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RESUMO

"PRODUGCAO DE TNFR-Fc¢"

z

E proporcionado um sistema melhorado para a
producdo em grande escala de TNFR-Fc ligado em cultura
celular, particularmente em meios caracterizados por um ou
mais de: 1) uma concentracdo cumulativa de aminoédcidos
superior a cerca de 70 mM; 1ii) uma proporcdo molar de
glutamina cumulativa para asparagina cumulativa inferior a
cerca de 2; iii) uma proporcdo molar de glutamina
cumulativa para aminodcidos cumulativos totais inferior a
cerca de 0,2; iv) uma proporcdo molar de ido inorgénico
cumulativo para aminoacidos totais cumulativos entre cerca
de 0,4 e 1; ou v) uma concentracdo combinada de glutamina
cumulativa e asparagina cumulativa entre cerca de 16 e 36
mM. A utilizacdo desse sistema permite a producdo de niveis
elevados de proteina e diminui a acumulacdo de certos
factores indesejéaveis, tals como amdénio e/ou lactato.
Adicionalmente, s&o proporcionados métodos de cultura que
incluem uma mudanca de temperatura, incluindo tipicamente
uma diminuicdo da temperatura quando a cultura atingiu
cerca de 20-80% da sua densidade celular maxima. Alter-
nativamente, ou adicionalmente, a presente invencido pPropor-
ciona métodos em que, apds alcancar um pico, o0s niveis de

lactato e/ou ambénio na cultura diminuem ao longo do tempo.
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DESCRICAO

"PRODUGCAO DE TNFR-Fc¢"

Antecedentes da Invencgéao

As proteinas e polipéptidos tornaram-se cada vez
mais importantes como agentes terapéuticos. Na maioria dos
casos, as proteinas e ©polipéptidos terapéuticos sé&o
produzidos em cultura celular, a partir de células que
foram modificadas e/ou seleccionadas para produzir niveis
anormalmente elevados da proteina ou polipéptido particular
de interesse. O controlo e a optimizacdo das condigdes de
cultura celular sdo criticamente importante para a producdo

comercial de sucesso de proteinas e polipéptidos.

Muitas proteinas e polipéptidos produzidos em
cultura celular sdo produzidas num processo descontinuo ou
semi-continuo, no qual as células sdo cultivadas durante um
periodo de tempo, e depois a cultura ¢ terminada e a
proteina ou polipéptido produzido é€ isolado. A guantidade e
qualidade final da proteina ou polipéptido produzido podem
ser dramaticamente afectadas pelas condicgdes da cultura
celular. Por exemplo, os processos de cultura descontinua
ou semi-continua tradicionais resultam frequentemente na

producdo de produtos de residuos metabdlicos gue possuem
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efeitos prejudiciais no crescimento celular, viabilidade, e
producdo ou estabilidade da proteina ou polipéptido de
interesse. Embora tenham sido desenvolvidos esforcos para
melhorar a ©producdo de ©proteinas e ©polipéptidos em
processos de cultura descontinua ou semi-continua,

permanece uma necessidade para melhoramentos adicionais.

Adicionalmente, foi investido esforco signifi-
cativo no desenvolvimento de meios definidos (i.e., meios
constituidos a partir de componentes individuais conhecidos
e sem soro ou outros subprodutos animais) para utilizacédo
na cultura de células, particularmente células de
mamiferos. As caracteristicas de crescimento celular podem
ser muito diferentes em meios definidos como contrastado
com meios derivados de soro. Existe uma necessidade
particular para o desenvolvimento de sistemas melhorados
para produzir proteinas e polipéptidos através de cultura

celular em meios definidos.

Sumario da Invencédo

A presente invencdo proporciona um sSistema
melhorado para a producdo em larga escala de proteinas e/ou
polipéptidos em cultura celular. Por exemplo, a presente
invencdo proporciona métodos de cultura a escala comercial
(e.g., 500 L ou mais) gque utilizam um meio caracterizado
por um ou mais de: 1) uma quantidade cumulativa de amino-

dcidos por volume de unidade superior a cerca de 70 mM; ii)
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uma proporcdo molar de glutamina cumulativa para asparagina
cumulativa inferior a cerca de 2; iii) uma proporg¢do molar
de glutamina cumulativa para aminoacidos cumulativos totais
inferior a cerca de 0,2; iv) uma proporcdo molar de ié&o
inorgdnico cumulativo para aminodcidos cumulativos totais
entre cerca de 0,4 para 1; ou v) uma concentracdo combinada
cumulativa de glutamina e asparagina por volume de unidade
superior a cerca de 16 mM. Um especialista na técnica
entenderd que "cumulativo", como utilizado acima, se refere
a quantidade total de um componente ou componentes parti-
culares adicionados ao longo da cultura de células,
incluindo componentes adicionados no inicio da cultura e
componentes adicionados subsequentemente. Em certas formas
de realizacdo preferidas da invencdo, ¢ desejdvel minimizar
"alimentacdes" da cultura ao longo do tempo, de modo a que
seja desejdvel maximizar as quantidades inicialmente
presentes. E claro, os componentes do meio sdo metabo-
lizados durante a cultura de modo a que as culturas com as
mesmas quantidades cumulativas de dados componentes
possuirdo niveis absolutos diferentes se esses componentes
sdo adicionados a tempos diferentes (e.g., todos presentes
inicialmente vs. alguns adicionados através de alimen-

tacdes)

De acordo com a presente invencdo, a utilizacéo
desse meio permite a producdo de niveis elevados da
producdo de proteina e diminui a acumulacdo de certos

factores indesejéaveis, tais como aménio e/ou lactato.
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Um especialista na técnica entenderd que as
formulacdes dos meios da presente invencdo compreendem
tanto meios definidos como ndo definidos. Em certas formas
de realizacdo preferidas da presente invencdo, o meio de
cultura é um meio definido no qual a composicdo do meio é

conhecida e controlada.

Em certas formas de realizacdo preferidas da
presente invencdo, os métodos de cultura incluem mudar a
cultura de um primeiro conjunto de condig¢des de cultura
para um Segundo conjunto de condic¢des de cultura, de modo a
que seja alcancado um desvio metabdlico das células. Em
algumas formas de realizacdo, esta alteracdo é realizada
quando a cultura atingiu cerca de 20-80% da sua densidade
celular méxima. Em algumas formas de realizacéo, a
alteracdo envolve alterar a temperatura (ou gama de
temperatura) na qual a cultura é mantida. Alternativamente
ou adicionalmente, a presente invencdo proporciona métodos
ajustados de modo a gque, apds atingir um pico, os niveis de
lactato e/ou amdénio na cultura diminuam ao longo do tempo.
Noutras formas de realizacdo, o desvio envolve desviar o
pH, a osmolarlidade ou o nivel de indutores quimicos, tais

como acidos alcandicos ou 0S seus sais.

As culturas celulares da presente invencdo podem
ser opcionalmente suplementados com nutrientes e/ou outros

componentes do meio, incluindo hormonas e/ou outros
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factores de crescimento, ides particulares (tais como sb6-
dio, cloro, c&lcio, magnésio, e fosfato), tampdes, vita-
minas, nucledsidos ou nucledtidos, oligoelementos (compos-
tos 1norgdnicos normalmente presentes em concentracdes
finais muito baixas), aminoédcidos, lipidos, ou glucose ou
outra fonte de energia. Em certas formas de realizacdo da
presente invencdo, pode ser benéfico suplementar o meio
media com indutores guimicos, tais como hexametilenobis
(acetamida) ("HMBA") e butirato de sdédio ("NaB"). Estes
suplementos opcionais podem ser adicionados no inicio da
cultura ou podem ser adicionados num momento mais tarde de
modo a reabastecer nutrientes empobrecidos ou por outra
razdo. Em geral, ¢é desejavel seleccionar a composicdo do
meio inicial para minimizar a suplementacdo de acordo com a

presente invencédo.

Podem ser monitorizadas varias condicgdes de
cultura de acordo com a presente invencdo, incluindo pH,
densidade celular, viabilidade celular, niveis de lactato,
niveis de aménio, osmolaridade, ou titulo do polipéptido ou

proteina expressos.

Breve Descrigdo das Figuras

A Figura 1 apresenta uma comparacgdo do Meio 1 e
Meio 2 em frascos de agitacdo utilizando células anti-GDF-
8.

Figura 2 apresenta o crescimento celular e a

viabilidade de células anti-GDF-8 no Meio 1.
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culturas celulares anti-GDF-8 em condicdes de cultura de

controlo e com privagdo de glutamina.

A Figura 11 apresenta niveis de lactato de
culturas celulares anti-GDF-8 em condigdes de cultura de

controlo e com privagdo de glutamina.

A Figura 12 apresenta o titulo de anti-GDF-8 em
condicdes de cultura de controlo e com privacdo de glu-

tamina.

A Figura 13 apresenta a resposta a dose de ferro

de células anti-GDF-8 em Meio 1 e Meio 2.

A Figura 14 apresenta densidade celular de

culturas alimentadas com Glutamato e Glutamina.

A Figura 15 apresenta a viabilidade celular de

culturas alimentadas com Glutamato e Glutamina.

A Figura 16 apresenta o titulo de Y anti-Lewis em

culturas alimentadas com Glutamato e Glutamina.

A Figura 17 apresenta os niveis de lactato em

cultura alimentadas com Glutamato e Glutamina.

A Figura 18 apresenta o0s niveis de aménio em

cultura alimentadas com Glutamato e Glutamina.
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A Figura 19 apresenta a osmolaridade de culturas

alimentadas com Glutamato e Glutamina.

A Figura 20 apresenta a densidade celular de
células Y anti-Lewis. Cada gréafico ¢ a média de dois
frascos de cultura cultivados utilizando as mesmas

condicodes.

A Figura 21 apresenta a viabilidade celular de
células Y anti-Lewis. Cada grafico é a média de dois
frascos de cultura <cultivados utilizando as mesmas

condicdes.

A Figura 22 apresenta o titulo médio da cultura
de Y anti-Lewis. Cada grafico é a média de dois frascos de

cultura cultivados utilizando as mesmas condicgdes.

A Figura 23 apresenta os niveis de ambénio de
células Y anti-Lewis. Cada grafico é a média de dois
frascos de cultura cultivados utilizando as mesmas

condicdes.

A Figura 24 apresenta salto de impulso utilizado

em culturas com alimentacdo descontinua.

A Figura 25 apresenta o crescimento celular de

células anti-GDF-8 sob varias condic¢des experimentais.
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A Figura 26 apresenta a viabilidade de células

anti-GDF-8 sob varias condic¢bdes experimentais.

A Figura 27 apresenta o titulo de anti-GDF-8 sob

vadrias condicbdes experimentais.

A Figura 28 apresenta os niveis de lactato de

culturas anti-GDF-8 sob varias condic¢des experimentais.

A Figura 29 apresenta o0s niveis de aménio de

culturas anti-GDF-8 sob véarias condicdes experimentais.

A Figura 30 apresenta o crescimento celular de

células anti-GDF-8 sob vaArias condicdes experimentais.

A Figura 31 apresenta o titulo de anti-GDF-8 sob

varias condicdes experimentais.

A Figura 32 apresenta os niveis de lactato de

culturas anti-GDF-8 sob varias condicdes experimentais.

A Figura 33 apresenta os niveis de amébénio de

culturas anti-GDF-8 sob véarias condicbes experimentais.

A Figura 34 apresenta o crescimento celular de
células anti-GDF-8 em Meio 9 modificado contendo véarios

niveis de glutamina e asparagina.
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A Figura 35 apresenta a viabilidade celular de
células anti-GDF-8 em Meio 9 modificado contendo vAarios

niveis de glutamina e asparagina.

A Figura 36 apresenta os niveis de lactato de
culturas anti-GDF-8 em Meio 9 modificado contendo varios

niveis de glutamina e asparagina.

A Figura 37 apresenta os niveis de amébénio de
culturas anti-GDF-8 em Meio 9 modificado contendo varios

niveis de glutamina e asparagina.

A Figura 38 apresenta os niveis de glutamina de
culturas anti-GDF-8 em Meio 9 modificado contendo varios

niveis de glutamina e asparagina.

A Figura 39 apresenta o titulo de anti-GDF-8 em
Meio 9 modificado contendo véarios niveis de glutamina e

asparagina.

A Figura 40 apresenta a osmolaridade de culturas
de anti-GDF-8 em Meio 9 modificado contendo vaArios niveis

de glutamina e asparagina.

A Figura 41 apresenta o crescimento celular de
células anti-GDF-8 em meios contendo varios niveis de

asparagina e cisteina.
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A Figura 42 apresenta os niveis de lactato de
culturas anti-GDF-8 em meios contendo vArios niveis de

asparagina e cisteina.

A Figura 43 apresenta os niveis de aménio de
culturas anti-GDF-8 em meios media contendo varios niveis

de asparagina e cisteina.

A Figura 44 apresenta os niveis de glutamina de
culturas anti-GDF-8 em meios contendo vAarios niveis de

asparagina e cisteina.

A Figura 45 apresenta os niveis de glutamato de
culturas anti-GDF-8 em meios contendo varios nivelis de

asparagina e cisteina.

A Figura 46 apresenta o titulo de anti-GDF-8 em

meios contendo varios niveis de asparagina e cisteina.

A Figura 47 apresenta a osmolaridade de culturas
anti-GDF-8 em meios contendo varios niveis de asparagina e

cisteina.

A Figura 48 apresenta o crescimento celular de
células anti-GDF-8 em meios contendo vAarios niveis de

aminodcidos e vitaminas.

A Figura 49 apresenta os niveis de lactato de
culturas anti-GDF-8 em meios contendo varios niveis de

aminodcidos e vitaminas.
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A Figura 50 apresenta os niveis de amébdnio
culturas anti-GDF-8 em meios contendo varios niveis

aminodcidos e vitaminas.

A Figura 51 apresenta os niveis de glutamina
culturas anti-GDF-8 em meios contendo varios niveis

aminodcidos e vitaminas.

A Figura 52 apresenta o titulo de anti-GDF-8
meios contendo varios niveis de aminoacidos e vitaminas.
A Figura 53 apresenta crescimento celular
células anti-GDF-8 em meios contendo varios niveis

vitaminas, oligoelementos E e ferro.

A Figura 54 apresenta os niveis de lactato
culturas anti-GDF-8 em meios contendo varios niveis

vitaminas, oligoelementos E e ferro.

A  Figura 55 apresenta niveis de amdnio

culturas anti-GDF-8 em meios contendo varios niveils

vitaminas, oligoelementos E e ferro.

A Figura 56 apresenta o titulo de anti-GDF-8

de

de

de

de

em

de

de

de

de

de

de

cm

meios contendo varios niveis de vitaminas, oligoelementos E

e ferro.

A Figura 57 apresenta o crescimento celular

células anti-GDF-8 em Meios 1, 3 e 9.

de
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A Figura 58 apresenta o titulo de anti-GDF-8 em

Meio 1, 3 e 9.

A Figura 59 apresenta os titulos de anti-GDF-8
extrapolados para varios niveis de glutamina isoladamente e

glutamina e asparagina total combinadas.

A Figura 60 apresenta o crescimento celular de

células anti-ABeta nas varias condicdes de meio testadas.

A Figura 61 apresenta a viabilidade celular de

células anti-ABeta nas varias condic¢des de meio testadas.

A Figura 62 apresenta niveis de lactato de

culturas anti-ABeta nas varias condig¢des de meio testadas.

A Figura 63 apresenta o0s niveis de aménio de

culturas anti-ABeta nas varias condig¢des de meio testadas.

A Figura 64 apresenta o titulo anti-ABeta nas

vdrias condicdes de meios testadas.

A Figura 65 apresenta a osmolaridade de culturas

anti-ABeta nas véarias condicdes de meio testadas.

A Figura 66 apresenta o crescimento celular de
células que expressam TNFR-Ig em VvAarias condicdes

experimentais.
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A Figura 67 apresenta a viabilidade das células

que expressam TNFR-Ig em varias condicdes experimentais.

A Figura 68 apresenta a glucose residual em
culturas de células que expressam TNFR-Ig em varias

condicdes experimentais.

A Figura 69 apresenta os niveis de glutamina em
culturas de células que expressam TNFR-Ig em varias

condicdes experimentais.

A Figura 70 apresenta a concentracdo de lactato
em culturas de células que expressam TNFR-Ig em varias

condicdes experimentais.

A Figura 71 apresenta os niveis de ambénio em
culturas de células que expressam TNFR-Ig em varias

condicdes experimentais.

A Figura 72 apresenta TNFR-Ig relativa a titulo

em varias condicdes experimentais.

A Figura 73 apresenta as densidades celulares de
células anti-GDF-8 cultivadas em biorreactores de 6000 L e

de 1 L.

A Figura 74 apresenta os titulos de células anti-

GDF-8 cultivadas em biorreactores de 6000 L € de 1 L.
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A Figura 75 apresenta os niveis de lactato de
células anti-GDF-8 cultivadas em biorreactores de 6000 L e

de 1 L.

A Figura 76 apresenta os niveis de aménioc de
células anti-GDF-8 cultivadas em biorreactores de 6000 L e

de 1 L.

Definicgdes

"Cerca de", "Aproximadamente": Como aqui utili-
zados, 08 termos "cerca de" e "aproximadamente", conforme
aplicados a uma ou mais condic¢des de cultura particulares,
referem-se a uma gama de valores gque sdo semelhantes ao
valor de referéncia estabelecido para essa condigcdo ou
condicdes de cultura. Em certas formas de realizacdo, o
termo "cerca de" refere-se a uma gama de valores que se
situa dentro de 25, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11,
10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 porcento ou menos do valor de
referéncia estabelecido para essa condic¢do ou condicgdes de

cultura.

"Aminoacido": O termo "aminoé&cido", como aqui
utilizado, refere-se a qualgquer um dos vinte aminodcidos
que ocorrem naturalmente, que sdo normalmente utilizados na
formacdo de polipéptidos, ou andlogos ou derivados desses
aminodcidos. 0s aminodcidos da presente invencdo sé&o

proporcionados no meio para culturas celulares. Os
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aminoacidos proporcionados no meio podem ser fornecidos

como sals ou na forma de hidrato.

"Anticorpo": O termo "anticorpo", como aqui
utilizado, refere-se a uma molécula de imunoglobulina ou
uma porcdo imunologicamente activa de uma molécula de
imunoglobulina, tal como um fragmento Fab ou F(ab’)., que
contém um ou mais sitios de ligacdo ao antigénio que se
ligam especificamente (imunorreagem com) um antigénio. Os
termos "anticorpos monoclonais"™ e "composicdo de anticorpo
monoclonal™, como aqui utilizados, referem-se a uma
populacdo clonal de moléculas de anticorpo que contém
apenas uma espécie de um sitio de ligacdo ao antigénio
capaz de imunorreagir com um epitopo particular de um
antigénio, enquanto que os termos "anticorpos policlonais"
e "composicdo de anticorpo policlonal" refere-se a uma
populacdo de moléculas de anticorpo que contém multiplas
espécies de sitios de 1ligacdo ao antigénio capazes de
interagir com um antigénio particular. A definicdo de
anticorpos monoclonais inclui tanto moléculas clonais
derivadas por tecnologias tradicionais como por moléculas
de sequéncia definida derivadas por manipulacdo ou mutacédo
de residuos especificos, por exemplo, anticorpos

humanizados.

"Cultura descontinua": O termo "cultura descon-
tinua", como aqui wutilizado refere-se a um método de
cultura de células no qual todos os componentes que serdo

no final utilizados na cultura das células, incluindo o
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meio (ver definicdo de "meio" abaixo) assim como as
proprias células, s&do fornecidos no inicio do processo de
cultura. Uma cultura descontinua ¢é tipicamente parada em
algum ponto e as células e/ou componentes no meios s&o

recolhidos e opcionalmente purificados.

"Biorreactor": O termo "biorreactor", como aqui
utilizado, refere-se a qualquer frasco utilizado para o
crescimento de uma cultura celular de mamiferos. O
biorreactor pode ser de qualquer tamanho, desde que seja
util para a cultura de células de mamiferos. Tipicamente, o
biorreactor serd pelo menos de 1 litro e pode ser de 10,
100, 250, 500, 1000, 2500, 5000, 8000, 10 000, 12 000
litros ou mais, ou gqualgquer volume entre eles. As condicgbes
internas do biorreactor, incluindo, mas ndo limitadas ao pH
e temperatura, sdo tipicamente controladas durante o
periodo da cultura. O biorreactor pode ser composto por
qualquer material gque ¢ adequado para manter culturas
celulares de mamiferos suspensas em meios nas condic¢des de
cultura da presente invencdo, incluindo vidro, pléstico ou
metal. O termo "biorreactor de producdo", como aqui
utilizado refere-se ao Dbiorreactor final wutilizado na
producdo do polipéptido ou proteina de interesse. O volume
do biorreactor de produgdo de cultura celular em grande
escala é tipicamente de pelo menos 500 litros e pode ser de
1000, 2500, 5000, 8000, 10 000, 12 000 litros ou mais, ou
qualguer volume entre eles. Um especialista na técnica
estard ciente de, e serd capaz de escolher biorreactores

adequados para utilizacdo na pratica da presente invencéo.
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"Densidade celular": O termo "densidade celular",
como aqui wutilizado, refere-se ao numero de células

presentes num dado volume de meio.

"Viabilidade celular": O termo "viabilidade
celular", como aqui utilizado, refere-se a capacidade das
células em cultura para sobreviver num dado conjunto de
condicdes de cultura ou variacdes experimentais. O termo
como aqui utilizado também se refere a porcdo de células

que estdo vivas num momento particular em relacdo ao numero

de células total, vivas e mortas, na cultura nesse momento.

"Cultura"™, "Cultura celular"™ e "Cultura de célu-
las de mamiferos": Estes termos, como aqui utilizados,
referem-se a uma populacdo de células de mamiferos que é
suspensa num meio (ver definicdo de "meio" abaixo) em
condicdes adequadas para sobrevivéncia e/ou crescimento da
populacdo celular. Como sera o6bvio para um especialista na
técnica, estes termos, como aqui utilizados, podem referir-
se a combinacdo compreendendo a populacdo de células de

mamiferos e o meio no qual a populacdo é suspensa.

"Cultura de alimentacdo descontinua": O termo
"cultura de alimentacdo descontinua", como aqui utilizado,
refere-se a um método de cultura de células em qgue oS
componentes adicionais sdo fornecidos a cultura num dado
momento subsequente ao inicio do processo de cultura. Os

componentes fornecidos compreendem tipicamente suplementos
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nutricionais as células que tinham sido empobrecidos
durante o processo de cultura. Uma cultura de alimentacéo
descontinua ¢é tipicamente parada a dado momento e as
células e/ou componentes no meio sdo recolhidos e

opcionalmente purificados.

"Fragmento": O termo "fragmento", como aqui
utilizado, refere-se a polipéptidos e ¢é definido como
qualquer porcédo discreta de um dado polipéptido gque é unico
para, ou caracteristico desse polipéptido. O termo como
aqui utilizado também se refere a gqualquer porcdo discreta
de um dado polipéptido que retém pelo menos uma fraccdo da
actividade do polipéptido de comprimento total.
Preferencialmente, a fraccdo da actividade retida é de pelo
menos 10% da actividade do polipéptido de comprimento
total. Mais preferencialmente, a fraccdo da actividade
retida é pelo menos 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% ou
90% da actividade do polipéptido de comprimento total.
Ainda mais preferencialmente, a fraccdo de actividade
retida é pelo menos 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% da actividade
do polipéptido de comprimento total. Mais preferencial-
mente, a fracgdo de actividade retida é 100% da actividade
do polipéptido de comprimento total. O termo como aqui
utilizado também se refere a qualquer porcdo de um dado
polipéptido gque inclui pelo menos um elemento da sequéncia
estabelecido encontrado no polipéptido de comprimento
total. Preferencialmente, o elemento da sequéncia estende-
se em pelo menos 4-5, mais preferencialmente pelo menos
cerca de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 ou mais

aminodcidos do polipéptido de comprimento total.
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"Gene": O termo "gene", como aqui wutilizado
refere-se a qualquer sequéncia de nuclebdétidos, DNA ou RNA,
pelo menos alguma porcdo da qual codifica para um produto
final discreto, tipicamente, mas ndo limitado a, um
polipéptido, que funciona em algum aspecto do metabolismo
ou desenvolvimento celular. O termo ndo pretende referir-se
apenas a sequéncia codificante que codifica o polipéptido
ou outro produto discreto final, mas também pode abranger
as regides anteriores e posteriores a sequéncia codificante
que modula o nivel de expressdo basal (ver definicdo de

"elemento de controlo genético" abaixo), assim como as

sequéncias intervenientes ("intrdes™) entre segmentos
codificantes individuais ("exdes").
"Elemento de controlo genético": o) termo

"elemento de controlo genético", como aqui utilizado
refere-se a qualquer elemento de sequéncia que modula a
expressdo de um gene ao qual estd ligado operacionalmente.
Os elementos de controlo genético podem funcionar quer
aumentando ou diminuindo os niveis de expressdo e podem
estar localizados antes, no meio ou apds a sequéncia
codificante. Os elementos de controlo genético podem actuar
em qualquer estddio da expressdo genética através da
regulacédo, por exemplo, iniciacdo, elongacdo ou terminacédo
da transcricdo, excisdo do mRNA, edicdo de mRNA, estabi-
lidade de mRNA, localizacdo do mRNA na célula, iniciacéo,
elongacdo ou terminacdo da tradugdo, ou qualgquer outro

estaddio da expressdo genética. 0Os elementos de controlo
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genético podem funcionar individualmente ou em combinacéo

um com O outro.

"Hibridoma": O termo "hibridoma", como aqui
utilizado, refere-se a uma célula criada por fusdo de uma
célula imortalizada derivada de uma fonte imunoldgica e uma
célula produtora de anticorpo. O hibridoma resultante & uma
célula imortalizada que produz anticorpos. As células
individuais utilizadas para criar o hibridoma podem ser de
qualguer fonte de mamifero, incluindo, mas n&do limitadas a,
rato, porco, coelho, ovelha, porco, cabra, e humano. O
termo também engloba linhas celulares de trioma, gue
resultam gquando a progénie de fusdes de mieloma hetero-
hibridas, gque sd&o o produto de uma fusdo entre células
humanas e wuma linha celular de mieloma de murino, S&o
subsequentemente fundidas com uma célula plasmatica. Para
além disso, o termo pretende incluir qualquer linha celular
hibrida imortalizada que produz anticorpos tais como, por
exemplo, quadromas (Ver, e.g., Milstein et al., Nature,

537:3053(1983)) .

"Densidade Celular Viadvel Integrada”™: O termo
"densidade celular viédvel integrada", como aqui utilizado
refere-se a densidade média de células vidveis ao longo da
cultura multiplicada pela guantidade de tempo a que a
cultura foi mantida. Assumindo gque a quantidade de
polipéptido e/ou proteina produzida ¢ proporcional ao
numero de células viadveis presentes ao longo da cultura, a

densidade celular viavel integrada ¢é uma ferramenta util
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para estimar a quantidade de polipéptido e/ou proteina

produzida ao longo da cultura.

"Meio", "Meio de cultura celular", "Meio de
cultura”™: Estes termos, como aqui utilizados, referem-se a
uma solucdo contendo nutrientes que nutrem as células de
mamiferos em desenvolvimento. Tipicamente, estas solucdes
fornecem aminoacidos essenciais e néao essenciais,
vitaminas, fontes de energia, lipidos, e oligoelementos
necessarios para o crescimento minimo e/ou sobrevivéncia da
célula. A solucdo pode também conter componentes gue
aumentam o crescimento e/ou sobrevivéncia acima da taxa
minima, incluindo hormonas e factores de crescimento. A
solucdo ¢é preferencialmente formulada para um pH e
concentracdo de sais O4ptima para a sobrevivéncia e
proliferacdo celular. O meio pode ser também um "meio
definido" - um meio sem soro gque ndo contém proteinas,
hidrolisados ou componentes de composicdo desconhecida. Os
meios definidos sdo isentos de componentes de origem animal
e todos o0s componentes possuem uma estrutura quimica

conhecida.

"Produto de residuo metabdlico": O termo "produto
de residuo metabdélico"™, como aqui utilizado, refere-se a
compostos produzidos pela cultura celular como um resultado
de processos metabdlicos normais ou ndo normais que sé&do, de
algum modo, prejudiciais para a cultura celular,
particularmente em relacdo a expressdo ou actividade de um

polipéptido ou proteina recombinante desejado. Por exemplo,
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os produtos de residuo metabdélico podem ser prejudiciais
para o crescimento ou viabilidade da cultura celular, podem
diminuir a qguantidade de polipéptido ou proteina recom-
binante produzido, podem alterar a dobragem, estabilidade,
glicosilacdo ou outra modificacdo pobds-traducdo do poli-
péptido ou proteina expressos, ou podem ser prejudiciais
para as células e/ou expressdo ou actividade do polipéptido
ou proteina recombinante em gqualquer numero de outros
modos. Produtos de residuo metabdlico exemplares incluem
lactato, que é produzido como um resultado do metabolismo
da glucose, e amdédnio, que é produzido com um resultado do
metabolismo de glutamina. Um objective da presente invencédo
é atrasar a producdo de, reduzir ou mesmo eliminar os
produtos de residuo metabdlico em culturas celulares de

mamifero.

"Osmolaridade" e "Osmolalidade": "Osmolalidade" é
uma medida da pressdo osmdética de particulas de soluto
dissolvidas em solucdo aquosa. As particulas de soluto
incluem ambos i&es e moléculas n&o ionizadas. A osmola-
lidade é expressa como a concentracido de particulas osmoti-
camente activas (i.e., osmoles) dissolvidas em 1 kg de
solucdo (1 mOsm/kg H,O a 38°C é equivalente a uma pressio
osmética de 19 mm Hg). "Osmolaridade," por contraste,
refere-se ao numero de particulas de soluto dissolvidas em
1 litro de solucdo. Quando aqui utilizada, a abreviatura

"mOsm" significa "miliosmoles/kg de solucdo".

"Cultura de perfusdo”": O termo '"cultura de
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perfusdo”, como aqui utilizado refere-se a um método de
cultura de células em que os componentes adicionais sé&o
proporcionados continuamente ou semi-continuamente a
cultura subsequentemente ao inicio do processo de cultura.
Os componentes proporcionados compreendem tipicamente
suplementos nutricionais as células que foram empobrecidas
durante o processo de cultura. Uma porcdo das células e/ou
componentes no meio sdo tipicamente recolhidas numa base

continua ou semi-continua e sdo opcionalmente purificadas.

"Polipéptido": O termo "polipéptido"™, como aqui
utilizado refere-se a cadeia sequencial de aminoacidos
ligados uns aos outros através de ligacgdes peptidicas. O
termo ¢é utilizado para se referir a uma cadeia de
aminodcidos de qualguer comprimento, mas um especialista na
técnica entenderd que o termo ndo estd limitado a cadeias
muito compridas e pode referir-se a uma cadeia minima
compreendendo dois aminoadcidos ligados em conjunto através

de uma ligacdo peptidica.

"Proteina": O termo "proteina", como aqui utili-
zado refere-se a um ou mais polipéptidos que funcionam como
uma unidade discreta. Se um polipéptido tnico é a unidade
de funcionamento discreta e ndo necessita de associacéo
fisica permanente com outros polipéptidos de modo a formar
a unidade de funcionamento discreta, os termos
"polipéptido"™ e "proteina" como aqui utilizado s&o utili-
zados indiferentemente. Se a unidade funcional discreta for
compreendida por mais do que um polipéptido que se associam

fisicamente um com o outro, o termo "proteina", como aqui
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utilizado refere-se aos multiplos polipéptidos que sé&o
fisicamente acoplados e funcionam juntamente como a unidade

discreta.

"Polipéptido expresso de forma recombinante" e
"Polipéptido recombinante": Estes termos, como aqui uti-
lizados, referem-se a um polipéptido expresso a partir de
uma célula hospedeira de mamifero, que foi modificado
geneticamente para expressar esse polipéptido. O poli-
péptido expresso de forma recombinante pode ser idéntico ou
semelhante aos polipéptidos que sdo normalmente expressos
na célula hospedeira de mamifero. O polipéptido expresso de
forma recombinante pode ser estranho para a célula
hospedeira, i.e. heterblogo em relacdo aos péptidos normal-
mente expressos na célula hospedeira de mamiferos. Alter-
nativamente, o polipéptido expresso de forma recombinante
pode ser guimérico nas porcgdes do polipéptido que contém
sequéncias de aminoacidos que sdo idénticas ou semelhantes
aos polipéptidos normalmente expressos na célula hospedeira
de mamiferos, enquanto gue outras porc¢des sdo estranhas

para a célula hospedeira.

"Semear": O termo "semear", como aqui utilizado,
refere-se ao processo de proporcionar uma cultura celular a
outro frasco de Dbiorreactor. As células podem ter sido
propagadas previamente noutro biorreactor ou frasco.
Alternativamente, as células podem ter sido congeladas e
descongeladas imediatamente antes de as distribuir para o
biorreactor ou frasco. O termo refere-se a qualguer numero

de células, incluindo uma célula Unica.
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"Titulo": O termo "titulo", como aqui utilizado
refere-se a quantidade total de polipéptido expresso de
forma recombinante ou proteina produzida por uma cultura
celular de mamiferos dividida por uma dada quantidade de
volume de meio. O titulo é expresso tipicamente em unidades
de miligramas de polipéptido ou proteina por mililitro de

meio.

Descrigcdo Detalhada de Certas Formas de Reali-

zagdo Preferidas

A presente invencéo proporciona sistemas
melhorados para a producdo de proteinas e/ou polipéptidos
através de cultura de células. Em particular, a invencéao
proporciona sistemas que minimizam a producdo de um ou mais
produtos metabdlicos prejudiciais para o crescimento
celular, a viabilidade, e/ou producdo ou qualidade da
proteina. Numa forma de realizacdo preferida da presente
invencdo, a cultura celular é uma cultura descontinua ou de
alimentacdo continua. Outras certas formas de realizacédo
preferidas da invencdo sdo discutidas em detalhe abaixo. Os
especialistas na técnica entenderdo, todavia, que varias
modificacdes a estas formas de realizacdo preferidas estédo
dentro do A&mbito das reivindicagbdes anexas. Sdo as
reivindicacdes e seus equivalentes que definem o admbito da
presente invencdo, gque ndo estéd, e ndo deve estar, limitada
a, ou por, esta descricdo de certas formas de realizacédo

preferidas.
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Polipéptidos

Qualqguer polipéptido TNFR-FcC que se pode
expressar numa célula hospedeira pode ser produzido de
acordo com a presente invencdo. O polipéptido pode ser
expresso a partir de um gene que ¢ enddgeno para a célula
hospedeira, ou a partir de um gene que ¢é introduzido na
célula hospedeira através de engenharia genética. 0
polipéptido pode ser um gue ocorra na natureza, ou pode
possuir alternativamente uma sequéncia que foi modificada
ou seleccionada por mdo humana. Um polipéptido modificado
pode ser montado a partir de outros segmentos de
polipéptido que ocorrem individualmente na natureza, ou
pode incluir um ou mais segmentos que ndo ocorrem

naturalmente.

Noutra forma de realizacdo, o anticorpo é um de
anticorpos anti-GDF-8 humanos denominado Myo29, Myo28, e
Myo22, e os anticorpos e fragmentos de ligacdo ao antigénio
deles derivados. Estes anticorpos s&o capazes de se ligarem
a GDF-8 madura com elevada afinidade, inibir actividade de
GDF-8 in vitro e in vivo como demonstrado, por exemplo, por
inibicdo de ligacdo a ActRIIB ensaios de gene repdrter, e
podem inibir a actividade de GDF-8associada com a regulacdo
negativa de massa de musculo esquelético e densidade &6ssea.
Ver, e.g., Veldman, et al, Pedido de Patente U.S. N°

20040142382.
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Receptores

Outra classe de polipéptidos que demonstraram ser
eficazes como agentes farmac@uticos e/ou comerciais inclui
receptores. 0s receptores sdo tipicamente glicoproteinas
trans-membranares que funcionam para o reconhecimento de um
ligando de sinalizacdo extracelular. 0s receptores possuem
tipicamente um dominio de cinase de proteina adicionalmente
ao dominio de reconhecimento do ligando, que inicia uma via
de sinalizacdo através de moléculas intracelulares de alvo
de fosforilacdo apds ligacdo ao ligando, conduzindo a
alteracdes de desenvolvimento ou metabdlicas na célula.
Numa forma de realizacdo, o0s receptores de interesse sé&o
modificados de modo a remover o(s) dominio (s) de
transmembrana e/ou intracelular, no lugar dos quais pode

ser ligado opcionalmente um dominio Ig.

Numa forma de realizacdo particularmente prefe-
rida, os inibidores de factor de necrose tumoral, na forma
de receptores de factor alfa e beta da necrose tumoral
(TNFR-1; EP 417 563 publicado em 20 de Marco de 1991; e
TNFR-2, EP 417 014 publicado em 20 de Marco de 1991) sé&o
expressos de acordo com a presente invencdo (para reviséo,
ver Naismith e Sprang, J Inflamm. 47 (1-2):1-7 (1995-96). De
acordo com uma forma de realizacdo, o inibidor do factor de
necrose tumoral compreende um receptor de TNF soluvel e,
preferencialmente um TNFR-Ig. Numa forma de realizacgdo, os
inibidores de TNF preferidos da presente invencdo sé&o

formas soluveis de TNFRI e TNFRII, assim como proteinas de
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ligacdo a TNF soltveis, noutra forma de realizacdo, a fuséo
TNFR-Ig é& um TNFR:Fc, um termo que, como aqui utilizado,
refere-se a "etanercept", gque é um dimero de duas moléculas
da porcéo extracelular do receptor p’75 TNF-alpha,
consistindo cada molécula de uma porgcdo Fc de 235

aminoadcidos de IgG.sub.l. humana.

Em geral, os profissionais da presente invencéo
seleccionardo o seu polipéptido de interesse, e conheceréo
a sua sequéncia de aminoacidos precisa. As técnicas da
presente invencdo foram aplicadas com sucesso a producdo de
diversos polipéptidos incluindo, por exemplo, um anticorpo
monoclonal humano dirigido contra o factor 8 de crescimento
e diferenciacdo (Exemplos 1, 3, 4, 7-14), anticorpo anti
Lewis Y humanizado (Exemplos 5 e 6), anti-ABeta (Exemplo
15) e uma proteina de fusdo com Fc dimérica do pré-receptor
do factor da necrose tumoral (Exemplo 16), indicando que a
presente invencdo serda Util para a expressdo de uma
variedade de diferentes polipéptidos e proteinas. Qualquer
dada proteina que se pretende expressar de acordo com a
presente invencdo possuird as suas proprias caracteristicas
idiossincrédticas e pode influenciar a densidade celular ou
a viabilidade das células cultivadas, e pode ser expressa a
niveis mais baixos do que outro polipéptido ou proteina
cultivado em condicdes de cultura idénticas. Um
especialista na técnica sera capaz de modificar
apropriadamente o0s passos e as composicdes da presente
invencdo de modo a optimizar o crescimento celular e/ou a
producédo de qualquer dado polipéptido ou proteina

eXpressos.
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Elementos de controlo genético

Como serd claro para aqueles com competéncias
normais na arte, os elementos de controlo genético podem
ser empregues para regular a expressdo genética do
polipéptido ou proteina. Esses elementos de controlo
genético devem ser gseleccionados para serem activos na
célula hospedeira relevante. Os elementos de controlo podem
ser constitutivamente activos ou podem ser indutiveis em
circunsténcias definidas. Os elementos de controlo indu-
tiveis sdo particularmente Uteis quando a proteina expressa
é toxica ou possui efeitos de outra forma prejudiciais
sobre o crescimento e/ou a viabilidade celular. Nesses
casos, a expressdo de regulacdo do polipéptido ou proteina
através de elementos de controlo indutiveis pode melhorar a
viabilidade celular, a densidade celular, e /ou o rendi-
mento total do polipéptido ou proteina expressos. Sé&o
conhecidos e estdo disponiveis na técnica um grande numero
de elementos de controlo Uteis na pratica da presente

invencé&o.

Promotores de mamifero constitutivos represen-
tativos que podem ser utilizados de acordo com a presente
invencdo incluem, mas né&do estdo limitados a, o promotor da
transferase da fosforribosil de hipoxantina (HPTR), o
promotor da desaminase de adenosina, o promotor da cinase
de piruvato, o promotor da beta-actina, assim como outros

promotores constitutivos conhecidos daqueles com
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competéncias normais na  técnica. Adicionalmente, 0s
promotores virais que demonstraram dirigir a expressao
constitutiva das sequéncias codificantes em células
eucaridticas incluem, por exemplo, promotores do virus de
simios, promotores do virus herpes simplex, promotores do
virus papilloma, promotores de adenovirus, promotores do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), promotores do virus
do sarcoma de Rous, promotores do citomegalovirus (CMV), as
repeticdes terminais longas (LTRs) do virus da leucemia de
murino de Moloney e outros retrovirus, o promotor da cinase
de timidina do virus herpes simplex, assim como outros
promotores virais conhecidos dagqueles com competéncias

normals na técnica.

Os promotores indutiveis conduzem a expressdo de
sequéncias codificantes ligadas operacionalmente na
presenca de um agente de inducdo também podem ser
utilizados de acordo com a presente invencdo. Por exemplo,
em células de mamiferos, o promotor da metalotioneina induz
a transcricdo de sequéncias codificantes a Jjusante na
presenca de certos 106es metdlicos. Outros promotores
indutiveis serdo reconhecidos por e/ou conhecidos daqueles

com competéncias normais na técnica.

Em geral, uma seguéncia de expressdo genética
também incluird sequéncias de nédo transcricdo 5’ e né&o
traducdo 5’ envolvidas com a iniciac¢do da transcricdo e
traducéo, respectivamente, tal como uma caixa TATA,

sequéncia de proteccdo, sequéncia CAAT, e semelhantes. Os
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elementos intensificadores podem ser utilizados
opcionalmente para aumentar os niveis de expressdo dos
polipéptidos ou proteinas a serem expressos. Exemplos de
elementos intensificadores que demonstraram funcionar em
células de mamiferos incluem o intensificador do gene
precoce de SV40, como descrito em Dijkema et al., EMBO J.
(1985) 4: 761 e o intensificador/promotor derivado da
repeticdo do terminal longo (LTR) do Virus do Sarcoma de
Rous (RSV), como descrito em Gorman et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA (1982b) 79:6777 e citomegalovirus humano,

como descrito em Boshart et al., Cell (1985) 41:521.

Os sistemas para ligar os elementos de controlo
as sequéncias codificantes s&o bem conhecidos na técnica
(técnicas gerais de biologia molecular e DNA recombinante
sdo descritas em Sambrook, Fritsch, e Maniatis, "Molecular
Cloning: A Laboratory Manual", Segunda Edicdo, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989).
Vectores comerciais adequados para i1inserir a sequéncia
codificante preferida para expressdo em varias células de
mamiferos numa variedade de condigcbes de crescimento e

inducdo sdo também bem conhecidas na técnica.

Introducdo de sequéncias codificantes e elementos

de controlo relacionados em células hospedeiras

Métodos adequados para introduzir em células
hospedeiras de mamiferos &cidos nucleicos suficientes para

alcancar a expressdo dos polipéptidos ou proteinas de



PE1992697 - 33 -

interesse s&do bem conhecidos na técnica. Ver, por exemplo,
Gething et al., Nature, 293:620-625(1981); Mantei et al.,
Nature, 281:40-46 (1979); Levinson et al.; EP 117 060; e

EP 117 058, todos agui incorporados por referéncia.

Para células de mamiferos, 0s métodos de
transformacdo preferidos incluem o método de precipitacédo
com fosfato de célcio, e van der Erb, Virology, 52:456-457
(1978) ou a lipofectamina™. (Gibco BRL) Método de Hawley-
Nelson, Focus 15:73 (1193) . Os aspectos gerais de
transformacdes do sistema de hospedeiro de células de
mamiferos foram descritos por Axel na Pat. U.S. N°.
4 399 216 emitido em 16 de Agosto de 1983. Para varias
técnicas para transformar células de mamiferos, ver Keown
et al., Methods in Enzymology (1989), Keown et al., Methods
in Enzymology, 185:527-537 (1990), e Mansour et al.,
Nature, 336:348-352 (1988). Exemplos representativos né&o
limitantes de vectores adequados para a expressdo de
polipéptidos ou proteinas em células de mamiferos incluem
pCDNAl; pCD, ver Okayama, et al. (1985) Mol. Cell Biol.
5:1136-1142; pMClneoPoly-A, ver Thomas, et al. (1987) Cell
51:503-512; e um vector de baculovirus, tal como pAC 373 ou

PAC 610.

Em formas de realizacdo preferidas, o polipéptido
ou proteina é estavelmente transfectado na célula
hospedeira. Todavia, uma das competéncias normais na
técnica 1r4 reconhecer que a presente invencdo pode ser
utilizada com células de mamiferos transfectadas quer

transientemente ou estavelmente.
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Células

Qualguer célula ou tipo de célula de mamifero
susceptivel a cultura celular, e a expresséo de
polipéptidos, pode ser utiliza de acordo com a presente
invencdo. Exemplos nédo limitantes de células de mamiferos
que podem ser utilizadas de acordo com a presente invencédo
incluem a linha de mieloma de murganho BALB/c (NSO/1l, ECACC
N°: 85110503); retinoblastos humanos (PER.C6 (CruCell,
Leiden, Holanda)); linha celular CV1l de rim de macaco
transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linha celular
de rim embriondrio (células 293 ou 293 subclonadas para
crescimento em cultura em suspensdo, Graham et al., J. Gen
Virol., 36:59 (1977)); células de rim de hamster bebé (BHK,
ATCC CCL 10); células de ovéario de hamster chinés +/-DHFR

(CHO, Urlauband Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216

(1980)); células de sertoli de murganho (TM4, Mather, Biol.
Reprod., 23:243-251(1980)); células de rim de macaco (CV1
ATCC CCL 70); células de rim de macaco verde africano

(VERO-76, ATCC CRL-1 587); células do carcinoma cervical
humano (HeLa, ATCC CCL 2); células de rim canino (MDCK,
ATCC CCL 34); células de figado de rato buffalo (BRL 3A,
ATCC CRL 1442); células de pulmdo humano (W138, ATCC CCL
75); células de figado humano (Hep G2, HB 8065); tumor
mamario de murganho (MMT 060562, ATCC CCL51); células TRI
(Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci., 383:44-68 (1982));
células MRC 5; células FS4; e uma linha de hepatoma humano

(Hep G2). Numa forma de realizacdo particularmente
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preferida, a presente invencdo ¢ utilizada na cultura de, e
na expressdo de, polipéptidos e proteinas das linhas

celulares CHO.

Adicionalmente, qualquer numero de linhas celu-
lares de hibridoma comercialmente e ndo comercialmente
disponiveis que expressam polipéptidos ou proteinas pode
ser utilizado de acordo com a presente invencdo. Um
especialista na técnica entenderd que as linhas celulares
de hibridoma podem possuir diferentes necessidades
nutricionais e/ou podem necessitar de diferentes condigdes
de cultura para crescimento dptimo e expressdo de
polipéptido ou proteina, e serd capaz de modificar as

condicdes conforme a necessidade.

Conforme mencionado acima, em muitos casos as
células serdo seleccionadas ou modificadas para produzir
niveis elevados de proteina ou polipéptido. Frequentemente,
as células sdo geneticamente modificadas para produzir
niveis elevados de ©proteina, por exemplo através da
introducdo de um gene codificando a proteina ou polipéptido
de interesse e/ou através da introducdo de elementos de
controlo que regulam a expressdo do gene (gquer seja
enddgeno ou introduzido) <codificando o polipéptido de

interesse.

Certos polipéptidos podem possuir efeitos
prejudiciais no crescimento celular, viabilidade celular ou

algumas outras caracteristicas das células que em Ultimo
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caso limitam a producdo do polipéptido ou proteina de
interesse, de algum modo. Mesmo entre uma populacdo de
células de um tipo particular modificadas para expressar um
polipéptido especifico, a variabilidade numa populacéio
celular existe de modo a que certas células individuais
irdo crescer melhor e/ou produzir mais polipéptido de
interesse. Em certas formas de realizacdo preferidas da
presente  invencéao, a linha celular ¢é empiricamente
seleccionada pelo profissional para um crescimento robusto
nas condic¢cdes particulares escolhidas para a cultura das
células. Em formas de realizacdo particularmente prefe-
ridas, sdo seleccionadas células individuais modificadas
para expressar um polipéptido particular para producdo em
grande escala com base no crescimento celular, densidade
celular final, percentagem de viabilidade celular, titulo
do polipéptido expresso ou qualquer combinacdo destas ou de
quaisquer outras condigdes consideradas importantes pelo

profissional.

Fase da Cultura Celular

Processos tipicos para produzir um polipéptido de
interesse incluem culturas descontinuas e culturas semi-
continuas. Os processos de cultura descontinua compreendem
tradicionalmente a inoculacdo de uma cultura de producdo em
grande escala com uma cultura de sementeira de uma
densidade celular particular, cultivando as células em
condicgdes que conduzem ao crescimento celular e viabi-

lidade, recolhendo a cultura quando as células alcancam uma
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densidade celular especificada, e purificando o polipéptido
expresso. Processos de cultura semi-continua incluem um
passo ou passos adicionais de suplementar a cultura
descontinua com nutrientes e outros componentes que sé&o
consumidos durante o crescimento das células. Um problema
persistente e ndo resolvido com as culturas descontinuas e
semi-continuas tradicionais é a producdo de produtos de
residuos metabdlicos, que possuem efeitos prejudiciais no
crescimento celular, viabilidade, e producdo de polipé-
ptidos expressos. Dois produtos de residuos metabdlicos que
possuem efeitos particularmente prejudiciais sdo lactato e
aménio, que sdo produzidos como um resultado do metabolismo
da glucose e da glutamina, respectivamente. Adicionalmente
a producdo enzimdtica de amdénio como um resultado do
metabolismo da glutamina, o amdénio também se acumula em
culturas celulares como um resultado da degradacdo néao
metabdélica ao longo do tempo. A presente invencdo propor-
ciona um método melhorado de producdo em grande escala de
polipéptidos que minimiza os efeitos prejudiciais do aménio
e lactato retardando e mesmo revertendo a acumulacdo destes
produtos de residuo em culturas celulares. Um especialista
na técnica reconhecerd que a presente invencdo pode ser
empregue em qualguer sistema no qual as células sejam
cultivadas incluindo, mas ndo limitadas a, sistemas
descontinuos, semi-continuos e de perfusdo. Em certas
formas de realizacdo preferidas da presente invencdo, as
células s&o cultivadas em sistemas descontinuos ou semi-

continuos.
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Meios

As formulacdes dos meios tradicionais, incluindo
meios disponiveis comercialmente, tais como Ham’s F10
(Sigma), Meio Minimo Essencial ([MEM], Sigma), RPMI-1640
(Sigma), e Meio de Eagle Modificado por Dulbecco ([DMEM],
Sigma), continham niveis relativamente elevados de glucose
e glutamina em comparacdo com outros aminoacidos. Estes
componentes foram pensados para serem requeridos em
abundancia uma vez que eles sdo as principais fontes de
energia metabdlica para as células. Todavia, © consumo
rapido destes nutrientes conduz a acumulacdo de lactato e
amédnio, como descrito acima. Adicionalmente, os niveis
iniciais elevados de glucose e glutamina e a subseguente
acumulacdo de lactato e amdnio resultam em osmolaridade
elevada, uma condicdo que ¢é ela prépria frequentemente
prejudicial para o crescimento <celular, a viabilidade

celular e a producdo de polipéptidos.

A presente invencdo proporciona uma variedade de
formulacgdes dos meios que, quando utilizados de acordo com
outros passos de cultura aqui descritos, minimiza e até
reverte a acumulacdo de lactato e amdénio. As formulacdes
dos meios da presente invencdo que demonstraram possuir
efeitos benéficos no crescimento celular e/ou viabilidade
ou na expressdo do polipéptido ou proteina incluem um ou
mais de: i) uma quantidade cumulativa de aminodcidos por
unidade de volume superior a cerca de 70 mM, ii) uma

proporcdo molar de glutamina cumulativa para asparagina
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cumulativa inferior a cerca de 2, 1iii) uma proporg¢do molar
de glutamina cumulativa para aminodcidos cumulativos totais
inferior a cerca de 0,2, iv) uma proporcdo molar de ié&o
inorgdnico cumulativo para aminodcidos totais cumulativos
entre cerca de 0,4 para 1, e v) uma guantidade cumulativa
combinada de glutamina e asparagina por unidade de volume
superior a cerca de 16 mM. Um especialista na técnica
entenderd que "cumulativo", como utilizado acima, refere-se
a quantidade total de um componente particular ou compo-
nentes adicionados ao longo da cultura celular, incluindo
componentes adicionados no inicio da cultura e componentes
adicionados subsequentemente. Um especialista na técnica
entenderd que as formulacdes dos meios da presente invencéo

englobam ambos os meios definidos e n&do definidos.

As formulacdes tradicionais dos meios comecam com
um nivel relativamente Dbaixo de aminoacidos totais em
comparacdo com as formulacdes de meios da presente inven-
cdo. Por exemplo, o meio de cultura celular tradicional
conhecido como DME-F12 (uma mistura de 50:50 de meios de
FEagle Modificado por Dulbecco e meio F12 de Ham) possui um
teor de aminoédcidos totais de 7,29 mM, e o meio de cultura
celular tradicional conhecido como RPMI-1640 possui um
contettdo de aminoadcidos totais de 6,44 mM (Ver e.g.,
H.J.Morton, In Vitro, 6:89-108 (1970), R.G. Ham, Proc. Nat.
Assoc. Sci. (USA), 53:288-293 (1965), G.E. Moore et al., J.
Am. Medical Assn., 199:519-24 (1967). Em certas formas de
realizacdo da presente invencdo, a concentracdo de amino-

acidos nos meios de cultura ¢é preferencialmente superior a
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cerca de 70 mM. Ainda mais preferencialmente, as formu-
lacdes dos meios da presente invencdo contém concentracdes
de aminoacidos superiores a cerca de 70 mM nos meios de
partida. 0Oi demonstrado que gquando as concentracdes de
aminodcidos dos meios de partida estdo neste intervalo, a
densidade celular e o titulo s&o aumentados ao longo do

periodo de crescimento da cultura (ver Exemplo 13).

Adicionalmente, em certas formas de realizacdo da
presente invencdo, a proporcdo molar da glutamina para
asparagina nos meios de cultura é reduzida em comparacgio
com outros meios disponiveis e ndo disponiveis comercial-
mente. Preferencialmente, a proporcdo molar de glutamina
para asparagina nos meios de cultura é inferior a cerca de
dois.

Adicionalmente, em certas formas de realizacdo da
presente invencdo, a proporcdo molar da glutamina para os
aminodcidos totais nos meios de cultura ¢é reduzida em
comparacdo com outros meios disponiveis e ndo disponiveis
comercialmente. Preferencialmente, a proporcdo molar da
glutamina para os aminoacidos totais nos meios de cultura

inferior a cerca de 0,2.

Um resultado interessante e inesperado do
abaixamento da proporcdo molar de glutamina para asparagina
ou na concentracdo total de aminodcidos nos meios de
partida de acordo com a presente invencdo foi que
adicionalmente a uma diminuicdo observada na acumulacdo de

aménio, foi também observada uma diminuic¢do na acumulacéado
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de lactato. Em certas formas de realizacdo, os niveis de
aménio e lactato acumulados n&do s&do apenas inferiores aos
das culturas de controlo, mas de facto, na realidade
diminuem apdés uma acumulacdo inicial (por exemplo, ver

Exemplos 3 e 7).

Boraston (Patente US Numero 5 871 999) revelou um
meio de cultura no gqual a proporc¢do molar de 1des
inorganicos totais para aminoacidos totais esta entre 1 e
10. Boraston demonstrou que fornecendo um meio de cultura
no qual a proporcdo molar de ides inorgénicos totais para
aminodcidos totais estd no intervalo, a agregacdo de
células CHO cultivadas no meio é diminuida. Noutra forma de
realizacdo preferida da presente invencdo, a PpProporgao
molar de i%es inorgénicos totais para aminodcidos totais no
meio de cultura é ainda mais reduzida, para entre cerca de
0,4 até 1. Como apresentado no Exemplo 13, a reducdo desta
proporcdo desde 1,75 até aproximadamente 0,7 resulta num
aumento marcado na densidade celular e producdo de
polipéptido ou proteina expressa ao longo do periodo de

crescimento da cultura.

Noutra forma de realizacdo preferida da presente
invencdo, o meio de cultura contém uma concentracdo de
glutamina e asparagina combinada entre cerca de 16 e 36 mM.
Como apresentado no Exemplo 14, Tabela 22, o0os meios dque
contém uma concentracdo total combinada de glutamina e
asparagina neste intervalo apresentam titulos mais elevados

de polipéptido expresso do que os meios que contém um total
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combinado de glutamina e asparagina fora deste intervalo.
Um especialista na técnica serd capaz de escolher a
concentracdo exacta combinada de glutamina e asparagina
neste intervalo, de modo a optimizar o crescimento celular
e/ou viabilidade e para maximizar a producdo do polipéptido

expresso.

Para além disso, um especialista na técnica
reconhecerd que qualquer uma das condicdes listadas acima
podem ser utilizadas quer isoladamente ou em vVarias
combinacdes umas com as outras. Utilizando a formulacdo dos
meios que apresentam uma, algumas ou todas as
caracteristicas acima, um especialista na técnica seré
capaz de optimizar o crescimento celular e/ou a viabilidade

e para maximizar a producdo do polipéptido expresso.

Qualquer uma destas formulacdes dos meios
revelados na presente invencdo pode opcionalmente ser
suplementada conforme necessadrio com hormonas e/ou outros
factores de crescimento, em particular ides (tais como
soédio, cloro, célcio, magnésio, e fosfato), tampdes,
vitaminas, nuclebdésidos ou nucledtidos, oligoelementos (com-
postos inorgdnicos normalmente presentes em concentracdes
finais muito baixas), aminoadcidos, lipidos, hidrolisados de
proteina, ou glucose ou outra fonte de energia. Em certas
formas de realizacdo da presente invencdo, pode ser
benéfico suplementar os meios com indutores quimicos, tais
como hexametileno-bis(acetamida) ("HMBA") e Dbutirato de

sédio ("NaB"). Estes suplementos opcionais podem ser
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adicionados no inicio da cultura ou podem ser adicionados
num ponto mais adiante de modo a reabastecer os nutrientes
empobrecidos ou por outra razido. Um especialista na técnica
estard ciente de qguaisquer suplementos desejaveis ou
necessarios gque podem estar incluidos nas formulacdes

reveladas dos meios.

Proporcionar uma cultura celular de mamiferos

S&o conhecidos na técnica varios métodos de
preparacdo de células de mamiferos para a producdo de
proteinas ou polipéptidos através de cultura descontinua ou
semi-continua. Como descrito acima, um &cido nucleico
suficiente para alcancar a expressido (tipicamente um vector
contendo o gene codificando o polipéptido ou proteina de
interesse e quaisquer elementos de controlo genético
ligados operacionalmente) pode ser introduzido na linha de
células hospedeiras por gualquer numero de técnicas bem
conhecidas. Tipicamente, as células sdo rastreadas para
determinar quais das células incorporaram na realidade o
vector e expressam o polipéptido ou proteina de interesse.
Métodos tradicionais de detectar um polipéptido ou proteina
particular de interesse expressa por células de mamiferos
incluem, mas n&do estdo limitadas a imuno-histoquimica,
imunoprecipitacdo, citometria de fluxo, microscopia de
imunofluorescéncia, SDS-PAGE, transferéncias de Western,
ensaio de imunoabsorcdo ligada a enzima (ELISA), técnicas
de cromatografia liquida de elevado desempenho (HPLC),

ensaios de actividade Dbioldégica e cromatografia de
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afinidade. Um especialista na técnica estard ciente de
outras técnicas apropriadas para detectar polipéptidos ou
proteinas expressas. Se as células hospedeiras maltiplas
expressam o polipéptido ou proteina de interesse, algumas
ou a totalidade das técnicas listadas podem ser utilizadas
para determinar quais das células expressam esse

polipéptido ou proteina aos niveis mais elevados.

Assim que uma célula que expressa o polipéptido
ou proteina de interesse foi identificada, a célula ¢é
propagada em cultura através de qualquer um de uma
variedade de métodos bem conhecidos de um especialista na
técnica. A célula gque expressa o polipéptido ou proteina de
interesse ¢é tipicamente propagada crescendo-a a uma
temperatura e num meio que conduz a Sobrevivéncia,
crescimento e viabilidade da célula. O volume inicial da
cultura pode ser de qualgquer tamanho, mas é frequentemente
mais pequeno do que o volume da cultura do biorreactor de
producdo utilizado na producdo final do polipéptido ou
proteina de interesse, e frequentemente as células sé&o
passadas varias vezes em biorreactores de volume crescente
antes de semear o biorreactor de producdo. A cultura
celular pode ser agitada ou misturada para aumentar a
oxigenacdo do meio e a dispersdo de nutrientes as células.
Alternativamente ou adicionalmente, dispositivos de
disseminacdo especiais que sdo bem conhecidos na técnica
podem ser utilizados para aumentar e controlar a oxigenacédo
da cultura. De acordo com a presente invencédo, um
especialista na técnica entenderd gque pode ser benéfico

para controlar ou regular certas condig¢des internas do
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biorreactor, incluindo, mas nao limitadas a PH,

temperatura, oxigenacdo, etc.

A densidade celular de partida no biorreactor de
producdo pode ser seleccionada por um especialista na
técnica. De acordo com a presente invencdo, a densidade
celular inicial no biorreactor de producdo pode ser té&o
baixo como uma célula Unica por volume de cultura. Em
formas de realizacdo preferidas da presente invencédo, as
densidades celulares iniciais no biorreactor de producédo
pode variar desde cerca de 2 x 10° células viaveis por mL
até cerca de 2 x 10°, 2 x 10%, 2 x 10°, 2 x 10°, 5 x 10° ou

10 x 10° células viaveis por mL e superior.

As culturas celulares iniciais e 1intermédias
podem ser cultivadas até qualquer densidade desejada antes
de semear o prdéximo biorreactor de producdo intermedidrio
ou final. E preferido que a maioria das células permaneca
viva antes de semear, embora a viabilidade total ou prdéxima
do total n&do seja necessaria. Numa forma de realizacdo da
presente invencédo, as células podem ser removidas a partir
do sobrenadante, por exemplo, através de centrifugacdo de
baixa velocidade. Pode ser também desejavel lavar as
células removidas com um meio antes de semear o biorreactor
seguinte para remover quaisquer produtos de residuos
metabdélicos ou componentes do meio indesejados. O meio pode
ser o meio no qual as células foram previamente crescidas
ou pode ser um meio diferente ou uma solugdo de lavagem

seleccionada pelo profissional da presente invencéo.
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As células podem ser entdo diluidas até uma
densidade apropriada para semear o biorreactor de producgéo.
Numa forma de realizacdo preferida da presente invencédo, as
células sdo diluidas no mesmo meio que serd utilizado no
biorreactor de producdo. Alternativamente, as células podem
ser diluidas noutro meio ou solucdo, dependendo das
necessidades e desejos do profissional da presente invencéo
ou para acomodar <requisitos particulares das préprias
células, por exemplo, se elas se destinam a ser armazenadas
durante um periodo de tempo curto antes de semear o

biorreactor de producédo.

Fase de Crescimento Inicial

Assim que o Dbiorreactor de producdo tenha sido
semeado como descrito acima, a cultura celular é mantida na
fase de crescimento inicial em condic¢des que conduzem a
sobrevivéncia, crescimento e viabilidade da cultura
celular. As condicdes precisas variardo dependendo do tipo
celular, do organismo a partir do qual a célula derivou, e
da natureza e <caracter do polipéptido ou proteina

eXpressos.

De acordo com a presente invengdo, o biorreactor
de producdo pode ser de gqualquer volume que seja apropriado
para a producdo de polipéptidos ou proteinas em larga
escala. Numa forma de realizacdo preferida, o wvolume do
biorreactor de producdo tem pelo menos 500 litros. Noutras

formas de realizacdo preferidas, o volume do biorreactor de
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producdo tem 1000, 2500, 5000, 8000, 10 000, 12 000 litros
ou mais, ou qualquer volume entre estes. Um especialista na
técnica estard ciente de, e serd capaz de, seleccionar um
biorreactor adequado para utilizacdo na préatica da presente
invencdo. O biorreactor de producdo pode ser construido a
partir de qualgquer material que conduz ao crescimento
celular e viabilidade gque ndo interfere com a expressdo ou

estabilidade do polipéptido ou proteina produzidos.

A temperatura da cultura celular na fase de
crescimento inicial seréa seleccionada com base,
principalmente no intervalo de temperaturas nas quais a
cultura celular permanece viavel. Por exemplo, durante a
fase inicial do crescimento, as células CHO crescem bem a
37°C. Em geral, a maioria das células de mamiferos crescem
bem num intervalo de cerca de 25°C até 42°C. Preferen-
cialmente, as células de mamiferos crescem bem no intervalo
desde cerca de 35°C até 40°C. As pessoas com competéncias
normais na técnica serdo capazes de seleccionar a
temperatura ou temperaturas apropriadas par ao crescimento
das células, dependendo das necessidade das células e das

necessidade de producdo do profissional.

Numa forma de realizacdo da presente invencdo, a
temperatura da fase inicial do crescimento é mantida como
uma temperatura uUnica, constante. Noutra forma de reali-
zacdo, a temperatura da fase inicial do crescimento &
mantida num intervalo de temperaturas. Por exemplo, a

temperatura pode ser aumentada ou diminuida de forma
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estédvel durante a fase inicial do crescimento. Alternati-
vamente, a temperatura pode ser aumentada ou diminuida por
quantidades discretas em varias vezes durante a fase
inicial do crescimento. Um especialista na técnica seré
capaz de determine se deve ser utilizada uma temperatura
tnica ou multipla, e se a temperatura deve ser ajustada de

forma estdvel ou por quantidades discretas.

As células podem ser cultivadas durante a fase
inicial do crescimento durante uma gquantidade de tempo
maior ou mais pequena, dependendo das necessidades do
profissional e da necessidade das préprias células. Numa
forma de realizacdo, as células sdo cultivadas durante um
periodo de tempo suficiente para alcancar uma densidade de
células viadveis que ¢ uma dada percentagem da densidade
celular maxima viavel que as células iriam eventualmente
alcancar se deixadas crescer sem perturbacdo. Por exemplo,
as células podem ser crescidas 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,
00, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 ou 99 porcento da densidade

de células vidvels maxima.

Noutra forma de <realizacé&o, as células sé&o
deixadas crescer durante um periodo de tempo definido. Por
exemplo, dependendo da concentracdo inicial da cultura
celular, da temperatura a qual as células sido cultivadas, e
da taxa de crescimento intrinseca das células, as células

podem ser crescidas durante 0, 1, 2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9,
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10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou mais dias. Em
alguns casos, as células podem ser deixadas crescer durante
um més ou mais. As células seriam crescidas durante 0 dias
no Dbiorreactor de producdo sSe o seu crescimento num
biorreactor de sementeira, na temperatura da fase inicial
do crescimento, fosse suficiente para que a densidade
celular viadvel no biorreactor de producdo no momento do
inéculo estivesse Jj& na percentagem desejada da densidade
celular viavel maxima. O profissional da presente invencéao
serd capaz de seleccionar a duracdo da fase inicial de
crescimento dependendo das necessidade de producdo do
polipéptido ou proteina e das necessidades das prdprias

células.

A cultura celular pode ser agitada ou abanada
durante a fase inicial da cultura de modo a aumentar a
oxigenacdo e dispersdo de nutrientes as células. De acordo
com a presente invencdo, um especialista na técnica
entenderd que pode ser benéfico controlar ou regular certas
condicdes internas do biorreactor durante a fase inicial do
crescimento, incluindo mas ndo limitado a pH, temperatura,
oxigenacgdo, etc. Por exemplo, o pH pode ser controlado
fornecendo uma quantidade apropriada de &cido ou base e a
oxigenacdo pode ser controlada com dispositivos de

disseminacdo que s&o bem conhecidos na técnica.

Desvio das Condig¢des de Cultura

De acordo com o0s ensinamentos da presente
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invencdo, no final da fase inicial do crescimento, pelo
menos uma das condig¢des de cultura podem ser alterada de
modo a que seja aplicado um segundo conjunto de condicdes
de cultura e ocorra uma mudanca metabdlica na cultura. A
acumulacdo de metabolitos inibidores, principalmente lacta-
to e amdénio, inibe o crescimento. Uma mudanca metabdlica,
acompanhada por, e.g., uma alteracdo na temperatura, pH,
osmolalidade ou nivel de inducdo guimica da cultura
celular, pode ser caracterizada por uma reducdo na
proporcdo de uma taxa de producdo de lactato especifica
para um taxa de consumo de glucose egpecifica. Numa forma
de realizacdo ndo limitante, as condig¢des de cultura séo
mudadas alterando a temperatura da cultura. Contudo, como é
conhecido na técnica, a alteracdo da temperatura ndo € o
tnico mecanismo através do qual pode ser alcancado um
desvio metabdélico apropriado. Por exemplo, também pode ser
alcancada uma tal mudanca metabdlica alterando outras
condicg¢des de cultura incluindo, mas ndo limitadas a, pH,
osmolalidade, e niveis de butirato de sdédio. Como discutido
acima, o momento da mudanca da cultura serd determinado
pelo profissional da ©presente invengdo, com base nas
necessidades da producdo de polipéptido ou proteina ou das

necessidades das proéprias células.

Quando se altera a temperatura da cultura, a
alteracdo da temperatura pode ser relativamente gradual.
Por exemplo, pode demorar varias horas ou dias para
completar a alteracdo da temperatura. Alternativamente, a

alteracdo da temperatura pode ser relativamente abrupta.
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Por exemplo, a alteracdo da temperatura pode estar completa
em menos de varias horas. Dado o equipamento de producédo e
controlo apropriado, tal como é convencional na produgédo
comercial em grande escala de polipéptidos ou proteinas, a
alteracdo da temperatura pode ainda ficar completa em menos

de uma hora.

A temperatura da cultura celular na fase de
crescimento subsequente sera seleccionada com base
principalmente no intervalo de temperaturas nas dgquais a
cultura celular permanece viavel e expressa polipéptidos ou
proteinas recombinantes em niveis comercialmente adequados.
Em geral, a maioria das células de mamiferos permanece
vidvel e expressa polipéptidos ou proteinas recombinantes
em niveis comercialmente adequados num intervalo de cerca
de 25°C até 42°C. Preferencialmente, as células de
mamiferos permanecem vidveis e expressam polipéptidos ou
proteinas recombinantes a niveis comercialmente adequados
no intervalo desde cerca de 25°C até 35°C. As pessoas com
competéncias normais na técnica seréo capazes de
seleccionar a temperatura ou temperaturas apropriadas para
o crescimento de células, dependendo das necessidades das

células e das necessidades de producdo do profissional.

Numa forma de realizacdo da presente invencdo, a
temperatura da fase de crescimento subsequente é mantida a
uma temperatura simples, constante. Noutra forma de reali-
zacdo, a temperatura da fase de crescimento subsequente é

mantida dentro de um intervalo de temperaturas. Por
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exemplo, a temperatura pode ser aumentada ou diminuida de
forma estédvel durante a fase de crescimento subseguente.
Alternativamente, a temperatura pode ser aumentada ou
diminuida por quantidades discretas a varios tempos durante
a fase de «crescimento subsequente. Um especialista na
técnica entenderd que estdo englobadas nesta forma de
realizacdo multiplas alteracdes de temperatura discreta.
Por exemplo, a temperatura pode ser alterada uma vez, as
células mantidas a esta temperatura ou intervalo de
temperatura durante um certo periodo de tempo, apds o qual
a temperatura pode ser alterada novamente - quer para uma
temperatura mais elevada ou mais baixa. A temperatura da
cultura apds cada alteracdo discreta pode ser constante ou
pode ser mantida dentro de um certo intervalo de

temperaturas.

No Exemplo 16, sdo mostrados resultados que
demonstram a eficdcia de empregar duas alteracdes de
temperatura sucessivas, embora seja entendido pelas pessoas
com competéncias normais na técnica que, de acordo com a
presente invencdo, podem ser wutilizadas trés ou mais
alteracdes de temperatura sucessivas para aumentar a
viabilidade ou a densidade <celular e/ou aumentar a
expressdo de polipéptidos ou proteinas recombinantes. A
temperatura ou intervalos de temperatura da cultura celular
apdés cada alteracdo de temperatura sucessiva pode ser
superior ou inferior a(s) temperatura(s) ou intervalo(s) de
temperatura(s) precedendo a alteracdo. Numa forma de

realizacdo preferida da presente invencdo, cada temperatura
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sucessiva ou intervalo de temperatura é mais baixa do que a

temperatura ou intervalo de temperatura anterior.

Fase de Producdo Subsequente

De acordo com a presente invengdo, assim que as
condicgdes da cultura celular tenham sido alteradas como
discutido acima, a cultura celular é mantida durante uma
fase de producdo subsequente num segundo conjunto de
condicgdes de cultura gque conduzem a sobrevivéncia e
viabilidade da cultura celular e ¢é apropriada para a
expressdo do polipéptido ou proteina desejada a niveis

comercialmente adequados.

Como discutido acima, a cultura pode ser alterada
mudando uma ou mais de varias condig¢des de cultura
incluindo, mas néao limitadas a, temperatura, PH,
osmolalidade, e niveis de butirato de sdédio. Numa forma de
realizacdo, a temperatura da cultura é alterada. De acordo
com esta forma de realizacdo, durante a fase subsequente de
producdo, a cultura ¢é mantida a uma temperatura ou
intervalo de temperatura que ¢é inferior a temperatura ou
intervalo de temperatura da fase de crescimento inicial.
Por exemplo, durante a fase subsequente de producédo, as
células CHO expressam polipéptidos e proteinas recombi-
nantes bem dentro de um intervalo de 25°C até 35°C. Como
discutido acima, podem ser empregues alteracdes de
temperatura discreta maltiplas para aumentar a densidade ou
viabilidade celular ou para aumentar a expressdo do

polipéptido ou proteina recombinantes.
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De acordo com a presente invencdo, as células
podem ser mantidas na fase subsequente de producdo até que
seja alcancada uma densidade celular ou titulo de producéo
desejado. Numa forma de realizacdo, as células s&do mantidas
na fase subsequente de producdo até que o titulo para o
polipéptido ou proteina recombinante alcance um maximo.
Noutras formas de realizacdo, a cultura pode ser recuperada
antes deste ponto, dependendo da producdo necesséaria do
profissional ou da necessidade das préprias células. Por
exemplo, as células podem ser mantidas durante um periodo
de tempo suficiente para alcancar uma densidade celular
vidvel de 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
o5, 70, 75, 80, 85, 90, 95 ou 99 porcento da densidade
celular vidvel maxima. Em alguns casos, pode ser desejéavel
permitir que a densidade celular viavel alcance um maximo,
e depois deixar que a densidade celular viavel decline até
um dado nivel antes de recolher a cultura. Num exemplo
extremo, pode ser desejavel permitir que a densidade de
células vidveis se aproxime ou alcance o =zero antes de

recolher a cultura.

Noutra forma de realizacdo da presente invencéo,
as células sédo deixadas crescer durante um periodo de tempo
definido durante a fase subsequente de producdo. Por
exemplo, dependendo da concentracdo da cultura celular no
inicio da fase de crescimento subsequente, a temperatura na
qual as células sdo cultivadas, e a taxa de crescimento

intrinseco das células, as células podem ser cultivadas
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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 ser deixadas crescer durante um més ou mais.
O profissional da presente invencdo serd capaz de escolher
a duracdo da fase de producdo subsequente dependendo das
necessidades da producdo do polipéptido ou proteina e da

necessidade das prdéprias células.

Em certos casos, pode ser benéfico ou necessario
suplementar a cultura celular durante a fase de producédo
subsequente com nutrientes ou outros componentes do meio
que tenham sido empobrecidos ou metabolizados ©pelas
células. Por exemplo, pode ser vantajoso suplementar a
cultura celular com nutrientes ou outros componentes de
meio que se observou terem sido empobrecidos durante a
monitorizacdo da cultura celular (ver a seccdo de
‘Monitorizacédo das Condicgdes de Cultura’, abaixo) .
Alternativamente ou adicionalmente, pode ser benéfico ou
necessario suplementar a cultura celular antes da fase de
producdo subsequente. Como exemplos ndo limitantes, pode
ser benéfico ou necessédrio para suplementar a cultura
celular com hormonas e/ou outros factores de crescimento,
em particular ides (tais como sdédio, cloro, célcio, magné-
sio, e fosfato), tampdes, vitaminas, nucledsidos ou nucledb-
tidos, oligoelementos (compostos i1norgdnicos normalmente
presentes a concentragdes finais muito baixas), amino-

4dcidos, lipidos, ou glucose ou outra fonte de energia.

Estes componentes suplementares podem ser todos
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adicionados a cultura celular ao mesmo tempo, ou podem ser
proporcionados a cultura celular numa série de adicdes.
Numa forma de realizacéo da presente invencéo, oS
componentes suplementares sdo proporcionados a cultura
celular em multiplas vezes em quantidades proporcionais.
Noutra forma de realizacdo, pode ser desejavel proporcionar
apenas certos componentes suplementares inicialmente, e
proporcionar o0s restantes componentes num tempo posterior.
Ainda noutra forma de realizacdo da presente invencdo, a
cultura celular ¢ alimentada continuamente com estes

componentes suplementares.

De acordo com a presente invencdo, o volume total
adicionado a cultura celular deve ser optimamente mantido
numa quantidade minima. Por exemplo, o volume total do meio
ou solucéao contendo 0s componentes suplementares
adicionados a cultura celular pode ser de 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ou 50% do volume da
cultura celular antes de ©proporcionar o0s componentes

suplementares.

A cultura celular pode ser agitada ou abanada
durante a fase de producdo subsequente de modo a aumentar a
oxigenacdo e dispersdo de nutrientes as células. De acordo
com a presente invencdo, uma pessoa com competéncias
normais na técnica entenderd que pode ser benéfico
controlar ou regular certas condicdes internas do
biorreactor durante a fase de crescimento subsequente,

incluindo, mas ndo limitado a pH, temperatura, oxigenacédo,
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etc. Por exemplo, o pH pode ser controlado fornecendo uma
quantidade apropriada de &cido ou base e a oxigenacdo pode
ser controlada com dispositivos de disseminacdo que sdo bem

conhecidos na técnica.

Monitorizacdo das Condicdes de Cultura

Em certas formas de realizacdo da presente
invencdo, o profissional pode considerar ser benéfico ou
necessario monitorizar periodicamente condic¢cdes particu-
lares da cultura celular crescente. A monitorizacdo das
condicgdes da cultura celular permite gque o profissional
determine se a cultura celular estd a produzir polipéptido
ou proteina recombinante a niveis sub-éptimos ou se a
cultura estd prestes a entrar numa fase de producdo sub-
6ptima. De modo a monitorizar certas condicgdes de cultura
celular, ser& necessario remover peqguenas fraccgbes de uma
cultura para anadlise. Um especialista na técnica entenderé
que essa remocdo pode introduzir potencialmente contami-
nacdo na cultura celular, e terd um cuidado apropriado para

minimizar o risco dessa contaminacéo.

Como exemplo ndo limitante, pode ser benéfico ou
necessario monitorizar a temperatura, PH, densidade
celular, viabilidade celular, densidade celular viavel
integrada, niveis de lactato, niveis de aménio, osmola-
ridade, ou titulo do polipéptido ou proteina expressos. S&o
bem conhecidos na arte numerosas técnicas que irdo permitir

a um especialista na técnica medir estas condigdes. Por
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exemplo, a densidade celular pode ser medida utilizando um
hemacitdédmetro, um contador Coulter, ou exame da densidade
celular (CEDEX). A densidade de células viédveis pode ser
determinada corando uma amostra de cultura com azul de
Tripano. Uma vez que apenas as células mortas incorporam o
azul de Tripano, a densidade de células viaveis pode ser
determinada através da contagem do nUmero total de células,
dividindo o numero de células que incorpora o corante pelo
numero total de células, e tomando a reciproca. Pode ser
utilizada HPLC para determinar os niveis de lactato, amdnio
ou o polipéptido ou proteina expressos. Alternativamente, o
nivel do polipéptido ou proteina expressos pode ser
determinado através de técnicas de Dbiologia molecular
convencionais, tais como coloracdo de géis de SDS-PAGE com
coomassie, transferéncia de Western, ensaios de Bradford,
ensaios de Lowry, ensaios do Biureto, e absorvéncia de UV.
Pode também ser benéfico ou necessdrio monitorizar as
modificacdes de pdbds-traducdo do polipéptido ou proteina

expressos, incluindo fosforilacdo e glicosilacgédo.

Isolamento do Polipéptido Expresso

Em geral, serd tipicamente desejavel isolar e/ou
purificar proteinas ou polipéptidos expressos de acordo com
a presente invencdo. Numa forma de realizacdo preferida, o
polipéptido ou proteina expresso é secretada no meio e
desse modo as células e outros sélidos podem ser removidos,
como por centrifugacdo ou filtracdo por exemplo, como um

primeiro passo no processo de purificacdo. Esta forma de
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realizacdo ¢é particularmente Util quando wutilizada de
acordo com a presente invencdo, uma vez que os métodos e
composicdes aqui descritos resultam em viabilidade celular
aumentada. Como um resultado, morrem menos células durante
um processo de cultura, e sdo libertadas menos enzimas
proteoliticas para o meio que pode diminuir potencialmente

o rendimento do polipéptido ou proteina expressos.

Alternativamente, o polipéptido ou proteina
expressos € ligado a superficie da célula hospedeira. Nesta
forma de realizacdo, o meio é removido e as células
hospedeiras que expressam o polipéptido ou proteina sé&o
lisadas como um primeiro passo no processo de purificacéo.
A lise das células hospedeiras de mamiferos pode ser
alcancada através de qualgquer um de varios meios conhecidos
daqueles com competéncias normais na técnica, incluindo
rompimento fisico por esferas de vidro e exposicdo a

condicdes de pH elevado.

O polipéptido ou proteina pode ser isolado e
purificado através de métodos convencionais incluindo, mas
ndo limitado a, cromatografia (e.g., permuta 1dénica,
cromatografia de afinidade, exclusdo por tamanho, e
hidroxiapatite), filtragcdo em gel, centrifugacdao, ou
solubilidade diferencial, precipitacdo com etanol ou
através de qualquer outra técnica disponivel para a
purificacdo de ©proteinas (Ver, e.g., Scopes, "Protein
Purification Principles and Practice" 22 Edicédo, Springer-

Verlag, New York, 1987; Higgins, S.J. e Hames, B.D. (eds.),
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"Protein Expression: A Practical Approach", Oxford Univ

Press, 1999; e Deutscher, M.P., Simon, M.I., Abelson, J.N.

(eds.), "Guide to Protein Purification: Methods in
Enzymology" (Methods in Enzymology Series, Vol 182),
Academic Press, 1997). Para a cromatografia de

imunoafinidade em particular, a proteina pode ser isolada
através de sua ligacdo a uma coluna de afinidade
compreendendo anticorpos que sdo criados contra essa
proteina e foram afixados a um suporte estacionéario.
Alternativamente, os marcadores de afinidade, tais como uma
sequéncia de revestimento de influenza, poli-histidina, ou
glutationa-S-transferase podem ser ligados a proteina
através de técnicas recombinantes <convencionais para
permitir a fécil purificacdo por passagem pela coluna de
afinidade apropriada. Podem ser adicionados inibidores de
protease, tais como fluoreto de fenil metil sulfonil
(PMSF'), leupeptina, pepstatina ou aprotinina em gualquer um
ou todos os estddios de modo a reduzir ou eliminar a
degradacdo do polipéptido ou proteina durante o processo de
purificacdo. 0Os inibidores de protease sdo particularmente
desejados quando as células tém que ser lisadas de modo a
isolar e purificar o polipéptido ou proteina expressos. Um
especialista na técnica entenderd que a técnica de
purificacdo exacta 1iré4 variar dependendo do caracter do
polipéptido ou proteina a ser purificado, o caréacter das
células a partir das quais o polipéptido ou proteina é
expresso, € a composicdo do meio para o qual as células

foram cultivadas.
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Formulagbes Farmacéuticas

Em certas formas de realizacdo preferidas da
invencdo, o0s polipéptidos ou proteinas produzidos possuiréio
actividade farmacoldégica e serdo Uteis na preparacdo de
agentes farmacéuticos. As composicgdes inventivas, como
descrito acima, podem ser administradas a um individuo ou
podem ser primeiro formuladas para distribuicdo através de
qualquer via disponivel incluindo, mas ndo limitada as vias
parentérica (e.g., intravenosa), intradérmica, subcuténea,
oral, nasal, bréngquica, oftédlmica, transdérmica (tdpica),
transmucosal, rectal, e vaginal. Composicdes farmacéuticas
inventivas incluem tipicamente um polipéptido ou proteina
purificados expressos a partir de uma linha celular de
mamiferos, um agente de distribuicdo (i.e., um polimero
catidénico, transportador molecular de péptido, tensio-
activo, etc., como descrito acima) em combinacdo com um
veiculo farmaceuticamente aceitdvel. Como agui utilizada, a
linguagem "veiculo farmaceuticamente aceitavel”" inclui
solventes, meios de dispersdo, revestimentos, agentes
antibacterianos e antiftingicos, agentes isotdédnicos e de
retardamento de absorcdo, e semelhantes, compativeis com a
administracdo farmacéutica. Também podem ser incorporados

nas composicdes compostos activos suplementares.

E formulada uma composicdo farmacéutica para ser
compativel com a sua via de administracdo pretendida.
Solugdes ou suspensdes utilizadas para aplicacdo paren-

térica, intradérmica, ou subcutédnea podem incluir os
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seguintes componentes: um diluente estéril, tal como &agua
para injeccéo, solucdo salina, 6leos fixados, poli-
etilenoglicdis, glicerina, propilenoglicol ou outros
solventes sintéticos; agentes antibacterianos, tais como
dlcool benzilico ou metil parabenos; antioxidantes, tais
como acido ascdoérbico ou bissulfito de sdédio; agentes
quelantes, tais como &cido etilenodiaminatetracético;
tampdes tais como acetatos, citratos ou fosfatos e agentes
para o ajuste de tonicidade, tais como sbédio, cloro ou
dextrose. O pH pode ser ajustado com &cidos ou bases, tais
como &acido cloridrico ou hidréxido de sddio. A preparacdo
parentérica pode ser fechada em ampolas, seringas
descartaveis ou frascos de dose multipla fabricados de

vidro ou pléastico.

Composicdes farmacéuticas adequadas para
utilizacdo injectével incluem tipicamente solucdes aquosas
estéreis (quando soluveis em &gua) ou dispersdes e pds
estéreis para a preparacdo extempordnea de solucdes
injectaveis ou dispersdo estéreis. Para a administracéo
intravenosa, 0s veiculos adequados incluem solucéo
fisioldgica salina, &gua Dbacteriostédtica, Cremophor EL™
(BASF, Parsippany, NJ) ou soro fisioldgico tamponado com
fosfato (PBS). Em todos os casos, a composicdo deve ser
estéril e deve ser fluido até ao ponto em gue exista
capacidade de aplicacdo em seringa. As formulacdes
farmacéuticas preferidas s&do estdveis nas condigbdes de
fabrico e armazenamento e devem ser preservadas contra a

accéao de contaminacéao de microrganismos, tais como
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bactérias e fungos. Em geral, o veiculo relevante pode ser
um solvente ou meio de dispersdo contendo, por exemplo,
dgua, etanol, poliol (por exemplo, glicerol, propileno-
glicol, e polietilenoglicol 1ligquido, e semelhantes), e
misturas adequadas destes. A fluidez apropriada pode ser
mantida, por exemplo, através da utilizacdo de um
revestimento, tal como lecitina, pela manutencdo do tamanho
de particula necessédrio, no caso de dispersdo e através da
utilizacdo de tensiocactivos. A prevencdo da accdo de
microrganismos pode ser alcancada através de varios agentes
antibacterianos e antifungicos, por exemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, &cido ascdérbico, timerosal, e seme-
lhantes. Em muitos casos, serd preferivel incluir agentes
isoténicos, por exemplo, aclcares, polidlcoois, tais como
manitol, sorbitol, ou cloreto de sbédio na composicdo. A
absorcdo prolongada das composicdes injectédveis pode ser
provocada incluindo na composicdo um agente que retarda a

absorcdo, por exemplo, monostearato de aluminio e gelatina.

As solucbes injectdveis estéreis podem ser
preparadas incorporando o polipéptido ou proteina purifi-
cados na quantidade necessaria num solvente apropriado com
um, ou uma combinacdo, dos ingredientes enumerados acima,
conforme necesséario, seguido por esterilizacéo por
filtracdo. Geralmente, as dispersdes sdo preparadas incor-
porando o polipéptido ou proteina purificados expressos a
partir de wuma linha celular de mamiferos num veiculo
estéril que contém um meio de dispersdo basico e os outros

ingredientes necessarios a parir daqueles enumerados acima.
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No caso de pdbs estéreis para a preparacdo de solucdes
estéreis injectéveis, os métodos de preparacido preferidos
sdo secagem sob vacuo e liofilizacdo, que produz um pd do
ingrediente activo mais qualquer ingrediente adicional
desejado a partir de uma sua solucdo previamente

esterilizada por filtracédo.

As composig¢des orais incluem geralmente um
diluente inerte ou um veiculo comestivel. Para o objective
de administracdo oral terapéutica, o polipéptido ou
proteina purificados podem ser incorporadas com excipientes
e utilizados na forma de comprimidos, pastilhas, ou
cdpsulas, e.g., céapsulas de gelatina. As composicdes orais
podem também ser preparadas utilizando um veiculo fluido
para utilizacdo como um colutdério. Agentes de ligacédo
farmaceuticamente compativeis, e/ou materiais adjuvantes
podem ser incluidos como parte da composicéo. Os
comprimidos, pilulas, céapsulas, pastilhas e semelhantes
podem conter qualquer um dos seguintes ingredientes, ou
compostos de uma natureza semelhante: um ligante, tal como
celulose microcristalina, goma tragacanto ou gelatina; um
excipiente, tal como amido ou lactose, um agente de
desintegracdo, tal como &cido alginico, Primogel, ou amido
de milho; um lubrificante, tal como estearato de magnésio
ou Sterotes; um deslizador, tal como didéxido de silicio
coloidal; um agente adocante, tal como sacarose ou
sacarina; ou um agente aromatizante, tal como hortelad-
pimenta, salicilato de metilo, ou aroma de laranja. As

formulacdes para distribuicéo oral podem incorporar
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vantajosamente agentes para melhorar a estabilidade no

tracto gastrointestinal e/ou para aumentar a absorcédo.

Para administracdo por inalacdo, as composicdes
inventivas compreendem um polipéptido ou proteina
purificados expressos a partir de uma linha celular de
mamiferos e um agente de distribuicdo s&o preferencialmente
distribuidos na forma de um spray de aerossol de uma lata
ou dispensador pressurizado que contém um propulsor
adequado, e.g., um gas tal como didéxido de carbono, ou um
nebulizador. A presente invencdo contempla particularmente
a distribuicdo das composicgdes que utilizam um spray,
inalador, ou outra distribuicdo directa para as vias
respiratérias superiores e/ou inferiores. A administracéo
intranasal de vacinas de DNA dirigidas contra o virus
influenza demonstrou induzir as respostas a células CD8 T,
indicando que ©pelo menos algumas células no tracto
respiratério podem incorporar DNA quando distribuido por
esta via, e o0s agentes de distribuicdo da invencdo iréo
aumentar a incorporacdo celular. De acordo com certas
formas de realizacdo da invencdo as composicdes compre-
endendo um polipéptido purificado expresso a partir de uma
linha celular de mamiferos e um agente de distribuicdo sé&o
formulados como particulas porosas grandes para

administracdo por aerossdis.

A administracdo sistémica pode também ser por
meios transmucosais ou transdérmicos. Para administracédo

transmucosal ou transdérmica, sdo utilizados na formulacédo
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penetrantes apropriados para que a barreira seja permeada.
Esses penetrantes sdo geralmente conhecidos na técnica, e
incluem, por exemplo, para administracdo transmucosal,
detergentes, sais de bilis, e derivados do &cido fusidico.
A administracdo transmucosal pode ser realizada através da
utilizacdo de sprays nasais ou supositdérios. Para a
administracdo transdérmica, o polipéptido ou proteina
purificados e os agentes de distribuicdo sd@o formulados em
pomadas, salvas, géis, ou cremes como geralmente é

conhecido na técnica.

As composicgdes também podem ser preparadas na
forma de supositérios (e.g., com bases de supositédrios
convencionais tais como manteiga de cacau e outros

glicéridos) ou enemas de retencdo para distribuicdo rectal.

Numa forma de realizacdo, as composicdes s&o
preparadas com veiculos que irdo proteger o polipéptido ou
proteina contra a eliminacdo rapida do corpo, tal como uma
formulacdo de libertacdo controlada, incluindo sistemas de
distribuicdo por implantes e microencapsulados. Podem ser
utilizados polimeros biodegradéveis, biocompativeis, tais
como acetato de etileno wvinilo, polianidridos, adcido
poliglicdélico, colagénio, poliortoésteres, e é&cido poli-
lactico. Métodos para a preparacédo dessas formulacgdes serdo
6bvios para os especialistas na técnica. Os materiais
também podem ser obtidos comercialmente de Alza Corporation
e Nova Pharmaceuticals, Inc. Também podem ser utilizadas

suspensdes de lipossomas (incluindo 1lipossomas dirigidos



PE1992697 - 67 -

contra células infectadas com anticorpos monoclonais contra
os antigénios wvirais) como veiculos farmaceuticamente
aceitdveis. Estes podem ser preparados de acordo com
métodos conhecidos dos especialistas na técnica, por

exemplo, como descrito na Patente U.S. N°. 4 522 811.

E vantajoso formular composicdes orais ou
parentéricas na forma de dosagem unitédria para facilidade
de administracdo e uniformidade da dosagem. A forma de
dosagem unitédria como aqui utilizada refere-se a unidades
fisicamente discretas adequadas como dosagens unitérias
para o individuo a ser tratado; contendo cada unidade uma
quantidade predeterminada de ©polipéptido ou proteina
activos calculados para produzirem o efeito terapéutico
desejado em associacdo com o veiculo farmacéutico neces-

sario.

O polipéptido ou proteina expressos de acordo com
a presente invencgdo podem ser administrados a varios
intervalos e durante diferentes periodos de tempo conforme
a necessidade, e.g., uma vez por semana durante entre cerca
de 1 até 10 semanas, entre 2 a 8 semanas, entre cerca de 3
até 7 semanas, cerca de 4, 5, ou 6 semanas, etc. O
profissional experimentado apreciard que certos factores
podem influenciar a dosagem e o momento necessidrio para
tratar eficazmente um individuo, incluindo, mas nao
limitado & gravidade da doenca ou disturbio, tratamentos
anteriores, o estado de saude geral e/ou a idade do

individuo, e outras doencas presentes. Geralmente, o)
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tratamento de um individuo com um polipéptido ou proteina
como aqui descrito pode incluir um Unico tratamento ou, em
muito casos, pode incluir uma série de tratamentos. E, para
além disso, entendido que doses apropriadas pode depender
da poténcia do polipéptido ou proteina e ©pode ser
opcionalmente preparado a medida do recipiente particular,
por exemplo, através da administracdo de doses crescentes
até ser alcancada uma resposta pré-seleccionada desejada. E
entendido que o nivel de dose especifica para qualquer
individuo animal particular pode depender de uma variedade
de factores incluindo a actividade do polipéptido ou
proteina especificos empregues, a idade, peso corporal,
estado geral de saude, género, e dieta do individuo, o
tempo de administracdo, a via de administracdo, a taxa de
excrecdo, qualquer combinacdo de farmaco, e o grau de

expressdo ou actividade a ser modulada.

A presente invencdo inclui a utilizacdo de compo-
sig¢des inventivas para o tratamento de animais ndo humanos.
Consequentemente, as doses e métodos de administracdo podem
ser seleccionados de acordo com principios conhecidos da
farmacologia e medicina veterindrias. Podem ser encontradas
guias, por exemplo, em Adams, R. (ed.), "Veterinary Pharma-
cology and Therapeutics", 8% edicdo, Iowa State University

Press; ISBN: 0813817439; 2001.

As composicgdes farmacéuticas inventivas podem ser
incluidas num recipiente, embalagem, ou dispensador

juntamente com as instrucdes para administracéo.
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A descricdo anterior deve ser entendida como
sendo apenas representativa e ndo pretende ser limitante.
Os métodos e materiais alternativos para implementar a
invencdo e também aplicacgdes adicionais serdo &bbvios para
um especialista na técnica, e pretendem estar incluidos nas

reivindicacdes anexas.

Exemplos

Exemplo 1: Meio 1 incrementado para o processo

semi-continuo anti-GDF-8

0Os processos gsemi-continuos tradicionais para
cultivar linhas celulares possuem vVvarias desvantagens
incluindo o tempo e 0s esforcos necesséarios para
administrar os processos de alimentacdo e a necessidade de
equipamento especial em biorreactores de grande escala. O
objectivo foi desenvolver um meio de sistema descontinuo
para a producdo de proteinas de interesse em biorreactores

de grande escala que necessitam de sistemas de alimentacédo

minimos.

Materiais e Métodos

ESTIRPES E MEIOS: Foram modificadas células de
Ovario de Hamster Chinés ("CHO"™) ©para expressar um

anticorpo monoclonal contra o crescimento e diferenciacéo

do factor 8 ("células anti-GDF-8") (ver Veldman et al.,
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"Neutralizing Antibodies Against GDF-8 and Uses Therefor"”,
UsS20040142382 Al). As células anti-GDF-8 foram utilizadas
para testar um novo meio descontinuo. Os Meios 1 e Meio 2
foram comparados guanto as suas capacidades para suportar
elevada densidade celular e viabilidade. As composicdes
destes meios, assim como o Meio 3 s&o listadas na Tabela 1.
Os meios foram realizados adicionando todos os componentes
salvos para FeS0,*7H;0.0 meio €& entdo ajustado para pH
7,25, a osmolaridade ¢é registada e sdo entdo adicionados

FeSO,*7H,0.

CONDICOES DE CULTURA:

Para as experiéncias em frasco, as células anti-
GDF-8 foram cultivadas em frascos de agitacdo e passados
trés vezes. Para as experiéncias do biorreactor, as células
anti-GDF-8 foram cultivadas em meios durante 12 dias,
suplementados diariamente quer com 2% em volume de meio de
alimentacdo Meio 4 a 20X (Tabela 3) ou 3% em volume de Meio
4 a 16X (Tabela 4) apdés o dia 5. Durante os primeiros 4
dias, as células foram cultivados a 37°C. No dia 5, as

células foram mudadas para 31°C.

ANALISE DA AMOSTRA: Foram retiradas amostras
diadrias das culturas e foram analisadas para aminoacidos,
vitaminas, ferro, fosfato, glucose e 0s niveis de

glutamina.
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Tabela 1. Composicdes do Meio 1, Meio 2 e Meio 3.

Meio 1 Meio 2 Meio 3
Aminoacidos mg/L mM mg/L| ™M mg/L| mM|
alanina 96,03 1,08 17,80 0,20 24,87 0,28
argininal 1186,99 6,82 347,97 2,00 423,43 2,43
asparagina<H,0 713,59 4,76 75,00 0,50 173,90 1,16
acido aspartico 318,53 2,39 28,20 0,20 62,72 0,40
cisteina*HC1 *H,0 70,01 0,40 70,19 0,40 70,01 0,40
cistina*2HC1 297,09 0,95 62,25 0,20 62,09 0,20
acido glutdmico 158,59 1,08 29,40 0,20 41,08 0,28
glutamina| 1892,40 12,96| 1163,95 7,97 1162,40 7,96
glicina 95, 88 1,28 30,00 0,40 35,92 0,48
histidina*HC1*H,0 369,10 1,76 46,00 0,22 75,27 0,36
isoleucina, 623,63 4,76 104,99 0,80 151,90 1,16
leucina 852,31 6,51 104,99 0,80 172,89 1,32
lisina*HC1 945, 96 5,20 145,99 0,80 218,38 1,20
metionina 291,82 1,96 29,80 0,20 53, 55 0,36
fenilalanina 428,62 2,60 65,99 0,40 98, 81 0,60
prolina 372,25 3,24 68,99 0,80 98, 40 0,84
serina 904,71 8,62 126,00 1,20 273,07 2,60
treonina 513,39 4,31 94,99 0,80 132,81 1,12
triptofano 159,32 0,78 16,00 0,08 28,99 0,14
tirosina<*2Na*2H,0 560,81 2,15 103,79 0,40 145,10 0,56
valina 505, 36 4,32 93,99 0,80 131,17 1,12
Vitaminas mg/L| EM mg/Li M mg/L| PM|
biotina 2,00 8,21 0,20 0,82 0,38 1,49
pantotenato de calcio 22,02 46,27 2,24 4,71 4,03 8,47
cloreto de colina 87,67 630,74 8,98 84, 60 16,11 115,92
dcido folico 25,95 58, 84 2,85 6,01 4,76 10,80
inositol 123,39 685,47 12,60 69,99 22,84 125,79
nicotinamida 19,60 160, 70 2,02 18,56 3,61 29,62
piridoxaleHC1 1,99 9,83 2,00 9,85 1,99 9,83
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Meio 1 Meio 2 Meio 3

piridoxina*HC1 18,06 87,67 0,03 0,15 1,67 8,10
riboflavinag 2,20 5,85 0,22 0,59 0,40 1,06
tiamina*HCl 21,51 03,84 2,17 0,44 3,92 11,04
vitamina B12 6,93 5,12 0,78 0,68 1,34 0,99
Sais Inorganicos mg/L| mM mg/Li mM mg/L| M
CaCl, 115,78 1,04 116,09 1,05 116,78 1,04
KC1l 310,94 4,17 311,77 4,18 310,94 4,17
Na,HPO, 70,81 0,50 70,99 0,50 70,81 0,50
NaClf 1104,98 18,92] 5539,00 94,85 3704,96 63,44
NaH,PO, *H,0 638,33 4,81 62,49 0,45 114,33 0,83
MgSO, 48,770 0,41 48,83 0,41 48,70 0,41
MgSO, * TH0, 0,03 95,00 8,60 95,00
MgCl, 28,53 0,30 28,61 0,30 28,53 0,30
NaHCO,| 2000, 00 23,81 2440,00 29,04 2440,00 29,04
Oligoelementos pg/Li nM ng/Li nM pg/Li nM|
Selenito de Sédio 28,00 161,94 5,00 28,92 7,00 40,49
Fe (NO;) 5*9H,0 49, 86 123,42 50,00 123,75 49, 86 123,42
CuS0O, 2,69 16, 80 0, 80 5,00 0,97 6,06
CuS0,4*5H,0 11,24 45,00 7,49 30,00
FeSO,*7H,0| 2503,85] 9006, 64 839,960| 3021,45] 1542,85] 5649,81
ZnS0,*7TH,0|  2734,77| 9528,82 429,96 1498,12| 1383,80| 4821,59
MnSO, *H,0 0,26 1,51 0,17 1,01
Na2S5i03+9H,0 210,00 739,27 140, 00 492,84
(NHy) Mo70,4*4H,0 1,86 1,50 1,24 1,00
NH,VO; 0,98 8,33 0,65 5,56
N1iS0,*6H0 0,20 0,74 0,13 0,49
SnCl,2H,0 0,18 0, 80 0,12 0,63
Outros Componentes mg/L| M mg/Li M mg/L| M
Hidrocortisona 0,23 0,04 0,04 0,10 0,09 0,24
Putrescina*2HC1 6,48 40,22 1,08 6,70 2,48 15,39
acido linoleico 0,22 0, 80 0,04 0,14 0,08 0,20
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(continuacéao)

Meio 1 Meio 2 Meio 3
adcido tidctico 0,56 2,73 0,10 0,49 0,14 0,69
D-glucose (Dextrose)| 18039,43 | 89107,92| 6150,72 | 34170,64 | 11042,24 | 61345,776
PVA[ 2560,00 2400, 00 2520, 00
Insulina 54,00 10,00 14,00
Piruvato de Sédio 54,85 498,63 55,00 499, 95 54, 85 498,63

Resultados e Conclusédes

A Figura 1 demonstra que a taxa de crescimento

das células anti-GDF-8 foi semelhante em ambos os Meios 1 e

Meio 2 nas experiéncias em frasco.

A Figura 2 demonstra que e,

biorreactores,

o Meio

1 apresentou um aumento significativo na densidade celular

final e na viabilidade no Meio 3. O

aumentou significativamente,

de plataforma para 976 mg/L com o Meio 1

apresentados) .
31°C no dia 5.

inesperado,

o dia 5 quer com 2%

volume de Meio 4 a 16X.

Devido

titulo final também

desde 551 mg/L para o processo
(resultados néo

A temperatura foi modificada desde 37°C até

a um crescimento celular elevado

Assim,

em volume de Meio 4 a 20X ou 3%

as culturas foram alimentadas diariamente apds

cm

esta ndo é uma verdadeira

experiéncia descontinua como originalmente pretendido. A

asparagina e

alimentacdo comecando no dia 10.

a tiamina

foram

suplementadas

no

meio

de

No desenvolvimento de um meio descontinuo concen-

trado,

¢ necessario ter em consideracdo varias possiveis
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preocupacdes. Primeiro, o0s nutrientes concentrados podem
demonstrar serem tdéxicos para as células. Nos meios
desenvolvidos neste Exemplo, todos os nutrientes e
componentes foram determinados como estando abaixo dos

limites de toxicidade (resultados nédo apresentados).

Em Segundo lugar, o meio do sistema descontinuo
concentrado possui necessariamente uma osmolaridade
superior aos meios ndo concentrados, que foi demonstrado
possuirem efeitos prejudiciais ao crescimento celular e
viabilidade. Este problema pode ser contornados baixando a
quantidade de NaCl no meio de partida. Para além disso, os
meios do sistema descontinuo concentrado contém niveis de
glucose insuficientes para sustentar o crescimento durante
o periodo de cultura inteiro. Assim, as culturas foram
suplementadas diariamente apds o dia 5 com uma alimentacédo

de glucose.

Em terceiro lugar, a insulina e a glutamina séo
susceptiveis a degradacdo durante o periodo de cultura de
12 dias. Assim, a cultura foi suplementada com estes

componentes adicionalmente a glucose.

Finalmente, o ferro iréd precipitar na solucédo
contendo concentracdes elevadas de fosfato a pH elevado.
Este problema pode ser contornado adicionando ferro no
final do processo de preparacdo do meio, apds o pH ter sido

ajustado para um nivel apropriado.
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Exemplo 2: Desenvolvimento de meio de alimentacgéo
concentrado (Meio 5) para as células anti-GDF-8 num

processo semi-continuo.

No Exemplo 1, foi desenvolvido um processo
descontinuo para cultivar células anti-GDF-8 utilizando o
Meio 1. Devido a densidade celular elevada que resultou
durante o processo, foli determinado que a suplementacdo de
nutrientes em adicdo a glucose e glutamina foi ainda
vantajosa. Todavia, suplementar o sistema descontinuo com o
meio de alimentacdo Meio 4 a 8X resultaria na diluicédo
excessiva da cultura. Foi desenvolvido um meio de
alimentacdo mais concentrado de modo a contornar este

problema.

Materiais e Métodos e Resultados

A Tabela 2 lista as composicdes do Meio 4A-1, Meio 4B,

Trace B e Trace D utilizadas nas formulacdes das Tabelas

3-7.

Tabela 2. Composicdes do Meio 4A-1, Meio 4B, Oligo B e

Oligo D utilizado nas formulacdes das Tabelas 3-7.

Meio 4°-1 Meio 4B Oligo-elementos B|Oligo—elementos D
alanina 17,80 0,20
arginina 191,00 1,10
asparagina*H0 135,00 0,90
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Meio 4°-1 Meio 4B Oligo—elementos B|Oligo-elementos D
acido aspartico 68, 50 0, 50
acido glutdmico 29,40 0,20
glicina 15,00 0,20
histidina*HC1*H0 73,60 0, 35
isoleucina 118,00 0,90
leucina 170,00 1,30
lisina*HC1 182,00 1,00
metionina 69, 60 0,40
fenilalanina 82,50 0, 50
prolina 69, 00 0,60
serina 158,00 1,60
treonina 95, 20 0,80
triptofano 32,60 0,19
tirosinae*2Na*2H0 104,00 0,40
valina 93, 60 0,80
Vitaminas mg/L _ |pM mg/L mg/L mg/L
biotina 0,41 1,68
pantotenato de calcio 4,50 9,45
cloreto de colina 17,90] 128,78
dcido félico 5,30 12,02
Inositol 25,20] 140,00
nicotinamida 4,000 32,79
piridoxina*HCl 4,101 19,90
riboflavina 0,45 1,20
tiamina+HC1 4,40 13,06
vitamina B12 1,40 1,03
Oligoelementos pg/L oM mg/L ug/L pg/L
(NH,) MoO,4+4H0 1,24 1,00
CuSOs 0,43 2,69
CuS0,* SH,0 7,49 30,00
FeS0,*TH,0 834 3000
MnSO,*H,0 0,17 1,01
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Meio 4°-1 Meio 4B Oligo—elementos B|Oligo-elementos D
Na,S10;*9H,0 140,00 | 492,84
NH,VO; 0,65 5, 56
NiSO,*6H,0 0,13 0,49
SnCl,*2H,0 0,12 0,53
ZnS0y* THO 230,001 801,38 863 3007
Outros Camponentes  (pg/L (M pg/L nM pg/L M pg/L ™
acido linoleico 42,00 0,15
acido tidctico 105, 00 0,51
D-glucose (Dexose) 1000000 5555, 56

Meio 4 a 20X

O primeiro meio concentrado foi desenvolvido como

o Meio 4 a 20X. A formulacdo do meio para o Meio 4 a 20X ¢é

proporcionada na Tabela 3.

Tabela 3. Quadro do meio de alimentacdo Meio 4 20X
Parte Camponente Quantidade Unidade

I Meio 4A-1 31,120 g/L

Nucellin™ 40,000 ml/L

H/P stock 20,000 ml/L

Stock de Selenito 2,000 ml/L

PVA 2,400 g/L

NaH,PO, *H,0 2,610 g/L

MgSO, * TH,0 0,430 g/L

Acido aspartico 1,330 g/L

Acido glutémico 0,588 g/L

Acido linoleico 0,840 ml/L

Acido tidctico 2,100 ml/L
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(continuacéao)

Parte Camponente Quantidade Unidade
Tirosina*2Na (Mw 225) 1,790 g/L
1000X Oligo B 6,000 ml/L
Glucose 100,000 g/L
Glutamina 14,600 g/L
PH a 7,0
Osmolaridade Registada 1064, 000 mOsm
Ad. 108 mL de Oligo D, 0,25 g FeSO,*7H,0O a
II Cisteina (400 mM)
280 mL de Stock de Cisteina
111 Acido félico 720 mL de Acido félico a 6 mM

Nota: Nucellin™ é preparada por Eli Lilly (Indianapolis, IN, USA); stock H/P =

0,036 mg/mL de hidrocortisona, 1,08 mg/mlL de Putrescina*2HCI,

A formulacdo do meio consiste em 3 partes: I, II,
ITII. A Parte I é uma versdo concentrada de Meio 4 a 8X com
os componentes individuais de Meio 4B excepto acido fdélico
devido as preocupacdes da solubilidade desta vitamina. A
Parte II é stock de fotografia, Trace D e cisteina acidica,
para evitar a possivel precipitacdo do ferro se adicionado
na parte I. A Parte III é um stock de acido félico. A Parte
I é adicionada a 2% em volume diariamente com inicio no dia
5 e as partes II e III s&o adicionadas uma vez no dia b5

juntamente com a Parte TI.

O pH final do meio de alimentacdo foi ajustado
para 7,0 e a osmolaridade foi de cerca de 1064 mOsm. Uma
alimentacdo de 2% resultard num aumento de 2 g/L glucose,
de 2 mM de Glutamina e de 14 mOsm de osmolaridade para a

cultura.2. 16X Medium 4.
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2. Meio 4 a 16X

Para reduzir o aumento da osmolaridade, o meio de
alimentacdo foi alterado desde o Meio 4 a 20X (2% em volume
diariamente) para o Meio 4 a 16X (3% em volume diari-
amente). A formulacdo dos meios para o Meio 4 a 16X ¢é

proporcionada na Tabela 4.

Tabela 4. Quadro do meio de alimentacdo Meio 4 16X

Parte Componente Quantidade Unidade
I Meio 4A-1 24,896 g/L
Nucellin™ 32,000 ml/L
stock H/P 16,000 ml/L
Stock de Selenito 1,600 ml/L
PVA 2,400 g/L
NaH,PO, *H,0 2,088 g/L
MgS0,* 7H,0 0,344 g/L
Acido aspértico 1,064 g/L
Acido glutédmico 0,470 g/L
Acido linoleico 0,672 ml/L
Acido tidctico 1,680 ml/L
Tirosina*2Na (Mw 225) 1,432 g/L
1000X Oligo B 9, 000 ml/L
Glutamina 6,280 g/L
pH a 7,0
Osmolaridade Registada 295, 000 mOsm
11 Cisteina (400 mM) Ad. 108 mL de Oligo D, 0,25 g de FeSO,*7H,0
a 280 mL de Stock de Cisteina
III Acido félico 720 ml 6 mM Acido félico

Nota: Nucellin™ é preparada por Eli Lilly (Indianapolis, IN, USA); stock H/P =
0,036 mg/mL de hidrocortisona, 1,08 mg/mlL de Putrescina*2HCI,
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Neste Meio 4 a 16X modificado, a glucose foi
também eliminada para reduzir ainda mais a osmolaridade e
produziu alguma flexibilidade da alimentacdo de glucose. A

osmolaridade total do meio de alimentacdo € agora 295 mOsm.

3. Meio 4 a 16X

Foram realizadas alteracbdes na formulacdo do Meio
4 a 16X. Foi adicionada solucdo de stock de ferro na
alimentacdo resultando numa adicdo de 0,45 uM a cada
alimentacdo. Adicionalmente, a glucose foi de volta adici-
onada para produzir uma adicdo de 1,5 g/L a cada alimen-
tacdo. A formulacdo do meio para este meio 4 modificado a

16X é proporcionada na Tabela 5.4.

Tabela 5. Quadro de meio de alimentacdo Meio 4 16X

Parte Componente Quantidade Unidade
I Meio 4A-1 24,896 g/L
Nucellin™ 32,000 mL/L
stock H/P 16,000 mL/L
Stock de Selenito 1,600 mL/L
PVA 2,400 g/L
NaH,PO, *H;0 2,088 g/L
MgS0,4 ¢ 7TH,0 0,344 g/L
Acido aspartico 1,064 g/L
Acido glutamico 0,470 g/L
Acido linoleico 0,672 mL/L
Acido tiéctico 1,680 ml/L
Tirosina*2Na (Mw 225) 1,432 g/L
1000X Oligo B 9,000 mL/L
Glucose 50, 000 g/L
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(continuacéao)

Parte Componente Quantidade Unidade
Glutamina 7,300 g/L
PH to 7.0
FeS0s* 7H,0 (1 mM de stock) 15,000 mL/L
Osmolaridade Registada 607,000 mOsm
II Acido félico 720 ml 6 mM Acido félico
111 Cisteina (400 mM) Ad, 108 mL de Oligo D, 0,25 g
FeSO,*7H,0 a 280 mL de Stock de
Cisteina

Nota: Nucellin™ é preparada por Eli Lilly (Indianapolis, IN, USA); stock H/P =

0,036 mg/mL de hidrocortisona, 1,08 mg/mL de Putrescina*2HCI,

4, Meio 4 a 16X

Aqui, o meio de alimentacdo (Meio 4 a 16X) foi
produzido em meio combinado em vez das 3 alimentacdes sepa-
radas como nos VvAarios uUltimos sistemas descontinuos. Foram
realizados testes para assegurar que o acido fdélico possa
ser dissolvido na concentracdo necessaria e gque nem o ferro
nem o &cido fdélico precipitou da solucdo apds armazenamento
a 4°C ou & temperatura ambiente durante 6 dias. A formu-
lacdo média para o Meio 4 a 16X combinado é proporcionada

na Tabela 6.

Tabela 6. Quadro de meio de alimentacdo Meio 4 16X

Componente Quantidade Unidade
Meio 4A-1 24,896 g/L
Nucellin™ 32,000 ml/L
Stock de H/P 16, 000 ml/L
Stock de Selenito 1,600 ml/L
PVA 2,400 g/L
NaH2PO4 - H,0 2,088 g/L
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(continuacéao)
Camponente Quantidade Unidade
MgS04 - TH,0 0,344 g/L
Acido aspartico 1,064 g/L
acido glutémico 0,470 g/L
Acido linoleico 0,672 ml/L
Acido tiéctico 1,680 ml/L
Tirosina-2Na (Mw 225) 1,432 g/L
Glucose 66,700 g/L
Glutamina 7,300 g/L
Acido félico 70, 560 mg/L
Cisteina acidica (400 mM) 6,250 ml/L
FeS0O, Stock (1 mM) 23,000 ml/L
1000x Oligo B 9,000 ml/L
1000x Oligo D 3,300 ml/L
PH esperado 6,11 Ajuste a 7,0
Osmolaridade Registada 724,000 mOsm

Nota: Nucellin™ é preparado por Eli Lilly (Indianapolis, IN, USA); H/P stock =
0,036 mg/mL hidrocortisona, 1,08 mg/mL Putrescina-2HC1.

A osmolaridade final do meio é de 724 mOsm, com
uma adic¢do didria de glucose de 2 g/L e adicdo de glutamina

de 1,5 mM.

5. Meio 4 a 12X.

Aqui, foram realizadas varias alteracgdes para o
meio de alimentacdo. Foi utilizado Meio 4B em pbd em vez da
adicdo de cada ingrediente individual no Meio 4B. O Meio 4B
em pd foi misturado com glucose e dissolvido separadamente
em condig¢des béasicas através da titulacdo da solucgdo para
pH 10, 25. Foram adicionadas asparagina e tiamina
adicionais, uma vez que 0s resultados da andlise de aminoéa-

cidos e vitaminas demonstraram que estes dois componentes
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tinham sido consumidos no final do processo semi-continuo.
A utilizacdo do Meio 4 a 12X reduz ainda mais o aumento da
osmolaridade quando alimentado a cultura. A formulacdo do

meio para Meio 4 a 12X é proporcionada na Tabela 7.

Tabela 7. Quadro de meio de alimentacdo Meio 4 12X.

Componente Quantidade Unidade
Meio 4A-1 18,672 g/L
Nucellin™ 24,000 mL/L
Stock H/P 12,000 mL/L
Stock de Selenito 1,200 mL/L
PVA 2,400 g/L
Asparagina.H,0 1,620 g/L
NaH,PO, .H;0 1,566 g/L
MgSO; . TH,0 0,258 g/L
Glutamina 5,475 g/L
Tiamina 0, 040 g/L
Meio 4B Pré-dissolvido & Glucose ~175 mL/L
Cisteina acidica (400 mM) 4,688 mL/L

PH Registado

Ajustar o pH para 7,2 com HCl a 5N

Stock de FeSO, (1 nmM) 17,250 ml/L
1000x Oligo B 6,750 ml/L
1000x Oligo D 2,475 ml/L

PH Registado (esperado 7,18)

Osm Registado 566,000

Meio 4B Pré-dissolvido & Glucose * (para 1L de meio de

alimentacédo)
Agqua 150 mL
Mistura de Meio 4B (14,5 g) com glucose (38,3 g) Adicionado em

Ajustar o pH utilizando NaOH 25% até estar dissolvido

(pH cerca de 10,25)

Nota: Nucellin™ & preparado por Eli Lilly (Indianapolis, IN, USA); H/P stock =

0,036 mg/mL hidrocortisona, 1,08 mg/mL Putrescina-2HCL.
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A osmolaridade final é 566 mOsm. Um fornecimento
didrio de 4% em volume produz um aumento de osmolaridade
aproximado de 8,6, um aumento em glucose de 2 g/L e um
aumento de glutamina de 1,5 mM. A formulacdo do meio do
Meio 4 a 12X é também conhecida como Meio 5. O Meio 5 é
facil de preparar em comparacdo com Meio 4 a 20X ou Meio 4
a 16X, e estavel ao longo de 10 dias quer a temperatura

ambiente ou a 4°C (resultados ndo apresentados).

Exemplo 3: Processo semi-continuo com privagado de

Glutamina para cultura celular anti-GDF-8

As células CHO requerem glutamina no meio de
partida para sobreviver. Tradicionalmente, o0s niveis inici-
ais de glutamina sdo elevados e a glutamina ¢é fornecida
diariamente apdés o dia 5 até ao fim do processo semi-
continuo. Os processos semi-continuos tradicionais resultam
normalmente em niveis de lactato e niveis de amdnio
elevados nas culturas celulares, que s&o conhecidos por
possuir efeitos inibidores no crescimento celular, na
densidade celular e na expressido da proteina recombinante.
0Os processos semi-continuos nos quais a glucose &
adicionada lentamente a uma cultura demonstraram baixar a
producdo de lactato e aumentar o crescimento celular, a

densidade celular e a expressdo da proteina recombinante.
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Todavia, 0s métodos anteriores na técnica para a
manipulacdo da adicédo de glucose ndo s&do praticos para o
fabrico em grande escala. Neste caso, utilizando meios de
cultura com niveis iniciais de glutamina mais baixos e
eliminando a glutamina do fornecimento de nutrientes, ¢&
demonstrado que sdo produzidos niveis mais baixos de amdnio
e lactato, conduzindo ao aumento da viabilidade celular.
Adicionalmente, em culturas com privacdo de glutamina, a
expressdo da proteina recombinante ¢é aumentada e a

osmolaridade final é reduzida.

Materiais e Métodos

ESTIRPES E MEIOS: foram cultivadas células anti-
GDF-8 de um modo semi-continuo em Meio 1 num Biorreactor de

1 L.

CONDICOES DE CULTURA: as células foram cultivadas
durante doze dias em Biorreactores de 1L. A temperatura foi
mudada de 37°C para 31°C no dia 4 ou dia 5, dependendo do
crescimento celular. Foram testados trés processos semi-
continuos: um processo normal (controlo), um processo de
alimentacdo sem glutamina e um processo com privacdo de
glutamina. Detalhes pertinentes destes processos estédo

listados na Tabela 8 e na Tabela 9.
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Tabela 8.

Processo semi-continuo em Biorreactores de 1 L

sem processo de alimentacdo com glutamina.

Processo de Controlo

Sem processo de

alimentacdo de glutamina

Glutamina (mM) no meio

inicial

13 mM

13 mM

Adicdo de Glutamina

5 mM no Dia 4

Sem adicdo de glutamina

Meio de alimentacdo

Meio 5 (com 37,5 mM de

glutamina)

Meio 5 sem glutamina

Escuema de Alimentacéo

4% diariamente a partir do

4% diariamente a partir

Dia 5 do Dia 5
Mudanca de Temperatura Dia 4 Dia b
para 31°C
Tabela 9. Processo em sistema semi-continuo em

Biorreactores de 1 L com processo de privacdo de glutamina

Processo de Controlo

Processo de baixa

glutamina

Glutamina (mM) no meio

inicial

13 mM

4 mM

Adicao de Glutamina

5 mM no Dia 4

Sem adicdo de glutamina

Meio de alimentacédo

Meio 5 (com 37,5 mM de

glutamina)

Meio 5 sem glutamina

Escuema de Alimentacdo

4% diariamente a partir do

4% diariamente a partir

Dia 5 do Dia 5
Mudanga de Temperatura Dia 4 Dia 5
para 31°C
ANALISE DA AMOSTRA: Foram retiradas amostras

didrias das culturas e foram analisadas quanto a densidade

celular,

viabilidade celular,

lactato,

glutamina,

e niveis
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de aménio. O titulo de anticorpo anti-GDF-8 expresso foi

também medido diariamente.

Resultados e Conclusdes

A Figura 3 apresenta a densidade celular das
culturas crescidas em condig¢des sem glutamina ou semi-
continuas de controlo. Em ambos os casos, a densidade

celular foi semelhante ao longo da experiéncia.

A Figura 4 apresenta a percentagem de viabilidade
celular em culturas cultivadas em condigdes sem glutamina
ou semi-continuas de controlo. A cultura de alimentacdo sem
glutamina apresentou uma viabilidade celular marcadamente

superior para o final da experiéncia, comecando no dia 6.

A Figura 5 apresenta niveis de amédnio em culturas
crescidas quer em condig¢des sem alimentacdo de glutamina ou
semi-continuas de controlo. A cultura sem alimentacdo de
glutamina apresentou uma diminuig¢do acentuada nos niveis de

aménio para o final da experiéncia, comecando no dia 4.

A Figura 6 apresenta niveis de lactato em cultu-
ras crescidas quer em condicdes sem alimentacdo de gluta-
mina ou semi-continuas de controlo. Os niveis de lactato
foram ligeiramente inferiores na cultura de alimentacdo sem

glutamina ao longo da experiéncia.
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A Figura 7 apresenta titulo de anticorpo anti-
GDF-8 em culturas cultivadas quer em condic¢des sem gluta-
mina ou semi-continuas de controlo. O titulo final de
anticorpo anti-GDF-8 foi superior na cultura sem alimen-

tacdo de glutamina.

A Figura 8 apresenta a densidade celular de
culturas cultivadas quer em condic¢des de privacdo de
glutamina quer em condig¢des semi-continuas de controlo. Em
ambos o0s casos, a densidade celular foi semelhante ao longo

da experiéncia.

A Figura 9 apresenta viabilidade celular em
culturas cultivadas quer em condig¢des de privacdo de
glutamina quer em condig¢des semi-continuas de controlo. Em
ambos o0s casos, a densidade celular foi semelhante ao longo

da experiéncia.

A Figura 10 apresenta niveis de amdénio em
culturas cultivadas quer em condigcbdes de privacdo de
glutamina quer em condigdes semi-continuas de controlo. A
cultura com privacdo de glutamina apresentou uma diminuicéo

acentuada nos niveis de aménio ao longo da experiéncia.

A Figura 11 apresenta niveis de lactato em
culturas cultivadas gquer em condic¢gdes de privacdo de
glutamina quer em condic¢des semi-continuas de controlo. A

cultura com privacdo de glutamina apresentou uma diminuicéo
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acentuada nos niveis de lactato para o final da expe-

riéncia, comecando no dia 4.

A Figura 12 apresenta titulo de anticorpo anti-
GDF-8 em culturas gquer em condigdes de privacdo de
glutamina quer em condic¢des semi-continuas de controlo. O
titulo de anticorpo final de anti-GDF-8 foi superior na

cultura com privacdo de glutamina.

Colectivamente, estes resultados indicam gque os
niveis de glutamina diminuidos s&do Dbenéficos para as
culturas através da reducdo da guantidade da producdo de
aménio, aumentando a viabilidade celular e aumentando o
titulo de anticorpo anti-GDF-8 expresso. Adicionalmente,
nas culturas privadas de glutamina, foram observados niveis
baixos de lactato, possivelmente devido a diminuicdo na
taxa de consumo de glucose. 0s niveis de amdénio e de
lactato diminuidos também possuem o efeito de reduzir a
osmolaridade total. A osmolaridade elevada ¢é também
conhecida por possuir efeitos inibidores no crescimento e
viabilidade celulares. Niveis iniciais baixos de glutamina
juntamente com a eliminacdo da alimentacdo de glutamina
também possuem o efeito positivo de reduzir o amdbdnio
produzido como resultado da degradacdo ndo enzimatica da
glutamina em meios armazenados. E eliminacdo da glutamina
no fornecimento de nutrientes também simplifica o processo

de cultura de células anti-GDF-8.
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Exemplo 4. Resposta a dose de células anti-GDF-8

em Meio 1 e Meio 2.

O Meio 1 é muito mais concentrado em nutrientes
do que o Meio 2. O0s niveis éptimos de ferro para o
crescimento celular em Meio 1 foram determinados de modo a
evitar problemas com deficiéncia em ferro durante a cultura

celular.

Materiais e Métodos

As células anti-GDF-8 foram cultivadas em placas
para uma passagem em Meio 1 ou em Meio 2. As concentracdes
de ferro destes meios foram manipuladas por adicdo de
quantidades diferentes de solucdo stock de ferro. As

densidades celulares finais foram medidas por CEDEX.

Resultados e Concluséo

A Figura 13 apresenta a resposta a dose de Fe de
células anti-GDF-8 em Meio 1 e Meio 2 contendo diferentes
concentracdes de ferro. No Meio 2, a densidade celular foi
relativamente constante para concentracdes de ferro que
variam desde 3 uM até 15 pM. Em Meio 1, a densidade celular
aumenta com a concentracdo crescente de ferro, mas atinge
um méaximo apds aproximadamente 5 pM. Esta diferenca deve
ser devida ao teor elevado de nutrientes em Meio 1, que
pode reduzir a disponibilidade de ferro para as células,

como uma consequéncia da quelacdo de ferro nos meios. Estes
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resultados indicam que o0s niveis de ferro devem ser
mantidos acima dos 5 pM para evitar problemas com a

deficiéncia em ferro no Meio 1.

Exemplo 5. Substituig¢do de Glutamato por Gluta-

mina no Processo de Biorreactor.

Foram realizadas trés experiéncias para testar os
efeitos da substituicdo de glutamato por glutamina num

processo de cultura de células anti-Lewis Y.

Materiais e Métodos

As experiéncias foram realizadas em biorreactores
de 10 L a pH 7,1, oxigénio a 30% dissolvido, e uma
temperatura de iniciacdo de 37°C com uma mudanca para 31°C
no dia 5. 0s gases disseminados e no espaco sem meio do
reactor foram de 88% de uma mistura de 93% de ar/7% de CO;
e 12% de oxigénio. O meio de partida em todas as
experiéncias foi o Meio 1, gque contém glutamina. O meio de
alimentacdo e o horadrio da alimentacdo incluindo as
alimentacdes suplementares de glucose e glutamina sé&o
apresentados na Tabela 10. As colunas marcadas com
"Glutamato" foram alimentadas com Meio 5 modificado, néo
contendo glutamina, mas contendo uma concentracdo molar de
glutamato igual a concentracdo molar de glutamina em Meio 5
convencional. As colunas marcadas com glutamina foram

alimentadas com Meio 5 convencional.



PE1992697

92

Tabela 10. Esquema de alimentacéio.
Dia 9040-44 9040-56 9040-64
Glutamato 1 | Glutamina 1 | Glutamato 2| Glutamina 2 | Glutamato 3| Glutamina 3
0
1
2
3
4 5 mM de gln 5 mM de gln 3 g/L de 7,7 mM de
glue3 gln
2,9g/1 gluc
5 3,6 g/ gluc| 5 mM de gln 3,59/L |5 mMde gln 6| 3 g/L de 3 g/L de
5,5 g/L gluc gluc g/L de gluc gluc gluc
6 12% de Meio | 12% de Meio | 17% Meio 5 |17% de Meio 4| 29% de Meio|29% de Meio
4 16X 4 16X 16X 5 5
7 4 mM de gln
8
9 2,5 g/L de
glue
10 | 10% de Meio | 10% de Meio | 8% Meio 5 | 5% de Meio 4
4 16X 4 16X 16X
11 1 g/L de
gluc
12
13 1 g/L de
gluc
Resultados e Conclusébes
Em cada experiéncia, a densidade celular ¢é
semelhante & apresentada na Figura 14. As densidades
celulares s&do baixas nas experiéncias Glutamina 2 e

Glutamato 2 devido a um desvio de pH para cerca de 6,7 no
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dia 3 do processo. A gueda de densidade entre os dias 6 e 7
nas experiéncias Glutamina 3 e Glutamato 3 é devida aos 29%

de alimentacdo de meio no dia 6.

A Figura 15 apresenta a viabilidade celular das
culturas alimentadas com glutamato e glutamina. As
viabilidades permaneceram mais elevadas durante a segunda
metade do processo nos biorreactores contendo culturas

alimentadas com glutamato.

Na Experiéncia 1, o titulo anti-Lewis Y &
semelhante entre as culturas alimentadas com glutamato e
glutamina. A Figura 16 demonstra que nas Experiéncias 2 e
3, os titulos anti-Lewis Y sc&o inferiores nos reactores
alimentados com glutamina. Os titulos anti-Lewis Y
inferiores observados nestes reactores podem ser devidos
aos niveis elevados de lactato produzidos, como apresentado

na Figura 17.

Os biorreactores operados com glutamato no meio
de alimentacdo possuem uma concentracdo de amdbdénio inferior

(Figura 18) e uma osmolaridade inferior (Figura 19).

O ensaio de ELISA de ligacdo foi utilizado para
testar a actividade das amostras a partir das experiéncias
Glutamina 1 e Glutamato 1. As actividades foram
semelhantes: 110% de referéncia para a amostra de Glutamina
1 e 122% de referéncia para a amostra de Glutamato 1

(resultados nao apresentados).
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A substituicdo do glutamato por glutamina nestas
experiéncias ndo tem um efeito significativo na densidade
celular. Todavia, a viabilidade celular ¢ inferior nos
Biorreactores alimentados com glutamina. Aménio, lactato e
osmolaridade s&do inferiores nos Biorreactores alimentados
com glutamato em comparacdo com agueles alimentados com
glutamina. Em média, o titulo anti-Lewis Y é mais elevado
nos Biorreactores alimentados com glutamato e a actividade

¢ essencialmente igual em ambas as condic¢des.

Exemplo 6. Substituig¢do de Glucose e Glutamina no

Processo de Cultura Celular Anti-Lewis Y.

O propbdsito desta experiéncia foi testar os
efeitos da substituicdo de glucose e glutamina com oS meios
de alimentacdo listados na Tabela 11 a seguir na cultura de
células Y anti-Lewis (ver Bogheart et al., "Antibody
targeted chemotherapy with the calicheamicin conjugate
hu35193-N-acetvl gamma calicheamicin dimetyl Thydrazide
targets Lewisy and eliminates Lewisy-positive  human
carcinoma cells and xenografts", Clin. Can. Res. 10:4538-49
(2004)). Foram medidos a densidade celular, a viabilidade

celular, titulo anti-Lewis Y e niveis de amdnio.

Materiais e Métodos

A  experiéncia foi efectuada em frascos de

agitacdo de 250 mL com um volume inicial de 75 mL. Todos os
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frascos de agitacdo foram semeados a 0,25 x 10 células/mL
no Meio 2. Os frascos foram incubados a 37°C numa
incubadora de COya 7% durante 14 dias. Nos dias 3 e 4, os
frascos foram alimentados com 5% do volume de Meio de
alimentacdo Meio 6. A composicdo do Meio 6 estd listada na
Tabela 11. Nos dias 5-13 os frascos foram alimentados com
5% em volume de uma das solucdes de alimentacdo listadas na
Tabela 12. Cada condicdo foi efectuada em duplicado. As
amostras foram retiradas diariamente para contagem de

células por CEDEX e ensaios para ambdnio, glucose, e lactato

Tabela 11. Composicdo do Meio 6.

Aminoacidos| mg/L mM Oligoelementos ng/L nM

alanina 142,48 1,60 Selenito de Sdédio 40,00] 231,35
arginina| 1528, 84 8,79 Cuso4 3,44 21,51
asparagina*H,0| 1080, 60 7,20 CuS0,* 5H,0 7,49 30,00
acido aspéartico 532,40 4,00 FeSO,* TH,0 2534 9115
cistina*2HC1 473,00 1,51 ZnS0, ¢ THO 2704 9421
acido glutémico 235,38 1,60 MnSO, *H,0 0,17 1,01
glutamina| 4820, 00 33,01 NaySiOs* SH,0 140 492,84
glicina 120,07 1,60 (NH,) M070,4 ¢ 4H,0 1,24 1,00
histidina*HC1*H,0 588,32 2,80 NH4VO3 0,65 5,56
isoleucina 944,52 7,21 NiSO,*6H,0 0,13 0,49
leucinal 1360,75 | 10,39 SnC1,*2H,0 0,12 0,53
lisina*HC1l| 1456,80 8,00 Al1C15°6H,0 1,20 4,97
metionina 477,006 3,20 AgNO; 0,17 1,00
fenilalanina 660, 36 4,00 Ba (C;H30,) » 2,55 9,98
prolina 552,31 4,80 KBr| 0,12 1,01
serina|l 1264,70 12,04 CdCl1,+2, 5H,0 2,28 9,99
treonina 762,02 6,40 CoCl,* 6H,0 2,38 10,00
triptofano 260,94 1,28 CrCls 0,32 2,02
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(continuacéao)
Aminoacidos| mg/L mM Oligoelementos ng/L nM
tirosinae2Na*2H,0 832,02 3,19 NaF| 4,20 100,02

valina 749,21 6,40 GeO, 0,53 5,07
K1 0,17 1,02
Vitaminas mg/L mM] RbC1 1,21 10,01
biotina 3,28 0,01 Zr0OCl,*8H,0 3,22 9,99

Pantotenato de célcio 36,02 0,08

cloreto de colina 143,28 1, 03|Outros Componentes pg/L nM

acido félico 42,43 0,10 Hidrocortisona 288 0,79
inositol 201,71 1,12 Putreseina<*2HCL 8000 49, 66
nicotinamida 32,02 0,26 acido linoleico 336,25 1,20
piridoxina<HC1 32,82 0,16 acido tidctico 840, 63 4,08

riboflavina 3,060 0,01
tiamina<*HC1 35,22 0, 10|Outros Componentes mg/L mM|

vitamina Bl12 11,21 0, 01|D-glucose (Dextrose) 33005, 99 183,37
BVA 2400, 00
KH,POf 1635,00 | 12,02

MgSO, ¢ TH,0 171,98 0,70

Tabela 12. Adig¢des nos dias 5-13. Meio 6 modifi-

cado sem conter glucose ou glutamina.

GluGln Meio 6 Modificado + 43 g/L glucose + 4,82 g/L de glutamina (controlo)
Glu Meio 6 Modificado + 43 g/L glucose + 4,82 g/L glutamato

GluAsp Meio 6 Modificado + 43 g/L glucose + 4,36 g/L asparagina

GluGlyGln |Meio 6 Modificado + 43 g/L glucose + 6,71 g/L glicilglutamina

GluGlu Meio 6 Modificado + 43 g/L galactose + 4,82 g/L glutamina

GalGlu Meio 6 Modificado + 43 g/L galactose + 4,82 g/L glutamato

GalGln Meio 6 Modificado + 43 g/L galactose + 4,36 g/L asparagina

GalGlyGln [Meio 6 Modificado + 43 g/L galactose + 6,71 g/L glicilglutamina
GalAsp Meio 6 + 43 g/L glucose
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Resultados e Conclusébes

A maior densidade celular foi observada quando o
glutamato ou glicilglutamina foi substituido por glutamina
na presenca de glucose ou galactose nos meios de
alimentacdo. A densidade celular foi geralmente inferior
nas culturas alimentadas com glucose/glutamina, galacto-
se/glutamina, ou apenas glucose (Figura 20). A viabilidade
final foi superior nas culturas alimentadas com apenas
glucose, seguidas pelas culturas alimentadas com gluco-
se/glutamato. A menor viabilidade foi observada nas cultu-
ras alimentadas com glutamina ou asparagina combinadas com

glucose ou galactose (Figura 21).

No dia 14 o titulo foi superior nas culturas
alimentadas com glucose/glicilglutamina e glucose/glutamato
em cerca de 700 upg/mL. O titulo foi menor nas culturas
alimentadas com galactose/glicilglutamina e galactose/aspa-
ragina em cerca de 500 upg/mL. O titulo no controlo de

glucose/glutamina foi cerca de 570 pg/mL (Figura 22).

Os menores niveis de amdénio foram observados nos
frascos alimentados com glucose/glutamato ou apenas
glucose. Os frascos alimentados com galactose/glutamato,
glucose/glutamina, glucose/glicilglutamina, e glucose/aspa-
ragina apresentaram niveis intermédios de amdbénio. Os
frascos alimentados com galactose/asparagina, galacto-
se/glicilglutamina, e galactose/glutamina tinham os maiores

niveis de aménio (Figura 23).
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Os niveis de glucose permaneceram acima de 1 g/L
em todos os frascos alimentados com galactose até ao dia
11. Do dia 11 ao dia 14, a glucose nestas culturas ndo foi
nunca completamente consumida, permanecendo entre 0,6 e
1 g/L, sem diferencas significativas entre as diferentes

culturas.

Os niveis de glucose aumentaram em todos o0s
frascos alimentados com glucose ou glucose combinada com
outro substrato até ao dia 10. Do dia 10 ao dia 14 nestas
culturas, o0s niveis de glucose permaneceram praticamente
constantes e semelhantes um ao outro. No dia 14, cerca de
8,4 g/L de glucose permaneceram nas culturas alimentadas
com glucose/glutamato e cerca de 10,8 g/L de glucose

permaneceu nas culturas alimentadas apenas com glucose.

Os niveis de lactato atingiram um valor de cerca
de 2,4 g/L no dia 5, quando as condicgdes foram as mesmas
para todas as células, e cairam essencialmente para zero em
todas as culturas no dia 14. Os niveis de lactato foram
superiores do dia 10 ao dia 14 no controlo de gluco-
se/glutamina, mas estavam abaixo de 1 g/L durante esta

altura (dados ndo apresentados).

Todas as condicgdes testadas nesta experiéncia
resultaram numa densidade celular mais elevada do que o
controlo da <condicdo de glucose/glutamina. Todas as
condicdes testadas excepto a condicdo de galactose/aspa-
ragina resultaram numa viabilidade final mais elevada do

que no controlo de glucose/glutamina ou a condigdo de
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adicdo de galactose/glutamina. O titulo no controlo de
glucose/glutamina foi cerca de 570 ug/mL em comparacdo com
um maior de cerca de 700 pg/mL na condicdo de adicdo de
glucose/glicilglutamina e a condicdo de adicdo de gluco-

se/glutamato.

Exemplo 7. Avaliagdo de um Processo de Sistema
Descontinuo de Jejum de Glutamina para a Produc¢do de anti-

GDF-8.

Os tipicos métodos de producdo em sistema semi-
continuo requerem multiplas adig¢des ao longo do periodo da
cultura. Estas adicbdes sdo concebidas para substituir os
nutrientes no Meio que podem ser consumidos pelas células
ou se podem ter degradado durante o sistema descontinuo.
Estas adig¢des criam complicacdes quando se aumenta a escala
do processo para ser utilizada em grandes reactores, tal
como a necessidade para propulsdo (ver Figura 24). Para
além disso, as adigdes diluem a quantidade de anti-GDF-8 jé
segregada na cultura e deste modo afecta o titulo na
colheita. A utilizacdo de um processo em sistema descon-
tinuo permitird a inoculacdo do biorreactor com todo o
volume, em vez de um volume parcial de modo a acomodar as
adicdes, que removerdo a necessidade de um propulsor que
reduz amplamente qualquer efeito de diluicdo na produ-

tividade.

A glutamina é uma das razdes mais importantes
para utilizar uma abordagem de sistema semi-continuo uma

vez que ndo é estdvel a 37°C e pensou-se que teria que ser
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reabastecido durante uma cultura descontinua. Contudo, os
resultados dos Exemplos 2, 5, e 6, em que foi testada uma
estratégia de Jjejum de glutamina, apresentou um aumento
significativo na produtividade em comparacdo com um reactor
de controlo que com alimento de glutamina. Este resultado
foi combinado com o processo descontinuo para criar o
processo descontinuo de jejum de glutamina que foi testado

neste Exemplo.

Materiais e Métodos

As células anti-GDF-8 foram cultivadas em Bior-
reactores de 1 L durante 12 dias de acordo com as quatro
condicdes de crescimento que se seguem. Os pardmetros do
Biorreactor para todas as condic¢des foram mantidos os
mesmos. O oxigénio dissolvido foi mantido a ndo mais do que
23% de saturacdo de ar por injeccdo de ar e o pH foi
mantido a 7,00 pela adicdo de uma solucdo contendo
bicarbonato de sdédio a 0,58 M e carbonato de sdédio a
0,71 M. As temperatura de todas as culturas foi mantida a
37°C durante 0os primeiros quatro dias do sistema
descontinuo. No gquarto dia do sistema descontinuo a
temperatura de todos os biorreactores foi diminuida para
31°C e mantida neste ponto para a duracdo do sistema
descontinuo. As culturas controlo e de sistema semi-
continuo foram alimentadas com 8%, 12%, e 8% do volume
total do reactor dos seus respectivos meios de alimentacéo

nos dias 5, 7, e 10, respectivamente.
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1) Controlo.
- Meio de inoculacdo Meio 7 (ver Tabela 13).
- Meio 8 de alimentacdo, alimentado aos dias 5, 7, e 10
(ver Tabela 13).
- Adicdo de 5 mM de glutamina no dia 4.

- Abaixamento da temperatura para 31°C no dia 4.

2) Sistema semi-continuo com jejum de glutamina.
- Meio de Inoculacdo Meio 7 com apenas 4 mM de glutamina

(ver Tabela 13).

Alimentacdo com Meio 8 sem glutamina, alimentado aos dias

5, 7, e 10 (ver Tabela 13).

Sem adicdo de glutamina no dia 4.

Abaixamento da temperatura para 31°C no dia 4.

3) Sistema descontinuo com jejum de glutamina.
- Meio de inoculacdo novo Meio de sistema descontinuo com
apenas 4 mM de glutamina (ver Tabela 13).

- Sem Meio de Alimentacédo.

Sem adicdo de glutamina.

Abaixamento de temperatura para 31°C no dia 4.

Adicionar 5g/L de glucose no dia 8.

4) Sistema descontinuo de Jjejum de glutamina

suplementado no dia 8.

- Meio de inoculacdo novo Meio de sistema descontinuo com

apenas 4 mM de glutamina (ver Tabela 13).
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- Meio de inoculacdo novo meio de sistema descontinuo com
apenas 4 mM de glutamina (ver Tabela 13).

- Sem meio de alimentacédo.

- Sem adicdo de glutamina.

- Abaixamento da temperatura para 31°C no dia 4.

- Adicionar 4 g de glucose, 375 mg de Asparagina, 3 mL de
1 mM de stock de FeSO4, 3,33 mL de stock deb g/L de
Nucellin™, 2,57 mL de 36 mg/L de Hidrocortisona e 1,0 g/L
de solucgdo stock de Putrescina, 0,23 mL de 50 mg/L de stock

de Selenito de Sédio, e 13,1 mg de Tiamina no dia 8.

Tabela 13. Composicdes dos meios utilizados.

MW Meio 7 Meio 8 Meios
Descontinuos
Aminodcidos mM mM mM
L -Alanina 89,0 1,08 2,4 0,2
1- Arginina 174,0 6,84 13,2 4
L-Asparagina*H,0 150,0 4,76 21,4 7,5
L-Acido Aspartico 133,0 2,40 9 1,65
L-Cisteina*HCle H0 176,0 0,40 0 0,4
L-Cistina*2HC1 313 0,95 1,875 1
L-Acido glutémico 147,0 1,08 2,4 1,08
L-Glutamina 146,0 13,00 37,5 4
Glicina 75,0 1,28 2,4 1,54
L-Histidina*HC1 *H,0 210,0 1,76 4,2 1,76
L-isoleucina 131,0 4,76 10,8 2,83
L-leucina 131,0 6,52 15,8 4,7
Lisina*HC1 182,0 5,20 12 5,2
IL-Metionina 149,0 1,96 4,8 2,6
L-fenilalanina 165,0 2,60 ) 2,2
L-prolina 115,0 3,24 7,2 4,1
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MW Meio 7 Meio 8 Meios
Descontinuos
L-serina 105,0 8,60 18 8,6
L-treonina 118,0 4,32 9,6 3,2
L-triptofano 204,0 0,78 1,92 1,04
L-tirosina 2Na<2H,0 281,0 2,18 4,8 1,75
L-valina 117,0 4,32 9,6 4
Vitaminas M M M
Biotina 244,0 8,31 20,4 11
D-Pantotenato de Calcio 476,0 46, 006 112,8 46, 06
Cloreto de colina 139,0 ©632,2 1548 840
acido félico 441,0 58,8 144 58,8
I-inositol 180,0 686 1680 911
nicotinamida 122,0 161,7 396 215
piridoxina<*HC1 206,0 88,15 240 88
piridoxal<HC1 203,0 10 0 10
riboflavina 376,0 5,37 13,2 1,1
tiamina*HCl 337,0 63,7 274,77 117
vitamina B12 1355,0 4,9 12 7,8
Sais Inorganicos
NaCl 58,5 18,8 mM
KCI 74,6 4,2 oM 4,19 mM
CaCl, 111 1,05 mM 1,05 mM
Selenito de Sddio 173 27 ug/L 60 pg/L 60 nug/L
NaH,PO, *H,0 142 4,68 mM 11 mM 4,68 mM
Na,HPO, 138 0,5 mM 0,3986 mM
MgSO, 120 1,15 mM 1,05 mM 1,15 mM
MgCl, 95 0,3 mM 0,3 mM
FeS0,*7H,0 278 9 uM 24,675 uM 9 uM
Fe (NOs) 3+9H,0 404 0,125 M 0,124 M
ZnS0,* 7TH0 287 9,2 M 17 pM 9,2 uM
CuSO; 160 0,05 0,074 0,064 1M
NaHCO; 84 23,8 mM 23,8 mM




PE1992697

(continuacéao)

104 -

MW Meio 7 Meio 8 Meios
Descontinuos
Biotina 244,0 8,31 20,4 11
Outros
Glucose 180 16 g/L 38,3 g/L 15 g/L
Alcool Polivinilico 2,56 g/L 2,4g/L 2,56 g/L
Hidrocortisona 363 0,23 mg/L 0,43 mg/L 0,28 mg/L
Putrescina<2HC1 161 6,4 mg/L 12 mg/L 7,7 mg/L
Piruvato de sddio 110 500 500
acido linoleico 280 0,81 1,8 0,81
acido tiéctico 206 2,7 6 2,7
Nucellin™ 54 mg/L 120 mg/L 50 mg/L
1000x Oligo B 1,5 mL/L 6,75 mL/L 1,5 mL/L

Resultados e Conclusodes

O crescimento celular para os primeiros 4 dias
foi semelhante para os processos de controlo e de sistema
descontinuo, enquanto o processo de sistema semi-continuo
possuiam uma densidade celular

com jejum de glutamina

ligeiramente inferior e permaneceram um pouco abaixo do
resto do sistema descontinuo. Ambos 0s processos em sistema
descontinuo mantiveram densidades celulares elevadas para a
sistema continuo, devido a

duracdo do provavelmente

auséncia de qualquer diluicdo significativa (ver Figura
25). As viabilidades de todas as culturas foram as mesmas
até ao dia 8. Contudo, é interessante notar que no dia 11,

a viabilidade do processo em sistema descontinuo que né&o
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foi suplementado foi inferior a dos outros trés bior-
reactores e terminou significativamente mais baixa pelo
final do dia. Isto sugere que o Meio do sistema descontinuo
pode ainda ser optimizado uma vez gque O pProcesso em sistema
descontinuo suplementado possui uma viabilidade que foi o
mesmo dos biorreactores do sistema semi-continuo (ver

Figura 26).

As células cultivadas no processo de sistema
descontinuo de Jjejum de glutamina ou no sSistema semi-
continuo de jejum de glutamina superou as mesmas células
cultivadas no processo de controlo do sistema semi-continuo
na produtividade. O processo de controlo do sistema semi-
continuo possui um titulo no dia da colheita de 685 ug/mL,
como esperado, enquanto o processo semi-continuo com jejum
de glutamina possuia um titulo na recolha de 1080 ng/mL,
cerca de 58% superior ao controlo. Isto é semelhante aos
resultados observados previamente. O processo do sistema
descontinuo com privacdo de glutamina n&do-suplementada
possuiam um titulo no dia da recolha de 960 ug/mL, 40%
superior ao controlo, semelhante ao do processo semi-
continuo com Jjejum de glutamina, enquanto o de sistema
descontinuo com jejum de glutamina suplementado possuia o

maior titulo de 1296 ug/mL. Isto ¢ um aumento de 89% em

relacdo ao controlo (ver Figura 27).

Quando o0os niveis 1inibidores para as quatro

condicdes foram analisados oS8 resultados mostraram que oS
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niveis de lactato e de ambdénio para todos os trés processos
de jejum de glutamina foram significativamente inferiores
ao do <controlo. De facto, apbés o dia 4, essas trés
condicgdes interromperam a producdo ou comegcaram O CONsSumo
de lactato enguanto o controlo continuou para produzir
lactato durante o sistema descontinuo (ver Figura 28). Como
esperado, o0s niveis de aménio foram muito inferiores nos
processos com jejum de glutamina e diminuiram apds o dia 4,
enquanto o controlo continuou a produzir ambdénio (ver Figura

29).

Neste Exemplo, a combinacdo de um Processo
descontinuo com uma estratégia de Jejum de glutamina
resultou num melhoramento em 40% da produtividade em
relacdo ao controlo do processo semi-continuo para as
células anti-GDF-8. Os dados também sugerem que com alguma
optimizacdo do Meio descontinuo, pode ser obtido um
melhoramento em gquase duas vezes na produtividade. Este
melhoramento na produtividade pode ser atribuido a dois
factores. Primeiro, 0o Jjejum em glutamina aumenta a
produtividade directamente ou mantendo os niveis de amdénio
e niveis de lactato muito baixos. Segundo, devido a
auséncia de alimentacdes, o titulo ndo ¢ diluido durante o
descontinuo. A produtividade aumentada em conjunto com a
facilidade de operacdo inerente num processo descontinuo
torna esta uma opcao atractiva para producédo de

polipéptidos recombinantes.
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Exemplo 8. Efeitos das concentrag¢des de Glutamina
e Asparagina nos meios descontinuos no processo de cultura

celular de anti-GDF-8.

Nos Exemplos 2, 5 e 6, foi demonstrado que o
jejum para glutamina conferiu beneficios em culturas semi-
continuas de duas linhas de células, incluindo o aumento do
crescimento celular, viabilidade celular e titulo assim
como a diminuicdo da producdo de lactato e amdnio. A
asparagina também parece desempenhar um papel nos meios

descontinuos.

Materiais e Métodos

As células anti-GDF-8 foram cultivadas durante
doze dias em Biorreactores de 1 L em Meio 9 modificado com
diferentes concentracdes de glutamina e asparagina. A com-—
posicdo base do Meio 9 é listada na Tabela 14. as variacdes
experimentais nesta composicdo de base sdo listadas na
Tabela 15. As culturas foram incubadas a 37°C durante os
primeiros 5 dias com a excepcdo do Reactor 4, cuja
temperatura foi 30°C para o primeiro dia devido a problemas
de controlo de temperatura. As culturas foram deslocadas
para 31°C no dia 6. No dia 7, as culturas foram alimentadas
uma vez com 5% em volume de Meio 5 sem glutamina. As
culturas foram medidas diariamente para a densidade celu-

lar, titulo anti-GDF-8, niveis de lactato e aménio.
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Tabela 14. Composicédo do Meio 9.

Aminoadcidos| mg/L M Oligoelementos pg/L nM

alanina 17,80 0,20 Selenito de sdédio 69,16 400,00

arginina 696, 00 4,00 Fe (NOs) 5* SHO 50,00[ 123,76
asparagina<*H,O| 3000, 00 20,00 CuSQ, 10,24 64,00

acido aspéartico 219,45 1,65 CuS0O, ¢ 5H,0) 99, 88| 400,00

cisteina*HC1+H,0 70,40 0,40 FeS0,* 7TH0 4170 15000
cisteina*2HC1 468,75 1,50 ZnS0,* THO 2640 9200

Glutamato monossdédico 33,80 0,20 MnSQ4 *H,0 33,80 200,00
glutamina 584,00 4,00 Na,Si05 9H,0| 284,07 1000

glicinag 115,50 1,54 (NH,4) 6Mo-,0,4 ¢ 4H,0 247,201 200,00
histidina*HC1<H,0 474,60 2,26 NH,VO5 2,34 20,00
isoleucina 570,73 4,36 NiS0,* 6H;0) 5,26 20,00
leucina] 1030, 70 7,87 SnCl1;.2H,0 0,90 4,00
lisina*HC1| 1401, 40 7,70 Al1C1;+6H0 0,97 4,00
metioninag 387,40 2,60 KBr 0,48 4,00

fenilalanina 507,00 3,07 CrCl, 15,83] 100,00
prolina 539,50 4,69 NaF 0,17 4,00
serinal 1052, 00 10,02 Ge02 0,42 4,00

treonina 56, 80 4,75 K1l 33,20] 200,00
triptofano 274,16 1,34 RbC1l 0,48 4,00

tirosina+2Na*2H,0 745,75 2,80 H3BOs 12,37 200,00
valina 749,00 6,40 LiCl 0,17 4,00
Vitaminas| mg/L nmM  [Outros Componentes pg/L nM
biotina 2,68 0,01 Hidrocortisona 540,00 1,49
pantotenato de cédlcio 21,92 0, 05 Putrescina*2HC1 15000 93,11
cloreto de colina 158,46 1,14 acido linoleico 290, 00 1,04
Acido félico 25,93 0,06 Acido tioéctico 716, 00 3,48

inositol 163,98 0,91
nicotinamida 26,23 0, 22|0utros Componentes mg/L, mM
piridoxaleHC1 2,03 0, 01|D—-glucose 15000, 00 83,33
(Dextrose)
piridoxina*HC1 36,13 0,18 PVA 2560, 00
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Aminoadcidos| mg/L M Oligoelementos ng/L nM
riboflavina 2,41 0,01 Nucellin™ 50,00
tiamina*HC1 39,43 0,12 Piruvato de Sdédio 55,00 0,50
vitamina B12 21,17 0,02
Sais Inorganicos mg/L M|
CaCl, 116,55 1,05
KC1 312,90 4,19
Na,HPO, 58, 60 0, 40
NaCl| 1100, 00 18,80
NaH,PO4*H,0) 645,84 4,68
MgSO, 138,00 1,15
MgCl, 28,50 0, 30
NaHCOs| 2000, 00 23,81
Tabela 15. Condigbes testadas de Glutamina e Asparagina.
Reactor 1 |Reactor 2 |Reactor 3 |Reactor 4 |Reactor 5 |Reactor ©
Linha de células anti-GDF-8
Meios Meios descontinuos (Meio 9)
Niveis de Glutamina |1 mM 1 mM 1 mM 4 M 4 M 4 mM
Niveis de Asparagina |8 mM 12 mM 20 mM 8 M 12 mM 20 mM
Densidade da 0,3 a 0,35
Sementeira (x10°/mlL)
Meios de adicédo Meio 5-Glutamina, a 5% no Dia 7
Cultura Dias 12
Deslocamento de Dia © Dia © Dia © Dia 5 Dia 5 Dia 4
Temperatura (37-
31°C)
Resultados e Conclusdes
As Figuras 30, 31, 32 e 33 apresentam o cresci-
mento celular de células anti-GDF-8, anti-GDF-8 titulo,
niveis de lactato e niveis de amdbdnio, respectivamente,
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durante as experiéncias sob as varias condicdes experi-

mentais.

Sob todas as condigdes experimentais, 4 mM de
glutamina é melhor do que 1 mM de glutamina em todos os
niveis de Asparagina testados. A niveis de glutamina
comparaveis, condic¢cbes de 12 mM e 20 mM de asparagina sé&o
melhores do que condigdes de 8 mM de asparagina. O lactato
diminuido e os niveis de MH; foram observados no final da

cultura para todas as condicdes testadas.

Exemplo 9. Efeitos das concentrag¢des de Glutamina
e Asparagina em meios descontinuos no processo de cultura

celular de anti-GDF-8.

No Exemplo 8, foi demonstrado que o Meio 9
contendo uma concentracdo inicial de 4 mM de glutamina tem
um melhor desempenho do que os meios contendo 1 mM de
glutamina, independentemente dos niveis de asparagina. Este
exemplo demonstra o efeito de meios contendo 13 mM os

niveis de glutamina e varios niveis de asparagina.

Materiais e Métodos

As células anti-GDF-8 foram cultivadas durante
doze dias em Biorreactores de 1 L no Meio 9 modificado com
diferentes concentracdes de glutamina e asparagina conforme
listado na Tabela 16. As culturas foram incubadas a 37°C
durante os primeiros 3 dias. As culturas foram entédo

deslocadas a 31°C no dia 4. No dia 7, as culturas foram
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alimentadas uma vez com 5% em volume de Meio 5 sem
glutamina. As culturas foram medidas diariamente para a
densidade celular, viabilidade celular, lactato, niveis de
aménio e niveis de glutamina, titulo de anti-GDF-8, e

osmolaridade.

Tabela 16. Condigbes testadas de Glutamina e Asparagina.

Reactor 1 |Reactor 2 |Reactor 3 |Reactor 4 |Reactor 5 |Reactor ©

Linha de células anti-GDF-8

Meios Meios descontinuos (Meio 9)

Niveis de Glutamina |4 mM 4 mM 13mM 13 mM 13 mM 13 mM
Niveis de Asparaginal|20 mM 20 mM 20 mM 12 mM 12 M 8mM
Densidade de 0,3a¢0,35

sementeira (x10°%/mL)

Meios de adicédo Meio 5 sem glutamina, 5% no Dia 7
Dias de Cultura 12
Deslocacdo de Temp- |[Dia 4 Dia 4 Dia 4 Dia 4 Dia 4 Dia 4

eratura (37-31°C)

Resultados e Conclusébes

As Figuras 34, 35, 36, 37, 3 8, 39 e 40 mostram o
crescimento celular de células anti-GDF-8, percentagem de
viabilidade de células anti-GDF-8, niveis de lactato,
niveis de amdénio, o0s niveis de glutamina, titulo de anti-
GDF-8, e osmolaridade, respectivamente, durante as expe-

riéncias sob as varias condicgdes experimentais.

Entre todas as condic¢des testadas, apenas o meio
Meio 9 contendo 13 mM de glutamina e 20 mM de asparagina

apresentou significativos efeitos adversos no crescimento
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celular e titulo. A glutamina ¢é consumida em todas as
culturas aproximadamente ao mesmo tempo, independentemente
de se a cultura comeca com 4 mM ou 13 mM de glutamina. O
maior titulo de anti-GDF-8 é obtido em culturas que contém
13 mM de glutamina e 12 mM de asparagina. Todas as
condicdes de cultura exibem niveis diminuidos de lactato e
de aménio préximo do final da cultura. Os niveis de amdnio
foram maiores na cultura contendo 13 mM de glutamina e

20 mM de asparagina.

Exemplo 10. O efeito dos niveis de asparagina e
cisteina no decréscimo observado nos niveis de lactato e

aménio em células anti-GDF-8 cultivadas em Meio 9.

Nos Exemplos 2, 5 e 6, verificou-se dque as
culturas cultivadas sob condigdes de privacdo de glutamina
exibiram niveis diminuidos de lactato e aménio no final do
processo de cultura. Contudo, as culturas cultivadas no
Meio 9 sob condigdes de ndo jejum de glutamina exibia ainda
niveis diminuidos de lactato e amdénio no final do processo
de cultura. Este efeito ndo foi observado em outros meios
tais como o Meio 1, em que o Jjejum de glutamina parece
necessario para os niveis diminuidos de lactato e aménio. O
Meio 9 e o Meio 1 diferem nos niveis de asparagina (20 mM
no Meio9 wversus 11 mM total no Meio 1 mais aditivos) e
cistina acidica (1,5 mM no Meio 9 wversus 0,95 mM no Meio
1). Este exemplo testa se estes dois componentes foram
responsaveis pelo decréscimo observado nos niveis de

lactato e de amdénio no final da cultura.
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Materiais e Métodos

As

inicialmente

células

cultivadas

anti-GDF-8

de 1 I durante 12 dias.

foram

As

cultivadas

células

foram

a 37°C e foram deslocadas para

31°C no dia 4 ou dia 5 a 8-10x10°/mL. A Tabela 17 lista as

varias condic¢des experimentais testadas.

As amostras foram

retiradas diariamente e guardadas para analise do titulo

por HPLC Proteina A.

Tabela 17. Asparagina e cisteina condig¢bes testadas.

Meios Gln (mM) | Asn (mM) [Total Gln Total Asn Adigdo
(M) (mM)
Meio 5, 30%
Meio 1 13 5 29 11 do total Gln a 5 mM,
dia 4
Meio 5-Gln,
Meio 1 4 5 4 11 30% do total
Meios 4 20 4 21 Meio 5-Gln,
descontinuos 5% dia 7
(Meio 9)
Meio 1+ 5 mM Meio 5, 30%
Asn + 0,5 mM 13 10 29 16 do total Gln a 5 mM,
Cisteina dia 4
Meio 5, 30%
Meios 13 20 29 21 do total Gln a 5 mM,
descontinuos dia 4
(Meio 9)

Nota: Meio 5-Gln =

Meio 5 sem glutamina.

cm
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Resultados e Conclusébes

As células anti-GDF-8 cultivadas no Meio 9
exibiram niveis diminuidos de lactato e aménio no final do
processo de cultura, independentemente de se as culturas
foram iniciadas com 4 mM ou 13 mM de glutamina (ver Figuras
42 e 43). Em contraste, o Meio 1 exibiu apenas niveis
diminuidos de lactato e amdénio no final do processo de
cultura guando as culturas foram iniciadas com 4 mM de
glutamina (ver Figuras 42 e 43). A adicdo de asparagina e
cistina extra ao Meio 1 contendo 13 mM de glutamina né&o
resultaram em niveis diminuidos de lactato e ambénio no

final do processo de cultura (ver Figuras 42 e 43).

As culturas gue exibiram niveis diminuidos de
lactato e ambénio no final do processo de cultura (Meio 1
com 4 mM de glutamina, Meio 9 com 4 mM de glutamina e Meio
9 com 13 mM de glutamina) foram também observados para ter
uma osmolaridade total inferior no final do processo de

cultura (ver Figura 47).

O Meio 9 com 4 mM de glutamina exibiu o titulo
mais elevado de anti-GDF-8, seguido por Meio 9 com 13 mM de
glutamina adicionado no dia 4 (ver Figura 46). Tendo em
conta o efeito da diluicdo do adicionado, o Meio 9 contendo
4 mM de glutamina tinha um titulo equivalente ao de anti-

GDF-8 no Meio 9 contendo 13 mM de glutamina.
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Exemplo 11. O efeito dos niveis de aminoacidos e
vitaminas nos decréscimos observados nos niveis de lactato

e aménio em células anti-GDF-8 cultivadas em Meio 9.

O Exemplo 10 testou se as diferencas nos niveis
de asparagina e cisteina entre o Meio 1 e o Meio9 foram
responsaveis pelos decréscimos observados nos niveis de
lactato e aménio no final do processo de cultura no Meio 9
que ndo esteve em jejum para a glutamina. Foi determinado
que estes factores ndo foram responséaveis pelo decréscimo
observado. O Meio 1 e o Meio 9 também diferem nas suas
concentracdes em aminocdcidos e vitamina. Este exemplo testa
se as diferencas nas concentracgdes de aminodcidos e
vitaminas entre estes dois meios sdo0 responsaveis pelo

decréscimo observado.

Materiais e Métodos

As células anti-GDF-8 foram cultivadas em
Biorreactores de 1 L durante 12 dias. As células foram
inicialmente cultivadas a 37°C e foram deslocadas para 31°C
no dia 4 a 8-10x10°/mL. A Tabela 18 1lista as varias
condicdes experimentais testadas. Os aminoacidos,
vitaminas, hidrocortisona e putrescina, oligoelementos E
(composicdo listada na Tabela 19) e ferro foram adicionados
as varias condicdes experimentais do Meio 1 de modo que os

niveis destes componentes foram iguais aos niveis no Meio
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9. As amostras foram retiradas diariamente e guardadas para

andlise do titulo por HPLC Proteina A.

Tabela 18. Condicdes testadas de aminodcidos e vitaminas.

Meios Gln Asn (mM) Adigdo Dia 5 Dia 7 Dia 10 Dia 11
()
Meio 1 13 5 Meio 5 Meio 5 a Meio 5 a Meio 5 a
30% 8% 12% 8%
total,
Gln 5 a
mM, dia 4
Meio 1 + AA 13 15 Meio 5 Meio 5 a Meio 5 a Meio 5 a
30% 8% 12 8%
total,
Gln 5 a
M, dia 4
Meio 13 5 Meio 5 Meio 5 a Meio 5 a Meio 5 a 4g/L
1+VIt,H/P, E, 30% 8% 12 8% glucose
Fe total,
Gln 5 a
M, dia 4
Meio 1 + 13 15 Meio 5 Meio 5 a Meio 5 a Meio 5 a 4g/L
todos 30% 8% 12 8% glucose
total,
Gln a 5
M, dia 4
Meio 9 com 13 20 Meio 5 Meio 5 a Meio 5 a Meio 5 a
Gln a 13 mM 30% 8% 12 8%
total,
Gln 5 a
M, dia 4

Nota: AA = Aminoécidos, H/P: = 0,036 mg/mL hidrocortisona, 1,08 mg/mL

Putrescina*2HCl, E: Oligoelementos E.
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Tabela 19: Composicdo de Oligoelementos E.

Oligoelementos pg/L nM
(NH4) 6M070,4 ¢ 4H0 123,60 100,00
Al1C15+6H,0 0,48 2,00
H3BOs 6,18 100,00
CrCl, 7,92 50,00
CusS0O;, * 5H;0 49,94 | 200,00
Gel, 0,21 2,00
KBr 0,24 2,00
KI 16,60 | 100,00
Licl 0,08 2,00
MnSO,*H0 16,90 | 100,00
Na,S105 9H,0 142,03 500,00
NaF 0,08 2,00
NH,VO; 1,17 10,00
NiS0, 6H,0 2,63 10,00
RbCl 0,24 2,00
SnCl,e2H,0 0,45 2,00
Selenito de sédio 34,58 | 200,00

Resultados e Conclusédes

Todas as condicgdes testadas exibiram niveis
diminuidos de lactato e amdénio no final do processo de
cultura excepto para o Meio 1 <contendo aminoacidos
adicionados, indicando que o0s niveis de aminoacidos
aumentados no Meio 9 em comparacdo com o0 Meio 1 ndo sé&o
provavelmente responsaveis pela diminuicdo nos niveis de
lactato e aménio (ver Figuras 49 e 50). Contudo, o Meio 1
contendo vitaminas, hidrocortisona e putrescina adicio-

nados, os oligoelementos E e o ferro exibiram niveis de
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lactato e aménio inferiores no final do processo de cultura
em comparacgdo com o Meio 1 contendo aminoédcidos adicionados
(ver Figuras 49 e 50). Isto indica gue estes componentes

podem ser responsaveis pela diminuicdo observada no Meio 9.

As culturas cultivadas no Meio 1 contendo
vitaminas, hidrocortisona e ©putrescina adicionados, o0s
oligoelementos E e ferro exibiram os niveis mais baixos de
aménio ao longo da experiéncia devido as inferiores
quantidades de asparagina e glutamina totais nos meios

iniciais (ver Figura 50).

Exemplo 12. O efeito da vitamina, oligoelementos
E e niveis de ferro nos decréscimos observados nos niveis
de lactato e aménio em células anti-GDF-8 cultivadas no
Meio 9.

No Exemplo 11, foi determinado gque os niveis
aumentados de vitaminas, hidrocortisona e ©putrescina,
oligoelementos E e ferro no Meio 9 relativamente ao Meio 1
pode ser responsavel pelo decréscimo nos niveis de lactato
e ambénio observados no final do processo de cultura. Aqui,
estes componentes foram testados individualmente e em
combinacdo para determinar qual, se algum, foi responsavel

pelos decréscimos observados.

Materiais e Métodos

As células anti-GDF-8 foram cultivadas em

Biorreactores de 1 L durante 12 dias. As células foram
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inicialmente cultivadas a 37°C e foram deslocadas a 31°C no
dia 4 a 8-10x10° células/mL, com a excepcdo de que o Meio 1
contém oligoelementos E, que foi deslocado para o dia 4 a
cerca de 6x10° células/mL. A Tabela 20 lista as véarias
condicdes experimentais testadas. A hidrocortisona e a
putrescina foram adicionadas a todas as condicgdes do Meio 1
de modo gque os niveis destes componentes foram iguais aos
niveis no Meio 9. As vitaminas, oligoelementos E (compo-
sicdo listada na Tabela 19) e ferro foram adicionados as
varias condic¢des experimentais do Meio 1 de modo que oS
niveis destes componentes foram iguais aos niveis no Meio
9. As amostras foram retiradas diariamente e guardadas para

andlise ao titulo através de HPLC Proteina A.

Tabela 20. Condicbdes de aminoédcidos e vitaminas

testadas.

Meios Gln (mM) Asn Adigao Desloc. Dia 4 Dia 6 Dia 7 Dia 10

(M) Temp
Meio 1+Fe 13 15 Meio 5 dia 4 Gln a 5 Meio 5 Meio 5 a 8% Meio
30% do mM, dia a 8% 12%
total 4
Meio 1+E 13 15 Meio 5 dia 4 Gln a 5 Meio 5 Meio 5 a 8% Meio
30% do mM, dia a 8% 12%
total 4
Meio 1+Vit 13 15 Meio 5 dia 4 Gln a 5 Meio 5 Meio 5 a 8% Meio
30% do mM, dia a 8% 12%
total 4
Meio 13 15 Meio 5 dia 4 Gln a 5 Meio 5 Meio 5 a 8% Meio
1+Fe+E 30% do mM, dia a 8% 12%

total 4
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(continuacéao)

Meios Gln (mM) Asn Adicido Desloc. Dia 4 Dia 6 Dia 7 Dia 10

() Temp
Meio 13 15 Meio 5 dia 4 Gln a 5 Meio 5 Meio 5 a 8%
1+FetVit 30% do mM, dia a 8% 12%
total 4
Meio 13 15 Meio 5 dia 4 Gln a 5 Meio 5 Meio 5 a 8%
1+E+Vit 30% do mM, dia a 8% 12%
total 4
Meio 9 com 13 20 Meio 5 dia 4 Gln a 5 Meio 5 Meio 5 a 8%
13 mM de 30% do mM, dia a 8% 12%
Gln total 4

Nota: E: Oligoelementos E.

Resultados e Conclusébes

De todas as condicdes testadas, apenas o Meio 9
contendo 13 mM de glutamina e o Meio 1 contendo os oligo-
elementos E exibiram niveis diminuidos de lactato e amédnio
no final do processo de cultura (ver Figuras 54 e 55). Deve
ser notado gque os niveis diminuidos observados para o Meio
1 contendo os oligoelementos E podem ser devidos ao facto
de que esta cultura foi deslocada de temperatura quando as

células foram a cerca de 6x10° células/mL.

O Meio 9 contendo 13 mM de glutamina exibiu um
titulo de anti-GDF-8 maior do que qualquer uma das formu-

lacdes do Meio 1.

Exemplo 13. Comparagdo de Meios 1, 3 e 9 no

crescimento celular e titulo anti-GDF-8.
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Esta experiéncia foi realizada para medir as
diferencas no crescimento celular e o titulo de anti-GDF-8

utilizando os Meios 1, 3 e 9.

Materiais e Métodos

As células anti-GDF-8 foram cultivadas em varios
meios e sob condicgdes de adicdo conforme listado na Tabela
21. A informacdo pertinente dos meios ¢ listada na Tabela
22. As células foram cultivadas em Biorreactores de 1 L
durante 12 dias e foram deslocadas de 37°C para 31°C no dia

4.

Tabela 21. Meios e condicdes de adicdo testados.

Adigao

Meios Asn Gln Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 10 Dia 11

Meio 3|14 mM| 4 mM | Meio 5- |Meio 5-|Meio 5-| Meio 5-| Meio 5- | Meio 5- | Meio 5-
Gln3.3% Gln |[Gln 3.3%|Gln 3.3%| Gln 10% | GIn3.3% | Gln a

3.3% 3,3%

Meio 3 (14 mM| 4 mM| Meio 5- |[Meio 5-|Meio 5-|Meio 5-| Meio 5- | Meio 5- | Meio 5-
G1n3.3% Gln |Gln 3.3%|Gln 3.3%| Gln 10% |Gln 3.3%| Gln a

3.3% 3,3%

Meio 1 |14 mM | 4 mM Meio 5- Meiob— Meiob—
Gln 8% Gln 12% | Gln 8%
Meio 9|20 mM | 4 mM Meio 5-

Gln 5%

Nota: Meio 5-Gln - Meio 5 sem glutamina.
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Tabela 22. Sumadrio dos Meios

Meio Asn Gln Adicido AA(Inicial) / (Total) Ido/ RA Total
Meio 3 | 14 mM | 4 M | Meio 5-Gln a 34% 34 mM/84mM 1,75
Meio 9 |20 mM | 4 mM [ Meio 5-Gln a 5% 91,4 mM/94,3 mM 0,72
Meio 1 | 14 mM | 4 mM |Meio 5-Gln a 31,6% 78 mM/96,4 M 0,74

Nota: Meio 5-Gln - Meio 5 sem glutamina.

Resultados e Conclusébes

As células anti-GDF-8 cultivadas no Meio 9
exibiram a densidade celular e titulo anti-GDF-8 mais
elevados, enquanto as células anti-GDF-8 cultivadas no Meio
3 exibiam a menor densidade celular e titulo de anti-GDF-8
(ver Figuras 57 e 58). 0O facto de que o Meio 9 produz
resultados superiores aos do Meio 1 indica que é melhor do
que proporcionar os componentes dos meios no meio inicial
do qgue suplementéd-los através de adigbdes multiplas.
Adicionalmente, o facto de que o Meio 1 e o Meio 9 tém
melhor desempenho do que o Meio 3 indica que proporcionar
aminodcidos em concentracdes superiores a cerca de 70 mM
proporciona resultados superiores do gue proporcionar
aminodcidos em concentracdes inferiores a cerca de 70 mM.
Finalmente, proporcionar o0s aminodcidos em concentracgdes
superiores a cerca de 70 mM nos resultados dos meios
iniciais nas maiores densidades de células e titulos

(comparar Meio 9 vs. Meio 1).
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Exemplo 14. Analise estatistica dos niveis
6ptimos de glutamina e asparagina total no Meio 9 para

cultura celular de anti-GDF-8 em Biorreactores.

Materiais e Métodos

As células anti-GDF-8 foram cultivadas em
Biorreactores de 1 L e foram deslocados de 37°C a 31°C nos
dias indicados na Tabela 23. 0Os titulos finais foram
sujeitos a um teste t de modo a determinar o nivel oéptimo
de glutamina isolado e o nivel éptimo de glutamina e
asparagina totais combinada. A Tabela 23 sumariza algumas
condicbes experimentais relevantes e resultados finais para

células anti-GDF-8 cultivadas no Meio 9.

Tabela 23. Condicdes experimentais relevantes e resultados

finais para células anti-GDF-8 cultivadas no Meio 9.

Meios |Gln |Asn Dia de Alimento |Titulo |Titulo/ |Gln Asn Total
(mM) |(mM) [mudanca (pg/mL) [1200 Total Total
Meio 9 1 8 6 Meio 5- 615,2 0,51 1 9
Gln a 5%
Meio 9 1 8 6 Meio 5- 857,1 0,71 4 9
Gln a 5%
Meio 9 1 12 © Meio 5- 947 0,79 1 13
Gln a 5%
Meio 9 4 12 4 Meio 5- 1184 0,99 4 13
Gln a 5%
Meio 9 4 20 4 Meio 5- 769,6 (0,04 1 21
Gln a 5%
Meio S 4 8 6 Meio 5- 1262,6 (1,05 13 9
Gln a 5%
Meio 9 4 20 4 Meio 5- 1198 1,00 4 21
Gln a 5%
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(continuacéao)
Meios |Gln |Asn Dia de Alimento |Titulo |Titulo/ |Gln Asn Total
(mM) |(mM) |mudanca (pg/mL) |1200 Total Total
Meio 9 4 20 4 Meio 5- 1321,1 1,10 4 21
Gln a 5%
Meio 9 4 20 4 Meio 5- 1162,4 0,97 4 21
Gln a 5%
Meio 9 13 20 4 Meio 5- 1436,6 |1,20 4 21
Gln a 5%
Meio 9 15 12 4 Meio 5- 1838,8 1,37 13 13
Gln a 5%
Meio 9 13 12 4 Meio 5- 1606,7 |1,34 13 13
Gln a 5%
Meio 9 13 20 4 Meio 5- 1075,91 |0, 90 13 21
Gln a 5%
Meio 9 13 20 4 Meio 5- 1058,4 (0,88 13 21
Gln a 5%
Meio 9 13 20 4 Meio 5- 1075,91 |0, 90 15 21
Gln a 5%
Meio 9 13 5 4 Asn, Gln, | 974,62 |0,81 28,5 11
Meio 5-
Gln a 5%
Meio 9 13 20 4 Asn, Gln, | 831,81 (0,69 28,5 26
Meio 5-
Gln a 5%
Meio 9| 13 20 4 Meio 5, 975.4 ]0.81 28.5 26
30%
total,
Gln 5 mM
dia 4
Meio 9| 13 20 4 Meiob 973.5 ]0.81 28.6 26
30%
total,
Gln 5 mM
dia 4
Nota: Meio 5-Gln- Meio 5 sem glutamina.
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Resultados e Conclusodes.

A Figura 59 apresenta titulos anti-GDF-8 extra-
polados para varios niveis de glutamina isolada e glutamina
e asparagina total combinadas. A Tabela 24 apresenta os
resultados de um teste t para comparar o titulo normalizado
dos niveis de glutamina entre 2 e 15 mM e os niveis de
glutamina fora deste intervalo. A Tabela 25 apresenta os
resultados de um teste t para comparar o titulo normalizado
dos niveis de glutamina e asparagina combinadas entre 16 e
36 mM e niveis de glutamina e asparagina combinadas fora

deste intervalo.

Ambos os resultados do teste t indicaram dife-
rencas significativas nos titulos de anti-GDF-8 entre os
dois grupos que foram comparados. As culturas cultivadas no
Meio 9 contendo entre 2 e 15 mM de glutamina e entre 16 e
36 mM de glutamina e asparagina combinadas exibiram titulos
mais elevados de anti-GDF-8 do que as culturas cultivadas
em meios com glutamina e niveis de glutamina e asparagina
combinados qgque caem fora destes intervalos. Em todas as
experiéncias, o0s niveis de asparagina foram superiores a 9

mM.
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Tabela 24. Resultados do teste t para comparar o titulo

normalizado das condigdes 2 mM<Gln<l5 mM versus GIln>15 mM,

Gln<2 mM

Titulo Normalizado GIln>15, Gln <2 2<G1ln<15
Média 0,724649917 1,033147493
Varidncia 0,013326655 0,036834109
Observacdes 7 12
Varidncia misturada 0,028537361
Diferenca com a Hipdtese da Média 0
df 17
t Stat -3,839791986

P(T<=t) uma cauda

0, 000656219

t Critico uma cauda

1,739608432

P(T<=t) duas caudas

0,001312438

t Critico duas caudas

2,109818524

Tabela 25. Resultados do teste t em comparacédo

com o titulo normalizado de 16 mM<Gln+Asn<36 mM versus

Gln+Asn>36 mM, Gln+Asn<lomM

Titulo Normalizado Asn+Gln>36, AsntGln<lé 16<Asn+G1ln<38

Média 0,735066584 1,027071104
Varidncia 0,012061148 0,041504987
Observacdes 7 12
Varidncia misturada 0,031113044

Diferenca com a Hipétese da 0

Média

df 17

t Stat -3,480816823

P(T<=t) uma cauda 0,001430281

t Critico uma cauda 1,739606432

P(T<=t) duas caudas 0,002860561

t Critico duas caudas 2,109818524
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Exemplo 15. Efeitos do Meio na Cultura celular.

Este exemplo investigou o desempenho de trés
variacdes no meio de cultura celular na escala intermédia
utilizando culturas de sementeira com densidade elevada.
Esperava-se que todos o0s meios testados apresentassem
melhoramentos no meio da Fase 1 (Meio 10 alimentado com
meio alimentado com Meio 11), com base em resultados no

biorreactor de pequena escala.

Materiais e Métodos

As células CHO que expressam um anticorpo
monoclonal IgGl humanizados anti-péptido Abeta ("células
anti-ABeta") foram testadas em varios meios, como apre-
sentado na Tabela 26 (ver Basi et al., Humanized Antibodies
that Recognize Beta Amyloid Peptide, W002/46237). O pH da
extremidade baixa estabelecido foi de 7,0 controlado com
0,95 M de NayCO3 + 0,05M KyCO;3, excepto para a Fase 1, que
foi controlado com uma solucdo contendo Dbicarbonato de
sédio a 0,58 M e carbonato de sdédio a 0,71 M. O oxigénio
dissolvido foi controlado a 30% introduzindo ar conforme
necessario, a agitacdo foi a 60 rpm, e o Meio introduzido
foi Meio 5 (com ou sem glutamina, conforme notado). Todas
as culturas foram cultivadas numa escala de 130 L excepto
para 03P49B501, que foi cultivado a uma escala de 500 L.

Resumidamente, o Meio 1 ¢ enriquecido em todos os nutri-



PE1992697 - 128 -

entes, sem consideracdo pelas taxas de incorporacéao
relativas, enquanto o Meio 12 foi equilibrado por remocgédo
de nutrientes aparentemente desnecessarios da versédo
indiscriminadamente enriquecida. As composicdes dos Meios

10, 11 e 12 sdo listadas na Tabela 27.

Tabela 26. Meio Inicial, quantidades adicionadas e fontes

de sementeiras para processamentos Piloto.

Sistema Descrigao Meio Quant. Gln Fonte do Densidade da
descontinuo Inicial |adicion. |adicion.? |Inéculo sementeira
N°. (Vidveis/mL)
1 Fase 1 Meio 10 38% Sim Sacos 0,2 x 10°
ondulados
2 Meio Rico, Meio 1 16% Sim Sacos 0,2 x 10°
Gln elevada ondulados
(1)
3 Meio Rico, Meio 1 16% Sim Sacos 0,2 x 108
Gln ondulados
elevada (2)
4 Meio Rico, Meio 1 15% N&o Sacos 0,2 x 10°
baixo Gln ondulados
5 Meio Meio 12 10% N&o Sacos 0,2 x 10°
equilibr., ondulados
Baixa Gln (1)
6 Meio Equil., [Meio 12 9% N&o Sacos 0,2 x 10°
Baixo Gln (2) ondulados
7 Meio Equil, [Meio 12 5% N&o Biorreactor| 2,0 x 10°
Baixo Gln, de
Dens. densidade
Sementeira elevada

* O Processo da Fase 1 foi alimentada com Meio 12, que ndo é t&o rico como o Meio

5.
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Tabela 27. Composicdes dos Meios 10,11 e 12.
Meio 10 Meio 11 Meio 12
Aminoacidos mg/L| mM| mg/L| mM| mg/Li mM|
alanina 24,87 0,28 142,48 1,60 17,80 0,20
arginina 423,43 2,43 1528, 84 8,79 696, 00 4,00
asparagina*H0 173,90 1,16 1080, 60 7,20 1500, 00 10,00
acido aspartico 52,72 0,40 532,40 4,00 219,45 1,65
cisteina<HCl*H,0 70,01 0,40 70,40 0,40
cisteina*2HCL 62,09 0,20 470,00 1,50 312,50 1,00
acido glutamico 41,08 0,28 235,38 1,60
glutamato 33,80 0,20
monossddico
glutamina 1162, 40 7,96 6000, 00 41,10 584,00 4,00
glicina 35,92 0,48 120, 07 1,60 115,50 1,54
histidina<*HC1*H,0 75,27 0,36 588,32 2,80 369, 60 1,76
isoleucina 151,90 1,16 944,52 7,21 370,73 2,83
leucina 172,69 1,32 1360,75 10,39 615,70 4,70
lisina*HCl 218,38 1,20 1456, 80 8,00 946, 40 5,20
metionina 53,55 0,36 477,06 3,20 387,40 2,60
fenilalanina 98, 81 0,60 660, 36 4,00 363,00 2,20
prolina 96, 40 0,84 552,31 4,80 471,50 4,10
serina 273,07 2,60 1264,70 12,04 903, 00 8,60
treonina 132,81 1,12 762,02 6,40 380,80 3,20
triptofano 28,99 0,14 260,94 1,28 212,16 1,04
tirosinae*2Na*2H,0 145,10 0,56 832,62 3,19 456,75 1,75
valina 131,17 1,12 749,21 6,40 468,00 4,00
Vitaminas mg/L M mg/L M mg/L M|
biotina 0,36 1,49 3,28 13,45 2,68 11,00
pantotenato de 4,03 8,47 36,02 75,67 21,93 46,06
cédlcio
Cloreto de colina 16,11] 115,92 143,28 1030 116,76 840,00
acido félico 4,76 10,80 42,43 96,22 25,93 58, 80
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(continuacéao)
Meio 10 Meio 11 Meio 12
inositol 22,64] 125,79 201,71 1120 163,98] 911,00
nicotinamida 3,61 29,62 32,02 262,44 26,23] 215,00
piridoxal «HC1 1,99 9,83 2,03 10,00
piridoxina*HC1 1,67 8,10 32,82 159,31 18,13 88, 00
riboflavina 0,40 1,06 3,60 9,58 0,41 1,10
tiamina*HCl 3,92 11,04 35,22] 104,51 39,43| 117,00
vitamina B12 1,34 0,99 11,21 8,27 10,57 7,80
Sais Inorgénicos mg/L| mM| mg/L| mM| mg/L M|
CaCl, 115,78 1,04 113,27 1,02 116,55 1,05
KCI 310,94 4,17 312,90 4,19
KH,PO, 1640, 00 12,06
Na,HPO, 70,81 0,50 56,60 0,40
NaCl 3704, 96 63,44
NaH,PO, *H,0 114,53 0,83 045, 84 4,68
MgSO, 48,70 0,41 138,00 1,15
MgSO,* 7TH,0 8, 60 0,03 170,00 0,69
MgCl, 28,53 0,30 28,50 0,30
NaHCO, 1220, 00 14,52 2000, 00 23,81
Oligoelementos pg/L| nM| pg/L| nM| ng/L nM|
Selenito de Sédio 7,00 40,49 40,00 231,35 53,65 310,27
Fe (NO3) 32 9H,0 49,860 123,42 50,00] 123,76
CuSO, 0,97 6,06 3,44 21,51 10,00 62,50
CuS0, *5H,0 7,49 30,00 7,49 30,00 49, 94| 200,00
FeS0,*7H,0 1542 5549 2534 9115 3366 12000
ZnS0,* TH;0 1383 4821 2704 9421 2640 9198
MnSO,*H,0 0,17 1,01 0,17 1,01 16, 90| 100,00
Na,S10; SH,0 140| 492,84 140,00] 492,84 142,03] 500,00
(NH,) 6M070,4 ¢ 4H,0 1,24 1,00 1,24 1,00 123,60] 100,00
NH,VO; 0,65 5,56 0,65 5,56 1,17 10,00
N1S0,4*6H0 0,13 0,49 0,13 0,49 2,63 10,00
SnCl,+2H,0 0,12 0,53 0,12 0,53 0,45 2,00
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Meio 10 Meio 11 Meio 12
AlCl56H0 1,20 4,97 0,48 2,00
AgNO; 0,17 1,00
Ba (CH:05) » 2,55 9,98
KBr| ,12 1,01 0,24 2,00
CdC1,+2,5H,0 2,28 9,99
CoCl,*6H0 2,38 10,00
CrCl; 0,32 2,02 7,92 50, 00
NaF 4,201 100,02 0,08 2,00
GeO, 0,53 5,07 0,21 2,00
Kl 0,17 1,02 16,60 100
RbC1 1,21 10,01 0,24 2,00
ZrQOCl,*8H,0 3,22 9,99
H3BO; 6,18] 100,00
LiCl 0,08 2,00
Outros Componentes pg/Li M pg/Li M ng/L M
hidrocortisona 86,40],24 288,00 0,79 360,00 0,99
putrescina*2HCL 2480 15,39 8000 49,66 10000 02,07
Acido linoleico 56,69 0,20 336,25 1,20 290,00 1,04
acido tidico 141,71 0,69 840, 63 4,08 716,00 3,48
D-glucose (Dextrose)| 11042,24 61,35] 43005, 99 238,92 15000, 00 83,33
PVA| 2520, 00 2400, 00 2560, 00
Nucellin™ 14,00 80, 00 50, 00
Piruvato de Sédio 54,85 0,50 55,00 0,50

Resultados e Conclusdes

As alteracdes do meio
estabilizado durante estas experiéncias.
crescimento celular, viabilidade,

dos,

glutamina reduzidos foram melhores do que os elevados

Figuras 60-64)

e O

meio

niveis de amdénio reduzidos,

equilibrado

e titulo,

(descontinuo)

Em

termos

levam a um melhoramente

de

niveis de lactato reduzi-

0os niveis de

(ver

foi
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melhor do que meio rico (Meio 1, ver Figuras 60-64). As
culturas que comecaram a partir de um indéculo de elevada
densidade exibiram um titulo final superior do que as
culturas que comecaram a partir de indculos com densidades

inferiores (ver Figura 64).

Ao contrdrio do observado em biorreactores de
pequena escala, o primeiro meio (Meio 1 com Gln elevada)
resultou em titulos inferiores aos do processo original
(ver Figura 64). Também ndo se verificou deslocamento para
a incorporacdo de lactato apds a alteracdo de temperatura
(ver Figura 62). Isto sugere qgue pode existir alguma
sensibilidade de escala com este meio. Esta conclusdo é
apoiada por processamentos paralelos em pequena-escala (2L)
que foram efectuados em simultdneo com estas experiéncias
de escala intermédia (dados n&o apresentados). As formu-
lacgdes do ultimo meio contendo menos glutamina ndo foram
sensiveis a escala, pelo menos, nestas experiéncias (ver
Figuras 60-65). Os processos em duplicado (Culturas 2 e 3 e
Culturas 5 e 6) apresentam uma muito boa reprodutibilidade
processamento a processamento (ver Figuras 60-65), aumen-
tando a confianca em todos os dados produzidos nesta

campanha.

Exemplo 16. Produgdo de TNFR-Ig utilizando Meio

Materiais e Métodos

As células CHO gue expressam uma proteina de
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fusdo dimérica consistindo na porcdo extracelular de
ligacdo a ligando receptor do factor de necrose de tumor
humano de 75 quilodalton (p75) (INFR) ligado a porcdo Fc de
IgGl ("células TNFR-Ig") foram semeadas a uma densidade
elevada a partir de um biorreactor de perfusdo e diluidas
para 3x10° de células vidveis/mL em Meio 9 para o passo de

producdo em biorreactor.

Resultados e Conclusdes

As Figuras 66, 67, 68, 69, 70, 71 e 72 apresentam
crescimento celular, viabilidade celular, glucose residual,
os niveis de glutamina, concentracdo de lactato, concen-
tracdo de amdénio, e titulo relativo do produto, respecti-
vamente. Sob o intervalo de modificacgdes minimas ao
processo, todas as condicgdes produziram bom crescimento
celular, elevada viabilidade celular, e elevado titulo

final global.

Para todas as condig¢des desta experiéncia, o pro-
duto colateral inibidor metabdlico lactato foi ou
consumido, ou a concentracdo estabilizada, sugerindo que a
producdo de lactato foi bloqueada. Do mesmo modo, para o
metabolito inibidor amdénio, os niveis sobem inicialmente,
mas ao mesmo tempo apds deslocamento da temperatura, o
aménio comecou a ser consumido pelas células. Neste Exem-
plo, as culturas celulares de TNFR-Ig foram sujeitas aos

indutores guimicos butirato de sbédio, e HMBA.
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Exemplo 17. Comparag¢do de Condigdes de Cultura e

Larga e Pequena Escala

Materiais e Métodos

Para determinar se o tamanho da cultura afectou
caracteristicas de cultura relevantes, as células anti-GDF-
8 foram cultivadas em biorreactores de pequena escala de
1 litro ou biorreactores de larga escala de 6000 litros. As
células foram cultivadas a 37°C e deslocadas para 31°C no

dia 4.

Resultados e Conclusodes

Como pode ser observado nas Figuras 73, 74, 75 e
76 (que apresentam densidade celular, titulo, niveis de
lactato e niveis de ambénio, respectivamente), ndo existiram
diferencas relevantes entre as culturas de 6000 litros de
larga escala e 1 1litro de ©pequena escala para estas
caracteristicas. Ambos o0s niveis de lactato e amdnio
comecaram a decrescer apds o deslocamento da temperatura no
dia 4. Este exemplo demonstra que o tamanho da cultura né&o
afecta a densidade celular, viabilidade celular, niveis de
lactato e niveis de amdénio quando as culturas sdo sujeitas

as mesmas condicgdes de crescimento.

Lisboa, 15 de Abril de 2010
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factor de

(TNFR-Fc)

REIVINDICAGCOES

1. Método de producdo de uma proteina de fusédo
necrose de tumor-regido Fc de imunoglobulina

numa producdo em larga escala em cultura celular

compreendendo 0s passos de:

proporcionar a cultura celular compreendendo:

células de mamiferos gque contém um gene que
codifica TNFR-Fc, gene que é expresso Sob
condicdes de cultura de células; e

um meio contendo glutamina e possuindo uma
caracteristica do meio seleccionada do grupo
consistindo em:

(i) uma quantidade aminoadcidos cumulativos por
unidade de volume superior a cerca de 70 mM, (ii)
uma proporc¢do molar de glutamina cumulativa para
asparagina cumulativa inferior a cerca de 2,

(iii) uma proporcdo molar de glutamina cumulativa
para aminodcidos totais cumulativos inferior a
cerca de 0,2,

(iv) uma proporcdo molar de ido inorgénico
cumulativo para aminoacidos cumulativos entre
cerca de 0,4 a 1,

(v) uma quantidade cumulativa combinada de
glutamina e asparagina por unidade de volume

superior a cerca de 16 mM, e suas combinacdes;
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manutencdo da referida cultura numa fase inicial de
crescimento sob um primeiro conjunto de condicgdes de
cultura durante um  primeiro periodo de tempo
suficiente para permitir que as referidas células se
reproduzam densidade celular vidvel num intervalo de
cerca de 20%-80% da densidade celular wviavel méaxima
possivel se a referida cultura foi mantida sob o
primeiro conjunto de condig¢des de cultura;

alteracdao de, pelo menos, uma das condicdes de
cultura, de modo que um segundo conjunto de condicdes
de cultura é aplicado;

manutencdo da referida cultura durante um segundo
periodo de tempo sob o segundo conjunto de condicgdes e
durante um segundo periodo de tempo de modo que TNFR-

Fc se acumula na cultura celular.

2. Método da reivindicacdo 1, em que o referido
meio contém uma proporcdo molar de glutamina cumulativa
para asparagina cumulativa inferior a cerca de 2; e
o referido meio possui duas caracteristicas do meio selec-
cionadas do grupo consistindo em: (i) um meio contendo
quantidade de aminocdcidos cumulativos por unidade de volume
superior a cerca de 70 mM, (iii) uma proporcdo molar de
glutamina cumulativa para aminoacidos totais cumulativos
inferior a cerca de 0,2, (iv) uma proporcdo molar de ié&o
inorgadnico cumulativo para aminocadcidos totais cumulativos
entre cerca de 0,4 a 1, (v) uma guantidade cumulativa
combinada de glutamina e asparagina por unidade de volume

superior a cerca de 16 mM, e suas combinacdes.
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3. Método da reivindicacdo 1, em que a referida
condicdo da cultura celular na referida alteracdo de pelo

menos um passo das condicdes de cultura é seleccionada do

grupo consistindo em: (i) temperatura, (ii) pH, (iii) osmo-
lalidade, (iv) nivel de inducdo quimica, e suas combi-
nacdes.

4, Método da reivindicacdo 1, em gque a concen-

tracdo inicial de glutamina do referido meio é inferior a

ou igual a 10 mM.

5. Método da reivindicacdo 1, em gque a concen-
tracdo inicial de glutamina do referido meio ¢ inferior a

ou igual a 4 mM.

6. Método da reivindicacdo 1, em que a quanti-
dade cumulativa total por unidade de volume de glutamina do

referido meio é inferior a ou igual a 10 mM.

7. Método da reivindicacdo 1, em gque a gquanti-
dade cumulativa total por unidade de volume de glutamina do

referido meio é inferior a ou igual a 4 mM.
8. Método da reivindicagédo 1, em que glutamina
é apenas proporcionada no meio inicial no inicio da cultura

celular.

9. Método da reivindicacdo 1, em que a densi-
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dade 1inicial das referidas células de mamiferos &, pelo

menos, 2x10° células/mL.

10. Método da reivindicacdo 1, em que a densi-
dade inicial das referidas células de mamiferos &, pelo

menos, 2x10° células/mL.

11. Método da reivindicacdo 1, em que o passo de
proporcionar compreende proporcionar, pelo menos, cerca de

1000 L de uma cultura.

12. Método da reivindicacdo 1, em que o passo de
proporcionar compreende proporcionar, pelo menos, cerca de

10 000 L de uma cultura.

13. Método da reivindicacdo 1, em que o referido
primeiro conjunto de condig¢des compreende um primeiro
intervalo de temperatura gque ¢é aproximadamente 30 a 42

graus Celsius.

14. Método da reivindicacdo 1, em que o referido
primeiro conjunto de condic¢cdes compreende um primeiro
intervalo de temperatura que ¢é aproximadamente 37 graus

Celsius.

15. Método da reivindicacdo 1, em que o referido
conjunto de condic¢des compreende um segundo intervalo de

temperatura que ¢ aproximadamente 25 a 41 graus Celsius.
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16. Método da reivindicacdo 1, em que o referido
conjunto de condig¢des compreende um segundo intervalo de

temperatura que é aproximadamente 29 a 35 graus Celsius.

17. Método da reivindicacdo 1, em que o referido
conjunto de condic¢des compreende um segundo intervalo de

temperatura que é aproximadamente 31 graus Celsius.

18. Método da reivindicacdo 1, compreendendo
ainda um segundo passo de alteracdo subsequente a primeira
referida alteracdo, a alteracdo de, pelo menos, uma das
condicgdes de cultura, compreendendo pelo menos, uma das
condic¢des de cultura, de modo que um terceiro conjunto de

condicdes é aplicado a cultura.

19. Método da reivindicacdo 18, em que o segundo
passo de alteracdo compreende a alteracdo de, pelo menos,
uma condicdo de cultura seleccionada do grupo consistindo
em: (i) temperatura, (ii) pH, (11i) osmolalidade, (iv)

nivel de quimico indutor, e suas combinacdes.

20. Método da reivindicacdo 18, em que o refe-
rido terceiro conjunto de condicdes compreende um terceiro
intervalo de temperaturas que ¢ aproximadamente 27 a 37

graus Celsius.

21. Método da reivindicacdo 1, em que o referido

primeiro periodo de tempo é entre 1-7 dias.
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22. Método da reivindicacédo 1, em que o referido

primeiro periodo de tempo é aproximadamente 4 dias.

23. Método da reivindicacdo 1, em que o total do
referido primeiro periodo de tempo e do referido segundo

periodo de tempo é, pelo menos, 5 dias.

24. Método da reivindicacdo 1, em gue no passo
de manutencdo da referida cultura durante um segundo
periodo de tempo, o nivel de lactato diminui subsequente ao

nivel de lactato na cultura atingindo um nivel méximo de.

25. Método da reivindicacdo 1, em que no passo
de manutencdo da referida cultura durante um segundo
periodo de tempo, o nivel de ambénio diminui subsequente ao

nivel de amdénio na cultura atingindo um nivel méaximo.

26. Método da reivindicacdo 1, em que a referida
quantidade total do referido TNFR-Fc produzido ¢&é, pelo
menos, 1,5 vezes superior a gquantidade de TNFR-Fc produzido
sob outras condigdes idénticas em outro meio idéntico que

ndo possui a referida caracteristica do meio.

27. Método da reivindicacdo 1, em que a referida
quantidade total do referido TNFR-Fc¢ produzido ¢, pelo
menos, 2 vezes superior a quantidade de TNFR-Fc produzida
sob outras condig¢des idénticas em outro meio idéntico que

ndo possui a referida caracteristica do meio.
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28. Método da reivindicacdo 1, em que a referida
cultura celular ¢é ainda proporcionada com componentes

suplementares.

29. Método da reivindicacdo 28, em que 08
referidos componentes suplementares s&do proporcionados a

maltiplos intervalos.

30. Método da reivindicacdo 28 em que os refe-
ridos componentes suplementares sdo seleccionados a partir
de um grupo consistindo em hormonas e/ou outros factores de
crescimento, 10es particulares (tais como sédio, cloro,
cdlcio, magnésio, e fosfato), tampdes, vitaminas, nucled-
sidos ou nucledtidos, oligoelementos (compostos inorgdnicos
normalmente presentes a concentracgdes muito baixas),

aminodcidos, lipidos, ou glucose ou outra fonte de energia.

31. Método da reivindicacdo 1, em que a referida
cultura ndo ¢é suplementada com componentes adicionais

durante a producdo do referido TNFR-Fc.

32. Método da reivindicacdo 1, em que glicil-

glutamina é substituida por glutamina na referida cultura.

33. Método da reivindicacdo 1, em que a gquan-
tidade total cumulativa de histidina, isoleucina, leucina,
metionina, fenilalanina, triptofano, tirosina, e prolina
por unidade de wvolume no referido meio ¢ superior a

aproximadamente 25 mM.
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34. Método da reivindicacgdo 1, em gque a guanti-
dade total cumulativa de histidina, isoleucina, leucina,
metionina, fenilalanina, triptofano, tirosina, e prolina
por unidade de volume no referido meio ¢é superior a

aproximadamente 35 mM.

35. Método da reivindicacdo 1, em que o referido
meio possul uma caracteristica do meio seleccionada do

grupo consistindo em:

(i) wuma gquantidade cumulativa total de histidina por
unidade de volume superior a aproximadamente 1,7 mM;
(ii) uma quantidade cumulativa total de isoleucina por
unidade de volume superior a aproximadamente 3,5 mM;
(iii) uma quantidade cumulativa total de leucina por
unidade de volume superior a aproximadamente 5,5 mM;
(iv) uma quantidade cumulativa total de metionina por
unidade de volume superior a aproximadamente 2,0 mM;
(v) uma gquantidade cumulativa total de fenilalanina
por unidade de volume superior a aproximadamente 2,5
mM;

(vi) uma guantidade cumulativa total de prolina por
unidade de volume superior a aproximadamente 2,5 mM;
(vii) uma quantidade cumulativa total de triptofano
por unidade de volume superior a aproximadamente 1,0
mM; e

(viii) uma quantidade cumulativa total de tirosina por

unidade de volume superior a aproximadamente 2,0 mM.



PE1992697 -9 -

36. Método da reivindicacgdo 1, em gque a guanti-
dade total cumulativa de serina por unidade de volume no

referido meio é superior a aproximadamente 10 mM.

37. Método da reivindicacdo 1, em que a guanti-
dade total asparagina cumulativa por unidade de volume no

referido meio & superior a aproximadamente 8 mM.

38. Método da reivindicacdo 1, em que a quanti-
dade total asparagina cumulativa por unidade de volume no

referido meio é superior a aproximadamente 12 mM.

39. Método da reivindicacdo 1, em que a quanti-
dade total cumulativa de fésforo por unidade de wvolume no

referido meio é superior a aproximadamente 5 mM.

40. Método da reivindicacdo 1, em gque a quanti-
dade total cumulativa de glutamato por unidade de volume no

referido meio é inferior a aproximadamente 1 mM.

41. Método da reivindicacgdo 1, em gque a gquanti-
dade total cumulativa pantotenato de céalcio por unidade de
volume no vreferido meio ¢é superior a aproximadamente

20 mg/L.

42. Método da reivindicacdo 1, em que a quanti-
dade total cumulativa de nicotinamida por unidade de volume

no referido meio ¢ superior a aproximadamente 25 mg/L.
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43. Método da reivindicacgdo 1, em gque a guanti-
dade total cumulativa de piridoxina e piridoxal por unidade
de volume no referido meio é superior a aproximadamente 35

mg/L.

44, Método da reivindicacdo 1, em gque a quanti-
dade total cumulativa riboflavina por unidade de volume no

referido meio € superior a aproximadamente 2,0 mg/L.

45. Método da reivindicacdo 1, em que a quanti-
dade total cumulativa de cloridrato de tiamina por unidade
de wvolume no referido meio é superior a aproximadamente

35 mg/L.

46. Método da reivindicacdo 1, em gque o referido
meio compreende um meio contendo glutamina e possuindo uma
caracteristica do meio seleccionada do grupo consistindo

em:

(i) uma concentracdo de aminodcidos inicial superior a
cerca de 70 mM, (ii) uma proporcdo molar de glutamina
inicial para asparagina inicial inferior a cerca de 2,
(iii) wuma proporcdo molar de glutamina inicial para
aminoadcidos totais iniciais inferior a cerca de 0,2,
(iv) uma proporcdo molar de i&o inorgdnico inicial
para aminoacidos totais iniciais entre cerca de 0,4 a
1, (v) uma concentracdo combinada de glutamina inicial
e asparagina inicial superior a cerca de 16 mM, e suas

combinacdes.
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47. Método de producdo de TNFR-Fc cultura celu-

lar de producédo em larga escala compreendendo os passos de;

proporcionar uma cultura celular compreendendo:

células de mamiferos que contém um gene que codi-
fica TNFR-Fc, gene que é expresso sob condicdo de
cultura celular;

e

um meio definido contendo glutamina e possuindo,
pelo menos, duas caracteristicas do meio selec-
cionadas do grupo consistindo em: i) uma concen-
tracdo de aminocédcidos inicial superior a cerca de
70 mM, 1ii) uma proporc¢do molar de glutamina para
asparagina inferior a cerca de 2, iii) uma pro-
porcédo molar de glutamina para aminodcidos totais
inferior a cerca de 0,2, iv) uma proporc¢cdo molar
de 1&do0 inorgédnico para aminoacidos totais entre
cerca de 0,4 to 1, e v) uma concentracdo combi-
nada de glutamina para asparagina superior a

cerca de 16 mM;

manutencdo da referida cultura numa fase inicial de
crescimento sob um primeiro conjunto de condicgdes de
cultura durante um primeiro periodo de tempo sufici-
ente para permitir que as referidas células se
reproduzam num intervalo de cerca de 20%-80% densidade

celular viavel maxima possivel se a referida cultura
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foi mantida sob o primeiro conjunto de condigdes de

cultura;

alteracdo de, pelo menos, uma das condicdes de cul-
tura, de modo que um segundo conjunto de condig¢des de
cultura ¢ aplicado; manutencdo da referida cultura
durante um segundo periodo de tempo sob o segundo
conjunto de condic¢cdes e durante um segundo periodo de
tempo de modo que o TNFR-Fc se acumula na cultura

celular.

48. Método da reivindicacdo 47, em que o referi-

do meio possui as caracteristicas do meio de:

i) uma concentracdo de aminodcidos inicial superior a
cerca de 70 mM,

ii) uma proporcdo de glutamina para asparagina
inferior a cerca de 2,

iii) uma proporcdo molar de glutamina para aminoacidos
totais inferior a cerca de 0,2,

iv) uma ©proporcdo molar de ido inorgdnico para
aminodcidos totais entre cerca de 0,4 a 1, e

v) uma concentracdo combinada de glutamina e aspa-

ragina superior a cerca de 1o mM.

49. Método de qualguer uma das reivindicacdes 1-

46- 48, em que:

os niveis de lactato sdo inferiores aos niveis
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observados sob outras condigbes idénticas em outro
meio idéntico que ndo possui a referida caracteristica
do meio;

0s niveis de ambénio s&o inferiores aos niveis
observados sob outras condigbes idénticas em outro
meio idéntico gque ndo possuil a referida caracteristica
do meio; e

a quantidade total de TNFR-Fc produzido &, pelo menos,
tdo elevada como a observada sob outras condicgdes
idénticas em outro meio idéntico que n&o possui a

referida caracteristica do meio.

50. Método da reivindicacdo 1 ou 47, em qgque o

TNFR-Fc produzido ¢ isolado e/ou purificado para utilizacdo

como ou na preparacdo de produtos farmacéuticos.

Lisboa, 15 de Abril de 2010
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Figura 1. Comparagic do Meio 1 & Meic 2 sm frascos de
agitagido utilizande celulas anti-GDF-8.
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Figura 2. Cresciments selular e viabilidade de
células anti-GDF-8 no Meio 1.
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Figura 3

2/38

Crescimento celular de culturaz de células anti-GDF-8
nas condicdes de cultura ds controlo = sem adigido de glutamina.
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Figura 4. Viabilidade pelular de culturas de zélulazx anti-&DF-
8 nagz condigdes de cultura de controlo e s=m adigic de

glutamina.
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Figura 5. Niveis de amdnic culturas de células anti-EDF-8 nas
condigfes de cultura de controlo = sem adigdo de glutamins.
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Figura £. Niveis de lactate de culturas de célulaszs anti-ghF-g
nas condigfes de culturas de controlo o sewm adigdo de glutamina.
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FPigura 7. Titulo de anti-GDF-8 nas condicdes de cultura de
controle & sem adiqdo de glutamina.
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Figura 8. Viahilidade de culturas de cvélulas anti-gDF-8 nas
condicdes de cultura de controlo o com Jejum de glutamina,
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Pigura 10. NHivelis de amdnio de culturas de células anti-SDF-8
nas condigfes de culturs de controlo & de Jejum de glutamina.
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Figura 11, Niveis de lactate de culturas de céliulas anti-
GDF-8 nas condig¢des de cultura de controlo & com jejum de
glutamina.
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Figura 13. Resposta & dose de ferrs de culturas de células
anti-GDF-8 no Melie 1 & no Neip 2.
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Figura 14, Densidade Celular de culturas anti-&DhP-8
alimentadas.
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Figura 15. Viabilidade de célulaz de culturas de célunlas
alimentadas com Glutamatos & Glutamina.
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Figura 17. Miveis de lactato de célulaz alimentadas com
Glutamats = Slutamina.
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Figura 18. Niveis de amdnio de sulturaszs alimentadasz com
Glutamate e Glutamina.

el vtamats 3
oooifilbooI W hami TS

- f “Rlutamato

MGy

« & STintamins
R =¥ Tlwtanate L

Ko wgigtamine 1R

Ransaasssmmaaiatsesasage Aot

[+

oty

Pz G B W B o R W

,‘%

Tia

Figura 1%. Gsmoelaridades de culturas alimentadas com
Glutamate e Glutamins.

7

S50 W gintamate e .
il tamina

2 e 3
S0 4 )
= % WO g x - -
- C§ Glutamato & ] . ' * .
5§ 5% ¢ *. SInEaming S ismassaesasnsesassan g W St
E% *“Slx\t.mn«ts b3

v s Anas

b LF S & T )

©
s
»2
E7>
3
5%
w
~4
%
%3
%



PE1992697 10/38

Figura 20. Densidade de células. Cada grafico & a média ds
dolis frascos cultivades utilizande as mesmas condigdes.
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Figura 21. viabilidade de células. Cada grafice € a média de
dais frascosz gultivadeos utilizando as mesmas condigdes.
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Niveis amdénig.

11/38
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Figura 25. Crsscimento celular de células anti-GhF-8 sob
varias condigbes sxperimentais
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Figura 26. Vizhilidade de células anti-&or-8 sob vérias
condigdes experimentals
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Figura 27. Titule de anti-GDF-8 scbh varias condigdes
experimentais
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Figura 28. Hiveis de lactate de culturas anti-GDF-8 zc¢k
varias ceondigdes experimentais
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Figura 2%. Hiveis de amdnic de culturas anti-&brF-£ sobh varias
condigdes sxperimsntais
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Figura 30. Crascimento celular de céliunlas anti-GDP-8 sob
varias condicles sxpsrimentais
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Figura 31. Titulc de anti-GDF-8
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Figura 32%. Niveis de aménieo de culturas anti-GDF-8 zob varias
condigdes experimentalis
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Figura 38, Crescimento celiular de céiuvlas anti-SDF-8 em meio §
modificade contende virios nivels de glutamina e asparagins.
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Figura 35. Vizhilidade celular de oflulas anti-GOP-8 em Mico §
modificade contendo varios nivesisz de glutamina e asparagina
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Figura 36. Niveis de lactato de culturazs anti-GOF-F§ am Meio 3
modificado contendo varios niveis de glutaminsg & asparagins.
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Figura 37. Niveiz de Amdénio de gulturas anti-GDF-8 em Meio @
modificads contende variss niveis ds glutamina & asparagina.
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Figura 38. Niveis de glutaminag de culturas anti-EDP-£ am Meis @
modificado contende viarioz niveis de glutaminz & asparagins.
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Pigura 3%, PTituls de anti-GDF-] am Meis 2 modificado contends
varioz niveis de glutamina & asparagina.
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Figura &0, Dsmolaridade de anti-GDhF-8 am Msios 2 modificade
contendes varics niveis de glutamina & asparagina.
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Figura 41. Crezciments gelular de anti-GDF-8 =m msios contends
virioz nivels de asparagina & ¢cisteina.
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Figura 42. Niveils de lactato em culturas de anki-cDF-8 em msliog
contends varios niveis de asparagina & cisteina.
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Figura 43. Niveis de amdnio de culturas anti-GDF-8 em
contends varicos niveis de asparagina & cisteina.
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Figura 45.
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Hiveis de glutamate ds culturas anti-&DF-8 em meios
czntends varios niveis ds asparagina 2 cisteina.
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Figura 47. Csmolaridade de culturas anti-sDF-8 sm meios
contends varics nivels de asparagina s gisteina,
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Pigura 48. Crescimente celular de células anti-SDF-8 em meios
contende variss nivels de aminocicidos e vitaminas.
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Figura 4%. Niveis de lactato de culturas de anti-sDP-8 exn meios
contends varios nivesis de aminocacidos e vitaminss.

X -
Aé‘g§§ @eio 1HAR
ww'”*“" eliEiT 1+ ViE,

; BSP, B.Fe
2 avigeedein 3o+

““&““ﬁmﬁwﬁ s
S wepelizio ¥ 13 mM

(ECCUECTPRTPTreverTe

o s BN
B

£%
B
e
k71
5 -
A,
t 4
wie
2
5
=3

Dias

AN

Figura 50. Hiveiz de amonic de culturas de anti-3DF-2 em meios
contends vAricss nivsisz de aminocacidos e vitaminas.
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Figura 51. Wiveis de glutamina de culturas de anti-GDF-8 em
meics contende véricz niveis ds anincacidos & wvitaminas.
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Figura S2. Titulo de anti-GDF-8 em meios contendo varios niveis
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Figura 53.

contends varios niveis de vitaminas,
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Figura 55. Niveis de amdénio de culturaz anti-GDF-§ sm meios
contends varios niveis de witaminas,
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Figura 57. Cresciments celular de célulaszs anti-GDF-8 noa Meios
I, 3 & 8.
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Figura 58. Titule de anti-GDF-8 nos Meios 1, 2 & 8.
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Figura 55. Titules de anti-@hrF-§ extrapolades para varies
niveis de apenas glutamina = glutamins = asparaging totails
combinadas.
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Figura §0. Creacimente de célulasz anti-ABsta sob varias
condicdes de meios testados.
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Figura $2. Nivels de lactate de culturas de anti-3Beta sob
varias condigdes de meios testados.
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Figura $4. Tituls de anti-ABeta sob varias condigdes de
testados.
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Figura 63. Dsmolaridade de culturas anti-ABeta sobh varias
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Figura §&. Crescimento de células gue sxpressam THNFR-Ig scb
varias condigdes experimentais.
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Figura 87. Viahilidade de células gue sxpressam TNFR-Ig sob
varias condigées experimentais.
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Figura &5. Cresciments de células gqus exprsassam THFR-Ig sob
variazs condigdes exparimesntals.
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Figura $%. Niveig de glutamina em culturz de células qus
exprassam TNFR-Ig scb vArias condigdes experimentais.
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Figura 76.
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concentragids de lactats em culturas de célunlas
expressam TNFR-Ig sob varias

candigdes experimentais
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Pigura 71.

Niveiz de amdnic em culturas ds células gue

exprassam THNFR-Ig sob varias condigdes experimentais.
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Figura 72. Titulo relative de THFR-Ig sob vérias condigdes
experimentais.
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Figura 73. Densidades celularezs de células Anti-GDF-8 am
Bisrractores de € QU0 L & 1 L
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Figura 74. Titulos de cflulas Anti-GDF-8 Cultivados em

-

Biorractores de 6 000 L & 1 L
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Figura T75. Wiveis de lactato de ce#lulas Anti-SDF-8 cultivadas
am Biosrractores de &€ U0 L. & 1 L
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Figura 78. Niveiz de zménic de células Anti-GDF-8 cultivadas em
Biocrractores de 6 000 L & 1 L
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conveniéncia do leitor. A mesma ndo faz parte do documento da patente
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