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RESUMO

"MEIO DE CULTURA DE CELULAS APERFEICOADO"

A presente invencdo refere-se a um meio otimizado
para o crescimento de células de mamiferos, bem como a
producdo de polipeptideos. O meio de cultura de células é
distinguido por uma razdo Sow de 1ides de sbédio para
potédssio, e ele refere-se ainda ao método para produzir
polipeptideos usando tais meios de cultura de células. Em
outro aspecto, o método para produzir polipeptideos usando
pode compreender também um deslocamento de temperatura e/ou
um deslocamento de pH para otimizar ainda mais o

crescimento e o rendimento do produto.
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DESCRICAO

"MEIO DE CULTURA DE CELULAS APERFEIGOADO"

[Campo Técnico da Invencgéo]

A presente invencdo refere-se ao campo genérico
da biotecnologia, particularmente o cultivo de células e
seu uso para a producdo de polipeptideos em escala

industrial.

A presente invencdo fornece meios de cultura de
células, que sdo apropriados para o cultivo de células com
alta viabilidades de células, de preferéncia células de
mamiferos tais como células CHO, e gque s&o caracterizados
pela sua razdo molar de 1ides de sédio para potédssio. Os
meios de cultura de células de acordo com a presente
invencdo permitem obter altas produtividades de polipepti-
deos quando usados para a producdo de um polipeptideo,
particularmente por expressdo recombinante de polipeptideos
em sistemas de cultura de células de mamiferos, parti-

cularmente em escala industrial.

[Antecedentes Técnicos da Invencéo]

A preparacdo de polipeptideos usando tecnologia

recombinante se desenvolveu em um procedimento padréio
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durante as duas uUltimas décadas. O acesso a polipeptideos
recombinantes clonando os genes que codificam o respectivo
polipeptideo, e em seguida, por transformacdo subsequente
de hospedeiros de expressdo apropriados com o gene a ser
expressado e producdo final e purificacdo do produto
polipeptideo recombinante proporcionou acesso a uma classe
inteiramente nova de produtos terapéuticos biologicamente

desenhados e produzidos.

Os compostos farmaceuticamente ativos tém sido
preparados em numeros crescentes na industria farmacéutica
usando tecnologia de DNA recombinante, e em seguida, por
processos de producdo desenvolvidos no campo da bio-

engenharia.

Tais produtos bioldgicos incluem anticorpos
monoclonais, que se tornaram em opc¢des de tratamento impor-
tantes em varios campos médicos, incluindo doencas auto-
imunes, disturbios inflamatdérios, imunossupressdo, ONCoO-

logia ou campos similares.

O desenvolvimento desses produtos terapéuticos de
origem bioldégica requer a produgdo em escala industrial
proporcionando desta forma acesso a grandes quantidades de
polipeptideos recombinantes. 0Os sistemas de expressédo
preferidos s&do culturas de células de mamiferos que sé&o
melhores do que a maioria dos sistemas eucaridticos base-
ados em células de insetos, levedura ou similares, ou mesmo

sistemas de expressdo procaridéticos tradicionais.
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Entretanto, a cultura de células de mamiferos
inclui tremendos desafios especialmente em escala indus-
trial. As instalacdes de producdo para cultura de células
de mamiferos requerem otimizacdo perfeita de muitas condi-

cdes do processo.

Um dos pardmetros mais importantes do processo
para controlar o processo de producdo global é& o meio no
qual as células sdo desenvolvidas e ocorre a producdo de
polipeptideos. 0Os meios de cultura de células apropriados
devem produzir culturas de células com todas as substéancias
nutrientes necessarias, o gque é especialmente dificil caso
nenhum componente de origem animal, tal como SOoro ou Pro-
teinas, e.g. fatores de crescimento, seja adicionado aos

meios.

Consequentemente, uma grande variedade de meios
de cultura de células foi desenvolvida em alguns casos,
tendo o foco sido baseado na composicdo genérica e meios
com uma grande variedade de substancias diferentes, foi
proposta (US 5.122.469, EP 0 481 791, EP 0 283 942). Em
outros casos, ingredientes especificos foram sugeridos para
aperfeicoar a cultura de células. As principais metas foram
melhorar o crescimento ou sobrevivéncia das células, ou a
quantidade ou qualidade de polipeptideos expressados de

forma recombinante.

Os aspectos tratados nos documentos da técnica
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anterior sdo de entre outros a contribuicdo de 1ides
vestigiais (e.g. WO 02/066603, EP 0 872 487, EP 1160 314
A2), vitaminas tais como Acido ascédrbico (e.qg. Us
©.838.284), hidratos de carbono (e.g. EP 1 543 106) ou o
teor de aminodcidos especificos em combinacéo com
caracteristicas adicionais (e.qg. EP 0 501 435, Us

5 830 761, US 7 294 484).

Os principais 1des e suas concentracdes em meios
de cultura de células sdo largamente mantidos constantes e
inalterados. Todos o0s tipos cléssicos de meios tais como
e.g. DMEM, DMEM/F12, BME ou RPMI 1640 wusam gamas rela-
tivamente estreitas e fixas para as concentracdes de ibes
majoritdrios em geral e os catides monovalentes Na® e K' em
particular. Isto estd em linha com o fato de que o
equilibrio idénico dos 1ides majoritarios em geral e o0s
catides monovalentes Na' e K' em particular é uma pro-
priedade bastante universal de quase todas as células de

mamiferos.

Mais detalhadamente, o gradiente transmembrana de
ides de sbédio e potédssio ¢é uma propriedade bésica de
células de mamiferos com alta concentracdo de 1ides de
potédssio dentro da célula e alta concentracdo de ides de
sédio fora da célula. A bomba de sdédio/potéassio ¢ uma das
principais bombas de 1i6es da membrana celular, que &
eletrogénica e contribui para estabelecer e manter o
respectivo gradiente idénico de sédio e potéssio através da

membrana (Kaplan, "Membrane cation transport and the
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control of proliferation of mammalian cells", Annu. Rev.
Physiol., 40:19-41 (1978)). A bomba usa cerca de 30% da

energia das células e ¢ um dos principais processos de
consumo de energia das células. Muitos processos bioqui-
micos béasicos estédo acoplados ao gradiente eletroguimico de
ides de sbédio, tal como e.g. o permutador de Na+/Ca+ ou o
transporte de aminoédcidos para dentro de células. As
concentracdes de 1ides de sbédio e potéssio fora de uma
célula sédo, portanto, parametros de suprema importancia que
influenciam o gradiente destes ides através da membrana e o

estado bésico da célula.

De acordo com a concentracdo tipica de ides de
sédio dentro e fora de uma célula de mamifero genérica
(Alberts et al., Molecular Biology of the Cell (1994)), na
maioria das vezes concentracdes de sdédio de cerca de 145 mM
sdo escolhidas junto com concentracdes de ides de potéssio
de cerca de 5 mM. Para a maioria dos tipos de meios, isto
resulta em uma razdo entre id0es de sdédio e potassio que
fica na gama entre cerca de 20-30 (vide Tabela 1 abaixo e

e.g. US 5 135.866).

Apenas poucos documentos das técnicas anteriores
descrevem meio de <cultura de células apropriados para
cultura de células de mamiferos ou a producdo de proteinas
recombinantes mencionando razbdes especificas de ides de
sédio para potédssio. Estes documentos sugerem composicdes
de meios com razdes especificamente altas na gama alta de

cerca de 30,7 em US 5 232 848, ou em uma gama entre cerca
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de 25 e 35, atingindo assim valores ainda mais altos
(EP 0283 942, EP 0 389 786). Outros meios talis como HAM's-
F12 ou meios de cultura de células animais, como proposto
em US 2008/0261259, também sugerem especificamente valores
mais altos (e.g. 27,9 a 57,5, em US 2008/0261259). Apenas
muito poucos documentos descrevem meios que tém uma razdo
ides de sdbédio para potéssio abaixo de 20, tal como 11,5-30
(US 7 294 484) ou uma razdo de cerca de 15 (US 6 180 401).
Estes documentos ainda usam razdes mais altas do que 10 e
também ndo designam uma vantagem especifica para mudar este

pardmetro para os valores mencionados.

Além dos efeitos relacionados ao equilibrio
ibénico entre ibGes especificos, também a contribuicdo dos
principais ides da osmolalidade global do meio tem de ser
considerada. A maioria dos meios convencionais tais como
e.g. DMEM, MEM alfa, ou meio de Fischer s&o caracterizados

por uma alta quantidade de cloreto de sdédio.

0O documento no WO 02/101019 trata o alto teor de
glicose no meio em combinacdo com o uso de uma osmolalidade
mais alta. A alta concentracdo de glicose entre cerca de 2-
40 g/L foi atingida reduzindo ou mesmo eliminando
completamente agentes tais como cloreto de sddio mantendo

desta forma a osmolalidade em um dado nivel.

Considerando os desafios acima e as desvantagens
existentes, hé& uma necessidade continuada no campo de

biotecnologia industrial obter meios de cultura de células
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aperfeicoados que permitem produzir polipeptideocs re-

combinantes em uma escala industrial.

[Sumario da Invencéo]

A presente invencdo fornece meios de cultura de
células com uma razdo de Na*/Kt reduzida, isto ¢, uma razdo
de Na*/K* abaixo de um valor de cerca de 10. 1Isso ¢
conseguido por meio da diminuicdo do nUmero de 1ides de
sédio totais e aumento do teor de ides de potéssio totais.
Descobriu-se que essa baixa razdo exerce varios efeitos
benéficos, particularmente melhor viabilidade, crescimento

e produtividade de células de mamiferos.

Assim sendo, a presente invencdo fornece um meio
de cultura de células otimizado para o desenvolvimento de
células de mamiferos, bem como para a producdo de
polipeptideos, que se distingue por uma razdo de ides de
s6édio para potéssio, medida como teor molar, entre cerca de
10 para 1 e cerca de 1 para 1, alternativamente entre cerca
de 8 para 1 e cerca de 6 para 1. A forma de realizacédo
desta caracteristica pode incluir concentracdes de ides de
s6édio na gama entre 50 e cerca de 90 mM e de ides de

potédssio entre cerca de 8 e cerca de 12 mM.

Em outro aspecto, a otimizacdo do meio de cultura
de células inclui selecionar um teor total de aminodcidos
entre cerca de 40 mM e cerca de 100 mM, alternativamente

entre cerca de 50 mM e cerca de 100 mM. Esta caracteristica
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pode ser combinada com uma baixa razdo molar especifica
entre a concentracdo total de ides e total de aminoécidos

de cerca de 1,9 a cerca de 4.

Em outro aspecto, a invencdo fornece um processo
no qual o meio de cultura de células de acordo com a
invencdo ¢ usado para cultivar células de mamiferos para a
producdo de um polipeptideo recombinante desejado. O
processo envolve cultivar células de mamiferos em um meio
de acordo com a invencdo e expressar o polipeptideo

recombinante.

Algumas formas de realizacdo do processo incluem
condicdes de cultura nas gquails a temperatura e/ou o pH do
meio s&do deslocados pelo menos uma vez durante a cultura.
Como outra opcdo a alimentacdo é realizada poOr um Processo

de alimentacdo descontinua.

Os produtos polipeptideos desejados incluem poli-
peptideos glicosilados e particularmente anticorpos e

fragmentos de anticorpos.

As células de mamiferos usadas no processo da
presente invencdo s&do, de preferéncia, selecionadas no
grupo que consiste em células CHO, células HEK e células

SP2/0.

Em outro aspecto, a presente invencdo refere-se a

um processo para a produgdo de um meio de cultura de
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células de acordo com a invencdo, onde os diferentes

componentes sdo misturados uns com 0s outros.

Particularmente, a concentracdo de cloreto de
s6dio adicionado a composicdo do meio pode ficar na gama
entre cerca de 7 e cerca de 15 mM. A concentracdo de
cloreto de potédssio pode ser adicionada a composicdo do
meio para ficar em uma gama entre cerca de 8 e cerca de 12

mM.

[Breve Descricado dos Desenhos]

A  invencdo serd mais Dbem entendida fazendo
referéncia aos exemplos e figuras que se seguem. Os
exemplos, entretanto, ndo sdo intencionados para limitar o

ambito da invencéo.

A figura 1 ilustra a densidade de células viéaveis
de um clone de células CHO produtoras de mAbl em funcédo do
tempo de cultura em frascos de cultura com agitacdo (vide
Exemplo 1) usando um meio com uma razdo de Na'/Kt reduzida,
como descrito pela invencdo. Além disso, o efeito de uma
temperatura constante versus um deslocamento de temperatura

estd representado.

A figura 2 ilustra a viabilidade de um clone de
células CHO produtoras de mAbl (vide Exemplo 1), usando um
meio com uma razdo de Na't/K' reduzida, e o efeito de uma
temperatura constante versus um deslocamento de temperatura

no Dia 3.
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A figura 3 ilustra o titulo do produto em funcéo
do tempo de cultivo para culturas em frascos com agitacéo
de um clone de células CHO produtoras de mAbl com e sem um
deslocamento de temperatura (vide Exemplo 1). As células
foram cultivadas em um meio com uma razdo de Na*/K*

reduzida, de acordo com a invencéo.

A figura 4 ilustra a concentracdo de lactato em
funcdo do tempo de cultura em um clone produtor de mAb2
(vide Exemplo 2). As células foram cultivadas em um meio

com uma razdo de Na*/K* reduzida, de acordo com a invencdo.

A figura 5 ilustra a densidade de células viaveis
em funcdo do tempo de cultura em um biorreator de 300 L com
um clone de células CHO. As condig¢des da cultura incluiram
uma etapa de temperatura (Dia 5) e dois deslocamentos de pH
devido a regulacdo do pH com um de ajuste e banda morta
(vide também Exemplo 2). As células foram cultivadas em um
meio com uma razdo de Na*/Kt reduzida, de acordo com a

invencéo.

A figura 6 ilustra o titulo do produto em funcéo
de tempo de cultura em um biorreator de 300 L com um clone
de células CHO. O processo combinou uma temperatura com
dois deslocamentos de pH (vide também figura 5 e Exemplo
2). As células foram cultivadas em um meio com uma razdo de

Na*/Kt reduzida, de acordo com a invencao.
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[Descricdo Detalhada da Invencgao]

Os meios de cultura de células de acordo com a
presente invencdo sdo usados para desenvolver células de
mamiferos, de preferéncia, células CHO, células HEK e
células SP2/0, e para a producdo de polipeptideos recom-
binantes, usando tais células. As células CHO s&do espe-
cialmente preferidas. O termo "meio de cultura de células"”
refere-se a uma solucdo aquosa de nutrientes que podem ser
usados para desenvolver células durante um periodo de tempo
prolongado. Tipicamente, os meios de cultura de células
incluem os seguintes componentes: uma fonte de energia que
serd usual mente um composto hidrato de carbono, de
preferéncia glicose, aminodcidos, de preferéncia o conjunto
badsico de aminodcidos, 1incluindo aminoacidos essenciais,
vitaminas e/ou outros compostos orgénicos que s&o
necessarios em concentracdes baixas, &cidos graxos livres,
e compostos inorgdnicos, incluindo microelementos, sais
inorgédnicos, compostos de tamponamento e nucleosideos e

bases.

O meio de cultura de células de acordo com a
presente invencdo pode ser usado em vVAarios processos de
cultura de células. O cultivo de células pode ser conduzido
em cultura aderente, por exemplo em cultura de monocamada

ou, de preferéncia, em cultura em suspenséio.

O uso de meios de cultura de células no campo da

indtstria farmacéutica, por exemplo para a producdo de
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polipeptideos recombinantes terapeuticamente ativos, néo
permite genericamente o uso de qualquer material de origem
bioldégica devido a problemas de seguranca € contaminacéo.
Portanto, o meio de cultura de células de acordo com a
invencdo ¢, de preferéncia, um meio isento de soro e/ou
proteinas. O termo "meio isento de soro e/ou proteinas"
representa um meio completamente definido gquimicamente,ndo
contendo aditivos de origem animal tais como hidrolisados
teciduais, e.g. soro fetal bovino ou similares. Além disso,
proteinas, especialmente fatores de crescimento tais como
insulina, transferrina, ou similares, de preferéncia,
também ndo sdo adicionados a cultura de células de acordo
com a presente invencdo. De preferéncia, o meio de cultura
de células de acordo com a presente invencdo ndo ¢ também
suplementado com uma fonte de proteina hidrolisada tal como
peptona de soja, trigo ou arroz ou hidrolisado de levedura,

ou similares.

A osmolalidade e o pH dos meios sdo ajustados
para valores que permitem o crescimento das células, e.g.
valores entre cerca de pH 6,8 e cerca de pH 7,2. A
osmolalidade dos meios no inicio da cultura ¢ tipicamente
entre cerca de 280 e cerca de 365 mOsm, mas pode também
aumentar gradualmente durante a cultura, e a adigdo de
solucdes alimentadoras até valores menores do que cerca de
600 mOsm/kg. De preferéncia, os meios de acordo com a
presente invencdo tém uma osmolalidade inicial entre cerca

de 285 e cerca de 365 mOsm/kg.
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A temperatura da cultura de células é selecionada
em uma gama na qual as células sdo viaveis e crescem. Uma
temperatura tipica para a cultura de células fica na gama
entre cerca de 30°C e cerca de 38°C. Por exemplo, as
células sdo inicialmente desenvolvidas em temperaturas de
cerca de 36 a cerca de 37°C que é o6tima para células CHO.
Entretanto, a temperatura exata pode ser adaptada as
necessidades das células e também mudada durante a cultura
para permitir sua viabilidade, crescimento ou producédo

dtima.

O primeiro aspecto da invencdo estéd relacionado
ao equilibrio idénico entre ides de sdédio e potéssio na
cultura de células. A presente invencdo descreve uma razio
molar de ides de sdédio para potadssio que é entre cerca de
10 para 1 e cerca del para 1. Em outras formas de
realizacdo da invencdo a razdo & selecionada entre cerca de
9 para 1 e cerca de 5 para 1. Alternativamente, a razdo é

entre cerca de 8 para 1 e cerca de 6 para 1.

A concentracdo dos id6es de sdédio e potéssio e a
respectiva razdo é aqui definida por intermédio do seu teor
molar. A concentracdo de ides de sb6édio e potéssio ¢é
determinada calculando o numero total destes ides no meio
de crescimento, depois que 08 respectivos sais foram

adicionados e dissolvidos na solucdo do meio.

Para atingir a concentracdo necessaria de sdédio

usualmente diferentes salis sdo adicionados ao meio. S&o
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comumente usados 0s sais de sdédio e.g. NaCl, sais fosfato
monobédsico ou dibésico de sdédio, carbonato de sdédio,
citrato de sdédio, ides vestigiais tais como e.g. selenito
de sbédio, mas ndo estdo limitados a estes exemplos. Além
disso, a base hidrdéxido de sdédio (NaOH) que pode ser
adicionada aos meios para ajuste do pH contribui para o
teor total de ides de sddio. O termo "ido" a este respeito
refere-se ao estado dissociado. Calcular o teor molar de
ides significa assim levar em consideracdo a valéncia dos
ides. O cloreto de sdédio (NaCl) 1 mM adicionado um meio
contribuiria, portanto, com 1 mM de ides de sbédio, engquanto
que fosfato dibésico de sdédio (NazHPO4) 1 mM contribuiria
consequentemente 2 mM de ides de sddio. De acordo com a
invencéo, a concentracdo de sbédio wusada no meio é
selecionada entre cerca de 50 e 90 mM. Alternativamente, a
concentracdo de ides de sbédio é selecionada para ser cerca

de 65 a cerca de 85 mM.

O sal de potéssio que ¢é usado para o meio ¢é
tipicamente KC1l, mas inclui também e.g. K2504 ou fosfato
didcido de potéssio (KH2POs). O sal de potédssio ndo esta
limitado a estes exemplos especificos. Alternativamente, a
concentracdo de potédssio usada nos meios é entre cerca de 8

e cerca de 12 mM, ou cerca de 10,7 mM.

A Tabela 1 indica exemplos de meios que séo
usados tradicionalmente para o crescimento de células de
mamiferos. Estes meios cléssicos talis como DMEM, DMEM/F12,

BGJ e outros tém uma razdo particularmente alta de ides
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Na/K. Os meios de acordo com a presente invencdo s&o
caracterizados por uma razdo particularmente baixa de Na/K
menor do que cerca de 10 para 1 (vide Tabela 2). Os meios
de acordo com a presente invencdo sdo apropriados para
cultivar células CHO e outras células de mamiferos e
apresentam um melhor crescimento das células e/ou permitem
melhor producdo de polipeptideos. Dois exemplos desses
meios estdo indicados na Tabela 3, dque representa a
composicdo de dois exemplos de meios e como uma baixa razdo
Na/K pode ser conseguida. Os efeitos sinérgicos entre baixa
razdo de 16es de sdédio para potédssio e as outras
caracteristicas dos meios tém mesmo um efeito wvantajoso
sobre o crescimento de células e producdo de proteinas

recombinantes.

Além da concentracdo especifica de i6es de sédio
e potéssio e sua razdo especifica, o0s presentes meios se
distinguem também por uma concentracdo particularmente
baixa de cloreto de sédio (NaCl) que é adicionado a mistura
de componentes do meio. De ©preferéncia, sdo usadas
concentracdes de cerca de 7 a cerca de 15 mM. Esta baixa
quantidade de cloreto de sdédio é incomum. Em algumas formas
de realizacdo da presente invencdo, a concentracdo (em mM)
de cloreto de sdédio ¢é ainda mais baixa do que a
concentracdo (em mM) do respectivo sal de potédssio que é
adicionado. Além disso, os meios de acordo com a presente
invencdo freguentemente apresentam um baixo teor total de
ido cloreto. Como ilustrado pelos exemplos da Tabela 2,

isto resulta em concentracdes iniciais de cloreto entre
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cerca de 36 e 46 mM. Na maioria das vezes, 0S8 sais
inorgdnicos tais como NaCl ou CaCl; contribuem para este
valor, mas também componentes do meio tais como cloreto de
sé6dio, ou aminodcidos tais como, por exemplo, cloridrato de
L-histidina ou cloridrato de L-lisina podem acrescer a

concentracdo total.

Outra vantagem das composicdes de meios de acordo
com a presente invencdo ¢ a combinacdo de uma baixa razio
molar de Na/K com uma concentracdo inicial de aminodcidos
na gama entre cerca de 40 mM, alternativamente cerca de 50
mM, e cerca de 100 mM. Os meios cléssicos usam compara-
tivamente baixas concentracdes de aminodcidos e/ou altas
razdes de Na/K. A combinacdo de ambas caracteristicas podem
proporcionar efeitos adicionais que sdo vantajosos para o

crescimento das células e a producdo de polipeptideos.

A Tabela 2 indica diferentes formas de realizacéo
desses parametros de acordo com a invencdo. Além do seu
teor total de aminodcidos, os meios apropriados de acordo
com a presente invencdo, otimizados para o crescimento de
células contém, de preferéncia, concentracdes iniciais de

aminodcidos de acordo com as gamas que se seguem.

Aminoacidos Conc. (mmol/L)

Arginina, base livre 4,0-6,0, de preferéncia, 4,5-5,5
Asparagina, mono-hidratada 3,0-6,0, de preferéncia, 4,0-5,5
Acido aspéartico 2,5-4,0, de preferéncia, 3,0-3,6
Glicina 0,3-0,8, de preferéncia, 0,5-0,7
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(continuacéo)

Amino&cidos Conc. (mmol/L)

Histidina, HC1 H20 0,6-1,0, de preferéncia, 0,7-0,9
Isoleucina 2,0-5,0, de preferéncia, 2,9-4,0
Leucina 3,0-7,0, de preferéncia, 3,5-6,0
Lisina HC1 2,0-4,0, de preferéncia, 2,5-3,5
Metionina 1,0-1,5, de preferéncia, 1,2-1,4
Fenilalanina 1,0-2,0, de preferéncia, 1,3-1,8
Prolina 2,5-6,0, de preferéncia, 3,0-5,5
Serina 3,0-8,0, de preferéncia, 4,0-7,0
Treonina 2,0-3,5, de preferéncia, 2,5-3,1
Triptofano 0,4-1,0, de preferéncia, 0,5-0,8
Valina 2,5-5,0, de preferéncia, 3,0-4,5
Tirosina 1,0-2,0, de preferéncia, 1,2-1,8
Cisteina 0,5-1,0, de preferéncia, 0,6-0,9
Glutamina 5,5-9,5, de preferéncia, 6,2-8,2

Os meios da presente invencédo especificados ainda
por aminoacidos como definido na tabela acima podem ser
usados favoravelmente nos pProcessos aperfeicoados de

cultura de células de acordo com a presente invencéo.

Em uma forma de realizacdo ©particularmente
preferida, os meios de acordo com a presente invencdo sé&o
otimizados para a producdo e, de preferéncia, contém
concentracdes iniciais de aminodcidos de acordo com as

gamas que se seguem.
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Aminoacidos Conc. (mmol/L)

Arginina, base livre 4,0-6,0, de preferéncia, 4,5-5,5
Asparagina, mono-hidratada 9,0-11,0, de preferéncia, 9,5-10,5
Acido aspéartico 2,5-4,0, de preferéncia, 3,0-3,6
Glicina 0,3-0,8, de preferéncia, 0,5-0,7
Histidina, HC1 H20 1,0-1,5, de preferéncia, 1,1-1,3
Isoleucina 5,5-7,0, de preferéncia, 6,0-6,9
Leucina 8,0-10,0, de preferéncia, 9,0-9,2
Lisina HC1 3,0-6,0, de preferéncia, 4,0-5,0
Metionina 1,5-2,5, de preferéncia, 1,5-2,0
Fenilalanina 2,0-3,5, de preferéncia, 2,5-3,0
Prolina 7,5-9,0, de preferéncia, 8,0-8,5
Serina 10,5-13,0, de preferéncia, 11,0-11,9
Treonina 3,5-5,5, de preferéncia, 4,0-5,0
Triptofano 0,9-2,0, de preferéncia, 1,0-1,4
Valina 5,5-7,5, de preferéncia, 6,0-6,8
Tirosina 1,0-3,0, de preferéncia, 2,0-2,5
Cisteina 0,5-2,0, de preferéncia, 1,0-1,3
Glutamina 5,5-9,5, de preferéncia, 6,2-8,2
Acido glutamico 0,5-2,5, de preferéncia, 1,0-1,2

Os meios da presente invencdo gue contém ami-
noédcidos como definido na tabela acima podem ser usados
favoravelmente nos processos aperfeicoados de cultura de
células de acordo com a presente invencéo.

Em outro aspecto da invencdo, além da razéo

especifica entre 1des de sdédio e potéassio, também o
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equilibrio global entre concentracdes idbnicas totais (con-
tribuindo para a intensidade idnica global do meio), e o0s
aminodcidos no meio ¢é importante. A razdo entre a
concentracdo total de 1ides e o0s aminodcidos no meio
nutriente de crescimento ¢ dominada mormente pelos sais
inorgdnicos majoritarios tais como e.g. cloreto de sdédio,
cloreto de potéssio, bicarbonato de sdédio, e outros, que
sdo ingredientes importantes da maioria dos tipos de meios
de cultura de células para células animais. Além disso,
sais de ides vestigiais, aminodcidos ou vitaminas contri-
buem para este valor (e.g. sulfato cuprico, cloridrato de
L-arginina, cloridrato de L-histidina, cloreto de colina,
D-pantotenato de célcio e outros). Pode ser vantajoso para
as células também ajustar as concentracdes destes ides.
Portanto, define-se aqui a concentracdo total de ides como
a soma de todos o0s sails orgédnicos e inorganicos principais
adicionados ao meio, gque sdo ionizadveis em uma solucdo
aquosa do meio mais a base NaOH e o &cido HC1l. Micro-
elementos ndo estdo incluidos. Assim sendo, 1 mM de NacCl,
NaOH ou o0s sais orgdnicos tais como Lisina-HCl ou cloreto
de colina contribuiriam cada 2 mM de i%es. 1 mM de MgCl,
consequentemente acresceria 3 mM de ides, enquanto que 1 mM

do sal orgénico citrato trissdédico contribui com 4 mM.

De acordo com a presente invencdo, a razdo molar
entre ides e aminoédcidos é assim selecionada para ser entre
cerca de 1,9 e 4. Em algumas formas de realizacdo a razdo ¢é
selecionada para ficar na gama entre cerca de 2,0 e 3,9.

Estas baixas razdes especificas ndo sdo atingidas apenas
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por um teor relativamente alto de aminocdcidos, mas também
por um teor relativamente baixo de i6es no meio. O teor de
i6es no meio ¢é genericamente menor do gque 250 mM. Por
exemplo, o0s valores sdo selecionados para serem entre cerca
de 150 e 220 mM, ou alternativamente, entre cerca de 170 e

200 mM.

Em suma, as caracteristicas especificas dos meios
descritas tém efeitos importantes sobre o metabolismo
celular e fisiologia, enquanto que, ao mesmo tempo,
afetando também os pardmetros genéricos tais como osmola-
lidade ou e.g. a disponibilidade de componentes nutri-
cionais. O equilibrio das diferentes caracteristicas do
meio leva assim a propriedades singulares que levam a

efeitos sinérgicos inesperados para as células.

Os meios com baixa razdo Na/K sdo genericamente
apropriados para o crescimento de diferentes células de
mamiferos e a fabricacéo de polipeptideos/proteinas
recombinantes em producdo em larga escala. 0Os polipeptideos
e proteinas, como agqui usados, se referem a polipeptideos
recombinantes que sdo expressados pela respectiva célula de
mamifero depois da transfeccédo das células com a construcédo
ou construcdes de DNA que codificam o produto de interesse.
Qualquer polipeptideo gque pode ser expressado em uma célula
hospedeira pode ser produzido de acordo com a presente
invencdo. Depois que os polipeptideos foram produzidos pelo
processo da presente invencdo, eles sdo secretados de forma

extracelular, ligados as células ou permanecem nas células,
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dependendo do produto especifico e da linhagem de células
usada. O produto polipeptideo pode ser recuperado a partir
do sobrenadante da cultura diretamente ou depois da lise
das células por procedimentos wusuais. Além disso, o
isolamento e purificacdo adicionais sé&o feitos por técnicas
usuais conhecidas pelos versados nessa area. O polipeptideo
da invencdo pode ser incluido em uma composicdo farma-

céutica.

Outro aspecto da invencdo refere-se a um processo
para a producdo de um polipeptideo recombinante, compre-
endendo cultivar células de mamiferos em um meio de acordo
com a presente invencdo, onde as condig¢des de cultura
compreendem pelo menos um deslocamento de temperatura e

prelo menos um deslocamento de pH.

Consequentemente, em outro aspecto da invencéo,
pode ser vantajoso mudar a temperatura durante o curso da
cultura e incluir um ou mais deslocamentos de temperatura
que sdo iniciados em certos pontos no tempo. Uma mu-
danca/deslocamento na temperatura ndo se refere a osci-
lacdes esponténeas na temperatura, mas mudancas na
temperatura de pelo menos 1°C, ou alternativamente, pelo
menos 2°C que sdo intencionais, e onde a segunda tempe-
ratura ¢é mantida por pelo menos um dia. Uma mudan-
ca/deslocamento pode ser implementada alterando o ponto de
ajuste da cultura. 0O timing ¢ dependente do estado de
crescimento da cultura, um numero predeterminado de dias

depois do inicio da cultura ou as necessidades metabdlicas
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das células. Assim sendo, a temperatura pode ser deslocada
em um periodo de cerca de 1 a 10 dias depois do inicio da
cultura. De preferéncia, um deslocamento da temperatura é
feito durante a fase de crescimento das células ou 1l& pelo
final desta fase. Dependendo do volume do recipiente de
cultura, a mudanca pode ocorrer rapidamente ou mais len-
tamente e dura véarias horas. Em um exemplo, tal deslo-
camento na temperatura ¢ implementado durante a fase de
crescimento da cultura quando a densidade é entre cerca de
40 e cerca de 90% da densidade médxima. Em um exemplo, a
primeira temperatura é entre cerca de 33 e cerca de 38°C. A
segunda temperatura é entre cerca de 30 e cerca de 37°C, ou

alternativamente, entre cerca de 32 e cerca de 34°C.

Em outro aspecto da presente invencdo, pode ser
vantajoso mudar o pH durante o curso da cultura, incluindo
um ou mais deslocamentos de pH. Em outros aspectos da
invencdo, os deslocamentos na temperatura podem ser também
combinados com um ou mais deslocamentos no pH. Embora o pH
(e.g. pH 7,0) seja escolhido para ser favorédvel para a
rédpida expansdo das células, é vantajoso modificar o pH da
cultura, depois que uma certa densidade de células ¢é
atingida. Esta mudanca ou deslocamento no pH é acompanhada
pela mudanca do ponto de ajuste do pH do recipiente do
biorreator/cultura ou pela definicdo de um ponto de ajuste
do pH em combinacdo com uma banda morta. Uma mudanca do pH
ndo se refere a pequenas oscilacdes no pH, ela se refere em

vez disso a uma mudanca intencionada. O segundo valor do pH

(e.g. 6,8) é selecionado para reduzir a morte celular e
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para permitir altas taxas de producdo especifica por
células de polipeptideos com a qgualidade adequada. O
segundo pH pode ser mantido até o final da cultura ou até
que deslocamentos de pH adicionais tenham sido intro-
duzidos. Em uma forma de realizacdo, pode ser uUtil mudar o
pH em pelo menos 0,2. Em uma forma de realizacdo, o
primeiro pH €& selecionado para ficar na gama entre pH 6,8 e
7,5. Em outra modalidade, o primeiro pH é selecionado para
ficar na gama entre pH 6,8 e 7,2. O segundo valor do pH que
¢ atingido depois de um deslocamento no pH pode ficar na
gama entre pH 6,0 e pH 7,5, ou alternativamente, entre 6,5

e 6,8.

O meio de cultura de células de acordo com a
presente invencdo pode ser usado em vArios processos de
cultura de células. O cultivo de células pode ser conduzido
em cultura aderente, por exemplo em cultura de monocamada

ou, de preferéncia, em cultura em suspenséo.

O cultivo em larga escala de células pode ser
usado, por exemplo pelos varios processos de fermentacédo
estabelecidos na Dbiotecnologia industrial. Processos de
cultura de células continuos e descontinuos podem ser
utilizados usando os meios de cultura de células de acordo
com a presente invencgdo. Outras tecnologias de reatores
conhecidas, e.g. tecnologias de perfusdo ou similares
também podem ser utilizadas. Processos descontinuos sdo uma

forma de realizacédo preferida.
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A cultura de células em descontinuo inclui
cultura de alimentacdo descontinua ou cultura descontinua
simples. O termo "cultura de células de alimentacéo
descontinua" refere-se a cultura de células na dgqual as
células de mamiferos e o meio de cultura de células séo
supridos para o recipiente da cultura inicialmente e nu-
trientes da cultura adicionais s&do alimentados conti-
nuamente ou em incrementos distintos para a cultura durante
0 processo de cultura com ou sem colheita periddica de
células e/ou produto antes do término da cultura. O termo
"cultura descontinua simples" refere-se a um procedimento
no qual todos os componentes para a cultura de células,
incluindo as células de mamiferos e o meio de cultura de
células s&do supridos para o recipiente de cultura no inicio

do processo de cultura.

De acordo com uma forma de realizacdo preferida
da presente invencdo, a alimentacdo das células é feita em
um processo de alimentacdo descontinua. Tal alimentacdo é
benéfica para as células para substituir componentes e
nutrientes do meio que estdo esgotados nos meios durante o
processo de cultura. Tipicamente, as solucbes de alimen-
tacdo compreendem aminodcidos, pelo menos um hidrato de
carbono como uma fonte de energia, microelementos, vita-
minas ou 10es especificos. As solucdes de alimentacdo séo
adicionadas dependendo das necessidades das células, que
sdo baseadas em um programa predeterminado que foi

determinado para a linhagem especifica de células ou clone
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de célula e produto ou medidas durante o processo de
cultura. E particularmente vantajoso usar solucdes de
alimentacdo concentradas para evitar um grande aumento do
volume e diluicdo do meio. Em algumas modalidades
preferidas, pode ser 0util também ter pelo menos duas
solucdes de alimentacdo diferentes. Isto permite a dosagem
independente de dois ou mais grupos de nutrientes e
componentes para as células, e assim sendo, um melhor
ajuste das condicdes de alimentacdo referentes ao dtimo
suprimento de certos nutrientes.Em outra modalidade da
invencdo, uma das duas solucdes de alimentacdo adicionadas
ao meio de cultura de <células ¢ uma alimentacdo que
compreende o dipeptideo cisteina e o aminodcido tirosina.
De preferéncia, a alimentacdo contém o dipeptideo e o
aminoadcido tirosina em concentracdes respectivas na gama de
cerca de 6,5 g/L e cerca de 8,0 g/L e na gama de cerca de 9
g/L e cerca de 11 g/L em uma solucdo aquosa em um pH basico
maior do que 10. Em uma forma de realizacdo especifica, a
alimentacdo concentrada compreende o dipeptideo cisteina e
o aminodcido tirosina em concentracdes respectivas de 10,06
g/L de L-tirosina e 7,25 g/L de cisteina em um pH acima de

10.

O meio de alimentacdo gque compreende cisteina e
tirosina, como descrito acima, pode ser adicionado baseado
no consumo medido dos respectivos aminoédcidos ou de acordo
com um programa fixo a e.g. cerca de 0,2 a cerca de 0,8% em

peso do peso inicial do meio de cultura de células por dia,
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de preferéncia cerca de 0,4% em peso do peso inicial do

meio de cultura de células por dia.

Em alguns exemplos, a outra solucdo de alimen-
tacdo contém todos os outros aminodcidos que também estdo
presentes no meio basico exceto tirosina e cisteina. Em
alguns exemplos, esta solucdo de alimentacdo adicional pode
consistir em componentes selecionados especificos tais como
e.g. aminoacidos ou hidratos de carbono. Em outra moda-
lidade preferida da invencdo, este meio de alimentacéo
concentrado contém, de preferéncia, amincdcidos selecio-

nados de acordo com as gamas de concentracdo gue se seguem.

Aminoacidos Meio de alimentacdo Conc. (mmol/L)
Arginina, base livre 12,0 - 17, de preferéncia 13,5 -16,0
Histidina, HC1l H»O 5,5 -17,5, de preferéncia 5,9 - 7,0
isoleucina 21 - 28,0, de preferéncia 22,0 - 27
Leucina 32 - 42, de preferéncia 34,5 - 40,0
Lisina HC1 17,0 - 22,0, de preferéncia 17,5 - 21,5
Metionina 5,5 - 8,0, de preferéncia 6,0 - 7,5
Fenilalanina 8,5 - 12,0, de preferéncia 9,0 - 10,5
Prolina 18,0 - 24, de preferéncia 18,5 - 22,0
Serina 39,0-49,0, de preferéncia, 39,5-46,5
Treonina 14,5-19,0, de preferéncia, 15,0-18,5
Triptofano 3,0-5,0, de preferéncia, 3,5-4,9
Valina 23,0-29,0, de preferéncia, 23,8-27,5
Glutamina 175,5-220,0, de preferéncia, 176,0-201
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De preferéncia, também hidratos de carbono, tais
como glicose, sdo adicionados a este meio de alimentacédo
concentrado, sendo as concentracdes preferidas entre cerca
de 1200 e cerca de 1400 mmol/L, ou alternativamente, entre

cerca de 1300 e cerca de 1395 mmol/L.

O meio de alimentacdo como logo acima, de prefe-
réncia incluindo um hidrato de carbono, tal como glicose,
pode ser adicionado baseado no consumo medido dos respec-
tivo aminocdcidos ou de acordo com um programa fixo a e.g.
cerca de 1 a cerca de 4%, em peso, do peso inicial do meio
de cultura de células por dia, de preferéncia a cerca de
2%, em peso,do peso inicial do meio de cultura de células

por dia.

As células cultivadas no meio de cultura de
células de acordo com a presente invencdo incluem células
de mamiferos e ndo mamiferos. As células de ndo mamiferos
incluem células de insetos ou similares. Entretanto, as
células de mamiferos sdo preferidas. 0Os termos "célula",
"linhagem de célula" e "cultura de célula" podem ser aqui

utilizados de forma intercambidvel.

Os exemplos de células de mamiferos incluem
retinoblastos humanos; células de carcinoma cervical
humano, linhagem renal embrionaria humana, células
pulmonares humanas, células hepédticas humanas, células

PER.C6 (uma linhagem de células derivadas de retinoblastos
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humanos), linhagem de hepatoma humano e linhagens de
células humanas tais como AGE1.HN; linhagem CV1 renal do
macaco transformada por SV40; células renais do macaco,
células renals do macaco verde africano, células do ovario
do hamster chinés/-DHFR, células renals do hamster bebé;
células de Sertoli do ratinho; células de tumor mamario do
ratinho, células renais caninas; células hepéticas do rato
Buffalo; <c¢élulas TRI; células MRC 5; células FS4; as
células CHO sdo uma linhagem de células preferidas para

praticar a invencéo.

Em uma forma de realizacdo preferida da invencéo,
estas células podem ser cepas diferentes de células CHO,
tais como CHO Kl do tipo selvagem, CHO dhfr (Duxl) ou CHO
dhfr (DG44), mas também células HEK, células Sp2/0. Estas
células sdo tipicamente transfectadas com uma ou mais
construcdes de DNA que codificam o(s) polipeptideo(s) de
interesse. Qualgquer polipeptideo que pode ser expressado
nestas células hospedeiras pode ser produzido de acordo com

a presente invencéo.

Outra classe de células que pode ser usada com 0OS
meios de cultura de células de acordo com a presente
invencdo inclui células de hibridoma que sdo usadas
comumente para a producdo de anticorpos monoclonais ou

policlonais.

Os polipeptideos que podem ser produzidos a

partir das culturas de células e os meios de cultura de
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células de acordo com a presente invencdo nédo séo
limitados. 0Os polipeptideos podem ser recombinantes ou né&o
recombinantes. O termo "polipeptideo", como aqui utilizado,
engloba moléculas constituidas de uma cadeia de mais do que
dois aminocdcidos unidos por ligacdes peptidicas; moléculas
que contém duas ou mais dessas cadeias; moléculas gue
compreendem uma ou mais dessas cadeias sendo adicionalmente
modificadas, e.g. por glicosilacdo. O termo "polipeptideo"

é intencionado para englobar proteinas.

A classe preferida de polipeptideos produzidos
por culturas de células e o0s meios de cultura de células de

acordo com a presente invecdo sdo anticorpos recombinantes.

O termo "anticorpo" ¢ utilizado no sentido mais
amplo e cobre especificamente anticorpos monoclonais
(incluindo anticorpos monoclonais de comprimento inteiro),
anticorpos policlonais, anticorpos multiespecificos (e.g.,
anticorpos biespecificos), nanoanticorpos, anticorpos modi-
ficados, subunidades de anticorpos, derivados de anticor-
pos, anticorpos artificiais, combinacdes de anticorpos com
proteinas e fragmentos de anticorpos suficientemente longos
para apresentar a atividade biocldgica desejada. 0Os anti-
corpos monoclonais, como aqui usados, podem ser anticorpos

humanos.

Entretanto, ©polipeptideos que nédo anticorpos

também podem ser produzidos usando culturas de células e os
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meios de cultura de células de acordo com a presente
invencdo, e.g. polipeptideos tais como proteinas transmem-
branares, receptores, hormonas, fatores de crescimento,
proteases, proteinas coaguladoras e anticoaguladoras,
proteinas inibidoras, interleucinas, fatores de transporte

proteinas de fusdo e similares.

Os produtos obtidos a partir desses processos de
cultura de células podem ser usados para a preparacdo de
preparacdes farmacéuticas. O termo "preparacdo farmacéu-
tica" indica uma composicdo apropriada ou adaptada para

administracdo a um mamifero, especialmente um ser humano.

Além disso, as proteinas de acordo com a
invencdo  podem ser administradas junto com outros
componentes de agentes Dbiologicamente ativos tais como
surfactantes, receptores, carreadores, diluentes e veiculos

farmaceuticamente aceitéaveis.

A Tabela 1 resume composicdes de meios comer-
cialmente disponiveis e meios de cultura de células
adicionais das técnicas anteriores: os valores se baseiam
em valores publicados; adicdes tais como NaOH ndo estéo
assim incluidas nos valores. A concentracdo de sdédio ou a
razdo de sdédio para potassio é assim bastante subestimada

e, além disso, a parte dos valores da presente invencéo.
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Tabela 1
Meios Nat (M) [NaCl (mM) [K+ (M)  |[Razdo Na/K [Cl(mM)  |IGes Totais|AA Totais [Razdo

(mi¥) (m) Toes/AA
Meios Comerciais
DVEH/T12 123 [120,6 £, 29 ]129,1 240 1,0 £,4
Ban's F12 |147,0 13,1 3,0 9 |13,0 305 4,0 76,2
MEM alfa 145,4 17,2 53 27|12 310,2 9,0 3,5
RRUT 1640 |138,7 103,4 53 26 |109,0 283, 6,6 £2,9
BE 1444 17,2 53 2T |L26,4 1 L4 219
Fischer 19,3 136,8 53 28 |1449 317 5,6 56,6
Outros Meios
US 7294484 |48/125/86  [19/%/64 4,2 [12/30/21  |Ndo deter-| MD >0 D
minado (ND)

WO 02/101009 110,9/8,1 120,2/19,9 [20,2/19,9 10,5/0,4  |d8/3L 122,8/78,9 78,1/9,5 |L,6/1,3

Meios A/B
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A Tabela 2 descreve formulacdes de meios de
cultura de células de acordo com a presente invencédo
distinguidas por sua Dbaixa razdo de 106es sbédio para

potéssio.

Tabela 2

Meios Nat+ (mM) [NaCl (mM) [K+ (mM) |Razdo CL (mM) IGes To- |AA Totais|Razdo

Na/K tais (mM) | (mM) Ides/AA
Meio 1 83,6 14,6 10,7 7,8 36,2 195,7 51,1 3,8
Meio 2 69,5 8,6 10,7 6,5 45,5 191,2 90,5 2,1
Meio 3 79,7 8,6 10,7 7,4 41,4 190, 6 90,7 2,1
Meio 4 73,4 8,6 10,7 6,9 39,9 177,5 80,2 2,2
Meio 54 67,2 8,6 10,7 6,3 38,3 164,3 69,7 2,4
Meio 6 60,9 8,6 10,7 5,7 36,8 151,1 59,2 2,6

A Tabela 3 descreve as composicdes dos exemplos
para meios de cultura de células guimicamente definidos de
acordo com a presente invencdo. 0s componentes individuais
destes meios de cultura de células estdo disponiveis em

fornecedores comerciais usuais.

Tabela 3
Camnponentes Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 4 Meio 5 Meio 6
Conc Conc Conc. Conc Conc Conc
Final Final Final Final Final Final
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
CaCl; anidro 131 133,2 130.6 130.6 130.6 130.6
KCl anidro 800 800 800 800 800 800
MgCl, anidro 155 250, 4 250, 2 226, 4 202, 6 178,9
NaCl 850, 6 500 500 500 500 500
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Camnponentes Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 4 Meio 5 Meio 6

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Fosfato acido dissédico 710 1065 1775 1508, 8 1242,5 976, 2
anidro
Bicarbonato de sédio 2500 2000 2000 2000 2000 2000
anidro
I-Argina base livre 871 871 - - - -
I-Arginina x HCl - - 1053 1053 1053 1053
L-Asparagina, HO 616 1501 1501 1.279,8 1.058,5 837,3
Acido I-Aspartico 461 461 461 461 401 461
L—Cisteina 200,1 304,5 304, 5 228,4 152, 3 76,1
Sal de Na do acido L- - 182 - - - -
Glutémico hidratado
Acido L-Glutémico - - 182 136,5 91 45,5
L-Histidina, HC1-HO 168 268 268 243 218 193
L-Isoleucina 394 894 894 769 644 519
L-Teucina 499 1199 1199 1025 850 675
I-Lisina, HCl 621 821 821 772 722 672
L-Metionina 179 279 279 255 230 205
L-Fenilalanina 264 464 464 414 364 314
L-Prolina 368 968 968 818 668 518
L-Serina 432 1.232 1.232 1.032 832 632
I-Treonina 333 533 533 484 434 384
I-Triptofano 102 252 252 214,5 177 139,5
I-Valina 375 775 775 676 576 476
I-Tirosina 277,77 422,5 422,5 316,9 211,3 105, 6
Glicina 38 38 38 38 38 38
L-Glutamina 1169, 2 1169, 2 1169, 2 1169,2 1169, 2 1169, 2
Biotina 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
D-Pantotenato de Ca 4 4 4 4 4 4
Acido félico 5 5 5 5 5 5
Mio-Inositol 40 140 140 115 920 65
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Camnponentes Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 4 Meio 5 Meio 6
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Nicotinamida 4 4 4 4 4 4
Piridoxina, HCl 2 2 2 2 2 2
Riboflavina 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Vitamina B12 2 2 2 2 2 2
Tiamina, HCl 4 4 4 4 4 4
Putrescina, 2 HCL 10 110 110 85 o0 35
Cloreto de colina 40 240 240 190 140 90
Selenito de sédio 0,03 0,03 - - - -
(NazSe0s)
Selenito de sbédio hepta- - - 0,02 0,02 0,02 0,02
hidratado (NazSeOsx5H0)
Cloreto de Manganés 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
tetra-hidratado
Molibdato de ambnio 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
tetra-hidratado
Cloreto de zinco anidro 3 3 3 3 3 3
Cloreto clprico di- 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
hidratado
Cloreto de ccbalto 0.3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
hexaidratado
Etanolamina 10 100 100 77,5 55 32,5
Monotioglicerol 2 - - - - -
HEPES, forma &cida 17.870 4.766 4.766 3.574,5 2.383 1.191,5
Citrato trissdsico di- 911,7 1.235,2 911,2 911,2 911,2 911,2
hidratado
FeCl3x6H0 54,1 54,1 54,1 54,1 54,1 54,1
Pluronic F68 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
D-Glicose anidra 10.000 10.000 10.000 10.000 10.000 10.000
HC1 - 327,6 - - - -
NaCH 799, 2 339,9 519,9 419,9 319,9 220
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Tabela 4

Componentes Meio de Alimentacdo (g/L)
NaOH 32% 18,7 mL

L-Tirosina 10,06

Cisteina 7,25

A Tabela 5 abaixo indica a composicdo de um meio

de alimentacdo concentrado exemplificativo. O meio de

alimentacdo pode ser adicionado baseado no consumo medido

dos respectivos aminoédcidos, ou de acordo com um programa

fixo a e.g. 2% em peso por dia.

Tabela 5
Componentes Meio de Alimentacdo (g/L)
L-Arginina, base livre 2.72
L-Histidina, HC1-HO 1,44
L-Isoleucine 3,44
L-leucina 5,20
L-Lisina, HC1 3,72
L-Metionina 1,08
L-Fenilalanina 1,72
L-Prolina 2,44
L-Serina 4,76
L-Treonina 2,08
L-Triptofano 0,88
L-Valina 3,106
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(continuacdo)
Componentes Meio de Alimentacdo (g/L)
L-Glutamina 29,23
D-Glicose mono-hidratada 275,0
25% de HC1 8,25 mL
32% de NaOH 5,6 mL

Para as experiéncias dos exemplos, uma linhagem
de células CHO parental que ¢ derivada da linhagem de
células CHO-K1 dhfr (+), ATCC CCL-6l1 (Kao et al., Genetics
55:513-524 (1967); Kao et al., PNAS 60:1275-1281 (1968);
Puck et al., J. Exp. Med. 108:945-959 (1958)) por adaptacédo
para condicdes do meio isento de proteina e isento de soro.
Duas fracdes desta linhagem de células ©parental sé&o
transfectadas para expressar dois anticorpos monoclonais

diferentes, mABl e mAB2, respectivamente.

Exemplo 1

No Exemplo 1, duas culturas em frascos com
agitacdo, contendo o meio 1, sé&do inoculados em paralelo com
um clone de CHO produtor de mAbl. As culturas em frascos
com agitacdo sdo incubadas em uma incubadora com didxido de
carbono a 37°C. No dia 3, um frasco agitador ¢é transferido
para uma incubadora com didéxido de carbono a 33°C. Ambos
frascos com agitacdo sdo alimentados similarmente com duas
solucdes de alimentacdo. A alimentacdo foi suplementada de

acordo com um programa fixo, com a adicdo de 0,4% em peso
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da primeira solucdo de alimentacdo (Tabela 2) e 2% da
segunda alimentacdo (Tabela 3) por dia comecando no Dia 5 e

durando até o final da cultura.

O deslocamento de temperatura para 33°C permite
manutencdo mais longa da densidade de células viaveis e
viabilidade da cultura com o tempo (figuras 1 e 2), e o
conseguimento de um titulo mais alto do produto (figura 3)
em comparacdo com a cultura que é mantida a 37°C para a
duracdo total da experiéncia. Este exemplo ilustra o
beneficio de implementar um deslocamento de temperatura
para 33°C durante um processo de producdo em cultura de

células baseado em uma linhagem de células CHO.

Exemplo 2

Neste exemplo, um biorreator de 300 L contendo o
meio 2 é inoculado com um clone de CHO produtor de mAb2. No
Dia 5, a temperatura do biorreator ¢é deslocada de 36,5°C
para 33°C. O ponto de ajuste do pH ¢é 6,90 e a banda morta é
0,10. Como resultado, a cultura comeca em pH 7,00 o pH se
desloca para 6,80 entre o Dia 2 e o dia 4, e depois retorna
progressivamente para 7,00 devido ao consumo de acido
latico pelas células (figura 4). O deslocamento para pH
6,80 permite reduzir a adicdo de base em comparacdo com um
cenédrio com um pH constante de 7,00. O retorno para pH 7,00
permite reduzir a concentracdo de COz no meio em comparacao
com um cendrio no qual o pH é deixado em 6,80 depois do

primeiro deslocamento. Neste processo que combina desloca-
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mentos de temperatura e pH, uma alta densidade de células
vidveis é atingida e o decréscimo na densidade de células
vidveis no decorrer do tempo ¢é minimizado (figura 5),
permitindo atingir no Dia 14 um titulo alto (figura 6) do
produto com a qualidade adequada. A alimentacdo é aplicada

similarmente a alimentacdo no Exemplo 1.

Lisboa, 15 de abril de 2015
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REIVINDICACOES

1. Um meio de cultura de células, 1isento de
soro, para desenvolver células de mamiferos, que ¢&
caracterizado por uma razdo molar de 1ides de sdbédio para

potédssio entre 10 para 1 e 1 para 1.

2. O meio de cultura de células, de acordo com
a reivindicacdo 1, em gque o meio é um meio isento de

proteina.

3. O meio de cultura de células, de acordo com
a reivindicacdo 1 ou 2, em que a razdo molar de 1ides de

sédio para potédssio estd entre 8 para 1 e 6 para 1.

4. O meio de cultura, de acordo com qgualquer
uma das reivindicacdes precedentes, em que a concentracédo

de i106es de sdédio estd entre 50 e 90 mM.

5. O meio de cultura, de acordo com qualguer
uma das reivindicacdes precedentes, em que a concentracédo

de ides de potdssio estd entre 8 e 12 mM.
6. O meio de cultura, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes precedentes, em que a concentracédo

total de aminoacidos estéd entre 40 e 100 mM.

7. O meio de cultura, de acordo com qualquer
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uma das reivindicacdes precedentes, em que a razdo molar da
concentracdo total de id0es para a concentracdo total de

aminoadcidos estd entre 1,9 e 4.

8. Um processo para a producdo de um poli-
peptideo recombinante, compreendendo cultivar células de
mamiferos em um meio como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 7 e expressar o polipeptideo recombi-

nante.

9. O processo, de acordo com a reivindicacédo 8,
em que as condicdes da cultura compreendem pelo menos um
deslocamento de temperatura e/ou pelo menos um deslocamento

de pH.

10. O processo, de acordo com a reivindicacdo 8
ou 9, em gque a cultura ¢é feita por um processo de

alimentacdo descontinua.

11. O processo, de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes 8 a 10, em que os polipeptideos produzidos

sdo glicosilados.

12. O processo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 8 a 11, em que o polipeptideo é& um anticorpo

ou fragmento de anticorpo.

13. O processo, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 8 a 11, em que as células de mamiferos sé&o
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selecionadas a partir do grupo gque consiste em células CHO,

células HEK e células SP2/0.

14. O processo para a producdo de um meio de
cultura de células de acordo com a reivindicacdo 1, em que

os diferentes componentes sdo misturados uns com os outros.

15. 0O processo, de acordo com a reivindicacéo
14, em que o cloreto de sédio ¢é adicionado numa

concentracdo entre 7 e 15 mM.

16. O processo, de acordo com a reivindicacdo 14

ou 15, em qgque o cloreto de potédssio ¢é adicionado numa

concentracdo entre 8 e 12 mM.

Lisboa, 15 de abril de 2015
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REFERENCIAS CITADAS NA DESCRIGCAO

Esta lista de referéncias citadas pelo requerente é apenas para
conveniéncia do leitor. A mesma ndo faz parte do documento da patente
europeia. Ainda que tenha sido tomado o devido cuidado ao compilar as
referéncias, podem ndo estar excluidos erros ou omissées e o IEP
declina quaisquer responsabilidades a esse respeito.
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