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ESTA INVENCAO REFERE-SE A METODOS PARA CONCEBER RACIONALMENTE MEIOS DE
CULTURA DE CELULAS PARA A UTILIZACAO EM CULTURAS DE CELULAS, P. EX., CULTURAS DE
CELULAS UTILIZADAS NA PRODUGAO DE POLIPEPTIDOS; MEIOS DE CULTURA DE CELULAS
CONCEBIDOS COM 0OS METODOS DIVULGADOS; METODOS DE PRODUCAO DE UM
POLIPEPTIDO DE INTERESSE, P. EX., UM ANTICORPO, UTILIZANDO ESSES MEIOS;
POLIPEPTIDOS PRODUZIDOS UTILIZANDO OS METODOS E MEIOS AQUI DIVULGADOS; E
COMPOSICOES FARMACEUTICAS QUE CONTEM ESSES POLIPEPTIDOS. OS MEIOS
CONCEBIDOS RACIONALMENTE CONTEM UMA CONCENTRAGAO DE UM AMINOACIDO QUE E
CALCULADA PARA A UTILIZAGAO NA MASSA CELULAR, UMA CONCENTRACAO DO
AMINOACIDO QUE E CALCULADA PARA A UTILIZAGAO NA MANUTENGCAO DE CELULAS, E UMA
CONCENTRAGAO DO AMINOACIDO QUE E CALCULADA PARA A INCORPORAGAO NO
POLIPEPTIDO DE INTERESSE. OS MEIOS CONCEBIDOS RACIONALMENTE PODEM CONTER
UMA CONCENTRAGAO DE LINHA DE BASE AJUSTADA, A, DE PELO MENOS UM AMINOACIDO
QUE E CALCULADA DE ACORDO COM A FORMULA A=[(M*X)+(N*P)+(Y*M*X)]*F, EM QUE X
CORRESPONDE A CONCENTRAGCAO DO AMINOACIDO QUE E UTILIZADA POR UNIDADE DE
MASSA CELULAR, P CORRESPONDE A CONCENTRACAO DO AMINOACIDO QUE E UTILIZADA
PARA A INCORPORACAO NO POLIPEPTIDO DE INTERESSE POR UNIDADE DE TiTULO DE
POLIPEPTIDO, M CORRESPONDE AO MULTIPLICADOR PARA A DENSIDADE CELULAR MAXIMA
DESEJADA DA CULTURA DE CELULAS, N CORRESPONDE AO MULTIPLICADOR PARA A
CONCENTRAGAO DESEJADA DO POLIPEPTIDO DE INTERESSE, Y CORRESPONDE AO FATOR
DE MANUTENGCAO DE CELULAS; E F CORRESPONDE AO FATOR DE LINHA DE BASE. ESTES
MEIOS CONCEBIDOS RACIONALMENTE TAMBEM PODEM SER UTILIZADOS PARA PRODUZIR
UM MEIO DE CULTURA DE CELULAS INICIAL COMPREENDENDO UMA CONCENTRAGAO, B, DE
PELO MENOS UM AMINOACIDO DE ACORDO COM A FORMULA B=[A-(Z*V))/(1-V), EM QUE Z



CORRESPONDE A UMA CONCENTRAGAO DO AMINOACIDO NO MEIO DE CULTURA DE CELULAS
DE ALIMENTAGAO, E V CORRESPONDE A UM VOLUME DO MEIO DE CULTURA DE

ALIMENTAGAO COMO UMA PROPORCAO DO VOLUME DO MEIO DE CULTURA DE CELULAS
DESEJADO.



RESUMO

“MEIOS CONCEBIDOS RACIONALMENTE PARA CULTURA DE CELULAS”

Esta invencdo refere-se a métodos para conceber
racionalmente meios de cultura de células para a utilizacéo
em culturas de células, p. ex., culturas de células
utilizadas na producdo de polipéptidos; meios de cultura de
células concebidos com os métodos divulgados; métodos de
producdo de um polipéptido de interesse, p. ex., um
anticorpo, utilizando esses meios; polipéptidos produzidos
utilizando 0os métodos e meios aqui divulgados; e
composicdes farmacéuticas que contém esses polipéptidos. Os
meios concebidos racionalmente contém uma concentracdo de
um aminodcido que ¢ calculada para a utilizacdo na massa
celular, uma concentracdo do aminodcido que ¢ calculada
para a utilizacd&o na manutencdo de células, e uma
concentracdo do aminoacido que ¢é calculada para a
incorporacdo no polipéptido de interesse. 0Os meios
concebidos racionalmente podem conter uma concentracdo de
linha de base ajustada, A, de pelo menos um aminodcido que
é calculada de acordo com a férmula
A= (M«X) 4+ (N«P) + (Y«M:«X) ] «F, em que X corresponde a
concentracdo do aminodcido que ¢ utilizada por unidade de
massa celular, P corresponde a concentracdo do aminodcido
que ¢ wutilizada para a incorporacdo no polipéptido de
interesse por unidade de titulo de ©polipéptido, M
corresponde ao multiplicador para a densidade celular
maxima desejada da cultura de células, N corresponde ao
multiplicador para a concentracdo desejada do polipéptido
de 1interesse, Y corresponde ao fator de manutencdo de
células; e F corresponde ao fator de linha de base. Estes
meios concebidos racionalmente também podem ser utilizados
para produzir um meio de cultura de células inicial

compreendendo uma concentracéo, B, de pelo menos um



aminocdcido de acordo com a férmula B=[A-(Z:V)]/(1-V), em
que Z corresponde a uma concentracdo do aminodcido no meio
de cultura de células de alimentacdo, e V corresponde a um
volume do meio de cultura de alimentacdo como uma Proporcao

do volume do meio de cultura de células desejado.



DESCRICAO
“MEIOS CONCEBIDOS RACIONALMENTE PARA CULTURA DE CELULAS”

ANTECEDENTES DA INVENCAO
Campo da Invencéao

Esta divulgacdo refere-se a métodos para conceber
racionalmente meios de cultura de células para a utilizacéo
em culturas de células utilizadas, p. ex., na producdo de
polipéptidos; meios de cultura de células concebidos com os
métodos divulgados; métodos de producdo de grandes
quantidades de um polipéptido de interesse, p. ex., um
anticorpo, utilizando esses meios; polipéptidos produzidos
utilizando os métodos e meios aqui divulgados; e
composicdes farmacéuticas que contém esses polipéptidos. A
invencdo é particularmente Util em culturas de células em
grande escala. 0Os métodos e as composicgdes agqui divulgados
sdo particularmente uteis para produzir quantidades
significativas de polipéptidos em culturas batch (sistema
fechado), fed-batch (sistema intermitente/continuo) e em
perfusdo de células animais.
Antecedentes da Técnica Relacionados

Uma grande proporcdo de produtos de biotecnologia,
disponiveis comercialmente ou apenas em desenvolvimento,
corresponde a terapéutica de proteinas; deste modo, existe
uma procura pela producdo destes polipéptidos nas culturas
de células. Além disso, a maquinaria celular de uma célula
animal (em oposicdo a, p. ex., uma célula bacteriana) ¢é

muitas vezes necessadria para produzir muitas formas de

terapéutica de polipéptidos (tais como proteinas
glicosiladas ou anticorpos monoclonais (Mabs - Monoclonal
antibodies) produzidos por hibridoma). Consegquentemente,

existe uma procura crescente pela otimizacdo da producéo
destes polipéptidos nas culturas de células e,

particularmente, nas culturas de células animais.



Em comparacdo com culturas de células bacterianas, as
culturas de células animais tém taxas de producdo mais
baixas e geram habitualmente quantidades de producgédo
inferiores. Deste modo, uma quantidade significativa de
investigacdo concentra-se nas condigdes de cultura de
células animais que otimizam a producdo de polipéptidos,
isto é, as condigdes gque suportam uma densidade celular
elevada e um titulo elevado. Por exemplo, foi determinado
que a manutencdo de concentracdes de glicose nos meios de
cultura de células em baixas concentracgdes e o cultivo de
células numa fase de producdo numa osmolalidade de cerca de
400 a 600 mOsm aumentam a  producdo de proteinas
recombinantes de culturas de células animais, em gque o
cultivo em todas as fases encontra-se igualmente numa
concentracdo de glutamina selecionada (preferencialmente
entre cerca de 0,2 e cerca de 2 mM). Igualmente, foi
determinado que a alimentacdo <restrita de glicose a
culturas de células animais em processos fed-batch (sistema
intermitente/continuo) controla a producdo de lactato sem
necessitar da alimentacdo de taxa constante de glicose.
Além disso, ¢é sabido que a modificacdo da concentracéio
cumulativa total de amino&cidos, da concentracdo de
aminodcidos individuais e das relacgdes de aminodcidos
individuais entre si (p. ex., glutamina para asparagina) e
com ©0s aminodcidos totais (p. ex., glutamina para
aminodcidos totais) nos meios de uma cultura de células em
grande escala pode resultar numa producdo de polipéptidos
em grande escala substancialmente melhorada.

Tradicionalmente, os estudos de meio para culturas de
células animais concentram-se em trés técnicas: 1)
enriquecimento dos componentes de meio do meio inicial e
aumento da frequéncia de alimentacdo de cultura; 2)
aplicacédo de concecdo multifatorial em diferentes forcas de
meio e diferentes concentracdes de componentes; e 3)

andlise de meio condicionado (gasto) para aminoéacidos,



vitaminas e outros componentes, e adicdo desses componentes
gue se encontram em baixos niveis ou sdo reduzidos. Estes
métodos utilizam geralmente densidade celular, viabilidade
e respostas de titulo como indicadores de otimizacédo.

Contudo, o0s métodos acima detetam apenas indiretamente
o0 requisito de nutrientes para células com base no
resultado final, isto é, densidade celular, viabilidade e
titulo, em vez de detetarem e fornecerem a célula o
requisito real de nutrientes para uma producdo de proteinas
otimizada.
SUMARIO DA INVENCAO

A presente divulgacdo fornece métodos para conceber
racionalmente os meios de cultura de células, p. ex., meios
de cultura de células em grande escala, para a utilizacéo,
p. ex., em culturas de células em grande escala utilizadas
na producdo de polipéptidos; meios de cultura de células,
p. ex., meios de cultura de células em grande escala,
concebidos com os métodos divulgados; métodos de producéo
de grandes quantidades de um polipéptido de interesse, p.
ex., um anticorpo, utilizando esses meios; polipéptidos
produzidos utilizando os métodos e meios aqui divulgados; e
composicdes farmacéuticas que contém esses polipéptidos.
Estes métodos e estas composicdes s&do Uteis para a cultura,
p. ex., cultura batch (sistema fechado), fed-batch (sistema
intermitente/continuo) e em perfusdo de células. Estes
métodos e estas composicdes sdo particularmente Uteis para
a cultura em grande escala, p. ex., cultura batch (sistema
fechado), fed-batch (sistema intermitente/continuo) e em
perfusdo de células animais, p. ex. células de mamifero. A
invencéo fornece um meio de cultura de células
compreendendo entre 7 mM e 30 mM de leucina, entre cerca de
7 mM e cerca de 30 mM de lisina, entre 7 mM e 30 mM de
treonina, entre 7 mM e 30 mM de prolina e entre 7 mM e 30

mM de valina. A 1invencdo fornece ainda um método de



producdo de um polipéptido numa cultura de células

compreendendo:
(1) o) fornecimento de uma cultura de células,
compreendendo:
a. células, compreendendo um &cido nucleico que

codifica um polipéptido de interesse; e

b. um meio de cultura de células compreendendo

entre 7 mM e 30 mM de leucina, entre cerca de 7 mM e

cerca de 30 mM de 1lisina, entre 7 mM e 30 mM de

treonina, entre 7 mM e 30 mM de prolina e entre 7 mM e

30 mM de valina; e

(2) a manutencdo da cultura de células em condicdes que
permitem a expressdo do polipéptido de interesse.

Um meio concebido racionalmente da presente divulgacédo
contém uma concentracdo de um aminodcido que é calculada
para a utilizacd&o na massa celular, uma concentracdo do
aminodcido que é calculada para a utilizacdo na manutencéo
de células, e uma concentracdo do aminoacido que é
calculada para a incorporacdo no polipéptido de interesse.

Numa forma de realizacdo, a divulgacdo fornece um
método de producdo de um polipéptido numa cultura de
células compreendendo o fornecimento de uma cultura de
células, compreendendo células, compreendendo um &cido
nucleico que codifica um polipéptido de interesse, e um
meio de cultura de células desejado, compreendendo uma
concentracdo de um aminodcido que ¢é calculada para a
utilizacdo na massa celular, uma concentracdo do aminoécido
que ¢é calculada para a utilizacdo na manutencédo de células,
e uma concentracdo do aminodcido gque é calculada para a
incorporacdo no polipéptido de interesse; e a manutencdo da
cultura de células em condicdes que permitem a expressdo do
polipéptido de interesse. Numa forma de realizacdo da
divulgacéo, o meio de cultura de células desejado
compreende uma concentracdo de aminoacido de linha de base

ajustada, A, de acordo com a férmula



A=[ (M*X)+ (N*P)+(Y*M*X) ]*F, em que X corresponde a uma
concentracdo do aminodcido que ¢ utilizada por unidade de
massa celular, P corresponde a uma concentracdo do
aminodcido que ¢é utilizada para a incorporagcdo no
polipéptido de interesse por unidade de titulo de
polipéptido, M corresponde a um multiplicador para uma
densidade celular méxima desejada da cultura de células, N
corresponde a um multiplicador para uma concentracéo
desejada do polipéptido de interesse, Y corresponde a um
fator de manutencdo de células, e F corresponde a um fator
de linha de base.

Noutra forma de realizacdo, a divulgacdo fornece um
método de producdo de um polipéptido numa cultura de
células, compreendendo o fornecimento de uma cultura de
células, compreendendo células, compreendendo um A&acido
nucleico que codifica um polipéptido de interesse; e um
meio de cultura de células inicial, em que o volume do meio
de cultura de células inicial é de cerca de 60 a 99% do
volume de um volume do meio de cultura de células desejado;
o fornecimento de um meio de cultura de células de
alimentacdo a cultura de células, em que o volume do meio
de cultura de células de alimentacdo ¢ de cerca de 1 a 40%
do volume do meio de cultura de células desejado, e em que
o meio de cultura de células desejado resultante compreende
uma concentracdo de um aminodcido que é calculado para a
utilizacdo na massa celular, uma concentracdo do aminoédcido
que ¢ calculada para a utilizacdo na manutencdo de células,
e uma concentracdo do aminodcido gque ¢é calculada para a
incorporacdo no polipéptido de interesse; e a manutencdo da
cultura de células em condicdes que permitem a expressdo do
polipéptido de interesse. Numa forma de realizacdo da
invencdo, o meio de cultura de células desejado resultante
compreende uma concentracdo de aminoadcido de linha de base
ajustada, A, de acordo com a férmula
A=[ (M*X) + (N*P) + (Y*M*X) ]*F, em que X corresponde a uma



concentracdo do aminoédcido que ¢ utilizada por unidade de
massa celular, P corresponde a uma concentracdo do
aminodcido que ¢é utilizada para a 1incorporacdo no
polipéptido de interesse ©por unidade de titulo de
polipéptido, M corresponde a um multiplicador para uma
densidade celular méxima desejada da cultura de células, N
corresponde a um multiplicador para uma concentracéo
desejada do polipéptido de interesse, Y corresponde a um
fator de manutencdo de células, e F corresponde a um fator
de linha de base; e a manutencdo da cultura de células em
condicdes que permitem a expressdo do polipéptido de
interesse. Noutra forma de realizacdo da invencdo, o meio
de cultura de células inicial compreende uma concentracéo,
B, do aminoacido de acordo com a férmula B=[A-(Z*V)]/(1 V),
em que Z corresponde a uma concentracdo do aminoacido no
meio de cultura de células de alimentacdo, e V corresponde
a um volume do meio de cultura de alimentacdo como uma
proporcdo do volume do meio de cultura de células desejado.
Noutra forma de realizacdo dos métodos aqui divulgados, Y
corresponde a um valor de 0 a cerca de 1,5. Noutra forma de
realizacdo ainda dos métodos aqui divulgados, F corresponde
a um valor de cerca de 1 a cerca de 1,5. Numa outra forma
de realizacdo dos métodos aqui divulgados, Y corresponde a
uma valor de 0 a cerca de 1,5 e F corresponde a um valor de
1 a cerca de 1,5.

Numa forma de realizacdo dos métodos agqui divulgados,
o meio de cultura de células desejado compreende um valor
igual ou superior a 3 mM de tirosina. Noutras formas de
realizacdo dos métodos aqui divulgados, o meio de cultura
de células 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. Numa

outra forma de realizacdo dos métodos aqui divulgados, a



concentracdo combinada de leucina, lisina, treonina,
prolina e wvalina no meio de cultura de células desejado
corresponde a um valor entre cerca de 35 mM e cerca de 150
mM. Noutra forma de realizacdo ainda, a concentracéio
combinada de leucina, lisina, treonina e valina no meio de
cultura de células desejado corresponde a um valor entre
cerca de 60% e cerca de 80% da concentracdo dos aminodcidos
essenciais totais no meio de cultura de células desejado.

Numa forma de realizacdo dos métodos aqui divulgados,
a concentracdo combinada dos aminodcidos essenciais no meio
de cultura de células desejado corresponde a um valor entre
cerca de 30% e cerca de 50% da concentracdo dos aminodcidos
totais no meio de cultura de células desejado. Noutra forma
de realizacdo dos métodos aqui divulgados, a concentracdo
dos aminodcidos no meio de cultura de células desejado
corresponde a um valor entre cerca de 120 mM e cerca de 350
mM. Numa outra forma de realizacdo dos métodos aqui
divulgados, a concentracdo de prolina na cultura de células
¢ mantida num valor superior a cerca de 1 mM. Noutra forma
de realizacdo ainda dos métodos agqui divulgados, a
concentracdo de prolina na cultura de células é€ mantida num
valor superior a cerca de 2 mM. Em algumas formas de
realizacdo dos métodos de produgcdo de um polipéptido, a
cultura de células é uma cultura de células em grande
escala. Noutras formas de realizacdo, as células sé&o
células animais.

Um outro aspeto da divulgacdo fornece polipéptidos
produzidos de acordo com os métodos aqui divulgados. Outro
aspeto da invencédo fornece uma composicdo farmacéutica que
compreende um polipéptido produzido de acordo com 08
métodos aqui divulgados e um portador farmaceuticamente
aceitavel.

Um outro aspeto da divulgacdo fornece um método de
cultura de células compreendendo: o fornecimento de uma

cultura de células compreendendo: células; e um meio de



cultura de células desejado, compreendendo uma concentracéo
de um aminodcido que é calculada para a utilizacdo na massa
celular e uma concentracdo do aminodcido que ¢ calculada
para a utilizacdo na manutencdo de células; e a manutencdo
da cultura de células em condigdes que permitem o
crescimento e a vreplicacdo das células na cultura de
células. Numa forma de realizacdo da invencdo, o meio de
cultura de células desejado compreende uma concentracdo de
aminodcido de linha de base ajustada, A’, de acordo com a
férmula A’=[ (M*X)+ (Y*M*X)]*F, em que X corresponde a uma
concentracdo do aminodcido que ¢ utilizada por unidade de
massa celular, M é um multiplicador para uma densidade
celular méxima desejada da cultura de células, Y
corresponde a um fator de manutencdo de células, e F
corresponde a um fator de linha de base. Em algumas formas
de realizacdo dos métodos de cultura de células, a cultura
de células ¢é uma cultura de células em grande escala.
Noutras formas de realizacdo, as células sdo células
animais.

Um outro aspeto da divulgacdo fornece um meio de
cultura de células, compreendendo uma concentracdo total de
aminodcidos entre cerca de 120 mM e cerca de 350 mM. Outro
aspeto da divulgacdo fornece um meio de cultura de células
para a utilizacdo na producdo de um polipéptido de
interesse, compreendendo uma concentracéao total de
aminoacidos entre cerca de 120 mM e cerca de 350 mM.

Outro aspeto da divulgacdo fornece um meio de cultura
de células para a utilizacdo na producdo de um polipéptido
de interesse, compreendendo uma concentracdo de um
aminodcido que ¢é calculada para a utilizacdo na massa
celular, uma concentracdo do aminoacido que ¢é calculada
para a utilizacd&o na manutencdo de células, e uma
concentracdo do aminodcido que ¢é calculada para a
incorporacdo no polipéptido de interesse. Numa forma de

realizacdo da invencédo, o meio de cultura de células para a



utilizacdo na producdo de um polipéptido de interesse
compreende uma concentracdo de aminodcido de linha de base
ajustada, A, de acordo com a férmula
A=[ (M*X)+ (N*P)+(Y*M*X) ]*F, em que X corresponde a uma
concentracdo do aminodcido que ¢ utilizada por unidade de
massa celular, P corresponde a uma concentracdo do
aminodcido que ¢é utilizada para a incorporacdo no
polipéptido de interesse por unidade de titulo de
polipéptido, M corresponde a um multiplicador para a
densidade celular méxima desejada da cultura de células, N
corresponde a um multiplicador para a concentracdo desejada
do polipéptido de interesse, Y corresponde a um fator de
manutencdo de células, e F corresponde a um fator de linha
de base.

Outro aspeto ainda da divulgacdo fornece um meio de
cultura de <células, compreendendo uma concentracdo de
aminoadcido de linha de base ajustada, A’, de acordo com a
férmula A’=[ (M*X)+(Y*M*X)]*F, em que X corresponde a uma
concentracdo do aminodcido que ¢ utilizada por unidade de
massa celular, M é um multiplicador para a densidade
celular méxima desejada da cultura de células, Y
corresponde a um fator de manutencdo de células, e F
corresponde a um fator de linha de base. Em algumas formas
de realizacdo, o meio de cultura de células é um meio de
cultura de células em grande escala. Noutras formas de
realizacdo, o meio de cultura de células é um meio de
cultura de células animais.

Outro aspeto ainda da divulgagdo fornece um método
para determinar uma concentracdo otimizada de um aminocacido
utilizado num meio de cultura de células para a producdo de
um polipéptido de interesse numa cultura de células,
compreendendo: a determinacdo da concentracdo de aminodcido
necesséaria para a massa celular das células na cultura de
células numa densidade celular-alvo; a determinacdo da

concentracdo de aminoadcido necessdria para produzir o
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polipéptido de interesse na cultura de células num titulo
de polipéptido-alvo; a determinacdo da concentracdo de
aminodcido necessdria para a manutencdo das células na
cultura de células; e a adicdo das concentrac¢cdes para
fornecer uma concentracdo otimizada do aminodcido utilizado
no meio de cultura de células para a producdo do
polipéptido de interesse na cultura de células.

Um outro aspeto da divulgacdo fornece um método para
determinar uma concentracdo de aminodcido otimizada, A, de
um aminodcido utilizado num meio de cultura de células para
a producdo de um polipéptido de interesse numa cultura de
células, compreendendo: a determinacdo da concentracdo de
aminodcido, X, necessédria para a massa celular das células
numa densidade celular definida; a determinacdo da
concentracdo de aminoacido, P, necesséaria para produzir o
polipéptido de interesse num titulo de polipéptido
definido; e a determinacdo da concentracdo de aminoéacido
otimizada, A, de acordo com a férmula
A=[ (M*X)+ (N*P) + (M*Y*X) ] *F, em que M corresponde a um
multiplicador para uma densidade celular-alvo desejada da
cultura de células, N corresponde a um multiplicador para
uma concentracdo-alvo desejada do polipéptido de interesse,
Y corresponde a um fator de manutencdo de células; e F
corresponde a um fator de linha de base. Em algumas formas
de realizacdo dos métodos para determinar uma concentracdo
de aminodcido otimizada, a cultura de células é uma cultura
de células em grande escala. Noutras formas de realizacédo,
as células sdo células animais.

Outras funcionalidades e wvantagens da invencdo seréo
evidentes a partir da descricdo detalhada e reivindicacbes
apresentadas em seguida.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 representa a densidade celular (eixo Y;

“Densidade Celular (10° células/mL)”) ao longo do tempo

(eixo X; “Dias”) para células CHO produzidas para expressar
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anti-IL-22. As células foram cultivadas no meio
racionalmente concebido do Exemplo 2.

A Figura 2 representa o titulo (eixo Y; “Titulo
(g/L)”) de anticorpo anti-IL-22 ao longo do tempo (eixo X;
“Dias”) para células CHO produzidas para expressar anti-IL-
22. As células foram cultivadas no meio racionalmente
concebido do Exemplo 2.

A Figura 3 representa a densidade celular (eixo Y;
“Densidade Celular (10° células/mL)”) ao longo do tempo
(eixo X; “Dias”) para células CHO produzidas para expressar
anti-IL-22. As células foram cultivadas no meio
racionalmente concebido do Exemplo 3.

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

A Figura 5 representa o titulo (eixo Y; “Titulo
(g/L)”) de anticorpo anti-IL-22 ao longo do tempo (eixo X;
“Dias”) para células CHO produzidas para expressar anti-IL-
22. As células foram cultivadas no “Meio Tradicional” (um
meio baseado nos requisitos de cultura de células
tradicional, consulte, . ex., o Pedido de Patente
Publicado U.S. n.° 2006/0121568), “Meio de Concecéo
Racional” preparado utilizando os métodos aqui apresentados

A\Y

ou Meio Tradicional + Prolina”, que contém uma prolina
adicional de 3,7 mM adicionada ao “Meio Tradicional”
(consulte o Exemplo 4).

A Figura 6 representa a densidade celular (eixo Y;
“Densidade Celular (10° células/mL)”) ao longo do tempo
(eixo X; “Dias”) para células CHO produzidas para expressar
anti-IL-22. As células foram cultivadas no “Meio
Tradicional”, “Meio de Concecéo Racional” ou “Meio

Tradicional + Prolina” (consulte o Exemplo 4).
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A Figura 7 representa a viabilidade celular (eixo Y;
“Wiabilidade [%]”) ao longo do tempo (eixo X; “Dias”) para
células CHO produzidas para expressar anti-IL-22. As
células foram cultivadas no “Meio Tradicional”, “Meio de
Concecdo Racional” ou “Meio Tradicional + Prolina”
(consulte o Exemplo 4).

A Figura 8 representa a concentracdo do aminoacido
designado (eixo Y; “[uM]”) ((Figura 8A) prolina; (Figura
8B) treonina; (Figura 8C) valina; (Figura 8D) triptofano;
ou (Figura 8E) tirosina) ao longo do tempo (eixo X; “Dias”)
para células CHO produzidas para expressar anti-IL-22. As
células foram cultivadas no “Meio Tradicional”, “Meio de
Concecdo Racional” ou “Meio Tradicional + Prolina”
(consulte o Exemplo 4).

A Figura 9 representa a densidade celular (eixo Y;
“Densidade Celular (10° células/mL)”) ao longo do tempo
(eixo X; “Dias”) para células CHO produzidas para expressar
anti-IL-22. As células foram cultivadas no “Meio de
Concecdo Racional” ou “Meio de Concecdo Racional sem
manutencdo e fatores de linha de Dbase”. A figura &
representativa de 5 duplicados independentes (n=5)
(consulte o Exemplo 6).

A Figura 10 representa a viabilidade celular (eixo Y:
“Wiabilidade (%)”) ao longo do tempo (eixo X; “Dias”) para
células CHO ©produzidas para expressar anti-IL-22. As
células foram cultivadas no “Meio de Concecdo Racional” ou
“Meio de Concecdo Racional sem manutencdo e fatores de
linha de base”. A figura é representativa de 5 duplicados
independentes (n=5) (consulte o Exemplo 6).

A Figura 11 representa o titulo de anticorpo (eixo Y;
“Titulo (g/L)”) ao longo do tempo (eixo X; “Dias”) para
células CHO ©produzidas para expressar anti-IL-22. As
células foram cultivadas no “Meio de Concecdo Racional” ou

“Meio de Concecdo Racional sem manutencdo e fatores de
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linha de base”. A figura é representativa de 5 duplicados
independentes (n=5) (consulte o Exemplo 6).
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

O termo “cultura batch” conforme aqui utilizado
refere-se a um método de cultura de células no qual todos
os componentes que serdo, em Ultima andlise, utilizados na
cultura de células, incluindo o meio, bem como as préprias
células, sdo fornecidos no inicio do processo de cultura.
Uma cultura batch (sistema fechado) é habitualmente parada
num determinado momento e as células e/ou 0s componentes no
meio sdo colhidos e opcionalmente purificados.

O termo “cultura fed-batch” conforme aqui utilizado
refere-se a um método de cultura de células no qual os
componentes adicionais s&do fornecidos a cultura em algum
momento subsequente ao inicio do processo de cultura. Os
componentes fornecidos compreendem habitualmente
suplementos nutritivos para as células que foram reduzidas
durante o processo de cultura. Uma cultura fed-batch
(sistema intermitente/continuo) ¢ habitualmente parada num
determinado momento e as células e/ou o0s componentes no
meio sdo colhidos e opcionalmente purificados. Numa forma
de realizacdo preferida da presente invencdo, a cultura de
células é¢ uma cultura de células animais, p. ex., uma
cultura de células de mamifero, que ¢é uma cultura batch
(sistema fechado) ou fed-batch (sistema
intermitente/continuo) .

O termo “cultura em perfusdo” conforme aqui utilizado
refere-se a um método de cultura de células no qual os
componentes adicionais s&o fornecidos de forma continua ou
semicontinua a cultura a seguir ao inicio do processo de
cultura. Os componentes fornecidos compreendem
habitualmente suplementos nutritivos para as células gue
foram reduzidas no processo de cultura. As partes das

células e/ou dos componentes no meio sdo habitualmente
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colhidas numa base continua ou semicontinua e sé&o
opcionalmente purificadas.

O termo “biorreator" conforme aqui utilizado refere-se
a qualquer recipiente utilizado para o crescimento de uma
cultura de células procaridéticas ou eucaridticas, p. ex.,
uma cultura de células animais (tal como uma cultura de
células de mamifero). O Dbiorreator pode ter qualquer
tamanho, desde que seja util para a cultura de células, p.
ex., células de mamifero. Habitualmente, o Dbiorreator
corresponderéd, pelo menos, a 30 ml e poderd corresponder a
i, 10, 100, 250, 500, 1000, 2500, 5000, 8000, 10.000,
12.000 litros ou mais, ou a qualquer volume intermédio. As
condicdes internas do Dbiorreator, incluindo, mas n&do se
limitando a, pH e temperatura, s&do geralmente controladas
durante o periodo de cultura. O biorreator pode ser
composto por gualquer material que seja adequado para
manter as culturas de células de mamiferos suspensas nos
meios nas condigdes de cultura da presente invencéo,
incluindo vidro, pléstico ou metal. O termo “biorreator de
producdo” conforme aqui utilizado refere-se ao biorreator
final utilizado na producdo do polipéptido ou da proteina
de interesse. O volume de um biorreator de producdo de
cultura de células em grande escala é geralmente superior a
cerca de 100 ml, habitualmente de pelo menos cerca de 10
litros, e pode corresponder a 500, 1000, 2500, 5000, 8000,
10000, 12000 litros ou mais, ou gqualquer volume intermédio.
Um perito na técnica terd conhecimento de, e ©podera
escolher, biorreatores adequados para a utilizacdo na
aplicacédo da presente invencéo.

A

Os termos densidade celular”, “concentracdo celular”
ou afins, conforme aqui utilizado, referem-se ao numero, ao
peso, a massa, etc. das células presentes num determinado
volume de meio. A “densidade celular méxima” ou afins
refere-se ao nUlmero maximo de células que pode ser

alcancado num determinado volume de meio, e “densidade
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celular méxima desejada” ou afins refere-se ao numero
médximo de células gque um praticante pretende obter (p. ex.,
alvos) num determinado volume de células. As variacdes
desses valores-alvo serdo claras para o8 peritos na
técnica, p. ex., um perito na técnica pode expressar
valores-alvo em termos de massa celular desejada, e esses
valores-alvo podem encontrar-se numa ou em mais unidades de
medicdo apropriadas (p. ex., unidades méximas desejadas de
massa celular).

O termo “wiabilidade celular” conforme aqui utilizado
refere-se a capacidade de sobrevivéncia das células da
cultura num determinado conjunto de condig¢des de cultura ou
variacbdes experimentais. O termo conforme agqui utilizado
refere-se igualmente a essa parte das células dgue se
encontram vivas num determinado momento em relacdo ao
numero total de células, vivas e mortas, na cultura nesse
momento.

Os termos “cultura” e “cultura de células” conforme
aqui utilizados referem-se a uma populacdo de células que
se encontra suspensa num meio de cultura de células em
condic¢des adequadas para a sobrevivéncia e/ou O crescimento
da populacdo de células. Conforme aqui utilizados, estes
termos podem referir-se a combinacdo que compreende a
populacdo de células (p. ex., a cultura de células animais)
e o0 meio no qual a populacdo é suspensa.

O termo “densidade de células viédveis integradas” ou
“IVC” conforme aqui utilizado refere-se a densidade média
de células viaveis no decorrer da cultura multiplicada pela
quantidade de tempo da duracdo da cultura. Partindo do
principio de que a quantidade de polipéptido e/ou proteina
produzida ¢ ©proporcional ao nuUmero de células viaveis
presente no decorrer da cultura, a densidade de células
vidveis integradas ¢ uma ferramenta Util para estimar a
quantidade de polipéptido e/ou proteina produzida no

decorrer da cultura.
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Os termos “meio”, “meio de cultura de células” e “meio
de cultura”, conforme aqui utilizados, referem-se a uma
solucdo que contém nutrientes que alimentam as células
animais em crescimento, p. ex., de mamifero. Habitualmente,
estas solucgdes fornecem aminodcidos, vitaminas, fontes de
energia, lipidos e oligoelementos essenciais e néo
essenciais necessarios por parte da célula para
sobrevivéncia e/ou crescimento minimo. A solucdo também
pode conter componentes que melhoram o crescimento e/ou a
sobrevivéncia acima da taxa minima, incluindo hormonas e
fatores de crescimento. A solugdo ¢ preferencialmente
formulada para uma concentracdo de pH e sal ideal para a
proliferacdo e sobrevivéncia das células. Numa forma de
realizacdo, o meio é um meio definido. Os meios definidos
sdo meios nos quais todos os componentes tém uma estrutura
quimica conhecida. Noutra forma de realizacdo da invencéo,
0 meio pode conter aminodcidos derivados de qualquer fonte
ou método conhecido na técnica, incluindo, mas ndo se
limitando a, amino&Acidos derivados de adic¢cdes uUnicas de
aminoadcido ou de hidrolisado de ©proteina ou peptona
(incluindo adic¢des de fontes animais ou vegetais.

O termo “semeadura" conforme aqui utilizado refere-se
ao processo de fornecimento de uma cultura de células a um
biorreator ou outro recipiente. As células podem ter sido
propagadas anteriormente noutro biorreator ou recipiente.
Em alternativa, as células podem ter sido congeladas e
descongeladas antes de, p. ex. 1imediatamente antes de,
fornecer as mesmas ao biorreator ou recipiente. O termo
refere-se a qualgquer numero de células, incluindo uma uUnica
célula.

O termo “titulo” conforme aqui utilizado refere-se a
quantidade total de polipéptido de interesse produzida por
uma cultura de células animais, dividida por uma
determinada quantidade de volume do meio; deste modo,

“titulo” refere-se a uma concentracio. O titulo ¢&
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habitualmente expressado em unidades de miligramas de
polipéptido por mililitro de meio.

Conforme aqui utilizado, o termo “anticorpo” inclui
uma proteina compreendendo, pelo menos, um e tipicamente
dois dominios VH ou partes dos mesmos, e pelo menos um €
tipicamente dois dominios VL ou partes dos mesmos. Em
determinadas formas de realizacéo, 0 anticorpo é um
tetramero de duas cadeias pesadas de imunoglobulina e duas
cadeias leves de imunoglobulina, em que as cadeias pesadas
e leves de imunoglobulina sédo interligadas, p. ex., Ppor
ligagdes dissulfureto. 0Os anticorpos, ou uma parte dos
mesmos, podem ser obtidos a partir de gqualquer origem,
incluindo, mas n&do se limitando a, roedor, primata (p. ex.,
primata humano e n&o humano), camelo, etc., ou podem ser
produzidos de forma recombinante, p. ex., quimérica,
humanizada e/ou gerada in vitro, p. e€x., através de métodos
bem conhecidos dos peritos na técnica.

Os exemplos de fragmentos de 1ligacdo abrangidos no
termo “fragmento de ligacdo ao antigénio” de um anticorpo
incluem, mas ndo se limitam a, (i) um fragmento Fab, um
fragmento monovalente que consiste nos dominios VL, VH, CL
e CH1; (ii) um fragmento F(ab’),, um fragmento bivalente
que compreende dois fragmentos Fab ligados por uma ponte
dissulfureto na regido de charneira; (iii) um fragmento Fd
que consiste nos dominios VH e CH1; (iv) um fragmento Fv
que consiste nos dominios VL e VH de um uUnico braco de um
anticorpo, (v) um fragmento dAb que consiste num dominio
VH; (vi) um dominio variavel de cadeia pesada de camelo ou
transformada de camelo (VHH); (vii) uma cadeia unica Fv
(scFv; consulte abaixo); (viii) um anticorpo biespecifico;
e (ix) um ou mais fragmentos de uma molécula de
imunoglobulina fundidos numa regido Fc. Além disso, embora
os dois dominios do fragmento Fv, VL e VH, sejam
codificados por genes separados, ©0S mesmos podem ser

unidos, utilizando métodos recombinantes, através de um
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ligante sintético que permite gque o0s mesmos sejam
produzidos como uma cadeia Unica de proteina na qual as
regides VL e VH se juntam ©para formar moléculas
monovalentes (conhecida como cadeia tUnica Fv (scEv));
consulte, p. ex., Bird et al. (1988) Science 242:423 a 26;
Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. E.U.A. 85:5879
a 83). Igualmente, ¢é pretendido que esses anticorpos de
cadeia Unica estejam abrangidos no termo “fragmento de
ligacdo ao antigénio” de um anticorpo. Estes fragmentos
podem ser obtidos utilizando técnicas convencionais
conhecidas dos peritos na técnica, e os fragmentos séo
avaliados relativamente a funcdo da mesma maneira que o0s
anticorpos intactos.

0 “fragmento de ligacéao ao antigénio” pode,
opcionalmente, incluir ainda uma porcdo que melhora uma ou
mais entre, p. ex., estabilidade, funcdo de célula efetora
ou fixacdo de complemento. Por exemplo, o fragmento de
ligacdo ao antigénio pode ainda incluir uma porcéo
peguilada, albumina, ou uma regido constante de cadeia
pesada e/ou leve.

Para além de anticorpos “biespecificos” ou
“bifuncionais”, um anticorpo é compreendido como tendo cada
um dos respetivos locais de ligacdo idénticos. Um anticorpo
“pbiegpecifico™ ou “bifuncional” ¢é um anticorpo hibrido
artificial com dois pares de cadeia pesada/leve diferentes
e dois locais de ligacdo diferentes. 0Os anticorpos
biespecificos podem ser produzidos através de uma variedade
de métodos, incluindo a fusdo de hibridomas ou a ligacdo de
fragmentos Fab’. Consulte, p. ex., Songsivilai e Lachmann
(1990) Clin. Exp. Immunol. 79:315 a 21; Kostelny et al.
(1992) J. Immunol. 148:1547 a 53.

A  expressdo “proteina” ou “produto de proteina”
refere-se a uma ou mais cadeias de aminoédcidos. Conforme
aqgui utilizado, o termo “proteina” é sinénimo de

“polipéptido” e, como é geralmente compreendido na técnica,
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refere-se pelo menos a uma cadeia de aminoidcidos ligada
através de ligacodes de péptidos sequenciais. Em
determinadas formas de realizacéo, uma “proteina de
interesse” ou um “polipéptido de interesse” & uma proteina
codificada por uma molécula exdgena de &cido nucleico que
foi transformada numa célula hospedeira. Em determinadas
formas de realizacdo, em que a “proteina de interesse” é
codificada por wum ADN exdgeno com o dqual a célula
hospedeira foi transformada, a sequéncia de &4cido nucleico
do ADN exdgeno determina a sequéncia de aminodcidos. Em
determinadas formas de realizacéo, uma “proteina de
interesse” é uma proteina codificada por uma molécula de
dcido nucleico gque ¢é endbgena em vrelacgdo a célula
hospedeira. Em determinadas formas de realizacéo, a
expressdo de uma proteina enddgena de interesse assim é
alterada mediante a transfecdo de uma célula hospedeira com
uma molécula exbdbgena de 4&cido nucleico gue pode, por
exemplo, conter uma ou mals sequéncias reguladoras e/ou
codificar uma proteina gque melhora a expressdo da proteina
de interesse. Os métodos e as composicdes da presente
invencdo podem ser utilizados ©para produzir qualqgquer
proteina de interesse, incluindo, mas n&o se limitando a,
proteinas com propriedades farmacéuticas, diagndbsticas,
agricolas e/ou quaisquer umas de uma variedade de outras
propriedades que s&o uUteis em aplicagdes comerciais,
experimentais e/ou outras. Além disso, uma proteina de
interesse pode ser uma proteina terapéutica. Nomeadamente,
uma proteina terapéutica é uma proteina que tem um efeito
bioldégico numa regido do corpo na gual o mesmo atua, ou
numa regido do corpo na gqual o mesmo atua remotamente
através de intermediarios. Os exemplos de terapéutica de
proteinas sdo descritos abaixo em mais detalhe. Em
determinadas formas de realizacdo, as proteinas produzidas
utilizando métodos e/ou composicdes da presente invencédo

podem ser processadas e/ou modificadas. Por exemplo, uma



20

proteina para ser produzida de acordo com a presente
invencdo pode ser glicosilada.

A presente invencdo pode ser utilizada para células de
cultura para a producdo vantajosa de qualguer proteina
terapéutica, tais como enzimas, recetores, anticorpos (p.
ex., anticorpos monoclonais e/ou policlonais), proteinas de
fusdo Fc, citocinas, hormonas, fatores reguladores, fatores
de crescimento, fatores de coagulacdo/coagulabilidade,
agentes de ligacdo ao antigénio, etc. relevantes de forma
farmacéutica ou comercial. Um perito na técnica teré
conhecimento de outras proteinas que podem ser produzidas
de acordo com a presente invencdo, e serd capaz de utilizar
métodos aqui divulgados para produzir essas proteinas.
Construcgdes de Expressdo e Geracdo de Células Hospedeiras
Recombinantes

A  presente invencdo utiliza c¢células hospedeiras
recombinantes, . ex., células procaridticas ou
eucaridticas, isto é, células transfetadas com uma
construcdo de expressdo contendo um A&cido nucleico que
codifica um polipéptido de interesse. A expressdo “células
animais” abrange células de invertebrado, de vertebrado né&o
mamifero (p. ex., aviadrio, réptil e anfibio) e de mamifero.
Os exemplos ndo limitativos de células de invertebrado
incluem as seguintes células de inseto: Spodoptera
frugiperda (lagarta), Aedes aegypti (mosquito), Aedes
albopictus (mosquito), Drosophila melanogaster (mosca da
fruta) e Bombyx mori (bicho-da-seda/sirgo).

Uma qgquantidade de 1linhas celulares de mamifero sé&o
células hospedeiras adequadas para a expressdo recombinante
de polipéptidos de interesse. As linhas de células
hospedeiras de mamifero incluem, por exemplo, COS, PER.Co,
™4, VERO076, MDCK, BRL-3A, W138, Hep G2, MMT, MRC 5, FS4,
CHO, 293T, A431, 3T3, CV-1, C3H10T1/2, Colo205, 293, Hela,
I. cells, BHK, HL-60, FRhL-2, U937, HaK, células Jurkat,
Rat2, BaF3, 32D, FDCP-1, PCl2, Mlx, mielomas murinos (p.
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ex., SP2/0 e NSO) e células CC2Cl2, Dbem como 1linhas
celulares transformadas de primata, hibridomas, células
diploides normais, e estirpes de células derivadas de
cultura in vitro de tecido primdrio e explantes primarios.
Qualguer célula eucaridtica que seja capaz de expressar o
polipéptido de interesse pode ser utilizada nos métodos de
concecdo de meios divulgados. Numerosas linhas celulares
estdo disponiveis a partir de fontes comerciais, tais como
a Colecdo Americana de Culturas Celulares (ATTC - American
Type Culture Collection). Numa forma de realizacdo da
invencdo, a cultura de células, p. ex., a cultura de
células em grande escala, utiliza células de hibridoma. A
construcdo de células de  hibridoma de producdo de
anticorpos ¢ bem conhecida na técnica. Numa forma de
realizacdo da invencdo, a cultura de células, p. ex., a
cultura de células em grande escala, utiliza células CHO.
Em alternativa, pode ser possivel produzir de forma
recombinante polipéptidos de interesse em eucariotas
inferiores, tais como levedura, ou em procariotas, tais
como bactérias. As estirpes de levedura adequadas incluem
as estirpes Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces
pombe, Kluyveromyces, Candida, ou qualquer estirpe de
levedura capaz de expressar o polipéptido de interesse. As
estirpes bacterianas adequadas incluem £Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, ou qualquer
estirpe bacteriana capaz de expressar o polipéptido de
interesse. A expressdo nas bactérias pode resultar na
formacdo de corpos de inclusdo gque incorporam a proteina
recombinante. Deste modo, o0 redobramento da proteina
recombinante pode ser necessidrio para produzir material
ativo ou mais ativo. Diversos métodos para obter proteinas
heterdlogas corretamente dobradas a partir de corpos de
inclusdo Dbacterianos s&o conhecidos na técnica. Estes
métodos envolvem geralmente a solubilizacdo da proteina a

partir dos corpos de inclusédo e, em seguida, a desnaturacédo
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completa da proteina utilizando um agente caotrdpico.
Quando estdo presentes residuos de cisteina na seguéncia de
aminodcidos primaria da proteina, é muitas vezes necesséario
realizar o redobramento num ambiente que permite a formacéo
correta de 1ligagdes dissulfureto (um sistema redox). Os
métodos gerais de redobramento s&do divulgados em Kohno
(1990) Meth. FEnzymol. 185:187 a 95, EP 0433225, e Patente
U.S. n.° 5.399.677.

A presente invencdo utiliza construcdes, na forma de
plasmideos, vetores e cassetes de transcricdo ou expresséao,
constituidas por, pelo menos, um polinucledtido que
codifica um polipéptido de interesse. 0s vetores sé&o
capazes de direcionar a expressdo de genes aos quais se
encontram ligados de modo funcional. Esses vetores s&o aqui
referidos como “wetores de expressdo recombinante” ou
“vetores de expressdo”. Em geral, os vetores de expressdo
de utilidade nas técnicas de ADN recombinante encontram-se
muitas vezes na forma de plasmideos. Na presente
especificacdo, “plasmideo” e “wetor” podem ser utilizados
alternadamente, uma vez que o plasmideo é a forma de vetor
mais comum. Contudo, a invencdo pretende incluir outras
formas de vetores de expressdo que servem funcdes

equivalentes, incluindo, mas n&do se limitando a, vetores

virais (p. ex., retrovirus defeituosos de replicacéo,
alfavirus, adenovirus e virus adeno-associados
modificados).

As construcdes que sdo adequadas para a expressdo de
proteinas nas células animais s&o Dbem conhecidas na
técnica. Por exemplo, os polinucledtidos podem ser ligados
de modo funcional a uma sequéncia de controlo de expressio,
tais como as presentes nos vetores de expressdo pMT2 ou pED
divulgados, p. ex., em Kaufman et al. (1991) Nuc. Acids
Res. 19:4485 a 90. Outras sequéncias de controlo de
expressdo adequadas sdo verificadas em vetores conhecidos

na técnica e incluem, mas ndo se limitam a: HaloTag™ pHTZ2,
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PACT, pBIND, pCAT®3, pCI, phRG, phRL (Promega, Madison,
WI); pcDNA3.1, pcDNA3.1-E, pcDNA4/HisMAX, pcDNA4/His-MAX-E,
PcDNA3.1/Hygro, pcDNA3.1/Zeo, pZeoSV2, pRc/CMV2, pBudCE4
PRc/RSV  (Invitrogen, Carlsbad, CA); Vetores pCMV-3Tag,
Vetor pCMV-Script®, Vetores pCMV-Tag, Vetores PSGH
(Stratagene, La Jolla, CA); pDNR-Dual, pDNRCMV (Clonetech,
Palo Alto, CA); e pSMEDA (Wyeth, Madison, WI). Os métodos
gerais de expressdo de proteinas recombinantes s&o
igualmente conhecidos e sdo exemplificados, p. ex., em
Kaufman (1990) Meth. Enzymol. 185:537 a 66.

Conforme aqui definido, “ligado de modo funcional”
significa ligado de forma enzimadtica ou quimica para formar
uma ligacdo covalente entre o polinucledétido a ser
expressado e a sequéncia de controlo de expressdo, de
maneira a que a proteina codificada seja expressada pela
célula hospedeira transfetada.

As construcdes de expressdo recombinante da invencgédo
podem incluir sequéncias adicionais, tais como sequéncias
reguladoras (p. ex., sequéncias gque regulam a replicacdo de
vetores (p. ex., origens de replicacdo, a transcricdo da
sequéncia de &cidos nucleicos que codifica o polipéptido

(ou péptido) de interesse) ou a expressdo do polipéptido

codificado), sequéncias de caudas (tag), tais como
histidina, e genes de marcador selecionavel. O termo
“sequéncia reguladora” pretende incluir promotores,

intensificadores e gquaisquer outros elementos de controlo
de expressdo (p. ex., sinais de poliadenilacédo, locais de
splice de transcricdo) que controlem a transcricdo, a
replicacdo ou a traducdo. Essas sequéncias reguladoras sé&o
descritas, por exemplo, em Goeddel, “Gene Expression
Technology: Methods 1in Enzymology”, Academic Press, San
Diego, CA (1990). Os peritos na técnica irdo reconhecer que
a concecdo do vetor de expressido, incluindo a selecdo de
sequéncias reguladoras, dependera de varios fatores,

incluindo a escolha da célula hospedeira e do nivel de
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expressdo de proteinas desejada. As sequéncias reguladoras
preferidas para a expressdo de proteinas em células
hospedeiras de mamifero incluem elementos virais que
direcionam niveis elevados de expressdo de proteinas, tais
como promotores e/ou intensificadores derivados do promotor
FF-la e poli A BGH, citomegalovirus (CMV) (p. ex., O
intensificador/promotor CMV), virus simiano 40 (SV40) (p.
ex., o intensificador/promotor SV40), adenovirus (p. €x., O
maior promotor tardio de adenovirus (AdMLP)) e polioma. Os
elementos reguladores virais, e as sequéncias dos mesmos,
sdo descritos, p. ex., nas Patentes U.S. n.° 5.168.062;
4.510.245; e 4.968.615.

Os vetores adequados, que contém sequéncias
reguladoras apropriadas, incluindo sequéncias de
promotores, sequéncias de terminadores, sequéncias de
poliadenilacdo, sequéncias de intensificadores, sequéncias
de genes marcadores e outras, conforme apropriado, podem
ser escolhidos ou construidos. A expressdo induzida de
proteinas, alcancada utilizando vetores com sequéncias de
promotores induzidas, tais como vetores induzidos por
tetraciclina, p. ex., pTet-On™ e pTet-0ff™ (Clontech, Palo
Alto, CA), também pode ser utilizada no método divulgado.
Para obter mais detalhes relativamente aos vetores de
expressdo, consulte, 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
manipulacdo de acidos nucleicos, por exemplo, na preparacao
de construgdes de 4cido nucleico, na mutagénese, na
sequenciacéao, na introducdo de ADN nas células, na
expressdo de genes e na analise de proteinas, também séo
descritos em detalhe em “Current Protocols in Molecular
Biology” (2% ed.) eds. Ausubel et al., Wiley & Sons,
Alameda, CA (1992).
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Um  polinucledétido inserido numa construcédo de
expressdo para produzir um polipéptido de interesse pode
codificar qualquer polipéptido que seja capaz de ser
expressado na célula hospedeira utilizada na cultura de
células. Deste modo, o polinucledétido pode codificar
produtos de genes completos, partes de genes completos,
péptidos ou proteinas de fusdo. Esses polinucledtidos podem
consistir em ADNc ou ADN gendmico, e podem ser derivados de
qualquer animal. Os polinucledétidos podem ser isolados de
células ou organismos através de métodos conhecidos na
técnica, p. ex., PCR ou RT-PCR, ou podem ser produzidos
através de métodos de sintese quimica convencionais
conhecidos. Esses polinucledtidos quimicamente sintéticos
podem ter propriedades bioldgicas em comum com
polinucledétidos naturais e, deste modo, podem ser
utilizados como substitutos de polinucledtidos naturais.

Os polipéptidos também podem ser produzidos de forma
recombinante ligando de modo funcional o polinucledtido que
codifica o polipéptido de interesse as sequéncias de
controlo adequadas num ou em mais vetores de expressdo de
insetos, tais como vetores de baculovirus, e utilizando um
sistema de expressdo de células de inseto. 0Os materiais e
métodos para os sistemas de expressdo de baculovirus/Sf9
encontram-se disponiveis comercialmente em forma de kit (p.
ex., o0 kit MAXBAC®, Invitrogen, Carlsbad, CA).

A transfecdo de células hospedeiras, p. ex., células
animais, com a construcdo de expressdo pode ser alcancada
através de muitos métodos gque sdo bem conhecidos na
técnica. As células podem ser transfetadas de modo
transitdério ou transfetadas de modo estédvel. Existem
diversos métodos bem estabelecidos para a distribuicdo de
moléculas, particularmente &cidos nucleicos, nas células
hospedeiras, p. ex., células animais. Dependendo do tipo de
célula, da transfecdo desejada (isto ¢é, transitdéria ou

estével), e dos requisitos experimentais especificos, tais
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como a transfecdo de linhas celulares dificeis ou células
primérias, o tipo de molécula transfetado (ADN gendmico,
ADN, oligonucledétidos) ou a construcdo de expressédo
escolhida, cada método de transferéncia tem wvantagens e
desvantagens conhecidas dos peritos na técnica. Os métodos
de transfecdo comuns incluem, p. ex., precipitacdo de
fosfato de célcio, transfecdo mediada por lipossoma,
transfecdo mediada por DEAE Dextrano, bombardeamentos de
genes, eletroporacéo, distribuicéao de nanoparticulas,
poliaminas, epissomas e ©polietileniminas. Além disso,
muitos kits de transfecdo e reagentes encontram-se
comercialmente disponiveis a partir de empresas, tais como
Invitrogen (VOYAGER™, LIPOFECTIN®), EMD Biosciences, San
Diego, CA (GENEJUICE ™y, Qiagen, Germantown, MD
(SUPERFECT™), Orbigen, San Diego, CA (SAPPHIRE™), e muitos
outros conhecidos dos peritos na técnica. Os protocolos de
transfecdo também podem ser encontrados em “Basic Methods
in Molecular Biology” (2% ed.) eds. Davis et al., Appleton
e Lange, CT (1994).

A presente invencdo utiliza culturas de células, p.
ex., culturas de células animais em grande escala, para
produzir grandes quantidades do polipéptido de interesse.
Os métodos para transfec¢des transitdérias em grande escala
sdo divulgados 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 a 77; Maiorella et al.
(1988) Bio/Technology 6:1406 a 10; Baldi et al., supra; Lan
Pham et al., supra; Meissner et al., supra; Durocher et
al., supra). Em geral, a expressdo de genes transitdéria em
grande escala em culturas de células de mamifero pode
utilizar qualgquer um de diversos tipos comuns de modos de
transfecdo, p. ex., polietilenimina, impulso de campo
elétrico, CALFECTION™ ou fosfato de célcio, para alcancar

uma eficiéncia de transfecdo elevada em escalas ou volumes



27

desejados, p. ex., superior a 10 litros (Derouazi et al.,
supra; Rols et al. (1992) Eur. J. Biochem. 206(1):115 a 21;
Wurm e Bernard (1999) Curr. Opin. Biotechnol. 10(2):156 a
59; Schlaeger e Christensen (1999) C(Cytotechnology 30(1-
3):71 a 83; Jordan et al. (1998) Cytotechnology 26(1):39 a
47; Lindell et al. (2004) Biochim. Biophys. Acta
1676(2):155 a 61). Geralmente, estas culturas em grande
escala desenvolvem-se em Dbiorreatores, agitadores ou
incubadoras com chapas de agitacdo, e também podem ser
conhecidas como culturas “giratdrias” ou “em suspensdo”.
Deste modo, em oposicdo as transfec¢des tradicionais, nas
quais as células se encontram ligadas a chapas ou frascos,
os métodos divulgados utilizam geralmente culturas em
suspensdo. As culturas de células em grande escala séo
geralmente consideradas como sendo culturas de células que
tém um volume superior a cerca de 100 ml.

Em alguns casos, as linhas celulares gque expressam o
polipéptido de interesse podem ser, em primeiro lugar,
produzidas e, em seguida, utilizadas para semear uma
cultura de células em grande escala. As linhas celulares
estiveis que expressam uma proteina de interesse podem ser
produzidas através de varios métodos bem conhecidos,
incluindo 0s métodos utilizados para a transfecéo
transitéria aqui divulgada. Em geral, as linhas celulares
estdveis sé&do produzidas mediante crescimento a longo prazo
e selecdo em meios definidos guimicamente. Por exemplo, as
células transfetadas (p. ex., por precipitacdo de fosfato
de calcio ou transfecdo de lipossoma) com um acido nucleico
que codifica um polipéptido de interesse podem ser
transfetadas em simultdneo com um vetor que inclui um gene
de resisténcia de neomicina, que confere resisténcia a
neomicina/geneticina (G418) . Em seguida, as células
transfetadas desenvolvem-se em meios que contém G418, e as
células sobreviventes expandem-se mediante clonagem para

produzir uma linha celular que se expressa de modo estéavel.
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As aliquotas desta linha <celular podem depois ser
utilizadas para semear uma cultura em grande escala e para
produzir grandes quantidades da proteina de interesse.

A transfecdo de células necessita da otimizacdo de
diversas varidveis, incluindo a densidade de semeadura de
células (p. ex., cerca de 1 x 10° a cerca de 3 x 10°
células/ml de cultura), a concentracdo de soro (p. ex., 0 a
10%), a temperatura de incubacdo (p. ex., cerca de 20 a 38
°C), o veiculo de transfecdo ou reagente (quimico ou
elétrico), o volume de cultura (p. ex., cerca de 5 ml a 20
litros) e o tempo de incubacdo (p. ex., cerca de 24 a 144
horas). 0Os parédmetros ideais wvariam para cada tipo de
célula. Contudo, 0s fornecedores comerciais fornecem
geralmente diretrizes de otimizacdo para a transfecdo de
determinados tipos de célula, tal como varias referéncias
conhecidas dos peritos na técnica que utilizam a transfecéo
da célula hospedeira escolhida. Estas fontes podem ser
utilizadas para direcionar a transfecéo da célula
hospedeira escolhida, ou podem ser utilizadas como um ponto
inicial a partir do qual pode ser utilizado um método de
tentativas simples para fornecer parédmetros de transfecéo
ideais.

Cultura de Células

Os procedimentos tipicos para produzir um polipéptido
de interesse incluem culturas batch (sistema fechado) e
culturas fed-batch (sistema intermitente/continuo). Os
processos de cultura batch (sistema fechado) compreendem
tradicionalmente a inoculacdo de uma cultura de producdo em
grande escala com uma cultura de sementes de uma
determinada densidade celular, o crescimento das células em
condicdes que conduzem a viabilidade e ao crescimento
celular, a colheita da cultura quando as células atingem
uma densidade celular especificada e a purificacdo do
polipéptido expressado. 0Os procedimentos de cultura fed-

batch (sistema intermitente/continuo) incluem uma etapa ou
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etapas adicionais de complementacdo da cultura batch
(sistema fechado) com nutrientes e outros componentes que
sdo consumidos durante o crescimento das células. Um perito
na técnica ird reconhecer que a presente invencdo pode ser
utilizada em qualguer sistema no qual as células séo
cultivadas incluindo, mas ndo se limitando a, sistemas
batch (sistema fechado), fed-batch (sistema
intermitente/continuo) e em perfusdo. Em determinadas
formas de realizacdo preferidas da presente invencdo, as
células desenvolvem-se em sistemas fed-batch (sistema
intermitente/continuo) .

Um problema persistente e por resolver com as culturas
tradicionais, p. ex., culturas batch (sistema fechado) e
fed-batch (sistema intermitente/continuo), ¢ a producdo de
produtos de residuos metabdlicos, que tém efeitos
prejudiciais no crescimento e na viabilidade celular, bem
como na producdo de polipéptidos expressados. Dois produtos
de residuos metabdlicos qgque tém efeitos particularmente
prejudiciais sdo lactato e amdnio, que sdo produzidos como
um resultado do metabolismo de glicose e glutamina,
respetivamente. Além da producdo enzimdtica de amdénio como
um resultado do metabolismo de glutamina, o amdénio também
se acumula nas culturas de células como um resultado de
degradacédo ndo metabdlica ao longo do tempo.

As formulacGes de meios tradicionais, incluindo meios
comercialmente disponiveis, tais como F10 de Ham (Sigma),
Meio Essencial Minimo ([MEM], Sigma), RPMI-1640 (Sigma) e
Meio de FEagle Modificado por Dulbecco ([DMEM], Sigma),
contém niveis relativamente elevados de glicose e glutamina
(o ultimo em comparacgéao com outros aminoacidos) .
Anteriormente, partia-se do principio de gue estes
componentes eram abundantemente necessdrios, uma vez dJue
correspondem as fontes de energia metabdlica primadrias para
as células. Contudo, o rapido consumo destes nutrientes

origina a acumulacdo de lactato e amdénio conforme descrito
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acima. Adicionalmente, altos niveis iniciais de glicose e
glutamina e a acumulacdo subsequente de lactato e amdnio
resultam em osmolaridade elevada, uma condicdo que é, por
si prépria, muitas vezes prejudicial para o crescimento
celular, a viabilidade celular e a producédo de
polipéptidos. O meio concebido racionalmente aqui divulgado
pode ser modificado para diminuir a acumulacdo de produtos
metabdlicos nocivos. Essas modificacdes podem ser
encontradas, p. ex., nos Pedidos de Patente Publicados U.S.
n.° 2005/0070013 (fornecimento de glicose restrito) e
2006/0121568 (modificacdes de teor de aminodacido e
relacdes) .
Formulac®es e Concecdo Racional de Meios

As formulacdes de meios tradicionais comegam com um
nivel relativamente baixo de aminoacidos totais em
comparacdo com as formulacdes de meios da presente
invencdo. Por exemplo, DME-F12 (uma mistura 50:50 de meio
de Eagle Modificado por Dulbecco e meio Fl2 de Ham) tem um
teor total de aminodcido de 7,29 mM, e o meio de cultura de
células tradicional conhecido como RPMI-1640 tem um teor
total de aminodcido de 6,44 mM (consulte, p. ex., Morton
(1970) In Vitro 6:89 a 108; Ham (1965) Proc. Nat. Acad.
Sci. E.U.A. 53:288 a 93; Moore et al. (1967) J. Am. Medical
Assn. 199:519 a 24). As mais recentes formulacdes de meios
(tais como os meios divulgados no Pedido de Patente
Publicado U.S. n.° 2006/0121568) contém niveis mais altos
de aminodcidos e nutrientes. Contudo, as formulacdes
tradicionais ndo se Dbaseiam em requisitos de células
calculados reais, que incluem crescimento celular,
manutencdo de células e, para as culturas de células
utilizadas para produzir polipéptidos recombinantes,
requisitos de producdo. Mediante a utilizacdo destas
variaveis, sdo aqui fornecidos métodos de determinacdo de
formulacdes de meios com concentracdes muito mais altas,

mas ndo tdéxicas, de aminoacidos totais.
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As formulacdes de meios de cultura de células, p. ex.,
as formulacdes de meios de cultura de células em grande
escala, aqui descritas, quando utilizadas de acordo com, p.
ex., outras etapas de cultura aqui descritas e com, p. ex.,
modificacdes, tais como as encontradas, p. ex., no Pedido
de Patente Publicado U.S. n.° 2006/0121568, otimizam a
densidade celular e titulo de polipéptido. Uma concentracdo
de aminodcido das formulacdes de meios aqui descritas
baseia-se na concentracdo dos aminodcidos necessarios para:
1) massa celular; 2) manutencdo de células; e 3) producédo
de polipéptidos. Numa forma de realizacdo da divulgacdo, um
meio de cultura de células contém uma concentracdo dos
aminocdcidos que ¢é calculada para a utilizacdo na massa
celular, uma concentracdo dos aminodcidos que é calculada
para a utilizacdo na manutencdo de células e uma
concentracdo dos aminodcidos que ¢é calculada para a
incorporacdo no polipéptido de interesse. Noutra forma de
realizacdo da divulgacdo, um meio de cultura de células
contém uma concentracdo, A, de um aminocdcido que ¢é
representada pela fédrmula A=[ (M*X)+ (N*P)+ (Y*M*X)]*F, em que
X corresponde a concentracdo do aminodcido que é utilizada
por unidade de massa celular, P corresponde a concentracédo
do aminocdcido que ¢é wutilizada para a incorporacdo no
polipéptido de interesse por unidade de titulo de
polipéptido, M corresponde ao multiplicador para a massa
celular desejada (isto &, as unidades maximas desejadas de
massa celular), N corresponde ao multiplicador para a
concentracdo desejada do polipéptido de interesse (isto ¢&,
titulo de polipéptido-alvo ou desejado, Y corresponde ao
fator de manutencdo de células; e F corresponde ao fator de
linha de base.

A concentracédo, P, do aminodcido que é utilizada para
a incorporacdo no polipéptido de interesse por unidade de
titulo de polipéptido na férmula acima baseia-se na

estrutura primdria da proteina recombinante, isto é, o teor
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de aminoédcido do polipéptido. Deste modo, P ird variar com
base no polipéptido de interesse que seréd produzido através
da cultura de células em grande escala. Em seguida, P pode
ser convertido no requisito de aminodcido para a
concentracdo-alvo do polipéptido de interesse utilizando N,
o multiplicador para a concentracdo desejada do polipéptido
de interesse (isto ¢é, titulo de ©polipéptido-alvo ou
desejado). Em alguns exemplos representativos da divulgacédo
abaixo, a unidade bésica de titulo de polipéptido é de 1
g/L. Na Tabela 1 abaixo, que contém um cédlculo
representativo utilizando a férmula aqui fornecida, a
concentracdo de aminodcido do meio de cultura de células
que é necesséiria para o polipéptido de interesse num titulo
de 10 g/L (coluna 4) ¢é determinada multiplicando a
concentracdo, P, do aminodcido necessiria para 1 g/L

(coluna 2) pelo multiplicador, N, em que N=10.
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Tabela 1: Determinacdo Representativa da Concentracdo de Aminoacido de Linha de Base Ajustada

Necessaria para o Titulo-Alvo de 10 g/L de Anticorpo numa Massa Celular Deselada, em que &

Magsa Celular Desejada é Representada pela Densidade Celular Méxima Desejada de 15 x 10°

células/ml
3 (3)
. 2P 3 (%) PxN Kxl cXxMxY) 7
{Colima 7 x B
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Necessaria para
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lensicads

Celalar Max'me

esejace (F=L,3)
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Turz 3x 15
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"
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L& 1,13 g 3,50 19,49 16,24
LY 1,52 02 5,31 3,5 e 13,11 16,010
MET 3,0 0,06 0,97 0,56 2,60
PEE 1,23 12 2,3 1% 1,6
BRO 1,59 16 5,3 2,3} 2,33 1,61
SIR 1,07 i 9,73 5,11 5,1 13, % 25,34
THR 1,65 3,0 17,83
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. 2P 3 () LPxN Xz M 7
(Colana 7 x B)
Iinodcide [ Concentragt Concertragio | Concertracio Corcentregdo Lorcentregde | Concentragds Conertraso de
(AR) de 2A de AA oe A Tomal de B Totel e de 23 Totel A de Linha de
Yecessaric Hecesséria Kecesséria tara aric paza Ca_mnlaca
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TR 1,8 £, 1,64 1,58 41

IR 1,3 £,12 3,48 1,7 1,7 7,33 9,4
VAL 1,1 £,23 7,3 3,21 3,50 18, 4]
Total

(M) I 3,6 7,03 55,21 35,4 187,55 243,82
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O multiplicador N pode ser calculado, ©p. ex.,

multiplicando a densidade de células viédveis integradas

(IVC - Integrated Viable Cell) pela produtividade
especifica (ap) de uma determinada linha celular
(N=IVC*gp) . Por exemplo, se a densidade de semente de uma

determinada linha celular for de 0,8 x 10° células/ml, a
densidade celular no dia 6 e dia 10 for de 15 x 10°
células/ml, e a densidade celular no dia 18 for de 11 x 10°
células/ml (isto é, 73% do valor nos dias 6 e 15), entédo
IVC=211 x 10° (células/ml)*dia (isto &, [(0,8+15)/2]*6 dias
+ [(15+15)/2]*4 dias + [(15+11)/2]*8 dias). Se a
produtividade especifica média (gp) da linha celular
escolhida for, p. ex., 47 ng/10° células/dia, entdo N=10
g/L no dia 18 (isto ¢, 211 x 10° (células/ml)*dia x 47
ug/10° células/dia). Um perito na técnica iréd perceber que
estes célculos podem ser efetuados com qualgquer linha
celular, ou que N pode ser estimado com base nas
caracteristicas e na origem da célula. Em alternativa, o
multiplicador N n&o necessita de ser calculado a partir de
IVC e gp, e pode simplesmente ser um titulo-alvo razoavel
para uma determinada cultura de células. Um exemplo
profético, que descreve o calculo de IVC e gp, e a outra
selecdo de valores N e M razoaveis sdo fornecidos como o
Exemplo 5 (abaixo).

Conforme aqui utilizado, “massa celular”, “densidade
celular” e afins referem-se a uma colecdo de células. Por
exemplo, uma massa celular pode referir-se a um pélete de
célula. Conforme aqui utilizado, “massa celular desejada” e
afins referem-se a uma colecdo de células, p. ex., um
pélete de célula, gque um praticante deseja obter numa
cultura de células. Conforme aqui utilizado, “unidade de
massa celular” e afins refletem uma quantidade de formas de
representar massa celular, p. ex., numero de células,
densidade celular, volume de células, volume de células

concentradas, peso seco das células, etc. Um perito na
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técnica saberd qual ¢ a forma mais conveniente ou
apropriada de representar uma unidade de massa celular,
etc., para uma determinada condicdo experimental. Um perito
na técnica também compreenderd que, dependendo da unidade
de massa celular, M, o multiplicador para massa celular
desejada, isto é, as unidades méximas desejadas de massa
celular, seréd representado por numeros de célula maximos
desejados, densidade celular méxima desejada, volume de
células maximo desejado, volume de células concentradas
maximo desejado, peso seco maximo desejado, etc.

Numa forma de realizacdo da divulgacdo, a unidade de
massa celular ¢é representada pela densidade celular, e a
massa celular desejada ¢é representada pela densidade
celular méxima desejada. Noutra forma de realizacdo, a
unidade de massa celular é representada pela massa ou pelo
peso seco das células. A massa celular desidratada consiste
essencialmente em todas as proteinas, hidratos de carbono,
lipidos e &acidos nucleicos presentes nessa massa celular.
Deste modo, a concentracdo, X, de um aminocdcido pode ser
determinada de forma experimental, fazendo girar primeiro
um numero conhecido de células para um pélete de célula,
secando o pélete de célula e, subsequentemente, expondo o
pélete seco a hidrdlise &cida, provocando assim a lise das
proteinas celulares do pélete de célula relativamente a
aminocdcidos individuais, que podem depois ser quantificados
por um analisador de aminodcido (consulte, p. ex., ©
Exemplo 1). Isto fornece a concentracdo de aminodcido, X,
de um determinado numero de células, que pode depois ser
convertido no requisito de aminocdcido para a densidade
celular méxima desejada utilizando M, o multiplicador para
a densidade celular méxima desejada. Na Tabela 1, a
concentracdo total de aminocdcido do meio de cultura de
células qgue é necesséaria para a densidade celular maxima
desejada de 15 x 10° células/ml (coluna 5) ¢é determinada

multiplicando a concentracdo, X, do aminodcido necessario
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para 10° células/ml (coluna 3) pelo multiplicador, M, em
que M=15. Deste modo, em alguns exemplos representativos da
divulgacdo, a unidade de massa celular é de 10° células/ml.
Em alternativa, p. ex., para um aminodcido conhecido por
ser suscetivel a degradacéo, a concentracéao, X, do
aminocacido que ¢é wutilizada na férmula acima pode ser
determinada a partir dos valores da literatura, p. ex.,
Nyberg et al. (1999) Biotechnol. Bioeng. 62:324 a 35;
Nadeau et al. (2000) Metab. Eng. 2:277 a 92; e Bonarius
(1996) Biotechnol. Bioeng. 50:299 a 318, ou dos métodos
divulgados nessas publicacdes ou publicacgdes semelhantes
conhecidas na técnica.

Quando o multiplicador M para a massa celular desejada
é representado pela densidade celular méxima desejada, M
pode ser escolhido como, p. ex., a densidade maxima de uma
determinada linha celular, pela densidade na qual a
produtividade da 1linha celular ¢ maximizada, ou pela
densidade prevista para a linha celular num determinado
periodo de tempo com base na taxa de crescimento
especifica.

A concentracdo de aminodcido do meio de cultura de
células gque é necesséiria para a manutencdo de células, Y, é
uma percentagem da concentragdo de aminodcido necessaria
para a massa celular desejada, p. ex., densidade celular
méxima desejada. Numa forma de realizacdo da divulgacdo, o
requisito de manutencdo varia entre 0% e 300% do requisito
de massa celular desejada, que fornece nutrientes
suficientes para a utilizacdo de células sem risco de
toxicidade induzida por nutrientes. Noutra forma de
realizacdo da divulgacdo, o requisito de manutencdo varia
entre 0% e 150% do requisito de massa celular desejada, que
fornece nutrientes suficientes para a utilizacdo de células
sem risco de toxicidade induzida por nutrientes. 0
requisito de manutencdo aumenta a medida que a duracdo da

cultura aumenta (p. ex., 100 a 150% de manutencdo para uma
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cultura de 21 dias). Na Tabela 1, a concentracdo de
aminodcido do meio de cultura de células que € necesséaria
para a manutencdo de células (coluna 6) ¢é determinada
multiplicando a concentragdo de aminoidcido necessaria para
a densidade celular méaxima desejada (coluna 5) pelo fator
de manutencéao de células, Y, que neste exemplo
representativo corresponde a 100%, de modo a permitir um

periodo de cultura alargado. O fator de manutencdo, Y, seré

diferente para células diferentes (e linhas <celulares
diferentes) dependendo das exigéncias metabdlicas
exclusivas das c¢élulas na cultura. Além disso, 0s

requisitos de manutencdo para células na cultura também
serdo diferentes devido a variabilidade nos processos, p.
ex., densidade de inoculacédo, duracdo da cultura, tempo de
mudanca de temperatura, etc. Como uma diretriz inicial, é
possivel fornecer, p. ex., 0% de manutencdo (diariamente)
para culturas nos dias 0 a 5, 3% a 5% de manutencdo
(diariamente) para culturas nos dias 6 a 10, e 7% a 10% de
manutencdo (diariamente) para culturas nos dias 11 a 21.
Para um processo superior a 21 dias, é possivel fornecer as
culturas 2% a 5% de manutencdo (diariamente) para esses
dias adicionais. Um perito na técnica iréd perceber que o
ajuste do fator de manutencdo, Y, para otimizar a densidade
e o titulo é meramente uma questdo de método de tentativas
habitual. O ajuste da concentracdo de aminoédcido de acordo
com o requisito de manutencdo de células é importante para
uma viabilidade e uma produtividade maiores da cultura de
células e, deste modo, é um aspeto importante da presente
divulgacdo. Por exemplo, o ajuste da concentracdo de
aminodcido de acordo com o requisito de manutencdo de
células permite que a cultura de células mantenha uma
densidade celular e uma viabilidade celular superiores, e
produza um titulo de polipéptido mais elevado (consulte, p.

ex., o Exemplo 6).
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Depois de determinados os requisitos de aminoéadcido de:
1) massa celular (coluna 5); 2) manutencdo de células
(coluna ©6); e 3) producdo de polipéptidos para o titulo-
alvo (coluna 4) desejadas, é possivel obter a concentracéo
total de aminodcido calculada da cultura de células-alvo.
Na Tabela 1, a concentracdo total de aminodcido calculada
do meio de cultura de células que € necessaria para a
cultura de células-alvo (coluna 7) é determinada
adicionando a concentracdo de aminodcido do meio de cultura
de células que é necesséria para o polipéptido de interesse
num titulo de 10 g/L (coluna 4), a concentracdo de
aminodcido do meio de cultura de células que é necessaria
para a densidade celular maxima desejada de 15 x 10°
células/ml (coluna 5), e a concentracdo de aminoacido do
meio de cultura de células gque é necesséaria para um nivel
selecionado de manutencdo de células (coluna 6).

Depois de obtida a concentracdo total de aminoéacido
calculada do meio de cultura de células gue & necesséaria
para a cultura de células-alvo conforme descrito acima, o
valor é ajustado para uma concentracdo de aminodcido do
meio de cultura de células desejado, A, através de um fator
de linha de base, F, que permite a forca motriz da
transferéncia de amino, p. ex., os aminodcidos adicionais
necessarios para a transferéncia de massa, o0s aminoacidos
adicionais necessédrios para ativar o transporte pela
membrana celular, etc. Este wvalor ajustado, A, ¢é aqui
referido como a “concentracdo de aminodcido de linha de
base ajustada” ou “concentracdo otimizada”. A concentracédo
de aminoédcido de linha de base ajustada, A, representa a
quantidade total cumulativa de aminocacidos que serdo
fornecidos a cultura, expressada em relacdo ao volume final
da cultura, que inclui o volume do meio inicial, mais o
volume de quaisquer alimentacdes para culturas em perfusédo
ou fed-batch (sistema intermitente/continuo). O ajuste da

concentracdo total de amincdcido para a concentracdo de
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aminodcido de linha de base ajustada é um aspeto importante
da divulgacdo, uma vez gque permite uma viabilidade celular,
uma densidade celular e titulos de polipéptido superiores
(consulte, p. ex., o Exemplo 6).

O fator de linha de Dbase, F, que aumenta a
concentracdo total de aminodcido <calculada do meio de
cultura de células em, no maximo, 200%, wvaria entre 1 (0%
de aumento) e 3 (200% de aumento). Numa forma de realizacéo
da divulgacédo, o intervalo para F é entre 1 e 1,5. Noutra
forma de realizacdo da divulgacdo, um valor de F abaixo de
1 pode ser compensado modificando a concentracdo total de
aminocadcido calculada do meio de cultura de células (Tabela
1, coluna 7), o qgue pode ser alcancado modificando a
concentracdo de aminodcido necessédria para a massa celular
desejada, a concentracdo de aminodcido necessaria para a
manutencdo de células, e/ou a concentracdo de aminocdcido
necesséaria para a incorporacdo no polipéptido de interesse.
Por exemplo, um fator de linha de base de 0,5 pode ser
compensado aumentando a concentracdo total de aminoécido
calculada do meio de cultura de células em, p. ex., um
fator de dois (ou mais), o que pode ser alcancado alterando
M, X, N, P e/ou Y. Na Tabela 1, a concentracdo de
aminocdcido de linha de base ajustada, A, do meio de cultura
de células que ¢é necessaria para o titulo-alvo e a
densidade celular méxima desejada (coluna 8) ¢ determinada
multiplicando a concentragdo total de aminoadcido calculada
do meio de cultura de células (coluna 7) pelo fator de
linha de base, F, que no exemplo representativo da Tabela 1
corresponde a 1,3 (correspondendo a um aumento de 30% sobre
a concentracdo total de aminodcido calculada do meio de
cultura de células).

O meio que contém a concentragcdo de linha de base
ajustada, A, de um aminodcido é aqui referido como o “meio
de cultura de células desejado”. Deste modo, o “meio de

cultura de células desejado” representa um meio de objetivo
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que contém a concentracdo de linha de base ajustada, A.
Este meio compreende, pelo menos, uma concentracdo de
aminoacido determinada pela férmula acima.
Preferencialmente, o meio de cultura de células desejado
contém mais de uma concentracdo de aminodcido determinada
pela férmula acima. Mais preferencialmente, o meio de
cultura de células desejado contém, pelo menos, doze
concentracdes de aminoé&cido ajustadas, p. ex., uma
concentracdo ajustada de arginina, histidina, isoleucina,
leucina, lisina, fenilalanina, prolina, serina, treonina,
triptofano, tirosina e valina, determinadas pela fdérmula
acima. Seréd compreendido por um perito na técnica que a
concentracdo de aminoadcido de linha de base ajustada, A, no
meio de cultura de células desejado pode ser alcancada
através de diversos meios, incluindo, mas sem limitacdo, a
adicdo individual dos aminoécidos, a adicdo de peptona ou
outros hidrolisados de proteina, e/ou a adicdo de outro
meio de cultura de células concentrado (p. ex., um meio de
cultura de células de alimentacdo (ou mistura de meio, p.
ex., um pd de meio)) a um meio de cultura de células
inicial (ou mistura de meio de cultura de células inicial,
p. ex., um pd de meio). Um perito na técnica iré
compreender que a adicdo de peptona (ou outro hidrolisado
de proteina) pode ser orientada pelos teores de aminoéacido
do produto de peptona especifico de escolha, ou através da
determinacdo da concentracdo de aminodcido fornecida por
uma determinada peptona, p. e€x., em geral, 5 g/L de peptona
fornecem uma concentracdo de cerca de 40 mM a cerca de 50
mM de aminodcidos totais.

A concentracdo de aminodcido no meio de cultura de
células desejado baseia-se, pelo menos, numa concentracdo
de aminodcido de 1linha de base ajustada, A, determinada
pela fédrmula inventiva aqui divulgada; contudo, essa
concentracdo, bem como outras concentracgdes de aminodcidos

no meio de cultura de células desejado, pode variar das
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concentracdes de aminocdcido de 1linha de base ajustada
devido a influéncia de diversos fatores. Por exemplo,
determinados aminodcidos podem ser produzidos durante a
cultura, e podem assim ser mantidos num nivel baixo. Outros
aminoadcidos podem variar com base nos valores publicados
(consulte, p. ex., o Pedido de Patente Publicado U.S. n.°
2006/0121568). Além disso, alguns aminoacidos, p. ex.,
metionina, podem ser consumidos a uma velocidade superior
por tipos de célula especificos e, por conseguinte, devem
ser adicionados em excesso. Contudo, outros aminoécidos,
tais como prolina, fornecem uma forca motriz para o
crescimento celular e a producdo de polipéptidos (consulte
o Exemplo 4), e estes aminodcidos devem ser fornecidos, em
alguns casos, numa quantidade superior a determinada pela
férmula inventiva acima. Além disso, é possivel modificar a
concentracdo de aminodcido de linha de base ajustada se a
concentracdo obtida utilizando a férmula acima for
considerada como sendo téxica (p. ex., a consideracédo dos
niveis de serina, tirosina, metionina e wvalina). E do
conhecimento de um perito na técnica, na obtencdo da
concentracdo de aminocdcido de linha de base ajustada, A, de
aminodcidos para a utilizacdo no meio de cultura de células
desejado, a alteracdo da concentracdo de aminodcido de
linha de base ajustada com base em fatores, tais como os
aqui mencionados.

Os componentes de meios adicionais, por exemplo,
vitaminas, sais, glicose, elementos, podem ser calculados a
partir de (ou com base em) varias fontes, p. ex., Pedidos
de Patente Publicados U.S. n.° 2005/0070013 e 2006/0121568.
Além disso, a concentracdo de aminodcido de linha de base
ajustada, A, de um aminoacido obtido utilizando a fdérmula
acima pode ser modificada para fornecer uma determinada
relacdo relativamente a outro aminodcido (p. ex., a relacgédo
de glutamina para asparagina) ou para Se 1inserir numa

concentracdo combinada desejada (p. ex., a concentracéo
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combinada de glutamina e asparagina). Por exemplo, é sabido
que um meio com um elevado teor de asparagina e um baixo
teor de glutamina combinado com uma mudanca de temperatura
permite a absorcdo de lactato, desintoxicando assim uma
cultura de células (Pedido de Patente Publicado U.S. n.°
2006/0121568) . Deste modo, é possivel modificar a
concentracdo de 1linha de base ajustada, A, de glutamina
e/ou asparagina, de modo a obter uma relacdo ideal.

Serd verificado a partir do exemplo representativo na
Tabela 1 gue a concentracdo combinada de concentracdes de
aminocadcido de linha de base ajustada para a utilizacdo no
meio de cultura de células desejado é elevada, isto &, mais
de 243 mM. Deste modo, é aqui divulgada a descoberta de que
é possivel utilizar uma concentracdo elevada de aminoacidos
num meio de cultura de células desejado sem toxicidade ou
prejuizo do titulo se essa concentracdo se basear nos
requisitos de aminocdcido calculados para uma densidade
celular-alvo e um titulo de polipéptido. Numa forma de
realizacdo da invencao, a concentracdo combinada de
aminodcidos no meio de cultura de <células desejado
corresponde a um valor entre cerca de 120 mM e cerca de 250
mM. Noutras formas de realizacdo, a concentracdo combinada
de aminodcidos no meio de cultura de células desejado é
superior a cerca de 250 mM, p. ex., 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 qualquer valor intermédio.

A concentracdo de linha de base ajustada identificada
acima, A, de um aminodcido que ¢é utilizado num meio de
cultura de células desejado pode ser utilizada em culturas
batch (sistema fechado), fed-batch (sistema
intermitente/continuo) e em perfusdo. Quando utilizada na
cultura batch (sistema fechado), a concentracdo inicial do
aminoacido utilizada no meio de cultura de células desejado

é a concentracdo de aminodcido de linha de base ajustada,
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A. Quando utilizada em culturas fed-batch (sistema
intermitente/continuo) ou em perfusdo, a concentracdo de
aminodcido de 1linha de base ajustada, A, representa a
quantidade total cumulativa de aminoadcidos que seré
fornecida a cultura, gque inclui o volume do meio inicial
mais o volume de todas as alimentacdes. Deste modo, para
culturas fed-batch (sistema intermitente/continuo), que
utilizam alimentacdes continuas (p. ex., alimentacdes nos
dias 3 a 21) ou alimentacdes periddicas (p. ex.,
alimentacdes a cada 2, 3 dias), o meio inicial é produzido
para conter uma concentrac¢do inicial do aminoacido, B, de
acordo com a férmula B=[A-(Z*V) ]/ (1-V), em que Z
corresponde a concentracgdo do aminodcido no meio de cultura
de células de alimentacdo, e V corresponde ao volume do
meio de cultura de alimentacdo como uma proporcdo do volume
do meio de cultura de células desejado. Um exemplo
representativo dos célculos necessédrios para obter a
concentracdo de aminodcido inicial, B, ¢ fornecido na
Tabela 2 abaixo. Na Tabela 2, algumas concentracdes de
aminoadcido de linha de base ajustada, A (coluna 2), sé&o
convertidas na concentracdo de aminodcido de meios inicial,
B (coluna 5), com base num volume de alimentacdo de 17%
(V=17%), e na concentracdo de aminocdcido de meio de
alimentacéo, 7 (coluna 4) . Neste exemplo, diversas
concentracdes de aminodcido de linha de base ajustada, A
(coluna 2), e concentracbes de aminoidcido iniciais, B
(coluna 5), sdo modificadas para os valores ilustrados a
negrito nas colunas 3 e 6. A modificacdo de concentracdes
de asparagina, 4cido aspéartico, glutamina e cisteina
baseou-se nas concentragdes sugeridas pelo Pedido de
Patente Publicado U.S. n.° 2006/0121568; a metionina foi
ajustada em 50% para compensar o© respetivo consumo numa
quantidade superior ao ©previsto; a alanina, o Aacido
glutdmico e a glicina s&do produzidos através das culturas

(e mantidos assim num nivel baixo); e as concentracdes de
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serina, tirosina e valina foram diminuidas para niveis né&o
toOxicos. Por conseguinte, seré compreendido que a
concentracdo de aminoacido inicial, B, pode basear-se na
concentracdo de aminoadcido de linha de base ajustada, A, ou
na concentracdo de aminodcido de linha de base ajustada
modificada.

Um perito na técnica ir4d apreciar gque o meio de
alimentacdo utilizado para obter o meio de cultura de
células desejado durante a cultura fed-batch
(intermitente/continuo) e em perfusdo de células deve ser o
mais concentrado possivel de modo a evitar 0
transbordamento no recipiente no qual a cultura é realizada
(p. ex., um biorreator ou frasco misturador) e para evitar
a diluicdo dos componentes dos meios. No exemplo
apresentado na Tabela 2, os meios de alimentacédo preferidos
sdo indicados como “Meio de Alimentacdo”, e as
concentracdes de aminodcido, Z, do Meio de Alimentacdo séo
apresentadas na coluna 4. Contudo, ¢é possivel wutilizar
qualquer meio de alimentacdo altamente concentrado, ou
qualquer método de fornecimento de aminodcidos altamente
concentrados ao meio de cultura de células inicial, desde
que a concentracdo de aminocdcido de linha de base ajustada
desejada, A, seja alcancada no volume-alvo. Esses métodos
de fornecimento de aminodcidos altamente concentrados a uma
cultura de células sdo geralmente utilizados e Dbem
conhecidos de um perito na técnica.

Serd compreendido por um perito na técnica que a
concentracdo inicial do aminoacido, B, no meio de cultura
de células inicial pode ser alcancada através de diversos
meios, incluindo, mas sem limitacdo, a adicdo individual
dos aminodcidos, a adicdo de peptona e/ou outro hidrolisado
de proteina, e/ou a adicdo de outro meio de cultura
concentrado (ou mistura de meio, p. ex., um pd de meio) ao
meio de cultura de células inicial (ou mistura de meio de

cultura de células inicial, p. ex., um pd de meio). Seré
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igualmente compreendido por um perito na técnica que a
concentracdo do aminoédcido, Z, no meio de cultura de
células de alimentacdo pode ser alcancada através de
diversos meios, incluindo, mas sem limitacdo, a adicéo
individual dos aminodcidos, a adicdo de peptona e/ou outro
hidrolisado de proteina, e/ou a adicdo de outro meio de
cultura concentrado (ou mistura de meio, p. ex., um pd de
meio) ao meio de cultura de células de alimentacdo (ou
mistura de meio de cultura de células de alimentacdo, p.
ex., um pd de meio).

Serd verificado a partir do exemplo representativo na
Tabela 2 que a concentracdo combinada de aminoacidos para a
utilizacdo no meio de cultura de células inicial é elevada,
isto é, mais de 125 mM. Deste modo, ¢é aqui divulgada a
descoberta de que ¢é possivel utilizar uma concentracéo
elevada de aminodcidos sem toxicidade ou prejuizo do titulo
num meio de cultura de células inicial se a concentracédo de
aminodcido inicial se basear nos requisitos de aminoéacido
calculados para uma densidade celular méxima desejada e um
titulo de polipéptido desejado. Numa forma de realizacdo da
invencéo, a concentracéao combinada de aminoacidos
corresponde a um valor entre cerca de 70 mM e cerca de 510
mM. Numa forma de realizacdo da invencdo, a concentracio
combinada de aminodcidos corresponde a um valor entre cerca
de 120 mM e cerca de 350 mM. Noutra forma de realizacdo da
invencdo, a concentracdo combinada de aminodcidos no meio
de cultura de células inicial corresponde a um valor entre
cerca de 70 mM e cerca de 140 mM. Noutra forma de
realizacdo da invencéo, a concentracdo combinada de
aminodcidos no meio de cultura de células inicial ¢é

superior a cerca de 140 mM.
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Tabela 2:

Aminoacido Inicial para um Titulo-Alvo de 10 g/L de

Determinacdo Representativa da Concentracdo de

Anticorpo, uma Densidade Celular Méxima Desejada de 15 x
10° células/ml, e uma Alimentacdo de 17%
1 2 (B) 3 4 (2) 5 (B) 6
Amino-— Concentracdo Modificacdo da Concentracdo Concentracdao Concentracdo
4cido de AA de Concentragao de AA do Meio | de AA Inicial de AA Inicial
(AR) Linha de Base de AA de Linha de para Titulo- Modificada
Ajustada de BRase Alimentacgéo Alvo e para Titulo-
Necesséria Ajustada Densidade Alvo e
para Titulo- Necesséria Celular Maxima Densidade
Alvo e para Titulo- Desejada Celular
Densidade Alvo (V=17%) Méxima
Celular Méaxima e Densidade Desejada
Desejada Celular Maxima
Desejada
mM mM mM mM mM
ALA 17,17 0,20 6,4 -1,07 0,2
ARG 8,45 8,45 35,13 2,99 2,99
ASN 9,21 24,00 56 17,45 17,45
ASP 15,07 1,70 16 -1,23 1,7
cYs 6,14 0,40 0 0,48 0,4
GLU 11,26 0,20 6,4 -1,07 0,2
GLN 16,47 4,00 0 4,82 4,2
GLY 16,02 4,00 6,4 3,51 3,51
HIS 4,83 4,83 11,2 3,53 3,53
ILE 7,93 7,93 28,82 3,65 3,65
LEU 16,24 16,24 41,53 11,06 11,06
LYS 16,00 16,00 32 12,72 12,72
MET 3,50 5,25 12,8 3,71 3,71
PHE 7,65 7,65 16 5,94 5,94
PRO 13,79 13,79 19,2 12,68 12,68
SER 25,94 25,94 48,15 21,39 10,2




1 2 (B) 3 4 (2) 5 (B) 6
Amino- Concentracdo Modificacgdo da Concentracdo Concentracdao Concentracdo
4cido de AA de Concentracio de AA do Meio | de AA Inicial de AA Inicial
(AR) Linha de Base de AA de Linha de para Titulo- Modificada
Ajustada de Base Alimentacgao Alvo e para Titulo-
Necessaria Ajustada Densidade Alvo e
para Titulo- Necesséaria Celular Maxima Densidade
Alvo e para Titulo- Desejada Celular
Densidade Alvo (V=17%) Méxima
Celular Méxima e Densidade Desejada
Desejada Celular Maxima
Desejada
mM mM mM mM mM
THR 16,75 16,75 25,6 14,94 14,94
TRP 3,58 3,58 5,11 3,27 3,27
TYR 9,14 9,14 12,75 8,40 5,2
VAL 18,67 18,67 25,6 17,25 10,2
Total
(mM) 243,82 405,09 127,73

Conforme ilustrado na Tabela 3A e na Tabela 3B, a
determinacdo da concentracdo de aminoadcido de linha de base
ajustada de um aminodcido, A, utilizada num meio de cultura
de células desejado, e a determinacdo da concentracdo de
aminodcido inicial, B, utilizada no meio de cultura de
células inicial, podem ser calculadas para qualquer titulo
de polipéptido-alvo desejado e densidade celular (alvo)
maxima desejada. A densidade celular méxima desejada da
cultura em grande escala varia entre cerca de 3 e cerca de
40 x 10° células/mL para a cultura fed-batch (sistema
intermitente/continuo) . Numa forma de realizacéo da
divulgacdo, a densidade celular madxima desejada varia entre
cerca de 5 e cerca de 20 x 10° células/mL. O titulo-alvo da
cultura em grande escala varia entre cerca de 3 e cerca de

25 g/L. Noutra forma de realizacdo ainda da divulgacdo, o
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titulo-alvo da cultura em grande escala varia entre cerca
de 5 e cerca de 20 g/L. Por exemplo, na Tabela 3, a
densidade celular méxima desejada varia entre 10 e 15 x 10°

células/mL, e o titulo-alvo varia entre 3 e 10 g/L.

Tabela 3A: Exemplos Representativos de Concentracdes de
Aminodcido de Linha de Base Ajustada, A, para Varios
Titulos-Alvo (Conforme Representado por um Multiplicador
para o Titulo de Polipéptivo-Alvo, N) e Densidades
Celulares Maximas Desejadas (Conforme Representado por um

Multiplicador para a Densidade Celular Méaxima Desejada, M).

A N=10 N=5 N=3
M= 15| M=12,5| M=10
Concentracdo de Aminoacido mM mM mM
ALA 17,2 12,5| 9,50
ARG 8,5 6,3 | 4,81
ASN 9,2 6,5 4,89
ASP 15,1 11,3 | 8,68
CYs 6,1 4,3] 3,20
GLU 11,3 7,7 5,60
GLN 16,5 12,1 9,14
GLY 16,0 11,3 | 8,43
HIS 4,8 3,3| 2,46
ILE 7,9 6,0 4,60
LEU 16,2 11,4 | 8,50
LYS 16,0 11,1 8,18
MET 3,5 2,5 1,87
PHE 7,7 5,4 3,99
PRO 13,8 8,9| 6,36
SER 25,9 17,4 112,66
THR 16,8 11,0 7,93
TRP 3,6 2,3 1,61
TYR 9,1 6,1 4,43
VAL 18,7 12,4 | 8,94
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A N=10 N=5 N=3
M= 15| M=12,5 | M=10

Concentracdo de Aminoacido mM mM mM

Total 243,8 | 169,8|125,8

Tabela 3B: Exemplos Representativos de Concentracdes de
Amino4cido de Meios Iniciais, B, para Varios Titulos-Alvo
(Conforme Representado por um Multiplicador para o Titulo

de Polipéptido-Alvo, N) e Densidades Celulares Maximas
Desejadas (Conforme Representado por um Multiplicador para
a Densidade Celular M&xima Desejada, M); As Concentracdes

de Aminoacido de Meios Iniciais Foram Determinadas
Subtraindo a Alimentacdo e Outras Modificacdes das

Concentracdes de Aminocdcido de Linha de Base Ajustada

B N=10 N=5 N=3
M=15 |M=12,5| M=10
Concentracdo de Aminoacido mM mM mM

ALA 0,2 0,2 0,20
ARG 3,0 1,9 1,068
ASN 17,4 14,6 |10,77
ASP 1,7 1,71 1,70
CYS 0,4 0,4 0,40
GLU 0,2 0,2 0,20
GLN 4,0 4,0 4,00
GLY 3,5 3,6| 3,75
HIS 3,5 2,21 1,56
ILE 3,6 2,5 2,10
LEU 11,1 6,9 5,09
LYS 12,7 7,9 5,73
MET 3,7 2,4 1,78
PHE 5,9 3,8 2,75
PRO 12,7 7,41 5,04
SER 10,2 10,2 9,00
THR 14,9 8,8 6,10
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B N=10 N=5 N=3
M=15 |M=12,5| M=10
Concentracdo de Aminoacido mM mM mM
TRP 3,3 1,8 1,24
TYR 5,2 5,1 3,58
VAL 10,2 10,4 7,22
Total 127,5 95,9173,89

Mediante a wutilizacdo da fdérmula para determinar
concentracdes de aminodcido de linha de base ajustada e
para desenvolver formulacdes de meios de cultura de células
desejadas para a producdo de polipéptidos em grande escala,
0s inventores identificaram diversos critérios gue resultam
num titulo elevado e em culturas de densidade celular
elevada. Os critérios para a producdo de um titulo superior
a 5 g/L, que sdo representados pelos valores ilustrados na
Tabela 4, incluem, mas ndo se limitam a, um ou mais dos
seguintes: igual ou superior a 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, 1lisina,
prolina, treonina e valina com um valor entre cerca de 35
mM e cerca de 150 mM; uma concentracdo combinada de
leucina, lisina, treonina e valina com um valor entre cerca
de 60% e cerca de 80% dos aminoacidos essenciais totais no
meio de cultura de células desejado; uma concentracédo
combinada dos aminocdcidos essenciais no meio de cultura de
células desejado com um valor entre cerca de 30% e cerca de
50% dos aminodcidos totais no meio de cultura de células
desejado; e/ou uma concentracdo combinada de aminoacidos

totais com um valor entre cerca de 75 mM e cerca de 510 mM.
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Exemplos Representativos das Relac¢des e do Teor

de Aminoédcido para Meios Concebidos Racionalmente para

Vadrios Titulos-Alvo e Densidades Celulares Méximas

Desejadas

titulo de polipéptido é de 1 g/L,

(conforme indicado acima,

a unidade béasica de

e a unidade béasica de

massa celular é de 10° células/ml) .

N=5 N=10 N=15 N=15 N=15

M=10 |M=10 M=10 M=20 M=30

Y=0 Y=1 Y=1 Y=1 Y=1,5

F=1 F=1,3 |F=1,3 |F=1,3 |F=1,3

Aminoacido (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
ALA 5,08 13,21 15,86 | 23,77 | 37,62
ARG 2,46 6,39 7,51 11,65| 18,88
ASN 2,80 7,28 8,98 | 12,85 19,62
ASP 4,34 11,29 13,15| 20,71 | 33,94
CYS 1,89 4,91 6,14 8,60 12,91
GLU 3,55 9,24 11,84 | 15,89| 22,96
GLN 4,87| 12,66 15,18 | 22,80| 36,15
GLY 4,90 12,73 | 15,79 22,39| 33,93
HIS 1,50 3,91 4,94 6,78 10,01
ILE 2,27 5,91 6,84 10,88 17,96
LEU 4,98 | 12,94 | 1l¢6,12| 22,71 | 34,25
LYS 4,97 | 12,92 | 16,30| 22,46 | 33,23
MET 1,06 2,76 3,39 4,88 7,50
PHE 2,35 6,11 7,63 | 10,71 16,09
PRO 4,53 11,77 15,63 | 19,67 | 26,75
SER 8,27 21,51 | 27,83| 36,70 52,21
THR 5,43| 14,11 | 18,53| 23,81 | 33,04
TRP 1,19 3,10 4,16 5,13 6,82
TYR 2,92 7,60 9,87 12,94 | 18,33
VAL 6,01| 15,63| 20,42 | 26,48| 37,10
Concentracdo Total | 75,37 (1195,97|246,11 | 341,81 |509, 28
Essencial Total 32,22 83,78 (105,84 145,49 |214,87
Negrito Total 21,39 55,61 | 71,37 95,46 137,61
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N=5 N=10 N=15 N=15 N=15

M=10 |M=10 M=10 M=20 M=30
Y=0 y=1 Y=1 Y=1 Y=1,5
F=1 F=1,3 |F=1,3 |F=1,3 |F=1,3

Aminoacido (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
Negrito/Essencial 66% 606% 67% 66% 64%
Negrito/Total 28% 28% 29% 28% 27%
Essencial/Total 43% 43% 43% 43% 42%

Na Tabela 4, os aminoacidos a negrito correspondem a
valina, treonina, leucina e lisina, os aminodcidos em
itdlico correspondem aos aminoacidos essenciais (p. ex.,
arginina, histidina, leucina, isoleucina, lisina,
metionina, triptofano, treonina e wvalina; e para culturas
de células CHO, a prolina ¢é adicionalmente um aminocacido
essencial; um perito na técnica tem conhecimento das
alteracdes na definicdo de aminoacidos essenciais, uma vez
que se aplica a células diferentes, etc.). A Tabela 4
fornece meios de cultura de células desejados
representativos para células CHO numa variedade de
densidades celulares-alvo (M), titulos-alvo (N), requisitos
de manutencdo de células (Y) e ajustes de linha de Dbase
(F) .

Um perito na técnica reconhecerd dque o0s meios
concebidos racionalmente da divulgacido podem ser utilizados
para produzir um polipéptido de interesse, ou podem ser
utilizados na cultura de células que ndo é concebida para a
producdo de polipéptidos. Em conformidade, 0os meios
concebidos racionalmente podem ser utilizados nos métodos
divulgados de cultura de células, P. ex., para o
crescimento, a replicacdo e/ou a manutencdo eficientes de
culturas de células, p. ex., culturas de células em grande
escala, que ndo contém células hospedeiras criadas para
produzir um polipéptido exdgeno de interesse, ou que néao

sdo cultivadas para produzir um polipéptido enddbgeno de
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interesse. Numa circunstdncia dessas, o meio de cultura de
células desejado ndo necessita de justificar os aminodcidos
necesséarios para a incorporacéo no polipéptido de
interesse, e em vez disso contém concentracgdes de
aminodcido com base na concentracdo dos aminodcidos
necessarios para: 1) massa celular desejada, e 2)
manutencdo de células. Um meio de cultura de células
desejado desses utilizado nos métodos divulgados de cultura
de células contém uma concentracdo de aminodcido de linha
de base ajustada, AT, de acordo com a férmula
A= (M«X) + (Y«M:«X) ] «F, em que X corresponde a uma
concentracdo do aminodcido que ¢ utilizada por unidade de
massa celular, M é um multiplicador para uma massa celular
maxima desejada (p. ex. densidade celular maxima desejada,
etc.) da cultura de células, Y corresponde a um fator de
manutencdo de células, e F corresponde a um fator de linha
de base. Um meio de cultura de células desejado produzido
de acordo com esta fédrmula é& entdo fornecido a uma cultura
de células em condigdes que permitem o crescimento e a
replicacdo das células na cultura de células. Numa forma de
realizacdo da invencdo, o método de cultura de células
utiliza uma cultura de células em grande escala. Noutra
forma de realizacdo da invencdo, o método de cultura de
células utiliza células animais.
Adicdo de Prolina aos Meios de Cultura de Células

Mediante a utilizacdo de métodos de concecdo racional
de meios aqui divulgados, foi determinado que a manutencéo
de niveis elevados de prolina durante todo o periodo de
tempo da cultura de células, p. ex., cultura de células em
grande escala, resulta num titulo de polipéptido e numa
densidade celular maiores. Este “limiar” de prolina varia
entre cerca de 1 mM e cerca de 2 mM, e um nivel de prolina
na cultura de células mantido acima deste limiar parece ser
uma forca motriz para a producdo de culturas de células em

grande escala de densidade celular elevada e titulo
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elevado. Curiosamente, o titulo de polipéptido aumentado
ativado por prolina e a viabilidade celular aumentam
simultaneamente o requisito da cultura relativamente a
aminodcidos adicionais (de modo a satisfazer a taxa de
consumo aumentada), o que explica, pelo menos parcialmente,
a razdo por que as presentes formulacdes de meios
concebidos racionalmente contém elevadas concentracdes de
aminoacidos.
Fornecimento de uma Cultura de Células

Varios métodos de preparacdo de células de mamifero
para a producdo de polipéptidos através de cultura batch
(sistema fechado) e fed-batch (sistema
intermitente/continuo) sd&o bem conhecidos na técnica.
Conforme descrito acima, um &acido nucleico suficiente para
alcancar a expressdo (tipicamente um vetor que contém o
4dcido nucleico que codifica o polipéptido de interesse e
quaisquer elementos de controlo genético ligados de modo
funcional) pode ser introduzido na linha de célula
hospedeira através de diversas técnicas bem conhecidas.
Habitualmente, as células s&do examinadas para determinar
qual das células hospedeiras absorveu realmente o vetor e
expressar o polipéptido ou a proteina de interesse. Os
métodos tradicionais de detecédo de um determinado
polipéptido ou proteina de interesse expressado através de
células de mamifero incluem, mas ndo se limitam a,
imunohistogquimica, imunoprecipitacdo, citometria de fluxo,
microscopia de imunofluorescéncia, SDS-PAGE, Western blots,
ensaio de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA), técnicas de
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), ensaios de
atividade bioldgica e cromatografia de afinidade. Um perito
na técnica terad conhecimento de outras técnicas apropriadas
para detetar proteinas ou polipéptidos expressados. Se
multiplas células hospedeiras expressarem o polipéptido ou
a proteina de interesse, algumas ou a totalidade das

técnicas indicadas podem ser utilizadas para determinar que
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células expressam esse polipéptido ou essa proteina nos
niveis mais elevados.

Depois de identificada uma célula que expressa o
polipéptido ou a proteina de interesse, a célula propaga-se
na cultura através de qualquer um dos diversos métodos bem
conhecidos de um perito na técnica. A célula que expressa o
polipéptido ou a proteina de interesse ¢ habitualmente
propagada ao crescer a uma temperatura e num meio gque sejam
favordveis para a sobrevivéncia, 0O crescimento e a
viabilidade da célula. A cultura inicial pode ter qualqgquer
volume, mas tem muitas vezes um volume inferior ao volume
de cultura do biorreator de producdo utilizado na producéo
final do polipéptido ou proteina de interesse, e as células
passam frequentemente diversas vezes nos biorreatores de
aumento de volume antes da semeadura no biorreator de
producdo. A cultura de células pode ser agitada ou
misturada para aumentar a oxigenacdo do meio e a disperséo
de nutrientes para as células. Em alternativa ou além
disso, é possivel utilizar dispositivos econdémicos
especiais que sdo bem conhecidos na técnica para aumentar e
controlar a oxigenacdo da cultura. De acordo com a presente
invencdo, um perito na técnica compreenderd que pode ser
benéfico controlar ou regular determinadas condicdes
internas de uma cultura de células, incluindo, mas sem
limitacdo, o pH (p. ex., 6,6 a 7,6), a temperatura (p. ex.,
25 °C a 42 °C), os niveis de oxigénio e didéxido de carbono
(p. ex., 0Oz: 10% a 80% e COz: 7% a 15% em toda a cultura),
e a osmolalidade (p. ex., uma osmolalidade inicial de 260 a
340 mOsm/kg), etc.

Conforme aqui utilizado, o termo “indculo” & utilizado
para se referir a um volume de células que contém o acido
nucleico gque expressa o polipéptido de interesse, que é
utilizado para semear o recipiente de producdo no qual iréa
ocorrer a cultura animal em grande escala, p. ex., O

biorreator de producdo. Numa forma de realizacdo da
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invencdo, o volume de indculos é de cerca de 60 a 80% do
volume final.

A densidade celular inicial no biorreator de producgédo
pode ser escolhida por um perito na técnica. De acordo com
a presente invencdo, a densidade celular inicial no
biorreator de producdo pode ser tédo baixa como uma Unica
célula por volume de cultura. Nas formas de realizacéo
preferidas da presente invencdo, as densidades celulares
iniciais no biorreator de producdo podem variar entre cerca
de 0,1 x 10° células vidveis por mL e cerca de 10 x 10°
células viaveis por mL e mais.

As culturas de células iniciais e intermédias podem
crescer até qualquer densidade desejada antes de semear o
préximo biorreator de producdo intermédio ou final. Numa
forma de realizacdo da invencdo, a densidade celular de
inéculos é de cerca de 0,5 a 1 x 10° células/ml. E
preferido que a maioria das células permanecam vivas antes
da semeadura, embora ndo seja necessaria uma viabilidade
total ou quase total. Numa forma de realizacdo da presente
invencdo, as células podem ser removidas do sobrenadante,
por exemplo, mediante centrifugacdo a baixa velocidade.
Igualmente, pode ser desejavel lavar as células removidas
com um meio antes de semear o prdéximo biorreator para
remover quaisquer produtos de residuos metabdlicos
indesejados ou componentes do meio. O meio pode ser o meio
no qual as células cresceram anteriormente ou pode ser um
meio diferente ou uma solucdo de lavagem selecionada pelo
praticante da presente invencéo.

As células podem entdo ser diluidas até uma densidade
apropriada para a semeadura no biorreator de producdo. As
células podem ser diluidas noutro meio ou noutra solucéo,
p. ex., o meio de cultura de células inicial ou o meio de
cultura de células desejado, dependendo das necessidades e
dos desejos do praticante da presente invencdo, ou para

acomodar determinados requisitos das préprias células (p.
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ex., se as células tiverem de ser armazenadas durante um
curto periodo de tempo antes da semeadura no biorreator de
producédo) .

Fase de Crescimento Inicial

Depois de semear no recipiente de producdo conforme
descrito acima, a cultura de células animais pode ser
mantida na fase de crescimento inicial utilizando o meio de
cultura de células desejado obtido pela fédrmula inventiva
aqui divulgada, e em condig¢des favoréveis para a
sobrevivéncia, o crescimento e a viabilidade da cultura de
células. As condig¢des precisas irdo variar dependendo do
tipo de célula, do organismo a partir do qual a célula foi
obtida e da natureza e do caradter da proteina ou do
polipéptido expressado.

Um biorreator de producdo pode ter qualguer volume que
seja apropriado para a producdo em grande escala de
polipéptidos ou proteinas. Numa forma de <realizacédo
preferida, o volume do biorreator de producdo corresponde,
pelo menos, a 500 1litros. Noutras formas de realizacédo
preferidas, o volume do biorreator de producdo é de 1000,
2500, 5000, 8000, 10.000, 12.000 1litros ou mais, ou
qualquer volume intermédio. Um perito na técnica teréa
conhecimento de, e poderd escolher, um biorreator adequado
para a utilizacdo na aplicacdo da presente invencdo. O
biorreator de producdo pode ser construido com gqualquer
material que seja favordvel para a viabilidade e o
crescimento das células que ndo interfira com a expresséo
ou a estabilidade da proteina ou do polipéptido expressado.

A  temperatura da cultura de células na fase de
crescimento inicial serd selecionada essencialmente com
base no intervalo de temperaturas no qual a cultura de
células permanece viavel. Por exemplo, durante a fase de
crescimento inicial, as células CHO tém um bom
desenvolvimento a 37 °C. Em geral, a maioria das células de

mamifero desenvolvem-se bem a uma temperatura gue varia
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entre cerca de 35 °C e 39 °C. Numa forma de realizacdo 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 producédo
(apds o dia 3) é de 31 °C. Os peritos na técnica serdo
capazes de selecionar a temperatura ou as temperaturas
apropriadas para o crescimento das células, dependendo das
necessidades das células e dos requisitos de producdo do
praticante.

Numa forma de realizacdo da presente invencdo, a
temperatura da fase de crescimento inicial é mantida numa
Uunica temperatura constante. Noutra forma de realizacdo, a
temperatura da fase de crescimento inicial é mantida num
intervalo de temperaturas. Por exemplo, a temperatura pode
ser aumentada ou diminuida de forma continua durante a fase
de crescimento inicial. Em alternativa, a temperatura pode
ser aumentada ou diminuida em quantidades discretas véarias
vezes durante a fase de crescimento inicial. Um perito na
técnica poderéd determinar se devem ser utilizadas uma Unica
ou multiplas temperaturas, e se a temperatura deve ser
ajustada de forma continua ou em quantidades discretas.

As células podem crescer durante a fase de crescimento
inicial durante um periodo de tempo maior ou menor,
dependendo das necessidades do praticante e do requisito
das préprias células. Numa forma de realizacdo, as células
crescem durante um periodo de tempo suficiente para
alcancar uma densidade de células viadveis que corresponda a
uma determinada percentagem da densidade de células viéaveis
maxima que serd eventualmente alcancada pelas células se as
mesmas puderem crescer sem perturbag¢des. Por exemplo, as
células podem crescer durante um periodo de tempo
suficiente para alcancar uma densidade de células viaveis
desejada de 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, o5, 70, 75, 80, 85, 90, 95 ou 99 por cento ou mais de

densidade de células vidvels méxima.
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Noutra forma de realizacdo, as células podem crescer
durante um periodo de tempo definido. Por exemplo,
dependendo da concentracdo inicial da cultura de células,
da temperatura na qual as células crescem e da taxa de
crescimento intrinseco das células, as células podem
crescer durante 0, 1, 2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou mais dias. Em alguns
casos, as células podem crescer durante um més ou mais. As
células iriam crescer durante 0 dias no biorreator de
producdo se o regpetivo crescimento num biorreator de
sementes, na temperatura de fase de crescimento inicial,
fosse suficiente para que a densidade de células viaveis no
biorreator de producdo no momento da respetiva inoculacédo
j& se encontrasse na percentagem desejada da densidade de
células viadveis maxima. O praticante da presente invencéo
poderd escolher a duracdo da fase de crescimento inicial
dependendo dos requisitos de producdo de polipéptidos ou
proteinas e das necessidades das préprias células.

A cultura de células pode ser agitada ou misturada
durante a fase de cultura inicial de modo a aumentar a
oxigenacdo e a dispersdo de nutrientes para as células. De
acordo com a presente invencdo, um perito na técnica
compreenderd que pode ser benéfico controlar ou regular
determinadas condig¢des internas do biorreator durante a
fase de crescimento inicial, incluindo, mas sem limitacéo,
o pH, a temperatura, a oxigenacdo, etc. Por exemplo, o pH
pode ser controlado fornecendo uma quantidade apropriada de
acido ou base, e a oxigenacdo pode ser controlada com
dispositivos econdémicos que sdo bem conhecidos na técnica.
Mudanca de Condig¢bdes de Cultura

No fim da fase de crescimento inicial, as condigdes de
uma cultura podem ser mudadas para que um segundo conjunto
de condic¢des de cultura seja aplicado e ocorra uma mudanca
metabdélica na cultura. A acumulacéao de metabolitos

inibidores, mais especialmente lactato e amdbdnia, inibe o
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crescimento. Uma mudanca metabdlica realizada, p. ex, por
uma alteracdo na temperatura, no pH, na osmolalidade ou no
nivel indutivo quimico da cultura de células, pode ser
caracterizada, p. ex., por uma reducdo na relacdo de uma
taxa de producdo de lactato especifica com uma taxa de
consumo de glicose especifica. Numa forma de realizacdo néo
limitativa, as condigdes de cultura sdo mudadas alterando a
temperatura da cultura. Noutra forma de realizacdo da
invencdo, a mudanca de temperatura ocorre nos dias 1 a 7.
Noutra forma de realizacdo da invencdo, a temperatura é
mudada para um valor de 29 °C a 32 °C. Noutra forma de
realizacdo da invencdo, a mudanca de temperatura ocorre no
dia 3, e a temperatura é mudada para 31 °C. Os ensinamentos
relativamente a mudanca de temperatura e a mudanca
metabdlica podem ser encontrados na técnica (consulte, p.
ex., o) Pedido de Patente Publicado U.s. n.° Us
2006/0121568) .

Fase de Producdo Subsequente

Depois de mudadas as condicdes da cultura de células
conforme descrito acima, a cultura de células pode ser
mantida para uma fase de producdo subsequente num segundo
conjunto de <condigdes de cultura favordveis ©para a
sobrevivéncia e viabilidade da cultura de células e
apropriadas para a expressdo da proteina ou do polipéptido
desejado em niveis adequados, P. ex., adequados
comercialmente.

Conforme descrito acima, a cultura pode ser mudada
mudando uma ou mais das diversas condicdes de cultura
incluindo, mas ndo se limitando a, temperatura, pH,
osmolalidade e niveis de butirato de sdédio. Numa forma de
realizacdo, a temperatura da cultura ¢ mudada. De acordo
com esta forma de realizacdo, durante a fase de producéo
subsequente, a cultura é mantida a uma temperatura ou num
intervalo de temperaturas inferior a temperatura ou ao

intervalo de temperatura da fase de crescimento inicial.
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Por exemplo, durante a fase de producdo subsequente, as
células CHO expressam polipéptidos e proteinas
recombinantes justamente num intervalo de 25 °C a 35 °C.
Numa forma de realizacdo da invencédo, a fase de producédo
comeca apds o dia 3. Noutra forma de realizacdo da
invencdo, a fase de producdo é realizada a 31 °C. Conforme
° US
2006/0121568, podem ser utilizadas multiplas mudancas de

descrito no Pedido de Patente Publicado U.S. n.

temperatura discretas para aumentar a viabilidade ou a
densidade celular ou para aumentar a expressdo da proteina
ou do polipéptido recombinante.

De acordo com a férmula da presente invencdo, uma
massa celular desejada (p. ex., densidade celular) e um
titulo de producido (p. ex., titulo-alvo) s&o selecionados
de modo a estabelecer a concentracdo de aminodcido de linha
de Dbase ajustada, A, e a concentracdo de aminoéacido
inicial, B. Deste modo, as células sdo geralmente mantidas
na fase de producdo subsequente até ser atingida a
densidade celular desejada ou o titulo de producdo, ou
valores prdximos da densidade celular desejada ou do titulo
de producdo. Numa forma de realizacdo, as células séo
mantidas na fase de producdo subsequente até o titulo da
proteina ou polipéptido recombinante atingir um maximo.
Noutras formas de realizacdo, a cultura pode ser colhida
antes deste momento, dependendo do requisito de producdo do
praticante ou das necessidades ou da viabilidade das
préprias células. Por exemplo, as células podem ser
mantidas durante um periodo de tempo suficiente para
alcancar uma densidade de células vidveis 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 de densidade de células viaveis
maxima. Em alguns casos, pode ser desejivel permitir que a
densidade de células viadveis atinja um méximo e, em
seguida, permitir que a densidade de células viaveis

diminua até um determinado nivel antes da colheita da
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cultura. Num exemplo extremo, pode ser desejavel permitir
que a densidade de células vidveis se aproxime de, ou
atinja, zero antes da colheita da cultura.

Noutra forma de realizacdo da presente invencdo, as
células podem crescer durante um periodo definido de tempo
durante a fase de producdo subsequente. Por exemplo,
dependendo da concentracdo da cultura de células no inicio
da fase de crescimento subsequente, da temperatura na qual
as células crescem e da taxa de crescimento intrinseco das
células, as células podem crescer durante 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou mais
dias. Em alguns casos, as células podem crescer durante um
més ou mais. O praticante da presente invencdo poderé
escolher a duracdo da fase de ©producdo subsequente
dependendo dos requisitos de producdo de polipéptidos ou
proteinas e das necessidades das préprias células. A
duracdo da cultura ird ajudar a determinar a concentracdo
de aminodcido necessidria para a manutencdo de células, que
pode variar na presente invencdo de, p. ex., 0% para 150%
da concentracdo de aminodcido necessdria para a massa
celular.

Em determinados casos, pode ser benéfico ou necesséario
acrescentar suplementos a cultura de c¢élulas, 1isto ¢,
alimentar a cultura de células, durante a fase de producgédo
subsequente com nutrientes ou outros componentes de meio
que foram reduzidos ou metabolizados pelas células. Por
exemplo, ©poderd ser vantajoso completar a cultura de
células com nutrientes ou outros componentes de meio que
foram reduzidos durante a monitorizacdo da cultura de
células (consulte a seccdo “Monitorizacdo das Condicgbes de
Cultura de Células”, abaixo). Em alternativa ou além disso,
pode ser benéfico ou necessdrio acrescentar suplementos a
cultura de células antes da fase de producdo subseguente.
Como exemplos nédo limitativos, pode ser benéfico ou

necessario completar a cultura de células com hormonas e/ou
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outros fatores de crescimento, id0es especificos (tais como
sébdio, <cloreto, <calcio, magnésio e fosfato), tampdes,
vitaminas, nucledsidos ou nucledtidos, oligoelementos
(compostos inorgénicos habitualmente presentes em
concentracdes finais muito baixas), lipidos, aminodcido ou
glicose (ou outra fonte de energia).

Todos estes componentes suplementares podem ser
adicionados, isto ¢, fornecidos, a cultura de células numa
determinada altura, ou podem ser fornecidos a cultura de
células numa série de adicdes. Numa forma de realizacdo da
presente invencéo, 0s componentes suplementares sdo
fornecidos a cultura de células multiplas vezes em
quantidades proporcionais. Noutra forma de realizacdo, pode
ser desejavel fornecer apenas determinados componentes
suplementares numa fase inicial, e fornecer os restantes
componentes posteriormente. Noutra forma de realizacéo
ainda da presente invencéo, a cultura de células ¢&
alimentada continuamente com estes componentes
suplementares.

De acordo com a presente invencdo, o volume total
adicionado a cultura de células deve ser idealmente mantido
numa quantidade minima. Por exemplo, o volume total do meio
de alimentacdo, ou a solucdo gue contém os componentes
suplementares, adicionado a cultura de células ©pode
corresponder a 1, 2, 3, 4, 5, o6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45 ou 50% do volume da cultura de células antes
do fornecimento dos componentes suplementares. Deste modo,
o0 meio de alimentacdo deve ser concentrado de modo a evitar
o transbordamento do biorreator ou a diluicéo de
componentes do meio. 0 meio de alimentacéo é
preferencialmente fornecido a cultura principal com o mesmo
PH, a mesma temperatura, etc., mas com concentracdes
elevadas de nutrientes em relacdo ao meio inicial. Numa

forma de realizacdo da invencdo, o meio de alimentacdo é o
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meio de alimentacdo designado por “Meio de Alimentacdo” na
coluna 4 da Tabela 2.

Numa forma de realizacdo da divulgacdo, uma cultura de
células com uma concentracdo de aminoadcido inicial, B, é
completada com aminodcidos adicionais de modo a alcancar
uma concentracdo de aminoédcido de linha de base ajustada,
A. Noutra forma de realizacdo da invencdo, a cultura de
células recebe uma alimentacdo continua, aproximadamente,
entre os dias 3 e 21, ou alimentacdes periddicas a cada 2,
3 dias. Noutra forma de realizacdo da invencéo, a
alimentacdo ocorre aproximadamente entre o dia 3 e o dia 20
(para uma cultura de 21 dias) como alimentacdes em bolo.
Noutra forma de realizacdo da invencdo, a alimentacédo
ocorre como alimentacdes periddicas aproximadamente a cada
2, 3 dias. Noutra forma de realizacdo ainda da invencdo, o
volume de alimentacdo ¢ de cerca de 1% a cerca de 40% do
volume total de cultura de células.

A cultura de células pode ser agitada ou misturada
durante a fase de producdo subsequente de modo a aumentar a
oxigenacdo e a dispersdo de nutrientes para as células. De
acordo com a presente invencdo, um perito na técnica
compreenderd que pode ser benéfico controlar ou regular
determinadas condic¢des internas do biorreator durante a
fase de <crescimento subseqguente, incluindo, mas sem
limitacdo, o pH, a temperatura, a oxigenacdo, etc. Por
exemplo, o pH pode ser controlado fornecendo uma quantidade
apropriada de é&cido ou base, e a oxigenacdo pode ser
controlada com dispositivos econdémicos que sdo bem
conhecidos na técnica.

Monitorizacdo das Condic¢des de Cultura de Células

Em determinadas formas de realizacdo da presente
invencéo, 0 praticante pode considerar benéfica ou
necessaria a monitorizacdo periddica de determinadas
condicdes da cultura de células em crescimento. A

monitorizacdo das condicdes de cultura de células permite
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ao praticante determinar se a cultura de células estd a
produzir ou ndo o polipéptido recombinante de interesse em
niveis subdétimos ou se a cultura estd prestes a entrar ou
ndo numa fase de producgdo subdétima. Para monitorizar
determinadas condigbes da cultura de células, pode ser
necessario remover pequenas aliquotas da cultura para
andlise. Um perito na técnica compreenderd que essa remogao
pode potencialmente contaminar a cultura de células, e
tomard os cuidados apropriados para minimizar o risco dessa
contaminacéo.

Como exemplos ndo limitativos, pode ser benéfico ou
necessario monitorizar a temperatura, o pH, a densidade
celular, a viabilidade celular, a densidade de células
vidveis integradas, os niveis de lactato, os niveis de
aménio, a osmolaridade ou o titulo do ©polipéptido
expressado. Existem diversas técnicas bem conhecidas dque
permitirdo a um perito na técnica avaliar estas condicdes.
Por exemplo, a densidade celular pode ser medida utilizando
um hemacitdmetro, um contador Coulter, ou exame de
densidade celular (CEDEX®, Innovatis, Malvern, PA). A
densidade de células viaveis pode ser determinada através
da coloracgdo de uma amostra de cultura com azul de tripano.
Uma vez gque apenas as células mortas absorvem o azul de
tripano (isto é, as células viadveis excluem o corante), a
densidade de células vidveis pode ser determinada contando
0 numero total de células, dividindo o numero de células
que absorvem o corante pelo nuUmero total de células e
obtendo a relacdo reciproca. A HPLC pode ser utilizada para
determinar os niveis de lactato, amdénio ou a proteina ou o
polipéptido expressado. Em alternativa, o nivel da proteina
ou do polipéptido expressado pode ser determinado através
de técnicas de Dbiologia molecular padrédo, tais como
coloracdo Coomassie de geles SDS-PAGE, Western blotting,
ensaios de Bradford, ensaios de Lowry, ensaios de biureto e

absorvéncia UV. Igualmente, pode ser benéfico ou necessario
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monitorizar as modificacgdes pds-traducdo da proteina ou do
polipéptido expressado, incluindo a fosforilacéo e
glicosilacéo.
Colheita de Polipéptidos Produzidos pela Cultura de Células

O polipéptido de interesse que ¢é produzido pela
cultura de células pode entdo ser purificado a partir do
meio de cultura ou a partir de extratos de célula para a
utilizacdo em véarias aplicacgdes. As formas soltveis do
polipéptido podem ser purificadas a partir de meios
condicionados. As formas ligadas a membrana do polipéptido
podem ser purificadas preparando uma fracdo de membrana
total a partir da célula de expressdo e extraindo as
membranas com um detergente ndo iénico, tal como TRITON® X-
100 (EMD Biosciences, San Diego, CA). As proteinas
citosdlicas ou nucleares podem ser preparadas mediante lise
das células hospedeiras (através de forca mecénica, bomba
Parr, aplicacdo de wultrassons (sonicacédo), detergente,
etc.), remocéao da fracéao de membrana celular por
centrifugacdo e retencdo do sobrenadante.

O polipéptido pode ser purificado utilizando outros
métodos conhecidos dos peritos na técnica. Por exemplo, um
polipéptido produzido através dos métodos divulgados pode

ser concentrado utilizando um filtro de concentracdo de

proteinas disponivel comercialmente, por exemplo, uma
unidade de ultrafiltracdo AMICON® ou PELLICON® (Millipore,
Billerica, MA). A seguir a etapa de concentracdo, o

concentrado pode ser aplicado numa matriz de purificacéo,
tal como um meio de filtracdo de gel. Em alternativa, pode
ser utilizada uma resina de troca anidnica (p. ex., uma
coluna MonoQ, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ); essa
resina contém uma matriz ou um sSubstrato com grupos
dietilaminoetilo (DEAE) ou polietilenimina (PEI) pendentes.
As matrizes utilizadas para purificacéo podem ser
acrilamida, agarose, dextrano, celulose ou outros tipos

geralmente wutilizados na purificacdo de proteinas. Em



70

alternativa, uma etapa de troca <catidénica pode ser
utilizada para a purificacdo de proteinas. 0s permutadores
catidénicos adequados incluem varias matrizes insoltveis
compreendendo grupos sulfopropilo ou carboximetilo (p. ex.,
colunas S-SEPHAROSE®, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

A purificacdo do polipéptido a partir do sobrenadante
de cultura também pode incluir uma ou mais etapas de coluna
sobre resinas de afinidade, tais como concanavalina A-
agarose, AF-HEPARIN650, heparina-TOYOPEARL® ou azul de
Cibacron 3GA SEPHAROSE® (Tosoh Biosciences, San Francisco,
CA); colunas de cromatografia de interacdo hidrofdébica
utilizando essas resinas como éter fenilico, éter butilico
ou éter propilico; ou colunas de imunoafinidade utilizando
anticorpos para a proteina rotulada. Finalmente, é possivel
utilizar uma ou mais etapas de cromatografia liquida de
alto desempenho (HPLC) utilizando meios HPLC hidrofdébicos,
p. ex., gel de silica com grupos metilo ou outros
alifdticos pendentes (p. ex., colunas Ni-NTA), para
purificar mais a proteina. Em alternativa, os polipéptidos
podem ser expressados de modo recombinante numa forma que
facilita a purificacdo. Por exemplo, os polipéptidos podem
ser expressados como uma fusdo com proteinas, tais como
proteina de ligacdo a maltose (MBP) , glutationa-S5-
transferase (GST) ou tioredoxina (TRX). Os kits para a
expressdo e purificacdo de proteinas de fusdo estéo
disponiveis comercialmente a partir de New England BioLabs
(Beverly, MA), Pharmacia (Piscataway, NJ) e Invitrogen
(Carlsbad, CA), respetivamente. As proteinas também podem
ser etiquetadas com um pequeno epitopo (p. ex., etiquetas
His, myc ou Flag) e subsequentemente identificadas ou
purificadas wutilizando um anticorpo especifico para o
epitopo escolhido. Os anticorpos para epitopos comuns estédo
disponiveis a partir de diversas fontes comerciais.

Como uma alternativa aos modos de purificacdo de

cromatografia tradicionais (p. ex., modos de purificacdo de
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cromatografia de passagem e de ligacdo-eluicédo), 0s
polipéptidos produzidos através dos métodos da presente
invencdo podem ser purificados utilizando uma coluna de
purificacdo de cromatografia num modo de particdo fraca,
uma técnica na qual, pelo menos, um produto contido na
preparacdo e, pelo menos, uma substédncia contaminadora ou
impureza se ligam a um meio ou resina cromatografica. No
modo de particdo fraca, a, pelo menos uma, impureza liga-se
mais firmemente ao meio do que o produto de polipéptido; e
a medida que o carregamento (do fluido de carga) continua,
o produto de polipéptido ndo ligado passa seletivamente
pelo meio e é recuperado a partir do efluente de coluna.
Essa purificacdo resulta num elevado grau de reducdo de
impureza, bem como numa elevada recuperacdo de produto.
Essa purificacdo pode ser alcancada nas resinas € nos meios
conhecidos na técnica, incluindo, mas ndo se limitando a,
meio de troca idbnica carregado, resina de cromatografia de
interacdo hidrofdébica, resina de cromatografia de afinidade
de metal imobilizado e resina de hidroxiapatite. Pelo menos
numa forma de realizacéo, a remocao de
impurezas/substancias contaminadoras em condicdes de
particdo fraca ocorre a medida que o fluido de carga passa
por um meio/uma resina que liga, pelo menos, 2,8 mg de
produto por ml de meio/resina. Pelo menos numa outra forma
de realizacéo, a remocgao de impurezas/substdncias
contaminadoras em condic¢cdes de particdo fraca ocorre a
medida que o fluido de carga passa por um meio/uma resina
em condic¢des de funcionamento definidas por um coeficiente
de particdo de, pelo menos, 0,1. O produto purificado é
recuperado a partir do efluente da coluna gque contém o
meio/a resina.

A Tabela 5 resume as diferencas nas caracteristicas
entre o0s modos de passagem (FT), ligacdo-eluicdo (B-E) e

particdo fraca (WP).
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Tabela 5: Caracteristicas dos Modos FT/WP/B-E

FT

WP

Kp

< 0,1

0,1 a 20

>20

Limitagdo de
desafio de

carga

Impurezas de 10 a 50
mg de Prod/mL
(tipico), mas na

realidade dependente

da pureza de carga

Impurezas de 50 a 500
mg de Prod/mL
(tipico), mas na

realidade dependente

da pureza de carga

Produto +

impurezas < 100 mg

de Prod/mL

Vol. de Carga

Moderado, para
impurezas diluidas de

10 a 20 VCs

Muito alto, para
impurezas diluidas

até 50 VCs

Mais baixo, uma
vez que o produto
se liga além das
impurezas de 5 a

20 VCs

[Produto] em

eluato de

Igual a concentracdo

de carga através de

Atraso inicial,

depois igual a

<5% de

concentracgdo de

carga muita carga concentragdo de carga carga
através de muita
carga
[Impureza] Baixa Muito baixa Dependente das
Residual condicdes de
eluicdo,
capacidade e
volume de pool
Produto ligado < 1 mg/mL < 10 a 20 mg/mL > 10 a 20 mg/mL

(Q)

Regido de

funcionamento

Gama relativamente

vasta de condigdes

Janela modesta de

funcionamento entre

os modos FT e B-E

Condigdes

rigorosas de
ligacdo para
carga, vasta gama

de condic¢des de

eluicao

Fases méveis

Isocraticas
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O coeficiente de particdo (Kp) corresponde a relacéo
da concentracdo do produto adsorvido (Q) com a concentracéo
do produto na solucdo (C); deste modo, o Kp para o modo de
particdo fraca ¢é intermédio entre o Kp para os modos de
passagem e de ligacdo-eluicdo, p. ex., entre cerca de 0,1 e
20. Para determinar as condic¢des apropriadas, p. ex., sal,
tampdo, pH, etc., para um modo de particdo fraca de
purificacdo, ¢é possivel efetuar um estudo de rastreio de
purificacdo em lotes (batch) ou um rastreio de alto
rendimento. Deste modo, um perito na técnica pode
determinar coeficientes de particédo de produto Kp como uma
funcdo de condic¢des de funcionamento (consulte o Exemplo
7.1).

Os métodos de purificacdo que utilizam um modo de
particdo fraca s&do descritos em detalhe nos Pedidos de
Patente U.S. n.° 11/372.054 e 11/510.634.

Algumas ou a totalidade das etapas de purificacéo
anteriores em vArias combinacdes ou com outros métodos
conhecidos podem ser utilizadas para purificar um
polipéptido de interesse produzido através dos meios e
métodos de cultura de células animais em grande escala aqui
descritos.

Composicdes Farmacéuticas que Contém Polipéptidos
Produzidos pela Cultura de Células

Os meios de cultura de células anteriores, p. ex.,
meios de cultura de células em grande escala, e os métodos
de cultura de células fornecem polipéptidos de interesse,
pP. ex., anticorpos, recetores soluveis, proteinas de fusédo,
etc. Os polipéptidos produzidos através dos métodos de
cultura de células divulgados, e com 0S8 novos meios e
métodos relacionados aqui divulgados, incluindo anticorpos
e fragmentos dos mesmos, podem ser utilizados in vitro, ex
vivo ou incorporados em composicdes farmacéuticas e
administrados em individuos (p. ex., sujeitos humanos) que

necessitem dos mesmos. Diversas abordagens farmacogendmicas
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a considerar na determinacdo sobre se deve ser ou néao
administrado um polipéptido da invencdo sdo bem conhecidas
de um perito na técnica e incluem associacdo ao nivel de
genomas, abordagem de genes candidatos e formacdo de perfis
de expressdo de genes. Uma composicdo farmacéutica da
invencdo ¢ formulada para ser compativel com a respetiva
via de administracdo pretendida (p. ex., as composicdes
orais incluem geralmente um diluente inerte ou um portador
comestivel). Outros exemplos ndo limitativos de vias de
administracdo incluem administracdo parentérica (p. ex.,
intravenosa), intradérmica, subcuténea, oral (p. ex.,
inalacdo), transdérmica (tdépica), transmucosa e retal. As
composicdes farmacéuticas compativeis com cada via
pretendida sdo bem conhecidas na técnica.

Um polipéptido da invencédo pode ser utilizado como uma
composicdo farmacéutica quando combinado com um portador
farmaceuticamente aceitédvel. Uma composicdo assim pode
conter, além de um polipéptido da invencdo, portadores,
varios diluentes, enchimentos, sais, tampdes,
estabilizadores, solubilizantes e outros materiais Dbem
conhecidos na técnica. o) termo “farmaceuticamente
aceitédvel” significa um material ndo tdéxico que néao
interfere com a eficiéncia da atividade Dbioldbgica dos
ingredientes ativos. As caracteristicas do portador
dependerdo da via de administracéo.

A composicdo farmacéutica da invencdo também pode
conter agentes ou fatores terapéuticos adicionais para o
tratamento do disturbio especifico escolhido como alvo. Por
exemplo, uma composicdo farmacéutica para o tratamento da
diabetes tipo 2 também pode incluir um agente antidiabético
oral. A composicdo farmacéutica pode conter fatores
tromboliticos ou antitrombdéticos, tais como ativador do
plasminogénio e Fator VIII. A composicdo farmacéutica pode
ainda conter agentes anti-inflamatdérios. Esses fatores e/ou

agentes adicionais podem ser incluidos na composicéo
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farmacéutica para produzir um efeito sinérgico com um
polipéptido da invencdo, ou para minimizar os efeitos
secundarios causados pelos polipéptidos da invencéo.

A composicdo farmacéutica da invencdo pode encontrar-
se na forma de um lipossoma no qual um polipéptido da
invencéo é combinado, além de outros portadores
farmaceuticamente aceitdveis, com agentes anfipéticos, tais
como lipidos que existem na forma agregada como micelas,
monocamadas insoltveis, cristais liquidos ou camadas
lamelares na solucdo aquosa. Os lipidos adequados para a
formulacéo de lipossoma incluem, sem limitacé&o,
monoglicéridos, diglicéridos, sulfatideos, lisolecitina,
fosfolipidos, saponina, &cidos biliares, etc.

Conforme aqui utilizado, 0 termo “quantidade
terapeuticamente eficaz” significa a quantidade total de
cada componente ativo da composicdo farmacéutica ou do
método que ¢é suficiente para apresentar um beneficio
significativo para o paciente, p. ex., melhoramento dos
sintomas, cura ou aumento da taxa de cura dessas condicgdes.
Quando aplicado a um ingrediente ativo individual,
administrado sozinho, o termo refere-se somente a esse
ingrediente. Quando aplicado a uma combinacdo, © termo
refere-se a quantidades combinadas dos ingredientes ativos
que resultam no efeito terapéutico, quer administrados em
conjunto, em série ou em simultineo.

Na pratica do método de tratamento ou na utilizacdo da
presente invencéo, é administrada uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um polipéptido da invencdo num
sujeito, p. ex., um mamifero (p. ex., um ser humano). Um
polipéptido da invencédo pode ser administrado de acordo com
o método da invencdo, sozinho ou em conjunto com outras
terapias. Quando coadministrado com um ou mais agentes, um
polipéptido da invencdo pode ser administrado em simultaneo
com o segundo agente ou em sequéncia. Se administrado em

sequéncia, o médico assistente ird decidir sobre a
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sequéncia apropriada de administracdo dos polipéptidos da
invencdo em conjunto com outros agentes.

Quando uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
polipéptido da invencdo é administrada oralmente, o agente
de ligacdo encontrar-se-4& na forma de um comprimido, uma
capsula, um  pd, uma solugcdo ou um elixir. Quando
administrada na forma de comprimido, a composicéo
farmacéutica da invencdo pode conter adicionalmente um
portador sdélido, tal como uma gelatina ou um adjuvante. O
comprimido, a cédpsula e o pd contém entre cerca de 5 e 95%
de agente de ligacdo e, preferencialmente, entre cerca de
25 e 90% de agente de ligacdo. Quando administrada na forma
liquida, é possivel adicionar um portador ligquido, tal como
dgua, petrdleo, éleos de origem animal ou vegetal, tal como
6leo de amendoim (tendo cuidado em relacdo a alergias a
amendoim), &éleo mineral, &6leo de soja ou dleo de sésamo ou
6leos sintéticos. A forma liquida da composicéo
farmacéutica pode ainda conter solucdo salina fisioldgica,
dextrose ou outra solucdo de sacédridos ou glicdis, tais
como etilenoglicol, propilenoglicol ou polietilenoglicol.
Quando administrada na forma liquida, a composicéo
farmacéutica contém entre cerca de 0,5% e cerca de 90% em
peso do agente de ligacdo e, preferencialmente, entre cerca
de 1% e cerca de 50% em peso do agente de ligacédo.

Quando uma guantidade terapeuticamente eficaz de um
polipéptido da invencdo ¢é administrada por injecédo
intravenosa, cutédnea ou Subcutédnea, o polipéptido da
invencdo encontrar-se-a4 na forma de uma solugcdo agquosa
livre de pirogénio aceitédvel de forma parentérica. A
preparacdo dessas solucdes de proteina aceitdveis de forma
parentérica, com a devida atencdo ao pH, a isotonicidade, a
estabilidade e afins, faz parte das capacidades dos peritos
na técnica. Uma composicdo farmacéutica preferida para
injecdo intravenosa, cutdnea ou subcutédnea deve conter,

além do polipéptido da invencédo, um veiculo isotdnico, tal
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como 1injecdo de cloreto de sddio, 1injecdo de Ringer,
injecdo de dextrose, injecdo de dextrose e cloreto de
s6édio, injecdo de Ringer lactato, ou outro veiculo conforme
conhecido na técnica. A composicédo farmacéutica da presente
invencdo também pode conter estabilizadores, conservantes,
tampdes, antioxidantes ou quaisquer outros aditivos
conhecidos dos peritos na técnica.

A quantidade de um ©polipéptido da invencdo na
composicdo farmacéutica da presente invencdo dependerad da
natureza e gravidade da condicdo que estéd a ser tratada, e
da natureza de tratamentos anteriores aos quais o paciente
foi submetido. Por fim, o médico assistente decidirad a
quantidade de uma composicdo farmacéutica ou polipéptido da
invencdo com a gqual cada paciente deve ser tratado.
Inicialmente, o médico assistente 1ir4d administrar doses
pequenas de uma composicdo farmacéutica ou polipéptido da
invencdo e observar a resposta do paciente. E possivel
administrar doses maiores de uma composicdo farmacéutica ou
polipéptido da invencédo até ser obtido o efeito terapéutico
ideal para o paciente e, nessa altura, a dosagem ndo seré
geralmente mais aumentada. Parte-se do principio de que as
varias composicdes farmacéuticas utilizadas para tratar um
sujeito que necessite das mesmas devem conter cerca de 0,1
ug a cerca de 100 mg de um polipéptido da invencdo por kg
de peso corporal.

A duracdo da terapia intravenosa (i.v.) utilizando uma
composicdo farmacéutica da presente invencdo 1iréd variar
dependendo da gravidade da doenca que estd a ser tratada e
da condicdo e potencial resposta idiossincritica de cada
paciente. Parte-se do principio de que a duracdo de cada
aplicacdo de uma composicdo farmacéutica ou um polipéptido
da presente invencédo pode variar, p. ex., entre 1 e 12, 6 e
18 ou 12 e 24 h de administracdo i.v. continua ou
intermitente. E igualmente contemplada a terapia subcuténea

(s.c.) utilizando uma composicdo farmacéutica da presente



78

invencdo. Estas terapias podem ser administradas todos os
dias, semanalmente ou, mais preferencialmente, duas vezes
por semana ou mensalmente. Por fim, o médico assistente
decidird sobre a duracdo apropriada da terapia i.v. ou
s.c., ou terapia com uma molécula pequena, e a duracdo de
administracédo da terapia, utilizando a composicgéado
farmacéutica da presente invencéo.
EXEMPLOS

Os Exemplos que se seguem sdo apresentados para ajudar
na compreensdo da invencdo, mas ndo pretendem ser, e nao
devem ser interpretados como, limitativos do é&dmbito da
invencdo de modo algum. Os Exemplos ndo incluem descricdes
detalhadas de métodos convencionails, tailis como técnicas de
ADN recombinantes. Esses métodos s&o bem conhecidos dos
peritos na técnica.
Exemplo 1
Quantificacdo da Composicdo de Aminodcidos de Células CHO

Para quantificar a composigcdo de aminoéacidos de
células CHO de expressdo de anticorpos e células CHO de
expressdo de proteinas recombinantes, isto &, a percentagem
molar de cada aminodcido em relacdo ao total de aminodcidos
da massa celular (biomassa), foi efetuado o procedimento
apresentado em seguida. Resumidamente, trés linhas
celulares CHO qgue sobre-expressam anticorpos ou proteinas
recombinantes, mais especificamente anticorpo anti-IL-22
(anticorpo anti-IL-22 humano recombinante), anticorpo Myo-
029 (anticorpo monoclonal IgGl anti-GDF8) e BMP-2 humano
recombinante, desenvolveram-se num frasco de mistura para
um dia (BMP-2) ou trés dias (Myo-029 e anti-IL-22). No dia
final, as culturas foram colhidas e as células giradas até
uma concentracdo de 10° células/mL. Um pélete que contém
10° células foi lavado duas vezes com 1 X PBS, e o pélete
foi novamente suspenso em 500 uL de 5 N de HCl. A suspenséio
que contém células foi aquecida a 100 °C durante 24 horas

e, em seguida, o vacuo da suspensdo foi centrifugado. O
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pélete resultante foi novamente suspenso em 500 uL de PRS,
e a anédlise de aminoacidos foi efetuada wutilizando
cromatografia gasosa ou liquida.

A hidrdélise é4acida determinou que tanto a metionina
como o triptofano diminuem durante a hidrdélise &cida; deste
modo, as concentracdes destes aminoacidos nos Exemplos 2 e
3 basearam-se nos valores de literatura para células CHO.
Além disso, foi determinado gque a glutamina e a asparagina
foram convertidas para as respetivas formas &cidas, é&cido
glutdmico e 4cido aspéartico, respetivamente, durante a
hidrélise; deste modo, as concentracgdes para estes quatro
aminodcidos nos Exemplos 2 e 3 foram ajustadas com base nas
relacdes de glutamina/acido glutédmico e de asparagina/&cido
aspartico indicadas na literatura. Sob outros aspetos, foi
determinado que estas linhas celulares CHO tém composigdes
de aminodacidos semelhantes, e valores indicados
aproximadamente correspondentes para outras células de
mamifero (dados n&o ilustrados) (consulte Bonarius (1996)
Biotechnol. Bioeng. 50:299 a 18).

Exemplo 2

Densidade Celular Maxima Desejada de 15 x 10° células/ml, e
Titulo de Anticorpo Anti-IL-22 Alvo de 9 g/L em Células CHO
(Linha Celular 1) com 32% de Alimentacdo de Volume
Utilizando um Meio Concebido Racionalmente

Exemplo 2.1: Meio Concebido Racionalmente

Mediante a utilizacdo da férmula aqui divulgada, foi
determinada a concentracdo de aminodcido de linha de base
ajustada, A, de aminodcidos necessédrios para 15 x 10°
células/ml que produzem 9 g/L de anticorpo anti-IL-22 na
Linha Celular CHO 1 (Tabela 6, coluna 2) (a manutencdo de
células foi definida em 50%, isto &, Y=0,5). A concentracéo
de aminoadcido de linha de base ajustada, A (Tabela 6,
coluna 2), de uma variedade de aminodcidos foi ajustada
para obter as concentracdes modificadas de aminoacido total

de linha de base ajustada ilustradas na coluna 3 da Tabela
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6. Foram efetuados o0s seguintes ajustes: os niveis de Asn,
Asp e Gln foram definidos de acordo com o Pedido de Patente
Publicado U.S. n.° US2006/0121568A1; 2) como Ala, Glu, Gly
foram produzidos pelas culturas de células, o0s respetivos
niveis foram ajustados para valores inferiores; 3) o nivel
de Cys foi ajustado devido ao facto de a cistina também ser
utilizada no meio de alimentacdo, e o valor de meio de
cistina ¢é definido para o indicado no Pedido de Patente
Publicado U.S. n.° US2006/0121568A1; 4) os niveis de Arg,
His, Ile, Leu, Lys, Met, Phe sdo 20% a 100% superiores a
concentracdo de aminoadcido de linha de base ajustada, A,
devido ao facto de o pd de alimentacdo, gque contém uma
composicdo de aminodcido definida, ter sido utilizado para
criar o meio de cultura de células desejado, de modo a néo
ser possivel uma correspondéncia exata. A concentracdo de
aminodcido de meio inicial, B (Tabela 6, coluna 4), foi
calculada a ©partir das concentragdes modificadas de
aminodcido total de linha de base ajustada ilustradas na
coluna 3 da Tabela 6.

Tabela 6: Formulacdo do Meio de Cultura de Células Desejado

Concentracédo Concentracdo Modificada Concentracéo
Aminoédcido | de Aminocdcido de Linha de de Aminocdcido de Linha de | de Aminoédcido

Base Ajustada (mM) (A) Base Ajustada (mM) Inicial (mM) (B)
ALA 13,67 2,18 0,20
ARG 6,68 12,56 1,94
ASN 7,42 27,82 14,56
ASP 11,86 6,28 1,70
CYS 4,97 0,27 0,40
GLU 9,23 2,18 0,20
GLN 13,11 2,72 4,00
GLY 12,94 4,52 3,63
HIS 3,93 5,05 2,15
ILE 6,23 10,95 2,54
LEU 13,13 17,96 6,87
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Concentracéo Concentracgdo Modificada Concentracgéo
Aminoédcido | de Aminoc&cido de Linha de de Aminocdcido de Linha de | de Aminoédcido

Base Ajustada (mM) (A) Base Ajustada (mM) Inicial (mM) (B)
LYS 13,01 15,62 7,91
MET 2,82 5,71 2,38
PHE 6,19 7,67 3,76
PRO 11,50 11,15 7,36
SER 21,35 22,34 10,20
THR 13,89 14,18 8,80
TRP 3,00 2,89 1,84
TYR 7,53 7,55 5,10
VAL 15,44 15,24 10,36
Total 197,91 194,85 95,91

Exemplo 2.2:

Resposta ao Meio Concebido Racionalmente
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em 0,7 x 10° células/ml no dia 0 para o meio de cultura de

células inicial num biorreator de 1L (Applikon 2L,
(Applikon Inc, Foster City, CA)). No dia 3 (cerca de 80
horas), a temperatura foi mudada de 37 °C para 31 °C e o
Meio de Alimentacdo (consulte a coluna 4 da Tabela 2) foi
adicionado em 3,75%, 4%, 4%, 9%, 2%, 1%, 1%, 1%, 3%, 2% e
1% em volume nos dias 3, 5, 6, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 17,
20, respetivamente, para obter o meio de cultura de células
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Waltham, MA). Os meios rodados para baixo foram guardados a
-80 °C para a anédlise de titulo de anticorpo utilizando
HPLC de Proteina A.

Os resultados sdo ilustrados nas Figuras 1 e 2. Tal
como & possivel observar na Figura 1, a densidade celular
mais elevada (cerca de 11 x 10° células/mL) foi alcancada
no dia 11 da cultura, com a densidade celular a diminuir em
seguida. O titulo de anticorpo mais elevado (cerca de 7
g/L) foi obtido no dia 21 da cultura. Deste modo, o meio
concebido racionalmente pode ser utilizado para produzir
uma densidade celular elevada e um titulo de anticorpo
elevado.

Exemplo 3

Densidade Celular Maxima Desejada de 15 x 10° células/ml, e
Titulo de Anticorpo Anti-IL-22 Alvo de 10 g/L em Células
CHO (Linha Celular 2) com 33% de Alimentacdo de Volume
Utilizando um Meio Concebido Racionalmente

Exemplo 3.1: Meio Concebido Racionalmente

Mediante a utilizacdo da férmula agqui divulgada, foi
determinada a concentracdo de aminodcido de linha de base
ajustada, A, de aminodcidos necessaria para 15 x 10°

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

acima) (a manutencdo de células foi definida em 50%, isto
¢, Y=0,5). A concentracdo de aminodcido de 1linha de base

ajustada, A (Tabela 7, coluna 2) de uma variedade de
aminoacidos foi ajustada conforme descrito no Exemplo 2
para obter as concentracdes modificadas de aminoadcido total
de linha de base ajustada ilustradas na coluna 3 da Tabela
7. Além disso, para a formulacdo deste meio, tanto o meio
de cultura de células inicial como o meio de alimentacédo
foram preparados a partir de pds existentes com composicdes
fixas e, deste modo, ndo foi possivel uma correspondéncia
exata. A concentracdo de aminodcido de meio inicial, B

(Tabela 7, coluna 4), foi calculada a partir das
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concentracdes modificadas de aminodcido total de linha de

base ajustada ilustradas na coluna 3 da Tabela 7.

Tabela 7: Formulacdo do Meio de Cultura de Células Desejado
Concentracgdo Concentragdo Modificada Concentracédo
Aminoécido | de Amincé&cido de Linha de de Amincécido de Linha de Aminodcido
Base Ajustada (mM) (A) de BRase Ajustada (mM) Inicial (mM) (B)

ALA 14,2 2,4 0,4
ARG 6,9 15,2 5,3
ASN 7,8 32,6 21,1
ASP 12,2 6,8 2,3
CYS 5,2 0,3 0,4
GLU 9,7 2,4 0,4
GLN 13,6 2,7 4,0
GLY 13,6 4,5 3,6
HIS 4,1 5,5 2,7
ILE 6,4 13,2 5,4
LEU 13,8 20,0 9,4
LYS 13,7 16,5 8,9
MET 2,9 6,3 3,1
PHE 6,5 8,3 4,5
PRO 12,3 12,5 9,1
SER 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:

Resposta ao Meio Concebido Racionalmente

As

expressdo de anti-IL-22)

de mistura que contém culturas do dia 3,

células da

linha

celular 2

(células

CHO

foram obtidas a partir de frascos

Densidade Celular e Titulo de Anticorpo em

de

e as células foram
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inoculadas em 0,7 x 10° células/ml no dia 0 para o meio de
cultura de células inicial num biorreator de 1L (Applikon
2L) . No dia 3 (cerca de 80 horas), a temperatura foi mudada
de 37 °C para 31 °C e a alimentacgédo foi adicionada
continuamente (1,8% em volume por dia) com uma bomba de
alimentacdo automatica, para obter o meio de cultura de
células desejado, que contém a concentracdo de aminodcido
ilustrada na Tabela 7, coluna 3. As culturas de células
foram mantidas em pH 7,0, num nivel de oxigénio dissolvido
de 30% e com agitacdo a 200 rpm. As amostras foram
recolhidas diariamente para testar a densidade celular
(instrumentos de contagem de células CEDEX ® (Innovatis,
Malvern, PA)), a viabilidade (CEDEX ®) e determinados
metabolitos (analisador Nova Enzymatic). Os meios rodados
para baixo foram guardados a -80 °C para a analise de
titulo de anticorpo utilizando HPLC de Proteina A.

Os resultados sdo ilustrados nas Figuras 3 e 4. Tal
como ¢é possivel observar na Figura 3, a densidade celular
mais elevada (superior a 12 x 10° células/mL) foi alcancada
no dia 10 da cultura, com a densidade celular a diminuir em
seguida. O titulo de anticorpo mais elevado (superior a 10
g/L) foi obtido no dia 19 da cultura. Deste modo, o meio
concebido racionalmente pode ser utilizado para produzir
uma densidade celular elevada e um titulo de anticorpo
elevado.

Exemplo 4
O Efeito da Adicdo de Prolina no Desempenho da Cultura de
Células

As células CHO que produzem o anticorpo Anti-IL-22
foram cultivadas em frascos de mistura de pH controlado
(frascos de 500 mL com 100 mL de volume de trabalho) e
mantidas num misturador a ~100 rpm numa incubadora de 7% de
CO, de temperatura controlada. As células foram semeadas em
0,7 x 10° células/mL. A duracdo da cultura foi de 18 dias.

As células dos primeiros 3 dias foram mantidas a 37 °C e,
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em seguida, a temperatura foi mudada para 31 °C para o
resto da cultura. O pH foi controlado para os primeiros 3
dias com 1 M de bicarbonato de sédio. O meio de cultura de
células consistia num meio baseado nos requisitos de
cultura de células tradicional, designado por “Meio
Tradicional”, e no meio concebido racionalmente, isto ¢&,
meio formulado utilizando a concecdo racional aqui
divulgada, designado por “Meio de Concecdo Racional” para
alcancar 10 x 10° células/mL e 10 g/L de anticorpo. Uma
principal diferenca de nota entre estas duas formulacgbes é
o facto de diversos aminoadcidos (PRO, THR, GLY, TYR, TRP,
VAL e PHE) se encontrarem em concentracdes mais elevadas no
“Meio de Concecdo Racional” em comparacdo com o “Meio
Tradicional”. Uma terceira condigdo apresentada é o meio
tradicional com 3,7 mM suplementares de prolina adicionados
para obter o nivel de prolina no “Meio de Concecdo
Racional”, designado por “Meio Tradicional + Prolina”.
Estas formulacdes sdo apresentadas na Tabela 8 abaixo. O
meio de alimentacé&o interno de Wyeth ("Meio de
alimentacdo”, consulte a Tabela 2) foi adicionado a cultura
num total de 23% em volume, compreendendo alimentacdes
didrias de 2% nos dias 3 e 4, 9 a 14, 17, 1% nos dias 5 e
6, e 3% no dia 7.

Tabela 8: Formulacdes de Meios para Estudos de Prolina

1 2 3 4
Aminoacido Meio Tradicional Meio de Concegéo Meio Tradicional +
[mM] Racional [mM] Prolina [mM]
alanina 0,44 0,44 0,44
arginina*HCL 5,32 5,32 5,32
asparagina+*H,0 21,08 21,08 21,08
4cido
2,25 2,25 2,25
aspartico
glutamina 4,00 4,00 4,00
glutamato 0,24 0,24 0,24
glicina 1,78 3,59 1,78
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1 2 3 4
Aminoacido Meio Tradicional Meio de Concegéo Meio Tradicional +
[mM] Racional [mM] Prolina [mM]
histidina 2,68 2,68 2,68
isoleucina 5,44 5,44 5,44
leucina 9,43 9,43 9,43
lisina<HC1 8,90 8,90 8,90
metionina 3,08 3,08 3,08
fenilalanina 3,67 4,48 3,67
prolina 5,41 9,13 9,13
serina 11,82 11,82 11,82
treonina 5,71 10,85 5,71
triptofano 1,54 2,32 1,54
tirosinae*2Na 3,34 5,13 3,34
valina 7,36 10,30 7,36

Os resultados destas experiéncias sdo ilustrados nas
Figuras 5 a 7. A adicdo de prolina ao meio tradicional,
isto ¢é, “Meio Tradicional + Prolina” (Figura 5), resultou
numa producdo de anticorpo equivalente ao “Meio de Concecéo
Racional” durante o dia 14. Conforme ilustrado na Figura 6,
todos o0s trés meios mantiveram uma elevada densidade
celular, com a densidade mais elevada apresentada no dia
12. Conforme ilustrado na Figura 7, todos os trés meios
mantiveram uma elevada viabilidade celular, com as culturas
do “Meio de Concecdo Racional” a manter uma maior
viabilidade nos dias 15 a 18 em comparacdo com as culturas
que contém os meios “Meio Tradicional” e “Meio Tradicional
+ Prolina”. Uma vez que uma variedade de outros meios, em
que cada um continha uma concentracéao concebida
racionalmente de glicina, fenilalanina, treonina,
triptofano, tirosina ou valina, ndo resultou em culturas de
células que produzem um titulo de anticorpo mais elevado do
que o “Meio Tradicional” (dados né&o ilustrados), a prolina

serve como O aminoadcido de limitacdo de taxa necessario
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para alcancar um titulo elevado. Isto é exemplificado nas
Figuras 8A a E, qgue ilustram gque no dia 14 muitos dos

aminodcidos no “Meio Tradicional + Prolina” alcancaram

niveis extremamente baixos (note que a tirosina foi
reduzida), prevenindo assim mais incorporacdo destes
aminodcidos no anticorpo. Este resultado ¢é igualmente

observado no grafico de titulos (Figura 5), uma vez que a
inclinacdo para o “Meio Tradicional + Prolina” é reduzida
apdés o dia 14, enquanto a producdo de anticorpo é mantida
durante o dia 18 para o “Meio de Concecdo Racional”, que
contém niveis mais elevados de outros aminoacidos.

Curiosamente, a concentracdo de prolina no “Meio
Tradicional” nunca desceu abaixo de 1 mM (Figura 83);
contudo, o efeito da prolina na incorporacdo global de
aminodcido foi reduzido apds o dia 11. Esta descoberta
sugere que existe um limiar de ©prolina, isto &, a
concentracido de prolina tem de ser mantida acima de 1 mM em
toda a cultura.
Exemplo 5
Exemplo Profético: Meio Otimizado de Cultura de Células
para uma Nova Linha Celular

Os métodos de concecdo de meios aqui divulgados podem
ser utilizados para qualguer cultura de células, incluindo
culturas de células que wutilizam novas células/linhas
celulares. 0Os meios otimizados para a utilizacdo com uma
nova linha celular iriam conter, pelo menos, uma
concentracdo de aminodcido de linha de base ajustada, A, de
um aminocacido de acordo com a férmula
A=[ (M*X)+ (N*P) + (Y*M*X) ] *F.

Um multiplicador, M, ao aplicar a equacdo acima numa
nova cultura de células, pode ser selecionado, p. ex., de 1
a 20 x 10° células/mL. Um perito na técnica poderd calcular
um valor M util ao duplicar a densidade celular méxima
durante a fase de crescimento, o gque pode ser calculado com

base na taxa de crescimento.
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Um multiplicador, N, ao aplicar a equacdo acima numa
nova cultura de células, pode ser calculado, p. ex.,
multiplicando a IVC pela gp da célula. Um perito na técnica
poderd calcular a IVC estimando o perfil de crescimento,
seguindo os métodos descritos na seccéo intitulada
“Formulacdes e Concecdo Racional de Meios”. Um perito na
técnica poderd calcular a gp medindo a producdo de
anticorpo ou proteina recombinante numa base por célula.

Um fator de manutencdo de células, Y, ao aplicar a
equacdo acima numa nova cultura de células, pode ser
estimado wutilizando Y=1 (isto ¢é, 100% dos aminoacidos
necessarios para a massa celular desejada) inicialmente e,
em seguida, corrigindo o valor de Y (superior ou inferior).

Um fator de linha de base, F, ao aplicar a equacgédo
acima numa nova cultura de células, pode ser estimado
utilizando F=1,3 (isto é, 30% dos aminodcidos adicionais)
inicialmente e, em seguida, corrigindo o valor de F
(superior ou inferior).

Exemplo 6
Efeito dos Fatores de Linha de Base e Manutencdo no
Desempenho da Cultura de Células

Para demonstrar que o fator de manutencdo, Y, e o
fator de linha de base, F, sdo importantes/essencials para
o desempenho de cultura de células, as células CHO de
expressdo anti-IL-22 foram semeadas em 0,7 x 10° células/mL
e cultivadas durante 21 dias em biorreatores de 2L com um
ponto de referéncia de pH de 7,0 e um ponto de referéncia
de oxigénio dissolvido (OD) de 30%. O pH foi controlado por
2 N de NayC03/NaHCO3, e OD foi controlado por pulverizacdo
de ar (contendo 7% de CO3). A temperatura da cultura foi de
37 °C para os primeiros 3 dias e mudada para 31 °C apds o
dia 3, e permaneceu em 31 °C até ao fim da cultura. As
células foram cultivadas durante 21 dias nos (1) meios qgue
contém aminoacidos necessarios tanto para o titulo de

proteina-alvo como para a densidade celular madxima desejada
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(mas que ndo representam o fator de manutencdo ou fator de
linha de base), isto ¢é, “Meio de Concecdo Racional sem
manutencdo e fatores de linha de base” ou no (2) “Meio de
Concecdo Racional”.

Conforme exemplificado nas Figuras 9 e 10, o meio que
ndo representa os fatores de linha de base e manutencédo
apresentou uma diminuig¢do significativa na viabilidade,
aproximando-se quase de 0% no dia 21 da cultura de células,
e uma diminuicdo significativa na densidade celular. Além
disso, a Figura 11 demonstra que no dia 21 da cultura de
células, este mesmo meio sb podia suportar um titulo de
anticorpo de 5 g/L.

Em oposicdo, o Meio de Concecdo Racional (incluindo os
fatores de manutencdo e linha de Dbase) apresentou uma
viabilidade, uma densidade celular e titulos de anticorpos
mais elevados (Figuras 9 a 11). No dia 21 da cultura de
células, o Meio de Concecdo Racional podia suportar um
titulo de anticorpo de 10 g/L.

Estas descobertas sugerem que a representacdo dos
fatores de manutencdo e linha de base na determinacdo da
concentracdo de aminodcido no meio de cultura de células
desejado melhora o desempenho das células conforme medido
pela viabilidade celular, densidade celular e titulo de
polipéptido.

Exemplo 7

Purificacdo de Polipéptido Utilizando a Cromatografia de
Troca Anidnica num Modo de Particdo Fraca

Exemplo 7.1. Rastreio de alto rendimento para estabelecer
condicdes de particdo fraca e de passagem

Um estudo de rastreio inicial foi efetuado primeiro,
que determinou o coeficiente de particéao e/ou a
concentracdo de produto ligado a resina em varias condicdes
de solucdo, definindo assim as regides de funcionamento de
modos de particdo fraca (WP) e passagem (FT) para Mab-AAR,
0 polipéptido de interesse e o Meio de TMAE-HiCap (M). Este
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rastreio alterou a concentracdo de cloreto de sdédio e pH
para determinar os respetivos efeitos na extensdo de
ligacdo de impurezas relacionadas com o processo e Mab-AAR
(Proteina A e HCP) para o meio TMAE.

Os niveis de residuos de Proteina A nas amostras de
teste foram medidos utilizando um ensaio de imunoadsorcéao
enzimética (ELISA) de Proteina A. A quantidade de agregado
de alto peso molecular foi medida utilizando um ensaio de
cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC) analitico. Os
niveis de proteinas de células hospedeiras (HCPs) foram
medidos utilizando um ensaio ELISA HCP. Todos os estudos de
coluna e rastreio foram realizados a temperatura ambiente.

Cinquenta uL de meio TMAE HiCap foram adicionados a
cada poco de uma chapa de filtro de 96 pocos. Cada poco foi
equilibrado nas solugdes constituidas por 50 mM de glicina
e uma qguantidade wvaridvel de tampdo Tris (dependendo da
quantidade necessédria para a neutralizacdo até ao pH
especificado na Tabela 9) e cloreto de sédio (especificado
na Tabela 10). O pH variava entre 7,6 e 9,0, e o cloreto de
sbédio variava entre 0 mM e 80 mM.

As solugdes de tampdo utilizadas em cada fila foram
diluidas num sistema de pipetas automatizado (Tecan 100
RST). A solugdo-mde para os tampdes era constituida por 500
mM de glicina acidificada com HCl1 para pH 3,0, e foi
subsequentemente neutralizada com 2 M de Base Tris para oS
niveis de pH indicados na Tabela 9. Esta titulacdo resultou
num nivel de Tris que dependia do pH do tampdo. O pH do
tampdo foi medido numa diluicdo de 1 para 10 da
concentracdo do tampdo habitual, que correspondia a
diluicdo criada pelo sistema de pipetas automatizado. Como
consequéncia da acidificacdo da glicina para um pH de 3,0,
o0 tampdo contribui com cerca de 10 mM de forca idénica para
a solucdo final. Foram efetuados dois desafios de carga
(fluido de carga) para a resina: 5 mg/mL para medir o

coeficiente de particdo, Kp, e 122 mg/mL para medir a
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capacidade da resina para a remocdo de impurezas e do
produto ligado, Q, em equilibrio com uma solucdo de
proteina numa concentracéo aproximadamente igual a

concentracdo de carga de coluna.

Tabela 9: Tipo de tampdo e Alvo de pH em Cada Poco

Todas as colunas

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

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

50 mM de Glicina, 16,0 mM de Tris, pH 8,0

50 mM de Glicina, 19,6 mM de Tris, pH 8,2

50 mM de Glicina, 28,4 mM de Tris, pH 8,4

50 mM de Glicina, 37,2 mM de Tris, pH 8,6

50 mM de Glicina, 64,0 mM de Tris, pH 8,8

o (@ || |B| (0|0 |w |

50 mM de Glicina, 100 mM de Tris, pH 9,0

Tabela 10: Niveis de NaCl (em mM) e Desafios de Proteina
(mg/mL) em Cada Poco
Todas as Filas | 1| 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NaCl (mM) 0102040 | 60 | 80 0 10 20 40 60 80

MAb-AAB (mg/mL) | 5| 5 5 5 5 5 (132 (132 (132|132 132|132

No primeiro estadio do rastreio de alto rendimento,
cada poco foi equilibrado nas condicdes de NaCl e pH
conforme descrito nas Tabelas 9 e 10 numa relacdo de volume
de fase de o6:1 (300 ulL de solucdo: 50 uL de resina). A
chapa foi misturada durante 20 minutos, permitindo alcancar
o equilibrio. Em seguida, a solucdo foi removida através da
centrifugacdo da chapa de filtro. Este ciclo de equilibrio
foi repetido trés vezes.

No segundo estéddio, a resina em cada poco foi
desafiada com uma solugcdo de MAb-AAB concentrada para 5
mg/mL de resina com uma relacdo de volume de 6:1 (300 ul de
solucdo: 50 ulL de resina) na concentracdo de NaCl e no pH

apropriados. Uma solucdo de 36 mg/mL de Mab-AAB em 1 mM de
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HEPES, 10 mM de NaCl e pH 7,0 abastecida com 300 ppm de
Proteina A foi wutilizada como uma solucdo-mde. A chapa
carregada foi misturada durante 20 minutos, permitindo o
equilibrio da resina e da solugdo. O sobrenadante foi
removido da chapa de filtro através de centrifugacdo e
acumulado numa chapa de recolha. A concentracdo de proteina
no sobrenadante em cada poc¢co foi determinada pela
absorvéncia em A280 nm.

No terceiro estéddio, a resina foi lavada adicionando
solucdes das condicdes de NaCl e pH especificadas indicadas
na Tabela 10. O sobrenadante foi removido apbds a mistura
durante 20 minutos. No quarto estéddio, foram adicionados 2
M de NaCl para remover a proteina restante gque foi ligada a
resina. 0Os coeficientes de particdo foram calculados para
cada poco utilizando a massa eluida a partir dos estédios 3
e 4 e a concentracdo de produto a partir do estédio 2, e

sdo ilustrados na Tabela 11.

Tabela 11: Coeficientes de Particdo (Kp) para o Rastreio
HTS de 96 pocos relativamente a MAbL-AAR

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

Conforme ilustrado na Tabela 11, o valor Kp pode ser
utilizado para descrever regides onde MAb-AAB se liga ao
meio TMAE com forcas diferentes. A forca da ligacdo de MAb-

AAB ao meio TMAE pode ser manipulada alterando as condic¢des
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da concentracdo de pH e cloreto para =zonas de passagem
(K£0,1), de particdo fraca (0,1<K<20) e de ligacdo (K=220).
Uma amostra do sobrenadante a partir do estadio de
carga de todos o0s pocos de cada zona foi recolhida e
submetida para andlise de Proteina A. Os resultados do
ensaio destas amostras sdo resumidos na Tabela 12. Existe
uma regido de pH e condutividade na qual a etapa de
cromatografia TMAE fornece uma remoc¢do muito significativa
de Proteina A com uma perda limitada de proteina para a
resina. Verificou-se que esta regido se encontra
intimamente correlacionada com o valor de coeficiente de
particdo, Kp, e ndo com nenhuma concentracdo de pH ou

cloreto especifica.

Tabela 12: Valores de Remocdo Logaritmica (LVR) de Proteina

A para dados de ligacdo de MAb-AAB a partir do Rastreio HTS

Exemplo 7.2. Séries de coluna em condig¢des de passagem

A  seguinte experiéncia foi efetuada no modo de
passagem (FT), em que o MAb-AAB interage apenas de modo
muito fraco com a coluna. Duas séries foram efetuadas com
desafios de carga de 110 mg/ml e 200 mg/ml de resina.

Para todas as séries de cromatografia de troca
anidénica TMAE (HiCapM) descritas, foram utilizadas as
seguintes condicbes (as excecdes s&do referidas nas

descricbes experimentais individuais).
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Taxa de fluxo operacional - 150 a 300 cm/h

Equilibrio 1 - 50 mM de Tris, 2,0 M de NaCl, pH 7,5 (5
volumes de coluna)

Equilibrio 2 - conforme especificado, aproximadamente
equivalente ao teor de cloreto e pH de carga

Lavagem pbs-carga - conforme especificado,
aproximadamente equivalente ao teor de cloreto e pH de
carga

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

Cromatografia de Proteina A Mabselect

A cultura que contém o anticorpo monoclonal foi
purificada na escala piloto utilizando uma coluna MabSelect
(2389 mL) ligada 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 numa taxa de fluxo de 300 cm/h. Em seguida,
a coluna foi carregada numa carga de aproximadamente 40 mg
de produto/ml de resina. A isto seguiu-se uma lavagem de 5
volumes de coluna (VC) em 1 M de NaCl, 50 mM de Tris, pH
7,5, e uma lavagem de 5 VC que contém 10 mM de Tris, 75 mM
de NaCl, pH 7,5. A coluna foi depois eluida utilizando 50
mM de glicina, 75 mM de NaCl, pH 3,0. O pool de produto foi
neutralizado para pH 7,6 utilizando 2 M de Tris, pH 8,5. O
pico neutralizado tinha uma concentragdo de cloreto de
aproximadamente 920 mM.

Cromatografia TMAE HiCap (M)

O pool de Proteina A neutralizado foi mais purificado
durante a etapa TMAE com as solug¢des de equilibrio, carga e
lavagem com um pH 7,5 com 50 mM de Tris e 75 mM de cloreto
de sdébdio. Foram utilizados cinco volumes de coluna de
lavagem. As dimensdes de coluna e os desafios de carga para
estes dois estudos correspondiam a: Série 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/mL; e Série 2: 7,0 cm
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de diédmetro x 13 cm de altura de leito (volume - 500 mL)
com uma concentracdo de carga de 17,6 mg/mL.

Estas condig¢des de carga encontravam-se na regido de
passagem (FT) (Tabela 13). Os estudos de ligacdo em lotes
(batch) foram wutilizados para medir o coeficiente de
particdo (Kp), e o produto ligado foi determinado pela
proteina na fita de coluna utilizando absorvancia UV. Este
método de determinacdo do produto ligado subestima
habitualmente a quantidade de produto ligado durante a
carga devido a eluicdo isocréatica do produto durante a
lavagem. Os niveis de Proteina A, HCP e agregados de alto
peso molecular (HMW) na carga e no pool de produto foram
medidos, e a extensdo de remocdo foi calculada. Os
resultados sdo apresentados na Tabela 13. Existe uma fraca
remocdo de Proteina A e HMW, e uma reducdo modesta nos

niveis HCP.

Tabela 13: Remocdo de HCP, Proteina A e HMW em Condicdes FT

Produto
Desafio
Coeficiente Ligado
de HCP Proteina HMW Recuperacao
Série de Particéo (mg/mL
Carga (LRV) A (LRV) (Dobra) (%)
(Kp) de
(mg/mL)
resina)
1 110 0,17 1,4 2,3 0,1 - 96
2 200 0,17 3,3 2,0 <0,1 1,5 96
* Os niveis de impureza correspondiam a 38,5 ppm de ProA e 51.943 ppm de HCP
(Série 1), 8,8 ppm de ProA e 25.398 ppm de HCP (Série 2).

Exemplo 7.3. Séries de coluna em condic¢des de particédo
fraca (desafio de produto elevado)
Cromatografia de Troca Anidnica TMAE (HiCap M)

Diversas séries de Proteina A Mabselect foram
efetuadas essencialmente conforme descrito no Exemplo 7.2
para gerar o material de carga para estas séries. O pool de
anticorpo parcialmente purificado a partir da etapa de

Proteina A foi mais purificado na coluna TMAE. A carga para
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a coluna TMAE correspondia a 50 mM de Tris, pH 8,2. O
diémetro de coluna era de 0,5 cm e a altura de leito era de
10 cm (volume - 2,0 mL). A coluna foi desafiada para uma
carga de 500 mg/mL de resina, com uma concentracdo de carga
de 27,7 mg/mL.

A coluna foi equilibrada com 5 VC de uma solucgédo
contendo 50 mM de Tris, 2 M de NaCl, pH 7,5, seguindo-se
outra etapa de equilibrio compreendendo uma solucdo de 50
mM de Tris, pH 8,2. A coluna foi depois carregada para 500
mg de produto/ml de resina com o pico de Proteina A
neutralizado a partir da etapa anterior e o produto foi
recuperado no efluente da coluna durante o ciclo de carga e
alguns volumes de coluna da fracdo de lavagem.

Estas condigcdes de carga encontram-se na regido de
particdo fraca. Os estudos de 1ligacdo em lotes (batch)
foram utilizados para medir o coeficiente de particédo (Kp)
e a ligacdo de produto em elevadas concentracdes de
proteina. Num pH 8,2 e num teor de cloreto aproximado de 12
mM, o coeficiente de particdo, Kp, ¢é estimado como sendo
1,9 (a partir da interpolacdo do conjunto de dados do
rastreio HTS).

Os niveis de HCP e Proteina A foram medidos em trés
fragcdes durante o estddio de carga qgue representam os
desafios de carga de aproximadamente 250, 375 e 500 mg/ml
de resina. Os resultados do exemplo 7.3 sdo apresentados na
Tabela 14. Estes resultados demonstram que ¢é possivel
alcancar desafios de produto muito elevados no modo de
particéo fraca, sem aparecimento de impurezas. Foi
alcancada uma excelente reducdo em HCP e Proteina A,
juntamente com uma reducdo de 50% no teor de HMW. Em
comparacdo com os resultados para o funcionamento no modo
de passagem na Tabela 13, a remocdo de impurezas era muito

melhor no modo de particdo fraca.
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Tabela 14: Remocédo de HCP, Proteina A e HMW para um desafio
de carga TMAE de 500 mg/ml

Pool de
Fragdo inicial Fracdo média Ultima fracido
produto
(250 mg/ml) (375 mg/ml) (500 mg/ml)
final (ppm)
Ppm de HCP Residual
<7,6 <7,6 <7,6 <7,6
(ng/mg de produto)
Valor de Remogéo
Logaritmica (LRV) de >3,5 >3,5 >3,5 >3,5
HCP
Ppm de Proteina A
Residual (ng/mg de 0,3 N&do determinada 0,1 0,6
produto)
Valor de Remocéo
Logaritmica (LRV) de 2,9 N&do determinada 2,3 2,5
ProA
Remocédo do
HMW N&o determinada | Nio determinada | Ndo determinada
dobro

* As impurezas na carga correspondiam a 25.398 ppm de HCP, 99,5 ppm de Proteina A, e

2,3% de HMW

Exemplo 7.4. Séries de coluna em condig¢des de particédo
fraca (estudos da robustez)

Para confirmar mais o desempenho da coluna TMAE na
regido de particédo fraca, foram concebidas diversas séries
que alteram a concentracdo de pH e NaCl na carga para
testar a robustez do processo. Todas as séries foram
efetuadas num desafio de carga de 250 mg/ml de resina.
Diversas séries de Proteina A Mabselect foram efetuadas
essencialmente conforme descrito no Exemplo 7.2 para gerar
o material de carga para estas séries. O Unico fator
alterado nessas séries foli a concentracdo de cloreto de
s6dio na eluicdo de Proteina A, que foi alterada para
corresponder a concentracdo de NaCl na carga TMAE para uma

determinada experiéncia. As colunas foram equilibradas com
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tampdes de Equil 2 e lavadas com tampdes de Lavagem dgue
tinham aproximadamente o mesmo teor de pH e cloreto de
sébdio da carga.

Estas condig¢cbdes de carga encontram-se na regido de
particdo fraca. Os estudos de 1ligacdo em lotes (batch)
foram utilizados para medir o coeficiente de particdo (Kp).
As séries foram classificadas pelos —coeficientes de
particdo indicados na Tabela 15. O produto 1ligado foi
determinado através da medicdo da proteina na fita de
coluna utilizando a absorvadncia UV, e varia entre 7,8 e
25,3 mg/mL. Os resultados de Proteina A, HCP e HMW destas
experiéncias também foram apresentados na Tabela 15.
Verificou-se que a remocgdo de todas as impurezas era forte
nos intervalos de funcionamento gque abrangem 13,5 a 38,8 mM
de cloreto total e pH 7,8 a 8,4.

Tabela 15: Estudos de Robustez do Processo na Remocdo de
HCP, Proteina A e HMW no Modo WP

Proteina
Concentra- Produto HCP na Recupe-
A na HCP Proteina HMW
cdo de Kp ligado pH Carga ragao
carga (LRV) A (LRV) (Dobra)
NaCl (mM) (mg/mL) (ppm) (%)
(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 8,1 | 18.004 343 3,2 >3,2 3,5 94
27,7 0,86 9,5 8,2 | 24.821 280 3,6 >3,2 2,6 99
18,5 1,48 10 8,2 | 17.669 252 3,7 >3,1 3,9 95
22,0 5,35 25,3 8,4 | 29.293 533 3,6 >2,9 2,3 90

* Os niveis de impureza correspondiam a 38,5 ppm de ProA e 51.943 ppm de HCP (Série

1), 8,8 ppm de ProA e 25.398 ppm de HCP (Série 2).

+ inclui a contribuicdo de ides Cl de NaCl, tampdes e solugbes tituladas
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Exemplo 7.5. Sumério

A partir destes estudos, ¢é possivel observar que a
remocdo de Proteina A (LRV) varia fortemente com Kp,
enquanto HCP LRV é excelente em todos os valores de Kp
iguais ou superiores a 0,26, mas muito reduzido em Kp =
0,17 (em condicdes de passagem). A remocdo de proteina de
célula hospedeira ¢ inferior em mais de um logaritmo para
condicdes de passagem em comparacdo com as condicgdes de
particdo fraca, mesmo para um desafio de carga reduzida. O
produto ligado varia entre 7,8 e 25 mg/ml para estas
condicdes de particdo fraca nesta combinacdo de resina e
anticorpo monoclonal. O coeficiente de particdo parece ser
6timo entre 0,41<Kp<5,4. N&do parece ser é6timo em Kp=0,17 e
um produto de ligacdo de 1,4 a 3,3 mg/mL, as condigdes do
Exemplo 7.2.

Estes estudos sugerem um  modo alternativo de
purificacdo de um polipéptido produzido wutilizando uma
cultura de células de meios de concecdo racional, o que iréa
reduzir significativamente a presenca de impurezas,
agregados de alto peso molecular, ADN, proteinas de célula

hospedeira, etc.
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REIVINDICACOES

1. Um meio de cultura de células compreendendo entre 7 mM
e 30 mM de leucina, entre 7 mM e 30 mM de lisina, entre 7
mM e 30 mM de treonina, entre 7 mM e 30 mM de prolina e

entre 7 mM e 30 mM de valina.

2. Un meio de cultura de células de acordo com a
reivindicacdo 1 compreendendo ainda um valor igual ou

superior a 3 mM de tirosina.

3. Um meio de cultura de células de acordo com a
reivindicacdo 1 ou 2, em que a concentracdo combinada de
leucina, 1lisina, treonina, prolina e valina tem um valor
entre 60% e 80% da concentracdo dos aminoidcidos essenciais

totals no meio de cultura de células.

4, Un meio de cultura de células de acordo com a
reivindicacdo 1 ou 2, em que a concentracdo combinada dos
aminodcidos essencials tem um valor entre 30% e 50% da

concentracdo dos aminodcidos totais.

5. Um meio de cultura de células de acordo com qualquer
uma das reivindicac®es 1 a 4 compreendendo uma concentracédo

total de aminodcidos com um valor entre 120 mM e 350 mM.

6. Um meio de cultura de células de acordo com gqualquer
uma das reivindicacgdes 1 a 6 compreendendo uma concentracédo

total de aminodcidos com um valor superior a 140 mM.

7. Um método de producdo de um polipéptido numa cultura
de células compreendendo:
(1) o fornecimento de uma cultura de <células,

compreendendo:



a. células, compreendendo um &cido nucleico gue
codifica um polipéptido de interesse; e

b. um meio de cultura de células de acordo com
qualgquer uma da reivindicacgdes 1 a 6; e
(2) a manutencdo da cultura de células em condicdes

que permitem a expressdo do polipéptido de interesse.

8. 0O método de acordo com a reivindicacdo 7, compreendendo
ainda um método de recuperacdo de um polipéptido purificado
a partir de um fluido de carga, compreendendo as etapas de:

passagem do fluido de carga por um meio numa coluna em
condicdes de funcionamento que fazem com que o meio ligue,
pelo menos, 2,8 mg de polipéptido por mL de meio, em que o
meio é selecionado a partir do grupo que consiste num meio
de troca idénica carregado, uma resina de cromatografia de
interacdo hidrofdébica e uma resina de cromatografia de
afinidade de metal imobilizado; e

recuperacdo do polipéptido purificado a partir do

efluente da coluna.

9. O método de acordo com a reivindicacdo 7, compreendendo
ainda um método de recuperacdo de um polipéptido purificado
a partir de um fluido de carga, compreendendo as etapas de:
passagem do fluido de carga por um meio numa coluna em
condicdes de funcionamento definidas por um coeficiente de
particdo de, pelo menos, 0,1; e
recuperacdo do polipéptido purificado a partir do

efluente da coluna.

10. Um método de producdo de um polipéptido numa cultura de

células compreendendo:

(1) o fornecimento de uma cultura de <células,
compreendendo:
a. células, compreendendo um 4acido nucleico que

codifica um polipéptido de interesse; e



b. um meio de cultura de células inicial, em que o
volume do meio de cultura de células inicial
corresponde a um valor de 60 a 99% do volume de um
volume do meio de cultura de células desejado;

(2) o fornecimento de um meio de cultura de células de
alimentacdo a cultura de células de acordo com a etapa (1),
em que o volume do meio de cultura de células de
alimentacdo corresponde a um valor de 1 a 40% do volume do
meio de cultura de células desejado, e em que o meio de
cultura de células desejado resultante & um meio de cultura
de células de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1
a 6; e

(3) a manutencdo da cultura de células em condicdes

que permitem a expressdo do polipéptido de interesse.

11. O método de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
7 a 10, em qgque a cultura de células é uma cultura de

células em grande escala.

12. 0 método de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes

7 a 11, em que as células sdo células animais.

13. 0 método de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes

7 e 10 a 12, em que o polipéptido é purificado.

14. O método de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes

7 a 13, em que o meio é um meio definido.
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