para culturas nos dias 0 a 5, 3% a
52 de manutencdo (diadria) para culturas nos dias ©6 a
10, e 7% a 10% de manutencdo (diaria) para culturas nos

dias 11 a 21. Para um processo com mais de 21 dias, as

oP

culturas may be provided 2% to 5 de manutengao
(diaria) for those additional dias. Aqueles versados na
técnica perceberdo que o ajuste do fator de manutencao,
Y, para otimizar a densidade e o titulo & apenas uma
questdo de tentativa e erro de rotina. O ajuste da
concentracdo de aminoacidos de acordo com as exigéncias

de manutencao celular é importante para maiores

viabilidade e produtividade da cultura celular e,
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portanto, é um importante aspecto da presente invencgao.
Por exemplo, o ajuste da concentrag¢do de aminoacidos de
acordo com as exigéncias de manutengdo celular permite
gue uma cultura celular sustente uma maior densidade
celular, viabilidade celular e produza um titulo de
polipeptidios mais elevado (veja, por exemplo, o
Exemplo 6) .

Uma vez que as exigéncias de aminoacidos da:

1) massa celular (coluna 5); 2) manutencdo celular
(coluna 6); e 3) produgdo de polipeptidios para o
titulo alvo (coluna 4) desejadas sejam determinadas,

pode-se obter a concentracdo total de aminoacidos
calculada da cultura celular alvo. Na Tabela 1, a
concentracao total de aminoacidos calculada do meio de
cultura celular que é requerida para a cultura celular
alvo (coluna 7) é determinada pela adicao da
concentracao de aminodcidos do meio de cultura celular
gque é requerida para o polipeptidio de interesse a um
titulo de 10 g/L (coluna 4) a concentracdo de
aminoacidos do meio de cultura celular gue é requerida
para a densidade celular de pico desejada de 15 x 10°
células/mL (coluna 5), e a concentracgao de amincacidos
do meio de cultura celular gque € requerida para um

nivel selecionado de manutencdo celular (coluna 6).
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Uma veze gque a concentracgao total de
aminodcidos calculada do meio de cultura celular que é&
requerida para a cultura celular alvo seja obtida
conforme acima descrito, o valor é ajustado para uma
concentracao de aminodcidos desejada para o meio de
cultura celular, A, por um fator de linha basal, F, gque
garante a forca de acionamento da transferéncia amino,
por exemplo, os aminoacidos extra requeridos para a
transferéncia de massa, oOs aminocacidos extra requeridos
para o transporte através da membrana celular e outros.
Fsse valor ajustado, A, é agui chamado de “concentracgao
de aminoacidos ajustada a linha basal” ou “concentracgao
otimizada”. A concentracac de aminocacidos ajustada a
linha basal, A, representa a quantidade total
cumulativa de um amincacido(s) que sera distribulda a
cultura, expressa com relagdo ao volume final da
cultura, o que inclui o volume do meio de partida mais
o volume de guaisquer alimentacdes para culturas por
perfusao ou alimentacao-bateladas. O ajuste da
concentracdo total de aminodcidos & concentracao de
aminoadcidos ajustada a linha basal ¢é um importante
aspecto da inveng¢ao, porque permite uma maior
viabilidade celular, densidade celular e titulos de

polipeptidios (veja, por exemplo, Exemplo 6).
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O fator de 1linha basal, F, gque aumenta a
concentracao total de aminocacidos calculada do meio de
cultura celular em até 200%, varia de 1 (0% de aumento)
a 3 (200% de aumento). Em uma modalidade da invencdo, a
faixa para F estd entre 1 e 1,5. Em outra modalidade da
invencdoc, um valor de F abaixo de 1 pode ser compensado
pela modificagdo da concentracdo total de aminoacidos
calculada do meio de cultura celular (Tabela 1, coluna
7y, o que pode ser conseguido por modificagdo da
concentracdo de aminocacidos reguerida para a massa
celular desejada, a concentracgao de aminoacidos
requerida para manutencao celular e/ou a concentracao
de aminoacidos requerida para incorporacao no
polipeptidio de interesse. Por exemplo, um fator de
linha basal de 0,5 pode ser compensado pelo aumento da
concentracado total de aminoacidos calculada do meio de
cultura celular, por exemplo, por um fator de dois (ou
mais), que pode ser conseguido variando-se M, X, N, P
e/ou Y. Na Tabela 1, a concentracdo de aminoacidos
ajustada a linha basal, A, do meio de cultura celular
que & reqgquerida para o titulo alvo e a densidade
celular de pico desejada (coluna 8), ¢ determinada por
multiplicacdo da concentracao total de aminoacidos

calculada do meio de cultura celular (coluna 7), pelo
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fator de linha basal, F, que, no exemplo
representativos da Tabela 1, é de 1,3 (correspondendo a
30% de aumento com relacdo a concentracgcdo total de
aminoacidos calculada do meio de cultura celular).

O m

O meio contendo a concentragao ajustada a
linha basal, A, de um aminocadcido ¢é agqui chamada de
“meio de cultura celular desejado”. Assim, o “meio de
cultura celular desejado” representa um meio alvo que
contém a concentracido ajustada a linha basal, A. Esse
meio compreende pelo menos uma concentracao de
aminoacidos determinada pela formula acima. De
preferéncia, o meio de cultura celular desejado contém
mais de uma concentracdoc de aminocacidos determinada
pela férmula acima. Mais preferivelmente, o meio de
cultura celular desejado contém pelo menos doze
concentracdes de aminodcidos ajustadas, por exemplo,
uma concentracao ajustada de arginina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina, prolina,
serina, treonina, triptofano, tirosina e valina,
determinadas pela foérmula acima. Aqueles versados na
técnica entenderdao gque a concentragao de aminoacidos
ajustada & linha basal, A, no meio de cultura celular

desejado pode ser conseguida por qualquer numero de
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meios, incluindo, mas nao limitados a, adicao
individual do(s) aminca&cido(s), adicao de peptona ou
outros hidrolisados de proteina e/ou por adigdo de
outro meio de cultura celular concentrado (por exemplo,
um meio de cultura celular de alimentacgdo (ou mistura
de meio, por exemplo, um meio em pd)) a um meio de
cultura celular de partida (ou mistura de meio de
cultura celular de partida, por exemplo, um meio em
pd). Agqueles versados na técnica entenderdao que a
adicao de peptona (ou outro hidrolisado de proteina)
pode ser determinada pelos teores de aminoacidos do
produto de peptona particular de escolha ou pela
determinacdo da concentracé&c de aminodcidos fornecida
por uma peptona particular, por exemplo, em geral, 5
g/L de peptona fornecer uma concentracdo de cerca de 40
mM a cerca de 50 mM de aminoc&cidos totais.

A concentracdo de aminocidcidos no meio de
cultura celular desejado estda baseada em pelo menos uma
concentracdao de aminodcidos ajustada a linha basal, A,
determinada pela foérmula da invencao aqul apresentada;
entretanto, essa concentracao, assim como outras
concentracdes de aminocadcidos no meio de cultura celular
desejado, pode variar com relacao a(s)

concentracao (des) de aminoacidos ajustada(s) a linha
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basal devido a influéncia de varios fatores. Por
exemplo, certos aminoacidos podem ser produzidos
durante o cultivo e, portanto, podem ser mantidos em um
baixo nivel. Outros aminocacidos podem variar com base
em valores publicados (veja, por exemplo, Pedido de
Patente Norte—americana Publicado n° 2006/0121568) .
Além disso, alguns aminocacidos, por exemplo, metionina,
podem ser consumidos em maior taxa por tipos celulares
particulares e, portanto, devem ser adicionados em
excesso. Ainda outros aminoacidos, como prolina,
proporcionam uma forca motriz para o crescimento

celular e a produgdo de polipeptidios (veja Exemplo 4),

e esses aminoacidos devem ser fornecidos, em alguns
casos, em quantidade maior que a determinada pela
formula da invencao acima. Além disso, pode-se

modificar a concentracdo de aminoacidos ajustada a
linha basal se uma concentracdao obtida usando-se a
férmula acima  for considerada téxica (por exemplo,
consideracdo dos niveis de serina, tirosina, metionina
e valina) . Esta dentro do conhecimento daqueles
versados na técnica, com a obtencdo da concentracao de
aminoacidos ajustada a linha basal, A, de um
aminoacido (s) para uso no meio de cultura celular

desejado, variar a concentracgao de aminoacidos ajustada
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a linha basal com base em fatores como ©0s aqui
indicados.

Componentes de meios adicionails, por exemplo,
vitaminas, sals, glicose, elementos, podem ser
calculados partir de (ou com base em) varias fontes,
por exemplo, os Pedidos de Patentes Norte-americanas
Publicados n° 2005/0070013 e 2006/0121568. Além disso,
a concentracao de aminocacidos ajustada a linha basal,
A, de um aminocdcido obtida usando-se a fdormula acima
pode ser modificada para fornecer uma razao particular
com relacdo a outro aminocacido (por exemplo, a razao de
glutamina para asparagina) ou para ficar dentro de uma
concentracao combinada desejada (por exemplo, a
concentracdo combinada de glutamina e asparagina). Por
exemplo, sabe-se gque um meio de alta asparagina, baixa
glutamina, combinado com alteracdo de temperatura,
permite a captacgdo de lactato, detoxificando, dessa
forma, a cultura celular (Pedido de Patente Norte-
americana Publicado n® 2006/0121568). Assim, pode-se
desejar modificar a concentragao ajustada a linha
basal, A, de glutamina e/ou asparagina, para se obter
uma razdo oOtima.

Deve-se notar no exemplo representativo da

Tabela 1 que a concentragao combinada das concentracgodes
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de aminocacidos ajustadas a linha basal para uso no meio
de cultura celular desejado esté& alta, isto &, acima de
243 mM. Assim, apresenta-se agquil a descoberta de dJue
uma alta concentracdo de aminoadcidos pode ser usada em
um meio de cultura celular desejado sem toxicidade ou
prejuizo para o titulo se essa concentracdo se basear
nas exigéncias de aminoacidos <calculadas para uma
densidade celular e titulo de polipeptidio alvo. Em uma
modalidade da invencdo, a concentracdo combinada de
aminoadcidos no meio de cultura celular desejado esta
entre cerca de 120 mM e cerca de 250 mM. Em outras
modalidades, a concentracao combinada de aminoacidos no
meio de cultura celular desejado € maior que cerca de
250 mM, por exemplo, de cerca de 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 ou 510
mM, ou qualgquer valor intermediario.

A concentracdo ajustada a linha basal acima
identificada, A, de um aminocacido gque & usada em um
meio de cultura celular desejado pode ser usada em
culturas por bateladas, alimentacdo-batelada e
perfusdo. Quando usada em cultura por bateladas, a
concentracaoc do aminoadcido 1inicial wusada no meio de

cultura celular desejado é a concentracdao de
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aminocacidos ajustada a linha basal, A. Quando usada em
culturas por alimentacao-batelada ou perfusao, a
concentracao de aminoidcidos ajustada & linha basal, A,
representa a guantidade total cumulativa de um
aminoacido (s) que seréa(dao) distribuido(s) a cultura, o
gque inclui o volume do meio de partida mais o volume de
todas as alimentacdes. Assim, para culturas por
alimentacao-bateladas, gue usam alimentacgdes continuas
(por exemplo, alimentacdes nos dias 3-21) ou
alimentacdes peridédicas (por exemplo, alimentacdes a
cada 2-3 dias), o meio de partida é manipulado para
conter uma concentracao de partida do aminoacido, B, de
acordo com a férmula B=[A-(Z2V)]/(1-V), em qgque Z & a
concentracdo do aminocadcido no meio de cultura celular
de alimentacao, e V é& o volume do meio de cultura de
alimentacdo como uma proporcdo do volume de meio de
cultura celular desejado. Um exemplo representativo dos
cdlculas requeridos para se obter a concentracao de
aminodcido de partida, B, é apresentado na Tabela 2,
abaixo. Na Tabela 2, algumas concentracdes de
aminoacidos ajustadas a linha basal, A (coluna 2), sao
convertidas na concentracdo de aminoacido do meio de
partida, B (coluna 5), com base em um volume de

alimentacao de 17% (V=17%), e a concentracao de
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aminoacido do meio de alimentacao, 2 (coluna 4). Nesse
exemplo, varias concentrac¢des de aminocacidos ajustadas
a linha basal, A (coluna 2), e concentracgdes de
aminocacido de partida, B (coluna 5), sao modificadas
para os valores mostrados em negrito nas colunas 3 e 6.
A modificacdo das concentracdes de asparagina, acido
aspartico, glutamina e cisteina se baseou nas
concentracdes sugeridas pelo Pedido de Patente Norte-
americana Publicado n°® 2006/0121568; a metionina foi
ajustada em 50% para compensar Seu consumo a uma
quantidade mais elevada que a prevista; alanina, acido
glutamico e glicina sdao produzidos pelas culturas (e,
portanto, mantidos em um baixo nivel) ; e as
concentracdes de serina, tirosina e valina foram
diminuidas para niveis ndo tdéxicos. Consequentemente,
deve-se entender gue a concentracdo de aminocacido de
partida, B, pode se basear na concentracao de
aminoacidos ajustada a linha basal, A, ou na
concentracao de aminodcidos ajustada a 1linha basal
modificada.

Aqueles versados na técnica perceberao que o
meio de alimentacdo usado para se obter o meio de
cultura celular desejado durante um cultivo de células

por alimentacdo-batelada e perfusao deve ser tao
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altamente concentrado quanto possivel, para evitar um
transbordamento do recipiente em que se realiza a
cultura out (por exemplo, um biorreator ou frasco de
agitacdo) e para evitar a diluigdo dos componentes do
meio. No exemplo apresentado na Tabela 2, um meio de
alimentacao preferido é designado como “Meio de
Alimentacdo”, e as concentragdes de aminoacidoss, 72, do
Meio de Alimentacdo s&o apresentadas na coluna 4.
Entretanto, pode-se usar qualgquer meio de alimentacao
altamente concentrado ou qualquer método para fornecer
aminoacidos altamente concentrados ao meioc de cultura
celular de partida, contando que concentragao de
aminoacidos ajustada a linha basal desejada, A, seja
atingida no volume alvo. Esses metodos para fornecer
amincacidos altamente concentrados a cultura celular
sdo comumente usados e bem conhecidos por aqueles
versados na técnica.

Aqueles versados na técnica compreenderdao gue
a concentracdo de aminoacidos de partida, B, no meio de
cultura celular de partida pode ser conseguida por
gualguer numero de meios, 1incluindo, mas ndo limitados
a, adicdo individual do(s) aminocacido (s), adicao de
peptona e/ou outros hidrolisados de proteina, e/ou

adicdo de outro meio de cultura concentrado (ou mistura
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de meio, por exemplo, um meioc em pd) ao meio de cultura
celular de partida (ou mistura de meio de cultura
celular de partida, por exemplo, um meio em po).
Agueles versados na técnica também compreenderac gque a
concentracdo de aminoacidos, Z, no meio de cultura
celular de alimentacdo pode ser conseguida conseguida
por qualgquer numerc de meios, incluindo, mas nao
limitados a, adicdo individual do(s) aminoacido (s),
adig¢d@o de peptona e/ou outros hidrolisados de proteina,
e/ou adicadoc de outro meio de cultura concentrado (ou
mistura de meio, por exemplo, um meio em pd) ao meio de
cultura celular de alimentacdo (ou mistura de meio de
cultura celular de alimentacd&o, por exemplo, um meio em
ro) .

Deve-se notar, no exemplo representativo da
Tabela 2, gque a concentragdo combinada de aminoacidos
para uso no meio de cultura celular de partida & alta,
isto é, acima de 125 mM. Assim, apresenta-se agqul a
descoberta de gque uma alta concentragdo de aminoacidos
pode ser usada sem toxicidade ou prejulizo do titulo em
um meio de cultura celular de partida, se a
concentracdo de aminocédcidos de partida se basear nas
exigéncias de aminoacidos calculadas para uma densidade

celular de pico desejada e um titulo de polipeptidio
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desejado. Em uma modalidade da invengao, a concentracgdo

combinada de aminocacidos estd entre cerca de 70 mM e

cerca de 510 mM. Em uma modalidade da invencdao, a

concentracao combinada de aminoacidos esta entre cerca

de 120 mM e cerca de 350 mM. Em outra modalidade da
invencdo, a concentragdo combinada de aminoacidos no
meio de cultura celular de partida estéd entre cerca de
70 mM e cerca de 140 mM. FEm outra modalidade da
invencdo, a concentrag¢do combinada de aminoacidos no
meio de cultura celular de partida é maior que cerca de
140 mM.

Tabela 2 Determinacéao representativa da

concentracao de aminoacidos de partida para um titulo
alvo de 10 g/L de anticorpo, uma densidade celular de

pico desejada de 15 x 10 células/mL e uma alimentacgdo

de 17%

1 2 (A 3 4 (z) 5 (B) 6
Aminodcido | Concentracgao Modificacéao Concentracdo | Concentracédo | Concentragao
(AA) de AA da de AA do de AA de de AA de
ajustada a concentracdo meio de partida partida
linha basal de AA alimentacéao requerida modificada
reguerida ajustada a para o requerida
para o linha basal titulo alvo para o

titulo alvo

e densidade

celular de

requerida
para o

titulo alvo

e densidade
celular de

picoe

titulo alvo

e densidade

celular de
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r pico e densidade desejada pico
desejada celular de (V=17%) desejada
pico
desejada
| M M M M mM
ALA 17,17 0,20 €,4 71,07 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, 8o 3,65 3,65
LEU 16,24 16,24 41,53 11,06 11,06
T Lvs 16,00 16,00 32 12,72 12,72
| TMET 3,50 5,25 12,8 3,71 3,71
 rHE 7,765 7,65 16 5,94 5,94
PRO 13,79 13,79 19,2 12,68 12,68
SER 25,54 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 J.o,:f___J
Total (mM) 243,82 405,09 127,73

Conforme mostrado na Tabela 3A e Tabela 3B, a

determinacdo da concentracdo de aminoacidos ajustada a

linha basal de um aminoacido,

A,

usada em um meio de
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cultura celular desejado, e a determinacdo da
concentracdo de aminodcido de partida, B, usada no meio
de cultura celular de partida, podem ser calculadas
para qualquer titulo de polipeptidio de alvo desejado e
densidade celular de pico (alvo) desejada. A densidade
celular de pico desejada da cultura em grande escala
varia de cerca de 3 a cerca de 40 x 10° células/mL para
culturas por alimentacgado-bateladas. Em uma modalidade
da invencdo, a densidade celular de pico desejada varia
de cerca de 5 a cerca de 20 x 10° células/mL. O titulo
alvo da cultura em grande escala varia de cerca de 3 a
cerca de 25 g/L. Em ainda outra modalidade da invencao,
o titulo alvo da cultura em grande escala varia de
cerca de 5 a cerca de 20 g/L. Por exemplo, na Tabela 3,
a densidade celular de pico desejada varia de 10 a 15 x
10° células/ml, e o titulc alvo varia de 3 a 10 g/L.
Tabela 3A: Exemplos representativos de
concentracdes de aminoacidos ajustadas a linha basal,
A, para varios titulos alvo (conforme representado por
um multiplicador para o titulo de polipeptidio alvo, N)
e densidades celulares de pico desejadas (conforme
representado por um multiplicador para a densidade

celular de pico desejada, M).
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concentracdes de aminoacidos do meio de partida, B,
para varios titulos alvo (conforme representado por um
multiplicador para o titulo de polipeptidio alvo, N) e

densidades celulares de pico desejadas (conforme

M=15 M=12,5 M=10
Concentracao de mM M mM
aminoacidos
ALD 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
CcYs 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 11,4 2,50
LYS 16,0 11,1 3,18
MET 3,5 2,5 1,87
B PHE 7,7 5,1 3,99
PRO 13,8 8,9 6,36
SER 25,9 17,4 12,66
B THR 16,8 11,0 7,93
r’ TRP 3,6 2,3 1,61
B TYR 9,1 6,1 4,43
VAL 18,7 12,4 8,94
Lﬁ Total 243,8 169, 8 125,8
Tabela 3B: Exemplos representativos de
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representado por um multiplicador para a densidade
celular de pico desejada, M) ; as concentracgdes de
aminoacido do meio de partida foram determinadas por
subtracdo da alimentacdo e outras modificagdes das

concentracdes de aminoadcidos ajustadas a linha basal

B N=10 N=5 N=3
M=15 M=12,5 M=10

Aminoacido mM M mM

Concentration

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

CYs 0,4 0,4 0,40

GLU 0,2 0,z 0,20

| GLN 4,0 4,0 4,00
GLY 3,5 3,6 3,75

I HIS 3,5 2,2 1,56
ILE 3,6 z,5 2,10

B 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

I SER 10, 2 10,2 9,00
THR 14,9 8,8 6,10

R TRP 3,3 1,8 1,24
TYR 5,2 5,1 3,58

| VAL 10,2 10,4 7,22
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Total 127,5 95,9 73,89

Usando-se a foérmula para determinar af(s)
concentracdo (des) de aminoadcidos ajustadal(s) a linha
basal e para desenvolver formulagdes de meios de
cultura celular desejados para produgdo em grande
escala de polipeptidios, os inventores identificaram
varios critérios que resultam em culturas celulares de
alto titulo e alta densidade. Os critérios para
produzir um titulo maior gue 5 g/L, que sao
representados pelos valores mostrados na Tabela 4,
incluem, mas nao se limitam a, um ou mais dos
seguintes: mais de ou igual & cerca de 3 mM de
tirosina; entre cerca de 7 mM e cerca de 30 mM de
prolina; entre cerca de 7 mM e cerca de 30 mM de
valina; entre cerca de 7 mM e cerca de 30 mM de
leucina; entre cerca de 7 mM e cerca de 30 mM de
treonina; entre cerca de 7 mM e cerca de 30 mM de
lisina; uma concentracdo combinada de leucina, lisina,
prolina, treonina e valina que esteja entre cerca de 35
mM e cerca de 150 mM; uma concentragao combinada de
leucina, lisina, treonina e valina gque esteja entre
cerca de 60% e cerca de 80% dos aminocacidos essenciais

totais no meio de cultura celular desejado; uma
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concentracado combinada dos aminoacidos essenciais no

meio de cultura celular desejado gque esteja entre cerca

de 30% e cerca de 50% dos aminod&cidos totais no meio de

cultura celular desejado; e/ou uma concentracao

5 combinada de aminodcidos totais entre cerca de 75 mM e
cerca de 510 mM.

Tabela 4: Exemplos representativos do teor de
aminoacidos e relacgdes para meios racionalmente
projetados para varios titulos alvo e densidades

10 celulares de pico desejadas (conforme acima indicado, a
unidade basica do titulo de polipeptidio é 1 g/L, e a
unidade basica de massa celular é 10" células/mL) .

N=5 N=10 N=15 N=15 N=15
M=10 M=10 M=10 M=20 M=30
Aminoacido Y=0 Y=1 v=1 =1 ¥v=1,5
F=1 F=1,3 F=1,3 F=1,3 F=1,3
(mM) (M) (md) (M) (raM)

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

CYS 1,89 4,91 6,14 8, 60 12,51

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 o 4,94 6,78 10,01

ILE 2,27 5,91 o 6,84 10,88 17,96
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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 3,88 7,50
DHE 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
i 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 37,10
Concentracao 75,37 195, 97 246,11 341,81 509,28
Total
Essenciais 32,22 83,78 105, 84 145,49 Z14,87
Totais
Tatal em 21,39 55,61 71,37 45,44 137,61
Megrito
Negrito/Essen 66% Q6% 67% 66° 644
ciais
Negrito/Total 28% 28% 29% 28% 27%
Essenciais/To 43% 43% 43% 43¢ 42%
tal
Na Tabela 4, os aminocacidos em negrito sao
valina, treonina, leucina e lisina, os aminoacidos em
italico sao os aminoacidos essencials (por exemplo,
5 arginina, histidina, leucina, isocleucina, lisina,
metioningag, triptofano, treonina e valina; e para

culturas celularesde CHO, a prolina também & um

aminoacido essencial; aqueles versados na técnica
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conhecem variacgodoes na definicgao de aminoacidos
essencials gquando se aplica a diferentes células e
outros). A Tabela 4 apresenta meios de cultura celular
desejados representativos para células CHO a varias
densidades celulares de alvo (M), titulos de alvo (N),
exigéncias de manutencgao celular (Y) e ajustes de linha
basal (F).

Aqueles versados na técnica reconhecerao qgue
os meios racionalmente projetados da invengao podem ser
usados para produzir um polipeptidio de interesse ou
podem ser usados em cultura celular que n&o se destine
a producao de polipeptidios. Portanto, um meio
racionalmente projetado pode ser usado nos métodos de
cultura celular apresentados, por exemplo, para o
crescimento, replicacdo e/ou manutengao eficientes de
culturas celulares, por exemplo, culturas celulares em
grande escala, que nao contenham células hospedeiras
manipuladas para produzir um polipeptidio de interesse
exdbgteno, ou que nao sejam cultivadas para produzir um
polipeptidio de interesse endbégeno. Nesse caso, © meilo
de cultura celular desejado nd&o precisa levar em
consideracao o{s) aminoacido (s) requerido (s) para
incorporacao no polipeptidio de interesse e, ao inveés,

contém uma concentracao (des) de aminoacidos baseada na
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concentracdo do(s) aminoacido(s) requerido(s) para: 1)
massa celular desejada, e 2) manutencao celular. Esse
meio de cultura celular desejado usado nos métodos de
cultura celular apresentados contém uma concentracdo de
aminodcidos ajustada a linha basal, A’, de acordo com a
féormula A= (M«X) 4+ (Y«M+X) ] +F, em que X é uma
concentracdo do aminodcido gque é usado por unidade de
massa celular, M ¢ um multiplicador para uma massa
celular de pico desejada (por exemplo, densidade
celular de pico desejada e outras) da cultura celular,
Y & um fator de manutencao celular, e F & um fator de
linha basal. Um meio de cultura celular desejado
produzido de acordo com essa férmula e, entao,
fornecido a uma cultura celular sob condigdes que
permitam o crescimento e replicacao das células na
cultura celular. Em uma modalidade da 1invencgao, o
método de cultura celular usa uma cultura celular em
grande escala. Fm outra modalidade da invencao, o)
método de cultura celular usa células animais.

Adicao de Prolina a Meios de Cultura Celular

Usando-se os métodos de projeto racional de
meios aqui apresentados, determinou-se gue a manutengao
de altos niveis de prolina durante todo o periodo de

cultivo da cultura celular, por exemplo, cultura
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celular em grande escala, resulta em um titulo de
polipeptidio aumentado e uma densidade celular
aumentada. Esse “limiar” de prolina varia de cerca de 1
mM a cerca de 2 mM, e um nivel de prolina na cultura
celular mantido acima desse limiar parece ser uma forga
motriz para a produc&o de culturas celulares em grande
escala de alta densidade celular e alto titulo. De
maneira interessante, o titulo de polipeptidio e a
viabilidade celular aumentados induzidos pela prolina
aumentam concomitantemente as exigéncias da cultura por
amincacidos adicionais (para satisfazer a taxa de
consumo aumentada), O gue explica pelo menos
parcialmente por gue as presentes formulacgdes de melos
racionalmente projetadas contém altas concentragdes de
aminoacidos.

Formacdo de uma Cultura Celular

Varios métodos de preparagao de células de
mamiferos para a produgdo de polipeptidios por cultura
por bateladas e ©por alimentacao-bateladas sao bemn
conhecidos na técnica. Conforme acima descrito, um
acido nucléico suficiente para atingir expressao
(tipicamente um vetor contendo o acido nucléico que
codifica o polipeptidio de 1interesse e quaisquer

elementos de controle genético operacionalmente
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ligados) pode ser introduzido na linhagem de células
hospedeiras por qualguer numero de técnicas bem
conhecidas. Tipicamente, as células sao triadas para se
determinar quais das células hospedeiras realmente
captaram o vetor e expressam © polipeptidio ou proteina
de 1interesse. Métodos tradicionais de detecgdo de um
polipeptidio ou proteina de interesse particular
expressado por células de mamiferos incluem, mas nao se
limitam a, imunoistoquimica, imunoprecipitacao,
citometria de fluxo, microscopia de imunofluocrescéncia,

SDS-PAGE, Western blots, ensaio imunossorvente ligado a

enzima (ELISA), técnicas de cromatografia liquida de
alto desempenho (HPLC), ensaios de atividade bioldgica
e cromatografia de afinidade. Agueles versados na

técnica conhecerdo cutras técnicas apropriadas para a
deteccdo de polipeptidios ou proteinas expressadas. Se
multiplas células hospedeiras expressarem o
polipeptidio ou proteina de interesse, algumas das ou
todas as técnicas relacionadas podem ser usadas para
determinar quais das células expressam esse
polipeptidio ou proteina nos niveis mais elevados.

Uma vez gque uma célula qgue expresse O
polipeptidio ou proteina de interesse tenha sido

identificada, a célula ¢é propagada em cultura por
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qualquer um dos varios métodos bem conhecidos por
aqueles versados na técnica. A célula que expressa o
polipeptidio ou proteina de 1Interesse é tipicamente
propagada por cultivo a uma temperatura e em um meio
gque conduza a sobrevivéncia, crescimento e viabilidade
da célula. A cultura inicial pode ser de qualquer
volume, mas frequentemente ¢é de wvolume menor dJue O
volume de cultura do biorreator de producdo usado na
producgao final do polipeptidio ou proteina de
interesse, e frequentemente as células sao submetidas a
varias passagens em biorreatores de volumes crescentes
antes de se semear o biorreator de producdo. A cultura
celular pode ser agitada ou sacudida para aumentar a
oxigenacdo do meio e a dispersao de nutrientes para as
células. Alternativamente ou além disso, dispositivos
especiais de aspersdo gue sao bem conhecidos na técnica
podem ser usados para aumentar e controlar a oxigenagao
da cultura. De acordo com a presente invencdo, agueles
versados na técnica compreenderdo que pode ser benefico
controlar ou regular certas condigdes internas de uma
cultura celular, incluindo, mas ndao limitadas a, pH
(por exemplo, 6,6 a 7,6), temperatura (por exemplo,
25°C a 42°C), niveis de oxigénio e didxido de carbono

(por exemplo, O->: 10% a 80% e COz: 7% a 15%, durante




10

15

81

toda a cultura) e osmolalidada (por exemplo, uma
osmolalidade de partida de 260 a 340 mOsm/kg) e outras.

Conforme aqui usado, o termo “indculo” &
usado para se referir a um volume de celulas contendo o
dcido nucléico gue expressa o polipeptidio de interesse
gque & usado para semear o recipiente de producaoc no
qual ocorrerda a cultura animal em grande escala, por
exemplo, © biorreator de produgao. Em uma modalidade da
invencao, o volume de indculo & de cerca de 60 a 80% do
volume final.

A densidade celular de partida no biorreator
de produgao pode ser escolhida por aqueles versados na
técnica. De acordo com a presente invengao, a densidade
celular de partida no biorreator de producdo pode ser
tao baixa quanto uma unica célula por volume de
cultura. Em modalidades preferidas da presente
invencao, as densidades celulares de partida no
biorreator de producdo podem variar de cerca de 0,1 x
10° células viadveis por mL a cerca de 10 x 10° células
viadveis por mlL e acima.

Culturas celulares iniciais e intermediarias
podem ser cultivadas a qualquer densidade desejada
antes de se semear o proximo biorreator de producgao

intermediario ou final. Em uma modalidade da invencao,
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a densidade celular do inéculo é de cerca de 0,5-1 x
10° células/mL. E preferivel que a mailoria das células
permanecgam vivas antes da semeadura, embora uma
viabilidade total ou gquase total ndo seja requerida. Em
uma modalidade da presente invencdo, as ceélulas podem
ser removidas do sobrenadante, por exemplo, por
centrifugacdo a baixa velocidade. Também pode ser
desejavel lavar as células removidas com um meio antes
de se semear o proéoximo biorreator, para remover
quaisquer refugos metabdlicos ou componentes de meio
indesejaveis. O meio pode ser o meioc em que as células
foram anteriormente cultivadas ou pode ser um meio
diferente ou uma solucdo de lavagem selecionada por um
praticante da presente invengao.

As células podem ser, entao, diluidas na
densidade apropriada para semeadura do Dbiorreator de
producao. As células podem ser diluidas em outro meio
ou solucao, por exemplo, o meio de cultura celular de
partida ou o meio de cultura celular desejado,
dependendo das necessidades e desejos do praticante da
presente invencao, ou para acomodar exigéncias
particulares das proboprias células (por exemplo, se as

células tiverem de ser armazenadas durante um curto
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periodo de tempo antes da semeadura do biorreator de
producao) .

Fase de Crescimento Inicial

Uma vez que o recipiente de produgao seja
semeado conforme acima descrito, a cultura de células
animais pode ser mantida na fase de crescimento inicial
usando-se o meio de cultura celular desejado obtido
pela foérmula da invengdo agqui apresentada e @ sob
condicdes que levem a sobrevivéncia, crescimento e
viabilidade da cultura celular. As condig¢des precisas
variardo dependendo do tipo de célula, do organismo do
qual a célula foi derivada e da natureza e carater do
polipeptidio ou proteina expressada.

Um biorreator de producao pode ser de

qualguer volume gue seja apropriado para produgao em

grande escala de polipeptidios ou proteinas. Em uma
modalidade preferida, o volume do biorreator de
producdo ¢é de pelo menos 500 litros. Em outras

modalidades preferidas, o volume do biorreator de
producao é de 1.000, 2.500, 5.000, 8.000, 10.000,
12.000 litros ou mais, ou qualquer volume
intermedidrio. Agueles versados na técnica conhecem, e
sdo capazes de escolher, um biorreator adequado para

uso na pratica da presente invencdo. O biorreator de
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producdao pode ser construido com qualquer material que
leve ao crescimento celular e a viabilidade e gue nao
interfira com a expressao ou estabilidade do
polipeptidio ou proteina produzida.

A temperatura da cultura celular na fase de
crescimento inicial sera selecionada com base,
principalmente, na faixa de temperaturas em gue uma
cultura celular permaneca viavel. Por exemplo, durante
a fase de crescimento inicial, células CHO crescem bem
a 37°C. Em geral, a maioria das células de mamiferos
crescem bem dentro de uma faixa de cerca de 35°C a
39°C. Em uma mcodalidade da invencdo, a temperatura para
a fase de crescimento (dia 0 a dia 3) é& de 37°C, e a
temperatura para a fase de producao (apds o dia 3) é de
31°C. Aqgueles versados na técnica serdo capazes de
selecionar uma temperatura ou temperaturas apropriadas
em que as células crescgam, dependendo das necessidades
das células e das exigéncias de producdo do praticante.

Em uma modalidade da presente invengdo, a
temperatura da fase de crescimento inicial é mantida em
uma unica temperatura constante. Em outra modalidade, a
temperatura da fase de crescimento inicial é mantida
dentro de uma falixa de temperaturas. Por exemplo, a

temperatura pode ser aumentada ou diminuida de maneira
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constante durante a fase de crescimento inicial.
Alternativamente, a temperatura pode ser aumentada ou
diminuida por gquantidades discretas em varios momentos
durante a fase de crescimento inicial. Agqueles versados
na técnica serdo capazes de determinar se uma unica
temperatura ou mualtiplas devem ser usadas, e se a
temperatura deve ser ajustada de maneira constante ou
por quantidades discretas.

As células podem ser cultivadas durante a
fase de crescimento inicial durante uma maior ou menor
quantidade de tempo, dependendo das necessidades do
praticante e das exigéncias das préoprias ceélulas. Em
uma modalidade, as células sao cultivadas durante um
periodo de tempo suficiente para atingir uma densidade
celular viavel, que é uma dada porcentagem da densidade
celular viavel méaxima que as células por fim atingiriam
se pudessem crescer sem pertrubagdes. Por exemplo, as
células podem ser cultivadas durante um periodo de
tempo suficiente para se atingir uma densidade celular
viavel desejada de 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 ou 99 por
cento ou mais da densidade celular viavel maxima.

Em outra modalidade, deixa-se as células

crescer durante um periodo de tempo definido. Por
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exemplo, dependendo da concentracao de partida da
cultura celular, a temperatura em dque as células sao
cultivadas e da taxa de crescimento intrinseca das
células, as células podem ser cultivadas durante 0, 1,
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1le6, 17,
18, 19, 20 ou mais dias. Em alguns casos, pode-se
deixar que as células crescgam durante um més ou mails.

As células seriam cultivadas durante 0 dias no

biorreator de producgao se seu crescimento seu
crescimento em um biorreator de semeadura, a
temperatura da fase de crescimento inicial, fosse

suficiente para gque a densidade celular wviavel no
biorreator de produgdo no momento da inoculagao Jja
estivesse na porcentagem desejada da densidade celular
viavel maxima. Os praticantes da presente invengao
serao capazes de escolher a duragdo da fase de
crescimento inicial dependendo das exigéncias de
producdo do polipeptidio ou proteina e das necessidades
das proéoprias células.

A cultura celular pode ser agitada ou
sacudida durante a fase de cultura inicial para
aumentar a oxigenacdo e dispersdo dos nutrientes para
as células. De acordo com a presente invencao, aqgueles

versados na técnica entenderdao que pode ser benéfico
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controlar ou regular certas condigdes internas do
biorreator durante a fase de crescimento inicial,
incluindo, mas nao limitadas a, pH, temperatura,
oxigenagdao e outras. Por exemplo, o pH pode ser
controlado por suprimento de uma quantidade apropriada
de acido ou base, e a oxigenacao pode ser controlada
com dispositivos de aspers&o que sdao bem conhecidos na
técnica.

Alteracao das Condigdes da Cultura

Ao término da fase de crescimento dinicial,
a(s) condicado(des) da cultura podem ser alteradas, de

modo que um segundo conjunto de condicdes de cultura

seja aplicado, e ocorra uma alteragao metabdlica na
cultura. O acumulo de metabdlitos inibidores, mais
notavelmente lactato e ammonia, inibe o crescimento.

Uma alteracao metabdlica, realizada, por exemplo, por
uma mudanca na temperatura, pH, osmolalidade ou nivel
de inducao gquimica da cultura celular, pode se
caracterizar, por exemplo, por uma redugdao na razdo de
uma taxa de produgdo de lactato especifica para uma
taxa de consumo de glicose especifica. EM uma
modalidade ndao limitativa, as condigdes da cultura sao
alteradas por mudanca da temperatura da cultura. Em

outra modalidade da invencdo, ocorre uma alteracgao da
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temperatura nos dias 1-7. Em outra modalidade da
invencdo, a temperatura & alterada para 29°C - 32°C. Em
outra modalidade da invencao, a alteracao da

temperatura ocorre no dia 3, e a temperatura é alterada
para 31°C. Ensinamentos referentes a alteracdo da
temperatura e a alteracao metabdlica podem ser
encontrados na técnica (veja, por exemplo, Pedido de
Patente Norte-americana Publicado n® US 2006/0121568).

Fase de Produgdo Subsequente

Uma vez que as condig¢des da cultura celular
tenham sido alteradas conforme acima discutivo, a
cultura celular pode ser mantido para uma fase de
producao subsequente sob um segundo conjunto de
condicdes de cultura que conduzam a sobrevivéncia e

viabilidade da «cultura celular e apropriadas para

expressao do polipeptidio ou proteina desejada, em
niveis adeguados, por exemplo, comercialmente
adeqguados.

Conforme acima discutido, a cultura pode ser
alterada por alteracdo de uma ou mals de inumeras
condic¢des de cultura incluindo, mas nédo limitadas a,
temperatura, pH, osmolalidade e nivelis de butirato de
sédio. Em uma modalidade, altera-se a temperatura da

cultura. De acordo com esta modalidade, durante a fase
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de producdo subsequente, a cultura ¢ mantida em uma
temperatura ou faixa de temperaturas gue seja menor dgue
a temperatura ou faixa de temperaturas da fase de
crescimento inicial. Por exemplo, durante a fase de
producéao subsequente, células CHO expressam bem
polipeptidios e proteinas recombinantes dentro de uma
faixa de 25°C a 35°C. Em uma modalidade da invencdo, a
fase de produgdo comega depois do dia 3. Em outra
modalidade da invencdo, a fase de producgdo é realizada
a 31°C. Conforme discutido no Pedido de Patente Norte-—
americana Publicado ne Uus 2006/0121568, podem-se
empregar multiplas alteragdes discretas de temperatura
para aumentar a densidade celular ou viabilidade ou
para aumentar a expressdo do polipeptidio ou proteina
recombinante.

De acordo com a férmula da presente invencao,
a massa celular desejada (por exemplo, densidade
celular) e o titulo de producao (por exemplo, titulo

alvo) sdo selecionados para estabelecer a concentracgao

de aminoacidos ajustada a linha basal, A, e a
concentracdo de aminoadcido de partida, B. Assim, em
geral, as células sdao mantidas na fase de producao

subsequente até atingir a densidade celular ou titulo

de producido desejado, ou um valor (es) proximo da
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densidade celular ou titulo de producgdo desejado. Em
uma modalidade, as células sao mantidas na fase de
producdo subsequente até gque o titulo do polipeptidio
ou proteina recombinante atinja um méximo. Em outras
modalidades, a cultura pode ser colhida antes desse
ponto, dependendo das exigéncias de producgao do
praticante ou das necessidades ou viabilidade das
préprias células. Por exemplo, as células podem ser
mantidas durante um periodo de tempo suficiente para
atingir uma densidade celular viavel de 1, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85,
90, 95 ou 99 por cento ou mais da densidade celular
vidvel maxima. FEm alguns casos, pode ser desejavel
permitir gque a densidade celular viavel atinja um
maximo e, entdo, permitir que a densidade celular
viadvel decline para algum nivel antes da colheita da
cultura. Em um exemplo extremo, pode ser desejavel
permitir gue a densidade celular viavel se aproxime de
ou atinja zero antes da colheita da cultura.

Em outra modalidade da presente 1invencao,
permite-se que as células crescgam durante um periodo de
tempo definido durante a fase de produgdo subsequente.
Por exemplo, dependendo da concentracao da cultura

celular no inicio da fase de crescimento subsequente,
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da temperatura em gque as células sao cultivadas e da
taxa de crescimento intrinseca das células, as células
podem ser cultivadas durante 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 1, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou mais
dias. Em alguns casos, pode-se permitir que as células
crescam durante umm &s ou mais. Os praticantes da
presente 1invencgdo serao capazes de escolher a duragao
da fase de producgao subseguente, dependendo das
exigéncias de producgdo de polipeptidio ou proteina e
das necessidades das proéprias células. A duracdo da
cultura ajudara a determinar a concentracgao de
aminodcidos requerida para a manutengao celular, que
pode variar, na presente invencao, de, por exemplo, 0%
a 150% da concentracdoc de aminoacidos requerida para a
massa celular.

Em certos casos, pode ser benéfico ou
necessario suplementar a cultura celular, isto é&,
alimentar a cultura celular, durante a fase de produgao
subsequente com nutrientes ou outros componentes de
meio que tenham sido depletados ou metabolizados pelas
células. Por exemplo, poderia ser vantajoso suplementar
a cultura celular com nutrientes ou outros componentes
de meio gue se observou que foram depletados durante a

monitorizacao da cultura celular (veja a secao
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“Monitorizacgao das Condic¢des da Cultura Celular”,
abaixo). Alternativamente ou além disso, pode ser
benéfico ou necessario suplementar a cultura celular
antes da fase de producdo subsequente. Como exemplos
nao limitativos, pode ser benéfico ou necessario
suplementar a cultura celular com hormdénios e/ou outros
fatores de crescimento, ions particulares (como soédio,
cloreto, calcio, magnésio e fosfato), tampdes,
vitaminas, nucleosideos ou nucleotideos, elementos
residuais (compostos inorgdnicos normalmente presentes
em concentracdes finais muito baixas), lipidios,
aminodcidos ou glicose (ou outra fonte de energia).
Esses componentes suplementares podem ser
todos adicionados, isto &, alimentados, a cultura
celular de uma vez ou podem ser fornecidos a cultura
celular em uma série de adigdes. Em uma modalidade da
presente invencao, os componentes suplementares sao
fornecidos a cultura celular em maltiplos momentos, em
quantidades proporcionais. Em outra modalidade, pode
ser desejavel fornecer apenas alguns dos componentes
suplementares 1inicialmente, e fornecer os componentes
restantes em um momento posterior. Em ainda outra

modalidade da presente invencdo, a cultura celular é
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suplementares.

De acordo com a presente invencdo, o volume
total adicionado a cultura celular deve ser mantido, de
maneira étima, em uma guantidade minima. Por exemplo, ©
volume total do meio de alimentacao, ou solugéao
contendo os componentes suplementares, adicionado a
cultura celular pode ser de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ou 50% do volume da
cultura celular antes de se fornecerem o0s componentes
suplementares. Assim, o meio de alimentacao deve ser
concentrado para evitar transbordamento do biorreator
ou diluicgéao do componente do meio. O meio de
alimentacao ¢é fornecido, de preferéncia, a cultura
principal com os mesmos pH, temperatura e outros, mas
com altas concentracdes de nutrientes com relacgcao ao
meio de partida. Em uma modalidade da invengdo, © meio
de alimentacdo é o meio de alimentacdo designado como
“Meio de Alimentacdo” na coluna 4 da Tabela 2.

Em uma modalidade da invencgao, a cultura
celular com uma concentracdo de aminoacido de partida,
B, ¢é suplementada com aminoacido(s) adicional (ais),
para se atingir una concentracgao de aminoacidos

ajustada a linha Dbasal, A. Em outra modalidade da
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invencao, a cultura celular recebe uma alimentacao

continua aproximadamente a partir dos dias 3-21, ou
alimentacdes periddicas a cada 2-3 dias. Em outra
modalidade da invengao, a alimentacao ocorre

aproximadamente do dia 3 a aproximadamente o dia 20
(para uma cultura de 21 dias) como alimentacdes de
bolo. Em outra modalidade da invencao, a alimentacao
ocorre como alimentacdes periddicas a cerca de cada 2=-3
dias. Em ainda outra modalidade da invencao, O volume
de alimentacao ¢é de cerca de 1% a cerca de 40% do
volume total da cultura celular.

A cultura celular pode ser agitada ou
sacudida durante a fase de producgao subsequente, para
aumentar a oxigenacdo e a dispersao de nutrientes para
as células. De acordo com a presente invencao, aqueles
versados na técnica entenderdo que pode ser benéfico
controlar ou regular certas condigdes internas do
biorreator durante a fase de crescimento subsequente,
incluindo, mas ndo limitadas a, pH, temperatura,
oxigenagao e outras. Por exemplo, o pH pode ser
controlado por suprimento de uma quantidade apropriada
de &cido ou base, e a oxigenagdo pode ser controlada
com dispositivos de aspersao dJque sdao bem conhecidos na

técnica.
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Monitorizacéo das Condigdes da Cultura
Celular

Em certas modalidades da presente invencgao,
os praticantes podem achar benéfico ou necessario
monitorizar periodicamente condig¢des particulares da
cultura celular em crescimento. A monitorizacgdo das
condigdes da cultura celular permite que o praticante
determine se a cultura celular esta produzindo o
polipeptidio recombinante de interesse em niveis
subdétimos, ou se a cultura esta prestes a entrar em uma
fase de produg&o subdétima. Para monitorizar certas
condig¢des da cultura celular, pode ser necessario
remover peguenas aliquotas da cultura para analise.
Aqueles versados na técnica entenderdo gque essa remogao
pode potencialmente introduzir contamina¢cao na cultura
celular e tomarao cuidados apropriados para minimizar o
risco dessa contaminacdo.

Como exemplos ndo limitativos, pode ser
benéfico ou necessario monitorizar a temperatura, pH,
densidade celular, viabilidade celular, densidade de
células viaveis integrada, niveis de lactato, niveis de
amdénio, osmolaridade ou titulo do polipeptidio
expressado. Conhecem—-se inumeras técnicas gue permitem

aqueles versados na técnica medir essas condigdes. Por
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exemplo, a densidade celular pode ser medida usando-se
um hemacitdmetro, um contador Coulter ou exame de
densidade celular (CEDEX®, Innovatis, Malvern, PA). A
densidade celular viadvel pode ser determinada por
coloragdo de uma amostra de cultura com azul Trypan.
Como apenas células mortas captam o azul Trypan (isto
&, células viaveils excluem o corante), a densidade
celular viavel pode ser determinada por contagem do
numero total de células, dividindo-se o© numero de
celulas que captaram o corante pelo numero total de
células, e tirando-se a reciproca. Pode-se usar HPLC
para determinar os niveis de lactato, aménio ou
polipeptidio ou proteina expressada. Alternativamente,
o nivel do polipeptidio ou proteina expressada pode ser
determinado por técnicas padronizadas de Dbiologia
molecular, como coloracao com Coomassie de géis de SDS-
PAGE, Western Dblotting, ensaios Bradford, ensaios
Lowry, ensaios de biureto e absorbidncia de UV. Também
pode ser benéfico ou necessario monitorizar as
modificacdes pds—-traducdo do polipeptidio ou proteina
expressada, incluindo fosforilacgdo e glicosilacéo.
Colheita dos Polipeptidios Produzidos por

Cultura Celular
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O polipeptidio de interesse gque ¢ produzido
pela cultura celular pode ser, entdo, purificado do
meio de cultura ou de extratos celulares para uso em
varias aplicacgdes. Formas soluveis do polipeptidio
podem ser purificadas de meios condicionados. As formas
ligadas a membrana do polipeptidio podem ser
purificadas por preparacao de uma fracao de membrana
total a partir da célula de expressdao e extracgdo das
membranas com um detergente nao idnico, como TRITONY X-
100 (EMD Biosciences, San Diego, CAh) . Proteilnas
citosélicas ou nucleares podem ser preparadas por lise
das células hospedeiras (mediante forga mecanica, bomba
Parr, sonicacao, detergente e outras), remocao da
fracdo de membrana celular por centrifugacao e retengao
do sobrenadante.

O polipeptidio pode ser purificado usando-se
outros métodos conhecidos por aqueles versados na
técnica. Por exemplo, um polipeptidio produzido pelos
métodos apresentados pode ser concentrado usando-se um
filtro de concentracdo de proteinas comecialmente
disponivel, por exemplo, uma unidade de ultrafiltracao
AMICONY ou PELLICON® (Millipore, Billerica, MA). Apds a
etapa de concentracdo, o concentrado pode ser aplicado

a uma matriz de purificacdo, como um meio de filtracao
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em gel. Alternativamente, pode-se empregar uma resina

de troca de anions (por exemplo, uma coluna MonoQ,

Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) ; essa resina
contém uma matriz ou substrato com grupos
dietilaminocetila (DEAE) ou polietilenimina (PETI)

pendentes. As matrizes usadas para purificacao podem
ser acrilamida, agarose, dextrano, celulose ou outros
tipos comumente empregados na purificacdo de proteinas.
Alternativamente, pode-se usar uma etapa de troca de
cations para a purificacdo de proteinas. Trocadores de
cations adequados incluem varias matrizes inscltveils
compreendendo grupos sulfopropila ou carboximetila (por
exemplo, colunas S-SEPHAROSE", Sigma—-Aldrich, St.
Louis, MO).

A purificacédo do polipeptidio do sobrenadante
da cultura também pode incluir uma ou mailis etapas em
coluna sobre resinas de afinidade, como concanavalina
A-agarose, AF-HEPARINGSO, heparin-TOYOPEARL" ou
Cibacron azul 3GA SEPHAROSE® (Tosoh Biosciences, San
Francisco, CA); colunas de cromatografia de interacgao
hidrofébica usando essas resinas como éter fenilico,
éter butilico ou éter propilico; ou colunas de
imunoafinidade usando anticorpos para a proteina

marcada. Finalmente, uma ou mais etapas de
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cromatografia ligquida de alto desempenho (HPLC) ,
empregando meios de HPLC hidrofdbicos, por exemplo,
silica gel com grupos metila ou outros alifaticos
pendentes (por exemplo, colunas Ni-NTA), podem ser
empregadas para purificar ainda mais a proteina.
Alternativamente, os polipeptidios podem ser
expressados de maneira recombinante em uma forma qgue
facilite a purificacdo. Por exemplo, oOs polipeptidios
podem ser expressados como uma fusao com proteinas como
proteina de ligagao a maltose (MBP), glutationa-S-
transferase (GST) ou tioredoxina (TRX) . Kits para
expressao e purificacao de protelnas de fusdo sao

comercialmente disponiveils no New England BioLabs

(Beverly, MA), Pharmacia (Piscataway, NJ) e Invitrogen
(Carlsbad, CA), respectivamente. As proteinas também
podem ser etiquetadas com um pequeno epitopo (por

exemplo, etiquetas His, myc ou Flag) e subsequentemente
identificadas ou purificadas usando-se um anticorpo
especifico para o epltopo escolhido. Anticorpos para
epitopos comuns sao disponiveils em inumeras fontes
comerciais.

Como uma alternativa para os modos de
purificacgdo tradicionais por cromatografia (por

exemplo, modos de purificacao por cromatografia de
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atravessamento de fluxo e de 1ligacdo de eluto), os
polipeptidios produzidos pelos métodos da presente
invencdo podem ser purificados por operacdo de uma
coluna de purificagcdo por cromatografia em um modo de
particaoc fraca, uma técnica em que pelo menos um
produto contido na preparacgéao e pelo menos um
contaminante ou impureza se ligam ambos a uma resina ou
meioc cromatografico. No modo de particdo fraca, a pelo
menos uma impureza se liga mais firmemente ao meio do
gque o produto polipeptidico; e, enquanto o carregamento
(do fluido de carga) continua, o produto polipeptidico
nao ligado atravessa seletivamente o meio e é
recuperado do efluente da coluna. Essa purificacéao
resulta em um alto grau de redugado de impurezas, assim
como elevada recuperacdo de produto. Essa purificacdo

pode ser conseguida com meios e resinas conhecidas na

técnica, incluindo, mas nao limitadas a, meio de troca

de ions com carga, resina de cromatografia por
interacdoc hidrofdébica, resina de cromatografia por
afinidade com metal imobilizado e resina de

hidroxiapatita. Em pelo menos uma modalidade, a remocéao
de impureza / contaminante sob condig¢gdes de particao
fraca ocorre quando o fluido de carga atravessa um meio

/ resina que se liga a pelo menos 2,8 mg de produto por
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ml. de meio / resina. Em pelo menos uma outra

modalidade, a remocado de impureza / contaminante sob

condicdes de partigao fraca ocorre quando o fluido de

carga atravessa um meio / resina nas condigdes
5 operacionais definidas por um coeficiente de particgdo
de pelo menos 0,1. O produto purificado & recuperado do
efluente da coluna contendo o meio / resina.
A Tabela 5 resume as diferencas nas
caracteristicas entre os modos de atravessamento de
10 fluxo (FT), ligacao de eluto (B-E) e partigao fraca
(WP) .
Tabela b: Caracteristicas dos Modos #T7 / WP / B-E
T Wr B-E
Kp < 0,1 G,1-20 =20

Limitacao de

desafio de

Impurezas

10-50 mg de Prod/mL

Impurezas

50~500 mg de Prod/mL

Produto + impurezas

< 100 mg de Prod/mL

carga (tipica), mas, na (tipica), mas, na
realidade, dependente realidade, dependente da
da pureza da carga pureza da carga
vVol. de Moderado, para Muito alto, para Menor, pois o
Carga, impurezas diluidas impurezas diluidas produto se liga,

10-20 CVs

up to 50 CVs

além disso, a
impurezas

5-20 CVs

[Produto] no

eluato de

carga

Igual a concentragao
da carga em muito da

carga

Defasagem 1inicial,
entdo, igual a

concentracdo da carga em

muito da carga

<5% da concentragao

da carga
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Residual Baixo Muito baixo Dependente das
[{Impureza] condicdes de
eluicao, volume
reunido e capacidade
Produto < 1 mg/mL < 10 - 20 mg/mL > 10 - 20 mg/mL

ligado (Q)

Regido

operacional

Faixa de condigdes

relativamente ampla

Janela de operacdo
modesta entre os modos

FT e B-E

Condicgdes de ligacéo
rigorosas para a
carga, ampla faixa
de condicdes de

eluicao

Fase (s)

Movel (eis)

Isocratica

Isocratica

Mudanca na
composicdo do tampao
depois da carga que

causa eluicgao

concentracao do produto adsorvido (Q)

0O coeficiente de particgao (Kp)

concentracao do produto em solugao (C);

é& a razao da

para a

assim, o Kp

5 para o modo de particdo fraca & intermediario entre o

Kp para os modos de atravessamento de fluxo e ligacdo

de eluto, por exemplo,

determinarem as condi¢des apropriadas,

sal,

tampao,

10 fraca de purificacgao,

alta producdoc ou um estudo de

pH e outras,

entre cerca de 0,1 e 20. Para se
por exemplo,
para um modo de partigao
pode-se realizar uma triagem de

triagem de purificacgao

por bateladas. Assim, aqueles versados na técnica podem

determinar coeficientes de

particdo de produto Ky como
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uma funcdo das condicdes operacionais (veja o Exemplo
7.1 .

Métodos de purificacdo que usam um modo de
particdo fraca sao descritos em detalhes nos Pedidos de
Patentes Norte-americanas n° 11/372,054 e 11/510,634,
ambos aqui incorporados por referéncia em suas
inteirezas.

Algumas das ou todas as etapas de purificagao
acima, em vAarias combinagdes ou com outros métodos
conhecidos, podem ser empregadas para purificar um
polipeptidio de 1interesse produzido pelos métodos e
meios de cultura de células animais em grande escala
agui descritos.

Composicdes Farmacéuticas Contendo
Polipeptidios Produzidos por Cultura Celular

Os meios de cultura celular precedentes, por
exemplo, meios de cultura celular em grande escala, e
métodos de cultivo de células fornecem polipeptidios de
interesse, por exemplo, anticorpos, receptores
soluvelis, protelinas de fusao e outros. Os polipeptidios
produzidos pelos métodos de cultura celular
apresentados, e com oS novos meios e métodos
relacionados agui apresentados, incluindo anticorpos e

seus fragmentos, podem ser usados In Vitro, ex ViVO ou
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incorporados em composig¢des farmacéuticas e
administrados a individuos (por exemplo, sujeitos
humanos) necessitados. Varias abordagens

farmacogendémicas a considerar na determinacdo de se um
polipeptidio da invencdo deve ser administrado sdo bem
conhecidas por aqueles versados na técnica e incluem
associacdo no genome, abordagem de gene candidato e
perfilagem de expressao de gene. Uma composigao
farmacéutica da invencéao é formulada para ser
compativel com sua via de administracao desejada (por

exemplo, composigdes orais em geral incluem um diluente

inerte ou um veiculo comestivel). Outros exemplos nao
limitativos de vias de administracao incluem a
administragdo parenteral (por exemplo, intravenosa),

intradérmica, subcuténea, oral (por exemplo, inalacdo),
transdérmica (todépica), transmucosa e retal. Composicgdes
farmacéuticas compativeis com cada via desejada sao bem
conhecidas na técnica.

Um polipeptidio da invencdo pode ser usado
como uma composicdo farmacéutica guando combinado com
um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Essa composicdo
pode conter, além de um polipeptidio da invencao,
veilculos, varios diluentes, cargas, sais, tampdes,

estabilizadores, solubilizadores e outros materiais bem
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conhecidos na técnica. O termo “farmaceuticamente
aceitavel” significa um material nao téxico gque nao
interfira com a eficdcia da atividade bioldégica do(s)
ingrediente(s) ativo(s). As caracteristicas do veiculo
dependerdo da via de administracao.

A composicado farmacéutica da invencdo também
pode conter fatores ou agentes terapéuticos adicionais
para o tratamento de um transtorno alvo particular. Por
exemplo, uma composicgdo farmacéutica para tratamento de
diabetes do tipo 2 também pode incluir um agente
antidiabético oral. A composicdo farmacéutica pode
conter fatores tromboliticos ou antitromboticos, como

ativador de plasminogénio e Fator VIII. A composigdo

farmacéutica também pode conter agentes
antiinflamatdérios. Esses fatores e/ou agentes
adicionais podem ser incluidos na composicao

farmacéutica para produzir um efeito sinérgico com um
polipeptidio da 1invengdo ou para minimizar efeitos
colaterals causados pelos polipeptidios da invengao.

A composicao farmacéutica da invencao pode
estar na forma de um lipossomo, em que um polipeptidio
da invencao & combinado, além de outros veiliculos
farmaceuticamente aceitaveis, com agentes anfipaticos,

como lipidios, gque existem em forma agregada como
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micelas, monocamadas insoluveils, cristais liquidos ou
camadas lamelares em solucdo aquosa. Lipidios adegquados
para formulagdo de lipossomo incluem, sem limitacao,
monoglicerideocs, diglicerideos, sulfatidas,
lisolecitina, fosfolipidios, saponina, acidos biliares
e outros.

Conforme aqui usado, o termo “quantidade
terapeuticamente eficaz” significa a quantidade total
de cada componente ativo da composicdo ou método
farmacéutico que é suficiente para mostrar um beneficio

significativo para o paciente, por exemplo, melhora de

sintomas, cura ou aumento da taxa de cura dessas
condicgdes. Quando aplicado a wum ingrediente ativo
individual, administrado isoladamente, e termo se

refere apenas a esse ingrediente. Quando aplicado a uma
combinacdo, o termo se refere as quantidades combinadas
dos ingredientes ativos que resultam no efeito
terapéutico, quer administrados em combinagao, em série
ou simultaneamente.

Na pratica do método de tratamento ou uso da
presente invencdo, a quantidade terapeuticamente eficaz
de um polipeptidio da invencdo €& administrada a um
sujeito, por exemplo, um mamifero (por exemplo, um ser

humano) . Um polipeptidio da invencao pode ser
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administrado de acordo com o método da invencao

isoladamente ou em combinacdo com outras terapias.

Quando coadministrado com um ou mais agentes, um
polipeptidio da invencgéo pode ser administrado
simultaneamente com o segundo agente ou

sequencialmente. Caso administrado sequencialmente, o
médico encarregado decidira quanto a sequéncia
apropriada de administracao dos polipeptidios da
invencdo em combinag¢do com outros agentes.

Quando a gquantidade terapeuticamente eficaz
de um polipeptidio da invencédo é administrada por via
oral, o agente de ligacao estara na forma de um
comprimido, céapsula, po, solucao ou elixir. Quando
administrada em forma de comprimido, a composigao
farmacéutica da invencdo também pode conter um veiculo
sélido, como uma gelatina ou um adjuvante. @)
comprimido, céapsula e pd contém de cerca de 5 a 95% de
agente de ligacgao e, de preferéncia, de cerca de 25 a
90% de agente de ligacdo. Quando administrada em forma
liquida, pode-se adicionar wum velculo liquido, como
adgua, petrdleo, Oleos de origem animal ou vegetal, como
5leo de amendoim (tomando-se cuidado com relagao a
alergias a amendoim), oOleo mineral, &leo de soja ou

6leo de gergelim, ou Oleos sintéticos. A forma liguida
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da composigdo farmacéutica também pode conter solugao
salina fisioldgica, dextrose ou outras solugdes de
sacarideos, ou glicdis, como etileno glicol, propileno
glicol ou polietileno glicol. Quando administrada em
forma liquida, a composicdo farmacéutica contém de
cerca de 0,5% a cerca de 90% em peso do agente de
ligacgdo e, de preferéncia, de cerca de 1% a cerca de
50% em peso do agente de ligagao.

Quando a qguantidade terapeuticamente eficaz
de um polipeptidio da invencdo ¢é administrada por
injecgao intravenosa, cuténea ou subcutéanea, o
polipeptidio da invencdo estard na forma de uma solucao
aguosa livre de pirdgencs, aceitavel por via
parenteral. A preparacdo dessas solugdes de proteina
aceitéavelis por via parenteral, com a devida atencao ao
eH, isotonicidade, estabilidade e outros, esta ao
alcance dagueles versados na técnica. Uma composicao
farmacéutica preferida para injegao intravenosa,
cutdnea ou subcutdnea deve conter, além do polipeptidio
da invencdo, um velculo isotdnico, como 1injecdo de
cloreto de sbéddio, injecdo de Ringer, injecdo de
dextrose, injecdo de dextrose e cloreto de soddio,
injecdo de Ringer lactato ou outro veliculo conhecido na

técnica. A composicdo farmacéutica da presente invengdao
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também pode conter estabilizadores, preservativos,
tampodes, antioxidantes ou qgualquer outro aditivo
conhecido por aqueles versados na técnica.

A quantidade de um polipeptidio da invengao
em uma composicdo farmacéutica da presente invengao
dependerid da natureza e gravidade da condigao que estéa
sendo tratada e da natureza de tratamentos anteriores a
gue o paciente tenha sido submetido. Por fim, o médico
encarregado decidird a guantidade de uma composicao
farmacéutica ou polipeptidio da invencdo com a qual
tratar cada paciente individual. Inicialmente, © médico
encarregado administrara baixas doses de uma composicgao
farmacéutica ou polipeptidio da invencdo e observara a
resposta do paciente. Doses malores de uma composigao
farmacéutica ou polipeptidio da invengaoc podem ser
administradas até se obter o efeito terapéutico 4&timo
e, nesse ponto, a dosagem em geral nao €& mais
aumentada. Considera-se gque as varias composicdes
farmacéuticas usadas para tratar um sujeito necessitado
devem conter de cerca de 0,1 png a cerca de 100 mg de um
polipeptidio da invencdo por kg de peso corporal.

A duracdo da terapia intravenosa (1.v.)
usando uma composicdo farmacéutica da presente invencgao

variara dependendo da gravidade da doenca que esta
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sendo tratada e da condigdo e resposta idiossincratica
em potencial de cada paciente individual. Considera-se
que a duracdo de cada aplicacao de uma composigdo
farmacéutica ou um polipeptidio da presente invencgao
pode estar dentro da faixa de, por exemplo, 1-12, 6-18,
ou 12-24 h de administracao i.v. continua ou
intermitente. Também se considera a terapia subcutanea
(s.c.) usando uma composicdo farmacéutica da presente
invencao. Essas terapias podem ser administradas
diariamente, semanalmente ou, mais preferivelmente,
bissemanalmente ou mensalmente. Por fim, o médico
encarregado decidird guanto & duracac apropriada da
terapia 1i.v. ou s.c., ou da terapia com uma molécula
menor, e ao cronograma de administracdo da terapia
usando a composicao farmacéutica da presente invencgdo.

Todas as referéncias, patentes, pedidos de
patente e publicag¢des citadas neste pedido sdo agqui
incorporadas por referéncia em suas inteirezas.

EXEMPLOS

Os Exemplos a seguir sao apresentados para
auxiliar no entendimento da invencdo, mas nao pretendem
limitar de forma alguma o ambito da 1invencdo e néao
devem ser assim tomados. Os Exemplos nao incluem

descricdes detalhadas de métodos convencionais, como
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técnicas de DNA recombinante. Esses métodos sao bem
conhecidos por aqueles versados na técnica.

Exemplo 1

Quantificacdo da Composigao de Aminoacidos de
Células CHO

Para quantificar a composicgdo de aminoacidos
de células CHO que expressam anticorpos e células CHO
que expressam proteina recombinante, isto é, a
porcentagem molar de cada aminoadcido com relagcao aos
aminodacidos totais da massa celular (biomassa),
realizou-se o sSeguinte procedimento. Resumidamente,

trés linhagens de c¢élulas CHO que superexpressam

anticorpos ou proteina recombinante, mais
especificamente anticorpo anti-IL-22 (anticorpo anti-
IL-22 humano reocmbinante), anticorpo Myo-029
(anticorpo monoclonal TgGlanti-GDF8) e BMP-2 humano

recombinante, foram cultivadas em um frasco de agitacgao
durante um (BMP-2) ou trés (Myo-029 e anti-I1L-22) dias.
No ultimo dia, as culturas foram colhidas, e as células
centrifugadas a uma concentracao de 10° células/mL. Uma
pelota contendo 10° células foi lavada duas vezes com 1
X PBS, e a pelota fol novamente posta em suspensac em
500 puL de HCl a 5 N. A suspensao contendo células foil

aquecida a 100°C durante 24 horas, gquando a s uspensao
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foi centrifugada a vacuo. A pelota resultante foi
novamente posta em suspensdo em 500 uL de PBS, e a
analise de aminoacidos foi realizada usando-se
cromatografia gasocsa ou liquida.

A hidrdédllise &cida determinou gue tanto a
metionina, quanto o triptofano se degradam durante a
hidrdlise acida; assim, as concentracdes desses
aminodcidos nos Exemplos 2 e 3 se basearam em valores
da literatura para células CHO. Além disso, determinou-
se que a glutamina e a asparagina eram convertidas em
suas formas acidas, acido glutédmico e acido aspartico,
respectivamente, durante a hidréolise; assim, as
concentracdes para esses quatro aminoacidos nos
Exemplos 2 e 3 foram ajustadas com base nas razdes de
glutamina / Acido glutédmico e asparagina / acido
aspartico relatadas na literatura. De outra forma,
determinou-se que essas linhagens de células CHO
possuem composig¢gdes de aminoacidos similares, que
correspondem intimamente aos valores relatados para
outras células de mamiferos (dados nao mostrados) (veja
Bonarius (1996) Biotechnol. Bioeng. 50:299-318).

Exemplo 2

Densidade celular de pico desejada de 15 x

10° células/ml, e titulo alvo de anticorpo anti-IL-22 de
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9 g/L em células CHO (Linhagem Celular 1) com 32% de
volume de alimentacao usando meio racionalmente
projetado

Exemplo 2.1: Meio Racionalmente Projetado

Usando-se a férmula aqui apresentada,
determinou-se a concentracdo de aminoacidos ajustada a
linha basal, A, de aminoacidos requerida para que 15 x
10° células/mlL produzam 9 g/L de anticorpo anti-IL-22
na Linhagem Celular 1 de CHO (Tabela 6, coluna 2) (a
manutencdo celular foli estabelecida em 50%, isto é&,
vY=0,5). A concentracdo de aminodcidos ajustada a linha
pasal, A (Tabela 6, coluna 2), de varios aminoacidos
foi ajustada para se obterem as concentragdes de
aminoadcidos totais ajustadas a linha basal modificadas
mostradas na coluna 3 da Tabela 6. Foram feitos os
seguintes ajustes: 1) os niveis de Asn, Asp, e Gln
foram estabelecidos de acordo com Pedido de Patente
Norte—-americana Publicado n° US2006/0121568Al1l; 2) como
Ala, Glu, Gly eram produzidos pelas culturas celulares,
seus niveis foram ajustados em valores mais baixos; 3)
o nivel de Cys foi ajustado devido ao fato de a
cisteina também ser usada no meio de alimentac¢do, e O
valor de cisteina do meio €& estabelecido como o do

Pedido de Patente Norte—americana Publicado n°



10

114

Us2006/0121568A1; 4) os niveis de Arg, His, Ile, Leu,
Lys, Met, Phe sdo 20% a 100% maiores que a concentragao
de aminoacidos ajustada & linha basal, A, devido ao
fato de a alimentacdo em pd, gue contém uma composigao
de aminoacidos estabelecida, ser usada para preparar o
meio de cultura celular desejado, de modo gque uma
correspondéncia exata nao foi possivel. A concentragao
de aminoacidos do meio de partida, B (Tabela 6, coluna
4), foi calculada a ©partir das concentracgdes de
aminodcidos totais ajustadas a linha basal modificadas
mostradas na coluna 3 da Tabela 6.

Tabela o: Formulacao do Meio de Cultura

Celular Desejado

Concentracao de
Concentracao de
aminoacidos Concentracdo de
aminoacidos ajustada
Aminoéacido ajustada a linha aminoacidos de
a linha basal (mM)
basal modificada partida (mM) (B)
(A)
(M)
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
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1LE 6,23 10,95 Z,54 |
LEU 12,13 17, %6 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
L“ SER 21,35 22,34 10,20
T 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
Exemplo 2.2: Densidade celular e titulo de

anticorpo em resposta a meio racionalmente projetado
Células da linhagem celular 1 (células CHO
que expressam anti-IL-22) foram obtidas em frascos de
agitacao contendo culturas do dia 3 e foram inoculadas
a 0,7 x 10° células/mL no dia 0 no meio de cultura
celular de partida em um biorreator de 1 L (Applikon
2L, (Applikon Inc, Foster City, CA)). No dia 3 (cerca
de 80 horas), a temperatura foi alterada de 37°C para

31°C, e se adicionou Meio de Alimentacdo (veja coluna 4

o
Gy

O
[
o

~

da Tabela 2) a 3,7b%, 4%, 4%, 9%, 2%, 1%, %,
2% e 1% em volume nos dias 3, 5, 6, 7, 10, 11, 12, 13,
14, 17, 20, respectivamente, para se obter o meio de

cultura celular desejado, gue contém a concentragao de
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aminodcidos mostrada na Tabela 6, coluna 3. As culturas
celulares foram mantidas a pH 7,0, em um nivel de
oxigénio dissolvido de 30%, e com agitacao a 200 rpm.
Retiraram-se amostras diariamente para testar a
densidade celular (instrumentoc de contagem de células
CEDEX ® (Innovatis, Malvern, PA))}, viabilidade (CEDEX
®) e niveis de certos metabdlitos (Nova BioProfile
Analyzer, Nova Biomedical Cooperation, Waltham, MA) .
Meios centrifugados foram armazenados a -80°C para
andlise do titulo de anticorpo usando HPLC de Proteina
A.

Os resultados sao mostrados nas Figuras 1 e
2. Como se pode observar na Figura 1, a maior densidade
celular (cerca de 11 x 10° células/mL) foi atingida no
dia 11 da cultura, com a densidade celular diminuindo
depois disso. O titulo de anticorpo do meio (cerca de 7
g/L) foi obtido no dia 21 da cultura. Assim, o meio
racionalmente projetado pode ser usado para produzir
alta densidade celular e alto titulo de anticorpo.

Exemplo 3

Densidade de pico desejada de 15 x 10°
células/mlL e titulo de anticorpo anti-1L-22 alvo de 10

g/L, em células CHO (Linhagem Celular 2) com 33% de
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volume de alimentacao usando meio racionalmente
projetado
Exemplo 3.1: Meio Racionalmente Projetado
Usando-se a férmula aqui apresentada,
determinou-se a concentracdo de aminoacidos ajustada a
linha basal, A, de aminoacidos requerida para 15 X 10°

células/mL e 10 g/L de anticorpo anti-IL-22 (descrito

acima) (a manutencdo celular foi estabelecida em 50%,
isto &, Y=0,5). A concentragao de aminoacidos ajustada
a linha basal, A (Tabela 7, coluna 2) de varios

aminoadcidos foi ajustada conforme descrito no Exemplo 2
para se obterem as concentracdes de aminoacidos totais
ajustadas a linha basal modificadas mostradas na coluna
3 da Tabela 7. Além disso, para essa formulacao de meio
tanto o meio de cultura celular de partida, dguanto o
Meio de Alimentacdo foram preparados a partir de pos
existentes com composigdes fixas, e, portanto, nao foi
possivel uma correspondéncia exata. A concentragao de
aminoacidos do meio de partida, B (Tabela 7, coluna 4y,
foi calculada a partir das concentragdes de aminoacidos
totais ajustadas & linha basal modificadas mostradas na
coluna 3 da Tabela 7.

Tabela 7: Formulacao do meio de cultura

celular desejado
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Concentracdo de
Concentracgao de
aminoacidos Concentracdo de
aminocacidos
Aminoacido ajustada a linha aminocacidos de
ajustada a linha
basal modificada partida (mM) (B)
basal (mM) (A)
(M)
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 12,6 4,5 3,0
HTS 4,1 5,5 2,7
ILE e, 4 13,2 5,4
1.EU 13,8 20,0 9,4
LYS 13,7 16,° 8,9
ME'T 2,9 6,3 3,1
PHE 6,5 8,3 4,5
PRO 12,3 12,5 9,1
SER 22,6 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
Exemplo 3.2: Densidade celular e titulo de

anticorpo em resposta ao melio racionalmente projetado
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Células da linhagem celular 2 (células CHO
que expressam anti-IL-22) foram obtidas em frascos de
agitacao contendo culturas do dia 3, e as células foram
inoculadas a 0,7 x 10° células/mL no dia 0 no meio de
cultura celular de partida em um biorreator de 1 L
(Applikon 2L). No dia 3 {(cerca de 30 horas), a
temperatura foi alterada de 37°C para 31°C, e a
alimentacao foi adicionada continuamente (1,8% em
volume por dia) com uma bomba de alimentacao
automatica, para se obter o meio de cultura celular
desejado, gque contém a concentragao de aminoacidos
mostrada na Tabela 7, coluna 3. As culturas celulares
foram mantidas a pH 7,0, em um nivel de oxigénio
dissolvido de 30%, e com agitacdo a 200 rpm. Retiraram-
se amostras diariamente para testar a densidade celular
(instrumento de contagem de células CEDEX @),
viabilidade (CEDEX ®) e os niveis de certos metabdlitos
(analisador Nova Enzymatic). Meios centrifugados foram
armazenados a —-80°C para analise do titulo de anticorpo
usando HPLC de Proteina A.

Os resultados sdo mostrados nas Figuras 3 e
4. Como se pode observar na Figura 3, a maior densidade

celular (mais de 12 x 10% células/mL) foi atingida no

dia 10 da cultura, com a densidade celular diminuindo
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depois disso. O titulo de anticorpo do meio (mais de 10
g/L) foi obtido no dia 19 da cultura. Assim, o meio
racionalmente projetado pode ser usado para produzir
alta densidade celular e alto titulo de anticorpo.

Exemplo 4

Efeito da adicgao de prolina sobre o
desempenho da cultura celular

Células CHO gue produzem o anticorpo Anti-IL-
22 foram cultivadas em frascos de agitacdo de pH
controlado (frascos de 500 mL com 100 mL de volume de
trabalho) e mantidas no agitador a ~100 rpm em um
incubador de temperatura controlada, a 7% de CO,. As
células foram semeadas a 0,7 x 10 células/mL. A
duracado da cultura foi de 18 dias. As ceéelulas dos
primeiros 3 dias foram mantidas a 37°C, apds o que a
temperatura foi alterada para 31°C no restante da
cultura. O pH foi controlado nos primeiros 3 dias com
bicarbonato de sédio a 1 M. O meio de cultura celular
consistia em um meio baseado em exigéncias de cultura
celular tradicionais, chamado de “Meio Tradicional”, e
meio racionalmente projetado, 1isto &, meio formulado
usando-se o projeto racional aqui apresentado, chamado
de “Meio de Projeto Racional”, para atingir 10 x 10°

células/mL e 10 g/L de anticorpo. A principal diferenca
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digna de nota entre essas duas formulacoes & que Vvarios
aminoacidos (PRO, THR, GLY, TYR, TRP, VAL, e PHE) estao
em maiores concentracdes no “Meio de Projeto Racional”,
em comparacdo com o “Meio Tradicional”. Uma terceira
condicdo apresentada é o Meio Tradicional com mais 3,7
mM de prolina adicionada para se obter o nivel de
prolina no “Meio de Projeto Racional”, chamado de “Meio
Tradicional + Prolina”. Essas formulacgdes sdo
apresentadas na Tabela 8, abaixo. Meio de Alimentagdo
proprio da Wyeth (“Meio de Alimentacao”, veja a Tabela
2y foi adicionado a cultura a 23% no total em volume,
compreendendo alimentacdes diarias de 2% nos dias 3-4,
9-14, 17, 1% nos dias 5-6, e 3% no dia 7.

Tabela 8: Formulacdes de melios para estudos

de prolina

1 2 3 T 4
Aminocacido Meio Tradicional Meio de Projeto Meio Tradicional |
[mM] Racional [mM] + Prolina [mM]
alanina 0,44 0,44 0,44
| arginina+HC1 5,32 5,32 5,32
asparaginaccH0 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
_giicina 1,78 3,59 1,78
tijstidina 2, 68 2,868 Z,68
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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
triptofano 1,54 2,32 1,54
tirosinae2Na 3,34 5,13 3,34
valina 7,36 10,30 7,36
Os resultados desses experimentos sao

mostrados nas Figuras 5-7. A adigao de prolina ao Meio
Tradicional, isto &, “Meio Tradicional + Prolina”
(Figura 5), resultou em uma producdo de anticorpo
equivalente ao “Meio de Projeto Racional” até o dia 14.
Conforme mostrado na Figura 6, todos os trés meios
mantiveram uma alta densidade celular, com a maior
densidade apresentada no dia 12. Conforme mostrado na
Figura 7, todos Os trés meios mantiveram alta
viabilidade celular, com as culturas em “Meio de
Projeto Racional” mantendo maior viabilidade nos dias
15-18, em comparagao com as culturas contendo “Meio
Tradicional” e “Meio Tradicional + Prolina”. Como
varios outros meios, gue continham cada um  uma

concentracgao racionalmente projetada de glicina,
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fenilalanina, treonina, triptofano, tirosina ou valina,
ndo resultaram em culturas celulares produtoras de um
maior titulo de anticorpo do que o “Melo Tradicional”
(dados nao mostrados), a prolina serve de aminoacido
limitador de taxa requerido para se atingir um alto
titulo. Isso ¢é exemplificado nas Figuras 8A-E, Qgue
mostram gque, até o dia 14, muitos dos aminoacidos no
“Meio Tradicional + Prolina” atingiram niveis
extremamente baixos (deve-se notar que a tirosina foi
depletada), evitando, dessa forma, a incorporagao
adicional desses aminoacidos no anticorpo. Esse
resultado também & observado no grafico de titulo
(Figura 5), pois a inclinacgao para o “Meio Tradicional
+ Prolina” ¢é reduzida apdés o dia 14, ao passo gque a
produgcdo de anticorpo é mantida até o dia 18 para o
“Meio de Projeto Racional”, que contém niveis mais
elevados de outros aminodcidos.

De maneira interessante, a concentragdo de
prolina no “Meio Tradicional” nunca caiu abaixo de 1 mM
(Figura B8A); entretanto, o efeito da prolina sobre a
incorporacdo global de aminodcidos no anticorpo foil
reduzido apdés o dia 11. Esse achado sugere que existe

um limiar de prolina, isto €, a concentracao de prolina
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tem de ser mantida acima de 1 mM durante toda a
cultura.

Exemplo 5

Exemplo Profético: Meios de cultura celular
otimizados para uma nova linhagem celular

Os métodos de projeto de meios agui
apresentados podem ser usados para qualquer cultura
celular, incluindo culturas celulares Jue usam novas
células / linhagens celulares. Os meios otimizados para
uso com uma nova linhagem celular conteriam pelo menos
uma concentracdo de aminoacidos ajustada a linha basal,
A, de um aminoacido de acordo com a formula
A=[ (M*X)+ (N*P) + (Y*M*X) ] *F.

Um multiplicador, M, quando se aplica a
equacado acima a uma nova cultura celular, pode ser
selecionado, por exemplo, de 1 a 20 x 10° células/mL.
Aqueles versados na técnica seriam capazes de calcular
um valor de M utilizavel dobrando a densidade celular
maxima durante a fase de crescimento, que pode ser
caculado com base na taxa de crescimento.

Umn multiplicador, N, gquando se aplica a
equacao acima a uma nova cultura celular, pode ser
calculado, por exemplo, por multiplicacgao da 1IVC pela

gp celular. Agueles versados na técnica seriam capazes
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de calcular a IVC por estimativa do perfil de
crescimento, seguindo os métodos descritos na segdo
intitulada “Projeto Racional de Meios e Formulagdes”.
Aqueles versados na técnica seriam capazes de calcular
a gp por medicao da producao de anticorpo ou produto de
proteina recombinante por célula..

Um fator de manutencdo celular, Y, quando se
aplica a eguacdo acima a uma nova cultura celular, pode
ser estimado usando-se Y=1 (isto &, 100% do (s)
aminoacido (s) requerido (s) para a massa celular
desejada) inicialmente e, entdo, refinando-se o valor
de Y (maior ou menor) .

Um fator de linha basal, F, guando se aplica
a equacdo acima a uma nova cultura celular, pode ser
estimado usando-se F=1,3 (isto &, 30% a mais de
aminocdcido(s)) 1inicialmente e, entdo, refinando-se o
valor de F (maior ou menor) .

Exemplo ©

Efeito dos fatores de manutencdo e de linha
basal sobre o desempenho da cultura celular

Para demonstrar gque o fator de manutencao, Y,
e o fator de linha Dbasal, F, sdo importantes /
essenciais para o desempenho da cultura celular,

células CHO que expressam anti-IL-22 foram semeadas a
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0,7 x 10° células/mL e cultivadas durante 21 dias em
biorreatores de 2 1L, com um pH estabelecido em 7,0 e um
oxigénio dissolvido (DO) estabelecido em 30%. O pH foi
controlado por NapCO3/NaHCOsz a 2N, e o DO foi controlado
com a aspersao de ar (contendo 7% de COs3) . A
temperatura da cultura foi de 37°C nos 3 primeiros dias
e foi alterada para 31°C apdés o dia 3, e permaneceu em
31°C até o fim da cultura. As células foram cultivadas
durante 21 dias em (1) meios contendo aminocacidos
requeridos tanto para o titulo alvo de proteina, quanto
para a densidade celular de pico desejada (mas nao
levando em consideracdao o fator de manutencao ou o
fator de linha Dbasal), isto &, “Meio de Projeto
Racional sem fatores de manutencdo e basais” ou (2)
“Meio de Projeto Racional.”

Conforme exemplificado nas Figuras 9 e 10, o
meio que nao leva em consideracdo os fatores de
manutencdo e de linha basal apresentou uma diminuigao
significativa na viabilidade, chegando a dJquase 0% no
dia 21 da cultura celular, e uma diminuicao
significativa na densidade celular. Além disso, a
Figura 11 demonstra gque, no dia 21 da cultura celular,
esse mesmo meio sé era capaz de sustentar um titulo de

anticorpo de 5 g/L.
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Fm contraste, o Meio de Projeto Racional
(incluindo os fatores de manutencdo e de linha basal)
apresentou maiores viabilidade, densidade celular e
titulos de anticorpo (Figuras 9-11). No dia 21 da
cultura celular, o Melio de Projeto Racional fol capaz
de sustentar um titulo de anticorpo de 10 g/L.

Esses achados sugerem que levar em conta
fatores de manutencdo e de linha basal na determinagao
da concentracdc de aminoacidos no meio de cultura
celular desejado melhora o desempenho das células,
conforme medido por viabilidade celular, densidade
celular e titulo de polipeptidio.

Exemplo 7

Purificacéao de polipeptidio usando
cromatografia de troca de anions em um modo de partigdo
fraca

Exemplo 7.1. Triagem de alta produgao para
estabelecer as condicgdes de particao fraca e de
atravessamento de fluxo

Realizou-se primeiro um estudo de triagem
inicial, que determinou o coeficiente de particao e/ou
a concentracdo de produto ligado a resina sob varias
condigcdes de solugao, definindo, assim, as regides

operacionais dos modos de particdo fraca (WP) e de
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fluxo de atravessamento (FT) para Mab-AAB, O
polipeptidio de interesse, e Meio TMAE-HiCap (M). Essa
triagem variou a concentracao de cloreto de sédio e ©
pH para determinar seus efeitos sobre a extensdo de
ligacdo de Mab-AAB e impurezas relacionadas ao processo
(Proteina A e HCP) ao meio TMAE.

Os niveis de Proteina A residuais nas
amostras de teste foram medidos usando-se um ensaio
imunossorvente ligado a enzima (ELISA) de Proteina A. A
guantidade de agregado de alto peso molecular foi
medida usando-se um ensaio de cromatografia de exclusdo
de tamanho analitica (SEC). 0Os niveis de proteinas da
célula hospedeira (HCPs) foram medidos usando-se um
ELISA de HCP. Todos os estudos de triagem e coluna
foram conduzidos a temperatura ambiente.

Cinqguenta nL de meio TMAE HiCap foram
adicionados a cada poco de uma placa de filtro de 96
pocos. Cada pogo foi equilibrado em solucdes compostas
por 50 mM de glicina e uma gquantidade variavel de
tampdo Tris (dependendo da gquantidade necessaria para
neutralizacdo do pH especificado na Tabela 9) e cloreto
de sédio (especificado na Tabela 10). O pH wvariou de

7,6 a 9,0, e o cloreto de sdédio variou de 0 mM a 80 mM.
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As solucdes de tampdo usadas em cada fileira
foram diluidas em um sistema de pipetagem automatizado
(Tecan 100 RST). A solucdo de estoque para os tampodes
foi preparada com 500 mM de glicina acidificada com HCIL
a pH 3,0 e subsequentemente neutralizada com 2 M de
Base Tris nos niveis de pH indicados na Tabela 9. Essa
titulacdo resultou em um nivel de Tris que dependia do
pH do tampdo. O pH do tampdo foi medido a uma diluigao
de 1 para 10 da concentracao do tampdo de estoque, O
que correspondia a diluigao preparada pelo sistema de
pipetagem automatizado. Como resultado da acidificacao
da glicina a pH 3,0, o tampdo contribul com cerca de 10
mM da forca idénica da solugao final. Foram feitos
desafios de carga (fluido de carga) a resina: 5 mg /mL
para medir o coeficiente de particdo, Kp, e 122 mg /ml
para medir a capacidade da resina de remover impurezas
e produto ligado, Q, em equilibrio com uma solucado de
proteina a uma concentragao aproximadamente igual a
concentracao de carga da coluna.

Tabela 9: Tipo de tampdo e pH alvo em cada

poco

Todas as colunas

A S0mM de Glicina, 8,8mM de Tris, pH 7,6

B 50mM de Glicina, 13,6mM de Tris, pH 7,8

C 50mM de Glicina, 16,0mM de Tris, pH 8,0
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D 50mM de Glicina, 19,6mM de Tris, pH 8,2
B 50mM de Glicina, 28,4mM de Tris, pH 8,4
F 50mM de Glicina, 37,2mM de Tris, pH 8,6
G 50mM de Glicina, 64,0mM de Tris, pH 8,8
H 50mM de Glicina, 100mM de Tris, pH 9,0

Tabela 10: Niveis de NaCl (em mM) e desafios

com proteina (mg/mL) em cada pogo

Todas as fileiras| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NaCl (M) 0 10 20 40 60 80 0 10 20 40 60 80
MAL-AAB (mg/mL) 5 5 5 5 5 5 132|132 1132 (132|132 | 132

No primeiro estagio da triagem de alta
producdo, cada pogo fol equilibrado nas condic¢des de
NaCl e pH conforme descritas nas Tabelas 9 e 10, em uma

razado de volume de fase de 6:1 (300 pL de solucao: 50

pul, de resina). A placa foi agitada durante 20 minutos,
permitidno que o equilibrio fosse atingido. A solugédo
foi, entdo, removida por centrifugacao da placa de
filtro. Esse ciclo de equilibracdo foi repetido trés
vezes.

No segundo estagio, a resina em cada pogo foi

desafiada com uma solucdo de MAb-AAB concentrada a 5
mg/mL de resina, com uma razdo de volume de 6:1 (300 pL

de solucdo: 50 upuL de resina) a concentragao de NaCl e



10

15

20

pH apropriados. Uma solugao a 36 mg/mL de Mab-AAB em 1
mM de HEPES, 10 mM de NaCl, pH 7,0, adicionada de 300
ppm de Proteina A, foi usada como solucgao de estoque. A
placa carregada foi agitada durante 20 minutos,
permitindo gue a resina e a solugao equilibrassem. O
sobrenadante foi removido da placa de filtro por
centrifugacdo e coletado em uma placa de coleta. A
concentracdo de proteina no sobrenadante de cada pogo
foi determinada por absorbancia a A280nm.

No terceiro estagio, a resina fol lavada por
adicao de solugoes nas condicgdes de NaCl e pH
especificadas, relacionadas na Tabela 10. O
sobrenadante foi removido depois de agitar durante 20
minutos. No quarto estagio, adicionou-se 2 M de NaCl
para remover a proteilna restante que nao se ligou a
resina. Os coeficientes de partigao foram calculados
para cada pogo usando-se a massa eluida dos estagios 3
e 4 e a concentracdo de produto do estagio 2 e sao
mostrados na Tabela 11.

Tabela 11: Coeficientes de particao (Kp) para

a triagem HTS de 96 pogos para MAb-AAB

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Al 0,22 ]10,32]0,35]0,17] 0,24 0,23 10,214,0,24106,21]0,1910,17 160,16

Bl 0,37 | 0,36 | 0,38 10,25|0,24{0,08]|0,28|0,26] 0,22 0,24 | 0,18 | 0, 1le

clo,63 0,48 0,47 |0,27] 0,15 | 0,200,311} 0,28 0,26 0,201 0,23 10,16
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Conforme mostrado na Tabela 11, o valor de Kp
pode ser usado para descrever as regides em gque MAb-AAB
se liga ao meio TMAE com diferentes forgas. A forga da
ligacdo de MAb-AAB ao meio TMAE pode ser manipulada
variando-se as condig¢des de pH e concentragdao de
cloreto em zonas de atravessamento de Tfluxo (K<£0,1),
particdo fraca (0,1<K<20) e ligacao (Kz220).

O sobrenadante do estdgio de carga de todos
os pocos de cada zona foli amostrado e submetido a
anadlise de Proteina A. Os resultados de ensaio dessas
amostras sdo resumidos na Tabela 12. HA& uma regido de
pH e condutividade em gue a etapa de cromatografia em
TMAE proporciona uma remogdo muito significativa da
Proteina A, com perda limitada de proteina para a
resina. Descobriu—-se gue essa regido esta intimamente
correlacionada com o valor do coeficiente de particao,
Kp, e ndo com qualquer pH ou concentracdo de cloreto

especificada.
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Tabela 12: Valores logaritmicos de remogao de
Proteina A (LRV) para dados de ligacdao de MAb-AAB da

triagem HTS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al 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| 2,79 2,37 2,42 1,96 | 1,23 1,13 1,77 1,81 1,22 0,85 0,94 1,52
c|>3,05}1>3,03] 2,74 2,16 | 1,37 1,11 2,251 2,15 1,96 1,16 1,06 0,95
D[>3,41>2,98|>3,06}2,50( 1,94 1,18 3,391 3,11 2,57 1,41 1,02 0,89
E|>2,87|>2,93]>3,011>2,95| 2,13 1,75 |»3,09) 3,27 3,09 1,66 1,89 0,99
Fl|>2,64l>2,89[>2,99|>3,11| 2,29 1,82 |[>3,07]>3,11([>3,15] 2,19 1,24 0,84
G|>2,331>2,581]>2,89]>3,07( 2,41 2,14 [>3,09]>3,11]>3,14} 2,80 1,46 0,85
H|>1,63]>2,36[>2,76|>3,01]| 2,86 2,37 |>2,98]:3,05]>3,15| 3,16 3,45 0,85

Exemplo T.2. Operacodes de coluna sob
condicdes de atravessamento de fluxo

O experimento a seguir foi realizado no modo
de atravessamento de fluxo (FT), em gque o MAb-AAB
interage apenas muito fracamente com a coluna. Foram
realizadas duas operacdes com desafios de carga de 110
mg/mL e 200 mg/mL de resina.

Para todas as operagdes de cromatografia de
troca de Aanions TMAE (HiCapM) descritas, foram usadas
as seguintes condigdes (as excecdes sao indicadas nas
descricdes experimentais individuais) .

Taxa de fluxo operacional- 150-300 cm/h
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Equilibracdo 1 - 50 mM de Tris, 2,0 M de
NaCl, pH 7,5 (5 volumes de coluna)

Equilibracao 2 - conforme especificada,
aproximadamente eguivalente ao pH e teor de cloreto da
carga

Lavagem pds-carga — conforme especificada,
aproximadamente equivalente ao pH e teor de cloreto da
carga

Tampdao de destilagdo - 50 mM de Tris, 2,0 M
de NaCl, pH 7,5 (5 volumes de coluna)

Cromatografia de Proteina A Mabselect

A cultura contendo o anticorpo monoclonal foil
purificada em escala piloto usando—-se uma coluna
MabSelect (2.389 mL) conectada a um sistema de
cromatografia Millipore K-prime 400. Uma coluna de
Proteina A Mabselect foi equilibrada com 5 volumes de
coluna de 50 mM de Tris / 150 mM de NaCl, pH 7,5, a uma
taxa de fluxo de 300 cm/h. A coluna foi, entao,
carregada a uma carga de aproximadamente 40 mg de
produto / mL de resina. Isso foi seguido por uma
lavagem com 5 volumes de coluna (CV) em 1 M de NaCl, 50
mM de Tris, pH 7,5, e uma lavagem com 5CV contendoc 10
mM de Tris, 75 mM de NaCl, pH 7,5. A coluna foi, enté&o,

eluida usando-se 50 mM de glicina, 75 mM de NaCl, pH
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3,0. O produto reunido foi neutralizado a pH 7,6
usando-se 2 M de Tris, pH 8,5. O pico neutralizado
tinha uma concentracédo de cloreto de aproximadamente 90
mM.

Cromatografia TMAE HiCap (M)

A Proteina A neutralizada reunido foi
adicionalmente purificada em uma etapa TMAE com as
solucgdes de equilibracdo, carga e lavagem a pH 7,5, com
50 mM de Tris e 75 de mM de cloreto de sdédio. Foram
usados cinco volumes de coluna de lavagem. As dimensdes
da coluna e os desafios de carga para esses dois
estudos foram: Operacgdo 1: 7,0 cm de didmetro x 20,6 cm
de altura de leito (volume 793 mL) , com uma
concentracdo de carga de 11,9 mg/mlL; e Operacdo 2: 7,0
cm de didmetro x 13 cm de altura de leito (volume — 500
mL), com uma concentracao de carga de 17,6 mg/mL.

Essas condicdes de carga estavam na regido de
atravessamento de fluxo (FT) (Tabela 13). Usaram—-se
estudos de ligacgao por bateladas para medir o
coeficiente de particdo (Kp), e o produto ligado foi
determinado por proteina na destilacdo da coluna
usando-se absorbancia de Uv. Esse método de
determinacao do produto ligado tipicamente subestima a

quantidade de produto ligado durante a carga, devido a



eluicdo isocratica do produto durante a lavagem. Os

niveis de Proteina A, HCP e agregados de alto peso

molecular (HMW ) na carga e produto reunido foram

medidos, e a extensdao da remocao foil calculada. Os

resultados sao apresentados na Tabela 13. Ha uma

remocdo ruim de Proteina A e HMW e redugdo modesta nos
niveis de HCP.
Tabela 13:

Remocdo de HCP, Proteina A e HMW

sob condicgdes de FT

10

Coeficiente | Produto
Desafio
de particéo ligado
de HCP Proteina HMW Recuperacao
Operacao (Kp) (mg /mL
Carga (LRV) A (LRV) (vezes) (%)
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

* Os niveis de impureza foram de 38,5 ppm de

ProA e 51.943 ppm de HCP (Operacgdo 1), 8,8 ppm de ProA

e 25.398 ppm de HCP (Operacdo 2).

Exemplo 7.3. Operacdes de coluna sob

condicdes de particdo fraca (alto desafio de produto)

Cromatografia de Troca de Anions TMAE (HiCap
M)

Varias operagdes de Proteina A Mabselect
foram realizadas essencialmente conforme descrito no

Exemplo 7.2 para gerar o material de carga para essas
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operacdes. O anticorpo parcialmente purificado reunido
da etapa de Proteina A foil adicionalmente purificado na
coluna TMAE. A carga para a coluna TMAE foi de 50 mM de
Tris, pH 8,2. O didmetro da coluna era de 0,5 cm, e a
altura do leito era de 10 cm de altura de leito (volume

2,0 mL). A coluna foi desafiada a uma carga de 500
mg/mL de resina, com uma concentracado de carga de 27,7
mg/ml .

A coluna foli equilibrada com 5CV de uma
solucdo contendo 50 mM de Tris, 2M de NaCl, pH 7,5,
seguida por outra etapa de equilibracdo compreendendo
uma solucdo de 50 mM de Tris, pH 8,2. A coluna foi,
entdo, carregada a 500 mg de produto/mL de resina com O
pico de Proteina A neutralizada da etapa precedente, e
o produto foi recuperado no efluente de coluna durante
o ciclo de carga e alguns volumes de coluna da fracao
de lavagem.

Essas condicdes de carga estdo na regiao de
particdo fraca. Foram usados estudos de ligagao por
bateladas para medir o coeficiente de particao (Kp) e a
ligac&o de produto a altas concentracgdes de proteina. A
pH 8,2, e um teor aproximado de cloreto de 12 mM, o
coeficiente de particao, Kp, & estimado em 1,9 (por

interpolacdo do conjunto de dados da triagem HTS).
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Os niveis de HCP e Proteina A foram medidos

em trés fragoes durante um estagio de carga,

representando desafios de carga de aproximadamente 250,

375 e 500 mg/mL de resina. Os resultados do exemplo 7.3

sao apresentados na Tabela 14. Esses resultados

demonstram que desafios de produto muito altos podem

ser conseguidos no modo de particao fraca, sem a

passagem de impurezas. Consegiu-se uma excelente

reducdo tanto de HCP, quanto de Proteina A, juntamente

com uma reducdoc de 50% do teor de HMW. Em comparagao

com os resultados para a operagao no modo de

atravessamento de fluxo da Tabela 13, a remocao de

impurezas foi muito melhor no modo de partigao fraca.
Proteina A e HMW

Tabela 14: Remocao de HCP,

para um desafio de carga de 500 mg/mL de TMAE

Fracao precoce Fracao média Fracdo tardia Produto final
(250 mg/mL) (375 mg/mL) (500 mg/mL) reunido (ppm)
ppm de HCP
residual (ng/mg < 7,6 < 7,6 < 7,6 < 7,6
de produto)
Valor log de
remocao de HCP > 3,5 > 3,5 > 3,5 > 3,5
(LRV)
ppm de Proteina
A residual N&ao
0,3 0,1 0,6
(ng/mg de determinado
produto)




Valor log de

Nao
remocdo de ProA 2,9 2,3 2,5
determinado
(LRV)
N&o Nao Nao remocao de 2
HMW
determinado determinado determinado vezes

* As impurezas na carga foram de 25.398 ppm
de HCP, 99,5 ppm de Proteina A e 2,3% de HMW

Exemplo 7.4. Operacdes de coluna sob
condicédes de particdo fraca (estudos de robustez)

Para confirmar ainda mais o desempenho da
coluna TMAE na regidao de particao fraca, foram
projetadas varias operagdes variando o pH e a
concentracdo de NaCl na carga para testar a robustez do
processo. Todas as operacdes foram realizadas a um
desafio de <carga de 250 mg/mL de resina. Foram
realizadas varias operacdes de Proteina A Mabselect
essencialmente conforme descrito no Exemplo 7.2 pardga
gerar o material de carga para essas operagdes. O unico
fator que variou nessas operacgdes fol a concentracao de
cloreto de sédio na eluicao de Proteina A, que foi
variada para corresponder a concentracgao de NaCl na
carga de TMAE para um experimento particular. As
colunas foram equilibradas com tampdes Equil 2 e

lavadas C

0
3

tampdes de lavagem gue tinham
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aproximadamente os mesmos pH e teor de cloreto de sbédio
que a carga.
Essas condicdes de carga estdo na regiao de

particdo fraca. Estudos de ligagao por bateladas foram

5 usados para medir o coeficiente de partigdo (Kp). As
operagdes sdao classificadas pelos coeficientes de
particdo relacionados na Tabela 15. O produto ligado
foi determinado por medicido da proteina na destilagao
de coluna usando-se absorbancia de UV, e varia de 7,8-—

10 25,3 mg/mL. Os resultados de Proteina A, HCP e HMW
desses experimentos também sao apresentados na Tabela
15. A remocao de todas as impurezas se mostrou robusta
nas faixas operacionais que cobrem 13,5-38,8 mM de
cloreto total e pH 7,8-8,4.

15 Tabela 15: Estudos de robustez do processo na
remocao de HCP, Proteina A e HMW no modo WP

HCP na Proteina
Produto
Concentragdo Carga A na HCP Proteina HMW Recuperacao
Kp Ligado pH
de NaCl (mdM) (ppm) Carga (LRV) | A (LRV) (Fold) (%)
(mg/mL)
(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 >1,9 1,8 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 >3,2 2,9 90

23,5 0,80 9,5 e,1 | 13.004 343 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
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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 >2,9 2,3

90

10

15

20

* Os niveis de impureza foram de 38,5 ppm de
ProA e 51.943 ppm de HCP (Operacgao 1), 8,8 ppm de ProA
e 25.398 ppm de HCP (Operacgdo 2).

+ inclui a contribuicdo de ion Cl° de NaCl,
tampdes e agentes de titulagao

Exemplo 7.5. Sumario

Desses estudos, pode-se observar gue a
remocao de Proteina A (LRV) varia fortemente com o Kp,
ao passo gue o LRV de HCP & excelente em todos o©s
valores de Kp a ou acima de 0,26, mas muito reduzida a
Kp = 0,17 (sob condicgdes de atravessamento de fluxo). A
remocdo de proteina de célula hospedeira & mais de um
log menor para condigdes de atravessamento de fluxo, em
comparacao com condigdes de particao fraca, mesmo para
um desafio de carga reduzido. O produto ligado varia de
7,8-25 mg/mL para essas condigdes de particao fraca
nessa combinacdo de resina e anticorpo monoclonal. O
coeficiente de partigdo parece ser otimo entre
0,41<Kp<5,4. Nao parece ser Stimo a Kp=0,17 e um
produto ligado de 1,4-3.3mg/mL, as condigdes do Exemplo

T.2.
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Esses estudos sugerem um modo alternativo de
purificacao de um polipeptidio produzido usando-se
cultura celular em meios de projeto racional, o qgue
reduz significativamente a ©presenga de impurezas,
agregados de elevado peso molecular, DNA, proteinas de

célula hospedeira e outros.
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REIVINDICACOES

1. Método de producdo de um polipeptidio em
uma cultura celular, caracterizado pelo fato de dJue
compreende:

(1) a formacao de uma cultura celular
compreendendo:

a. células compreendendo um Aacido nucléico
que codifique um polipeptidio de interesse; e

b. um meio de cultura celular desejado
compreendendo uma concentracdo de um aminocacido que é
calculada para uso na massa celular, uma concentragao
do aminocdcido que ¢ calculada para uso na manutencgao
celular e uma concentragao do aminoacido que é
calculada para incorporacao no polipeptidio de
interesse; e

(2) a manutencao da cultura celular sob
condicdes que permitam a expressao do polipeptidio de
interesse.

2. Método de producdco de um polipeptidio em
uma cultura celular, caracterizado pelo fato de dJue
compreende:

(1) a formacao de uma cultura celular

compreendendo:
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a. células compreendendo um &acido nucléico
que codifique um polipeptidio de interesse; e

b. um meio de cultura celular desejado,
compreendendo uma concentracdo de um aminodcido que é
calculada para uso na massa celular e uma concentracao
do aminoacido que é calculada para incorporacdo no
polipeptidio de interesse, ambas as concentracdes sendo
multiplicadas por um fator de linha basal; e

(2) a manutencgao da cultura celular sob
condi¢des que permitam a expressao do polipeptidio de
interesse.

3. Méetodo de producd&o de um polipeptidio em
uma cultura celular, caracterizado pelo fato de que
compreende:

(1) a formacao de uma cultura celular
compreendendo:

a. células compreendendo um acido nucléico
gue codifique um polipeptidio de interesse; e

b. um meio de cultura celular desejado,
compreendendo uma concentragao de aminocidcidos ajustada
a linha basal, A, de acordo com a férmula
A=[ (M«X)+ (N+P)+ (Y«M:X) ]+F, em que X & uma concentracao
do aminoacido que é usado por unidade de massa celular,

P €& uma concentragdo do aminoacido gue € usado para
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incorporagdo no polipeptidio de interesse por unidade
de titulo de polipeptidio, M é um multiplicador para
uma densidade celular de pico desejada da cultura
celular, N é um multiplicador para uma concentracao
desejada do polipeptidio de interesse, Y ¢ um fator de
manutencdo celular, e F é um fator de linha basal; e

(2) a manutencdo da cultura celular sob
condicdes gque permitam a expressao do polipeptidio de
interesse.

4, Método, de acordo com a reivindicacgao 3,
caracterizado adicionalmente pelo fato de que
compreende um método de recuperagao de um polipeptidio
purificado de um fluido de carga, compreendendo as
etapas de:

passagem do fluido de carga através de um
meio em uma coluna em condigdes operacionais que facam
com gque o meio se ligue a pelo menos 2,8 mg de
polipeptidio por mL de meio, em gque o meio é
selecionado do grupo gque consiste em um meio de troca
de ions com carga, uma resina de cromatografia de
interacdo hidrofdébica e uma resina de cromatografia de
afinidade de metal imobilizado; e

recuperacao do polipeptidio purificado do

efluente da coluna.
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5. Método, de acordo com a reivindicacgao 3,
caracterizado adicionalmente pelo fato de que
compreende um método de recuperagao de um polipeptidio
purificado de um fluido de carga, compreendendo as
etapas de:

passagem do fluido de carga através de um
meio em uma coluna em condigdes operacionais definidas
por um coeficiente de partigdoc de pelo menos 0,1; e

recuperacado do polipeptidio purificado do
efluente da coluna.

©. Método de producao de um polipeptidio em
uma cultura celular, caracterizado pelo fato de que
compreende:

(1) a formacdao de uma cultura celular
compreendendo:

a. células compreendendo um acido nucléico
que codifigque um polipeptidio de interesse; e

b. um meio de cultura celular de partida,
em que o volume do meio de cultura celular de partida é
de cerca de 60-99% do volume de um volume de meio de
cultura celular desejado;

(2) o fornecimento de um meio de cultura
celular de alimentacdo a cultura celular de acordo com

a etapa (1), em gue o volume do meio de cultura celular
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de alimentacaoc é de cerca de 1-40% do volume de meio de
cultura celular desejado, e em gque o meio de cultura
celular desejado resultante compreende uma concentracaoc
de um aminoacido gue & calculada para uso na massa
celular, uma concentracdo do aminoacido que €& calculada
para uso na manutenc¢do celular, e uma concentracao do
aminocacido gue é calculada para incorporacao no
polipeptidio de interesse; e

(3) a manutencao da cultura celular sob
condicdes que permitam a expressdo do polipeptidio de

interesse.

7. Método de producdo de um polipeptidio em
uma cultura celular, caracterizado pelo fato de dJue
compreende:

(1) a formacao de uma cultura celular,
compreendendo:

a. células compreendendo um acido nucléico

que codifique um polipeptidio de interesse; e

b. um meio de cultura celular de partida,
em que o volume do meio de cultura celular de partida &
de cerca de 60-99% do volume de um volume de meio de
cultura celular desejado;

(2) o fornecimento de um meio de cultura

celular de alimentacdo a cultura celular de acordo com
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a etapa (1), em gue o volume do meio de cultura celular
de alimentacao é de cerca de 1-40% do volume de meio de
cultura celular desejado, e em gque o meio de cultura
celular desejado resultante compreende uma concentragao
de aminoacidos ajustada a linha basal, A, de acordo com
a férmula A= (M«X)+ (N«P) + (Y:M:X) ]«F, em que X é uma
concentracdo do aminoacido gue é usado por unidade de
massa celular, P é& uma concentracdo do aminoacido gque &
usado para i1incorporacdo no polipeptidic de interesse
por unidade de titulo de polipeptidio, M & um
multiplicador para uma densidade celular de pico
desejada da cultura celular, N é um multiplicador para
uma concentracdo desejada do polipeptidio de interesse,
Y & um fator de manutencdo celular, e F é um fator de
linha basal; e

(3) a manutencdo da cultura celular sob
condicdes que permitam a expressdo do polipeptidio de
interesse.

8. Método, de acordo com a reivindicacgdo 7,
caracterizado pelo fato de gque o meio de cultura
celular de partida compreende uma concentragao, B, do
aminoidcido de acordo com a formula B=[A-(Z:V)]1/(1-V),
em que Z €& uma concentrag¢do do aminodcido no meio de

cultura celular de alimentacao, e V & um volume do meio
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de cultura de alimentacd&o como uma proporgao do volume
de meio de cultura celular desejado.

9. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdées 3, 4, 5, 7 e 8, ecaracterizado pelo fato
de gque Y € de 0 a cerca de 1,5.

10. Método, de acordo com dqualguer uma das
reivindicacées 3, 4, 5, 7 e 8, caracterizado pelo fato
de que F é de cerca de 1 a cerca de 1,5.

11. Método, de acordo com qualguer uma das
reivindicacdées 3, 4, 5, 7 e 8, caracterizado pelo fato
de que Y é de 0 a cerca de 1,5, e F e de cerca de 1 a
cerca de 1,5.

12. Método, de acordo com gualguer uma das
reivindicacdes 1-11, caracterizado pelo fato de gue O
meio de cultura celular desejado compreende mais do que
ou o mesmo gue cerca de 3 mM de tirosina.

13. Método, de acordo com gualguer uma das
reivindicacdes 1-11, caracterizado pelo fato de gque O
meio de cultura celular desejado compreende entre cerca
de 7 mM e cerca de 30 mM de leucina.

14. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1-11, caracterizado pelo fato de qgue o
meio de cultura celular desejado compreende entre cerca

de 7 mM e cerca de 30 mM de lisina.
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15. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1-11, caracterizado pelo fato de gque o©
meio de cultura celular desejado compreende entre cerca
de 7 mM e cerca de 30 mM de treonina.

16. Método, de acordo com gualguer uma das
reivindicacgdes 1-11, caracterizado pelo fato de gue o
meio de cultura celular desejado compreende entre cerca
de 7 mM e cerca de 30 mM de prolina.

17. Método, de acordo com gqualgquer uma das
reivindicacdes 1-11, caracterizado pelo fato de dgque o
meio de cultura celular desejado compreende entre cerca
de 7 mM e cerca de 30 mM de valina.

18. Método, de acordo com gualguer uma das
reivindicacdes 1-11, caracterizado pelo fato de que a
concentracdo combinada de leucina, lisina, treonina,
prolina e valina no meio de cultura celular desejado
estd entre cerca de 35 mM e cerca de 150 mM.

19. Método, de acordo com gqualgquer uma das
reivindicacdes 1-11, caracterizado pelo fato de que a
concentracdo combinada de leucina, lisina, treonina e
valina no meio de cultura celular desejado esta entre
cerca de 60% e cerca de 80% da concentracdao dos

aminoacidos essenciais totais no meio de cultura

celular desejado.
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20. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 1-11, caracterizado pelo fato de que a
concentragao combinada dos aminodcidos essenciais no
meio de cultura celular desejado esta entre cerca de
30% e cerca de 50% da concentracdo dos aminoacidos
totais no meio de cultura celular desejado.

21. Método, de acordo com gqualguer uma das
reivindicacdes 1-11, caracterizado pelo fato de gque a
concentracdo de aminoadcidos no meio de cultura celular
desejado estd entre cerca de 120 mM e cerca de 350 mM.

22. Método, de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes 1-11, caracterizado pelo fato de gque a
concentracao de prolina na cultura celular & mantida em
mais de cerca de 1 mM.

23. Método, de acordo com qualguer uma das
reivindicagdes 1-11, caracterizado pelo fato de que a
concentracdo de prolina na cultura celular é mantida em
mais de cerca de 2 mM.

24 . Método, de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes 1-23, caracterizado pelo fato de que a
cultura celular é uma cultura celular em grande escala.

25. Método, de acordo com qgqualgquer uma das
reivindicacdes 1-23, caracterizado pelo fato de que as

células sdao células animais.
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26. Método, de acordo com gualquer uma das
reivindicacdes 1-3 e 6-25, caracterizado pelo fato de
que o polipeptidio & purificado.

27. Método, de acordo com gualguer uma das
reivindicacdes 1-26, caracterizado pelo fato de gue o
meio é um meio definido.

28. Polipeptidio, caracterizado pelo fato de
que ¢é produzido de acordo com método de acordo com
gqualguer uma das reivindicagdes 1-27.

29. Composicao farmacéutica, caracterizada
pelo fato de gue compreende © polipeptidio de acordo
com a reivindicacdao 28 e um veiculo farmaceuticamente
aceitavel.

30. Método de cultura celular, caracterizado

pelo fato de que compreende:

(1) a formacao de uma cultura celular
compreendendo:

a. células; e

b. um meio de cultura celular desejado

compreendendo uma concentracao de um aminodcido que ¢&
calculada para uso na massa celular e uma concentracao
do aminoacido gque & calculada para uso na manutencao

celular; e
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(2) a manutencado da cultura celular sob
condig¢des gue permitam o crescimento e replicacdo das
células na cultura celular.

31. Método de cultura celular, caracterizado

pelo fato de gque compreende:

(1) a formacao de uma cultura celular
compreendendo:

a. células; e

b. um meio de cultura celular desejado,

compreendendo uma concentracdo de aminoacidos ajustada
a linha basal, AT, de acordo com a féormula
A= (M:X)+(YMX)]+F, caracterizado pelo fato de que X é
uma concentracdo do aminoadcido gue é usado por unidade
de massa celular, M & um multiplicador para uma
densidade celular de pico desejada da cultura celular,
Y & um fator de manutencdo celular, e F é& um fator de
linha basal; e

(2) a manutencdo da cultura celular sob
condig¢des que permitam o crescimento e replicacao das
células na cultura celular.

32. Método, de acordo com a reivindicag&o 30
ou 31, caracterizado pelo fato de gue a cultura celular

& uma cultura celular em grande escala.
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33. Método, de acordo com a reivindicacao 30
ou 31, caracterizado pelo fato de que as células sdo
células animais.

34. Meio de cultura celular, caracterizado
pelo fato de gue compreende uma concentragdo total de
aminocacidos entre cerca de 120 mM e cerca de 350 mM.

35. Meio de cultura celular para uso na
producdo de um polipeptidio de interesse, caracterizado
pelo fato de gue compreende uma concentragao total de
aminoidcidos entre cerca de 120 mM e cerca de 350 mM.

36. Meio de cultura celular para uso na
producdo de um polipeptidio de interesse, caracterizado
pelo fato de que compreende uma concentracao de um
aminocacido que é calculada para uso na massa celular,
uma concentracao do aminocacido gue é calculada para uso
na manutencido celular, e uma concentracgdo do aminocacido
que é calculada para incorporagdo no polipeptidio de
interesse.

37. Meio de cultura celular, caracterizado
pelo fato de que compreende uma concentragao de
aminodcidos ajustada a linha basal, A’, de acordo com a
férmula A= (M+X) + (Y+MX) ] +F, em que X é uma
concentracaoc do aminoécido que é usado por unidade de

massa celular, M é um multiplicador para a densidade
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celular de pico desejada da cultura celular, Y & um
fator de manutencdo celular, e F ¢ um fator de linha
basal.

38. Meioc de cultura celular para uso na
producdo de um polipeptidio de interesse, caracterizado
pelo fato de que compreende uma concentragdo de
aminodcidos ajustada a linha basal, A, de acordc com a
féormula A=[ (M+X)+ (N«P) + (Y+M:X) ] +F, em que X é uma
concentracdo do aminoacido que € usado por unidade de
massa celular, P é uma concentracdo do aminocacido que é
usado para incorporacdo no polipeptidio de 1interesse
por unidade de fitulo de polipeptidio, M é um
multiplicador para a densidade celular de pico desejada
da cultura celular, N ¢é um multiplicador para a
concentracdo desejada do polipeptidio de interesse, Y &
um fator de manutencdo celular, e F é& um fator de linha
basal.

39. Meio de cultura celular, de acordo com
qualgquer uma das reivindicagdbes 34-38, caracterizado
pelo fato de que o meio de cultura celular & um meio de
cultura celular em grande escala.

40. Meio de cultura celular, de acordo com

gqualgquer uma das reivindicagdes 34-38, caracterizado
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pelo fato de gue o meio de cultura celular é um meio de
cultura de células animais.

41. Meio de cultura celular, de acordo com
qualquer uma das reivindicacgdes 34-40, caracterizado
pelo fato de que o meio de cultura celular & um meio
definido.

42 . Método para a determinacao de uma
concentracdo otimizada de um aminodacido wusado em um
meio de cultura celular para a producao de um
polipeptidio de interesse em uma cultura celular,
caracterizado pelo fato de gue compreende:

(1) a determinacao da concentracao de
aminocdcido reguerida para a massa celular das células a
uma densidade celular alvo;

(2) a determinacao da concentragdao de
aminocdcido requerida para produzir o polipeptidio de

interesse a um titulo de polipeptidio alvo;

(3) a determinacao da concentragao de
aminoacido requerida para manutencgao celular das
células; e

(4) a adicdo das concentracgdes obtidas na
etapa (1), etapa (2) e etapa (3) para fornecer uma

concentracdo otimizada do aminoacido usado no meio de




10

15

20

15

cultura celular para a producdo do polipeptidio de
interesse.

43. Método para a determinacao de uma
concentracao de aminoacido otimizada, A, de um
aminodcido usado em um meio de cultura celular para a
producao de um polipeptidio de interesse em uma cultura
celular, caracterizado pelo fato de que compreende:

(1) a determinacao da concentragao de
aminoacido, X, requerida para a massa celular das
células a uma densidade celular estabelecida;

(2) a determinacao da concentracao de
aminoacido, P, requerida para produzir o polipeptidio

de interesse a um titulo de polipeptidio estabelecido;

(3) a determinacgao da concentracao de
aminoacido otimizada, A, de acordo com a foérmula
A=1[ (M.X) + (N«P)+ (M.Y+X)]:F, em gque M & um multiplicador
para uma densidade celular alvo desejada da cultura
celular, N é um multiplicador para uma concentragao
alvo desejada do polipeptidio de interesse, Y & um
fator de manutencdo celular; e F é um fator de linha

basal.
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44 Método, de acordo com a reivindicacao 42
ou 43, caracterizado pelo fato de que a cultura celular
¢ uma cultura celular em grande escala.

45, Método, de acordo com a reivindicacgdo 42

5 ou 43, caracterizado pelo fato de gue a cultura celular

& uma cultura de células animais.
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RESUMO

“METODO DE PRODUCAO DE UM POLIPEPTIDIO EM UMA
CULTURA CELULAR; POLIPEPTIDIO PRODUZIDO DE ACORDO COM
METODO; COMPOSICAO FARMACEUTICA COMPREENDENDO O
POLIPEPTIDIO; MEIO DE CULTURA CELULAR; MEIO DE CULTURA
CELULAR PARA USO NA PRODUCAO DE UM POLIPEPTIDIO DE
INTERESSE; METODO PARA A DETERMINAGAO DE UMA
CONCENTRACAO OTIMIZADA DE UM AMINOACIDO USADO EM UM
METIO DE CULTURA CELULAR PARA A PRODUCAQ DE UM
POLIPEPTIDIO DE INTERESSE EM UMA CULTURA CELULAR”

Esta invencao se refere a métodos para
projetar racionalmente meios de cultura celular para
uso em culturas celulares, por exemplo, culturas
celulares empregadas na produgdao de polipeptidios;
meios de cultura celular projetados com os métodos
apresentados; métodos de producao de um polipeptidio de
interesse, por exemplo, um anticorpo, wusando esses
meios; polipeptidios produzidos usando-se os métodos e
meios aqui apresentados; e composigdes farmacéuticas
contendo esses polipeptidios. Os meios racilonalmente
projetados contém uma concentragao de um aminoacido que
é calculada para uso na massa celular, uma concentracao
do aminoacido que €& calculada para uso na manutencao

celular, e uma concentragao do aminoacido que é
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calculada para incorporacao no polipeptidio de
interesse. Os meios racionalmente projetados podem
conter uma concentracao ajustada a linha basal, A, de
pelo menos um aminoacido que & calculada de acordo com
a férmula A= (MX)+H(N«P) + (YMX) ]+F, em gue X é a
concentracdo do aminodcido gue é usada por unidade de
massa celular, P é a concentracdo do aminoacido que €
usada para incorporagado no polipeptidio de interesse
por unidade de titulo de polipeptidio, M é o
multiplicador para a densidade celular de pico desejada
da cultura celular, N é& o multiplicador para a
concentracao desejada do polipeptidio de interesse, Y ¢
o fator de manutencado celular; e F é um fator de linha
basal. Esses meios racionalmente projetados também
podem ser usados para produzir um meio de cultura
celular de partida compreendendo uma concentracao, B,
de pelo menos um aminocacido de acordo com a féormula
B=[A-(Z2-V) ]/ (1-V), em gue Z €& uma concentragdo do
aminoidcido no meio de cultura celular de alimentacao, e
V é& um volume do meio de cultura de alimentagdo como
uma proporcdo do volume de meio de cultura celular

desejado.
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