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A mvencado descreve a utilizagdo de um vidro de fosfato, enquanto fonte de fosforo,
nos meios utilizados nos processos de fermentagao bacteriana de elevada densidade celular para a
redugdo das reacgdes de precipitagdo dos metalofosfatos. Os métodos da invengiio demonstram
um método pratico para regular os niveis de precipitagdio de metalofosfatos nos meios nutriente e
no fermentador, dai resultando também um aumento das densidades celulares, sendo fiteis em

mumeros processos de fermentagdo bacteriana de elevada densidade celular.
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Descricio

“Método para regular a precipitacio de metalofosfatos em fermentacdes com alta

densidade celular”

A presente invencdo diz respeito a um processo de fermentacdo bacteriana para a
produgdo de proteinas recombinantes em que determinados nutrientes dos meios alimentares
sdo verificados e ajustados por forma a regular a precipitagdo de metalofosfatos nesses meios.
Cm particular, a invengao diz respeito a um processo de fermentagdo com clevada densidade
celular que compreende um método em que séo utilizados determinados polifosfatos e/ou
metalofosfatos nos meios para se eliminar a precipitagdo de nutrientes e para se fazer aumentar a
densidade celular.

Os progressos da biologia molecular € a exploragdo dos procedimentos da tecnologia
do ADN recombinante vieram fazer com que fosse possivel produzir quantidades significativas de
proteinas exogenas em determinados sistemas de células hospedeiras. As proteinas recombinantes
sdo produzidas nos sistemas de células hospedeiras transfectando essas células hospedeiras
com ADN codificador da proteina relevante e deixando depois crescer as células hospedeiras
assim transfectadas em condigdes que permitam a expressio das novas proteinas recombinantes,
E possivel utilizar determinados sistemas de células hospedeiras bacterianas para a produgio
de grandes quantidades de proteinas recombinantes que normalmente se encontram em
quantidades limitadas em fontes naturais.

O microrganismo procariota Escherichia coli é uma bactéria que foi ja estudada

exaustivamente. A bactéria E. coli é frequentemente escolhida para ser utilizada em sistemas



de células hospedeiras de expressdo elevada, em parte porque as células de E. coli ttm tendéncia
para serem mais adequadas a producio de quantidades extremamente grandes de proteinas
recombinantes. Os sistemas de células hospedeiras em que sdo utilizadas células hospedeiras
eucanoticas e células hospedeiras de leveduras sdo geralmente incapazes de produzir proteinas
recombinantes nas enormissimas quantidades geradas nos sistemas de células hospedeiras de
expressdo elevada, tais como E. coli. Além disso, o desenvolvimento de processos de fermentagdo
de elevada densidade celular teve como consequéncia o aumento da produtividade volumétrica de

produtos recombinantes em £. coli. Yee e Blanch, ‘Biotechnology and Bioengineenng’, 41:221-

-230 (1993).

Os processos de fermentagdo utilizados para produzir proteinas recombinantes em
sistemas de c€lulas hospedeiras, tais como o sistema de E. coli, sdo praticados em reservatorios
fisicos finitos (isto €, fermentadores, reactores). Os depositos agitados correspondem a geometria
mais vulgar de fermentadores, embora estejam a ser desenvolvidos cada vez mais tipos de
reservatorios com outras formas fisicas. Os modos de exploragdo dos fermentadores podem
ser classificados nas categorias seguintes: (1) funcionamento descontinuo (processo por lotes),
(2) funcionamento continuo ou (3) tipos diversos de funcionamentos semi-continuos, tais
como o processo combinado de enriquecimento faseado.

Consoante 0 modo de funcionamento e o sistema de células hospedeiras que se utiliza,
assim tera de ser concebido um meio equilibrado e definido, por lotes e/ou combinado de
enriquecimento faseado, que ira facilitar o crescimento das células e a expressdo das proteinas
recombinantes. O meio definido recebe a designagdo de “minimo” se contiver apenas os nutrientes
essenciais para o crescimento. No caso do sistema de E. coli, os meios minimos contém fontes de

carbono, azoto, fosforo, magnésio e oligoelementos, tais como o ferro e o calcio. Gunsalus e



Stanter, “The Bacteria’, Vol. 1, Capitulo 1 ‘Academic Press Inc., N.Y.” (1960). Na maior parte
dos meios minimos utiliza-se glicose como fonte de carbono, amonia como fonte de azoto €
um ortofosfato (v.g. 0 PO,) como fonte de fosforo. Os meios nutrientes ideais para o crescimento
das células deveriam conter as quantidades exactas de cada nutriente que ird ser consumido
durante o crescimento celular, por forma a que nao houvesse acunulagdo dc nutrientes até
niveis inibitorios nem houvesse nenhuma falta de nutrientes para as células. Thompson et al.,

‘Biotechnology and Bioengineering’, 27:818-824 (1985). Foi ja concebido um meio nutriente

[minimo teoricamente equilibrado para £, coli, utilizavel em balSes agitados com baixa densidade
celular (densidades celulares até 1,5 g de células (peso seco)/litro). Neidhardt ef al., ‘Journal
of Bacteriology’, 119:736-747 (1974).

Para além da composigio quimica dos meios, também devem ser ponderados
cuidadosamente os efeitos de outros parimetros ambientais tais como pH, tempo, temperatura
da cultura e pressio parcial do oxigénio dissolvido. Por exemplo, o valor optimo do pH para
o crescimento em E. coli é pH = 7,0. Durante 0 processo de fermentagdo, o valor do pH dos
meios pode alterar-se devido ao consumo de amonia ou devido a sintese de determinados
produtos metabolicos dos microrganismos, v.g. acido acético e acido lactico. Uma vez que as
alteragdes dos valores de pH podem ser desfavoraveis ao crescimento optimo das células, €
crucial manter o meio a um determinado valor de pH e isso pode ser conseguido por adi¢éo
de 4cidos e bases. E possivel verificar o pH e outros parametros do processo manualmente ou
por meio de dispositivos automaticos.

Nas fermentagdes de elevada densidade celular (isto €, aquelas em que sdo atingidas
densidades celulares superiores a 20 g de células (peso seco)/litro) tém de ser utilizados meios

concentrados. Os técnicos que executam formentagdes de elevada densidade celular comprovaram



que ao trabalharem com meios nutrientes concentrados se formam precipitados quando a
solug@o qﬁe contém o fosfato ¢ misturada com a solugdo que confém 0s outros componentes
nutrientes. Os precipitados que se formam nos meios nutrientes resultam da precipitagdo de
ortofosfatos, designadamente NH;MgPOs, (Mg);(POy), e metalofosfatos da forma (Me),(POs)m
(em que o simbolo Me representa Fe, Ca, Zn, Cuou Co). Estes compostos s30 muito fracamentc

soliveis em agua. Dean, John A., ‘Lange’s Handbook of Chemistry’, 12* edigdo, McGraw-

-Hill, Nova lorque, paginas 7-12 (1979). A quantidade de precipitagdo pode variar em fungéo
do pH, da concentragio da glicose e da concentragio dos componentes dos me1os.

A formagdo de precipitados pode originar diversos problemas no meio alimentar ¢ no
fermentador. Por exemplo, os precipitados no meio alimentar podem passar a constituir uma
fonte nio homogénea de nutrientes (devido a sedimentagdo dos precipitados nos vasos de
alimentagiio ou nas condutas de alimentagdo) e podem fazer com que as células tenham
caréncia de nutrientes criticos que ja ndo scjam soliveis. Os precipitados também podem
desgastar as bombas ¢ os tubos de alimentagdo ¢ possivelmente também podem entupir as
condutas de alimentagao.

No fermentador ira ter lugar uma precipitago se os meios ndo estiverem perfeitamente
equilibrados para o crescimento das células. A precipitagdo no fermentador pode dar origem
ao entupimento dos injectores de ar para o fermentador, dar origem a misturas ndo homogéneas
(isto é, o precipitado sedimenta nos niveis mais baixos do fermentador) e podem reduzir a
disponibilidade de mutrientes soliiveis para as células. A concentragio de nutrientes disponiveis
para as células fica dependente da velocidade a que sdo perdidos os nutrientes devido a
formagdo do precipitado, comparativamente com a velocidade de incorporagio de nutrientes

pelas células. Estes efeitos podewn ser compensados pela adigdo automatica de acidos e hases



para regular o pH. Todas estas consideragdes reduzem a reprodutibilidade do processo de
fermentagdo. Além disso, a presenga de precipitados pode ter impacto sobre as operagdes de
purificagdo das proteinas € obrigar a utilizagdo de passos complementares do processo de
purificagio para se separar 0 precipitado do produto.

Sob o ponto de vista comercial, para que O Processo de fenmentagdo scja pratico €
necessario suster o problema da precipitagio. Um caminho sugerido para evitar a precipitagao
dos nutrientes em meio minimo € a adigio de AEDT (o mesmo que EDTA) e de citrato para

quelar os 1dcs de metais nos meios nutrientes. Pirt, S.J., ‘Principles ofMicrobe and Cell

Cultivation™. pagina 134 (1975). No entanto, a necessidade de se adicionar agentes quelantes
nio ¢ desejavel uma vez que tais agentes ndio sio metabolizados. Em consequéncia, vao
acumular-se ou vio fazer aumentar a osmolaridade do ambiente celular. Uma osmolaridade
elevada tem um efeito prejudicial sobre o metabolismo celular. Gouesbet et al., ‘Journal of
Bacteriology’, 175:214-221 (1993). As concentragdes elevadas de agentes quelantes também

podem danificar as membranas das células. Ryan et al., ‘Biotechnology and Bioengineering’,

37:430-444 (1991).

No pedido de patente de invengdo alema n° 290 212 A5 (depositado a 28 de Julho de
1998), Riesenberg ef al. descrevem um procedimento para a preparagao de um meio minimo
com glicose, utilizavel na fermentaggo de E. coli em cultura em grande escala para a obten¢do
de produtos de ADN recombinante. Os meios minimos descritos por Riesenberg et al. foram
concebidos para superar os graves problemas de precipitagio com que normalmente se depara
a0 trabalhar com tais meios. Os meios descritos no referido pedido de patente de invengio
contém ortofosfatos, enquanto fontes de fosforo, e ndo permitem eliminar completamente a
precipitagdo de nutrientes; no entanto, sobre eles se afirma que apenas sdo responsaveis por

uma perturbagio dmmmuta devida a formagao ligeira de precipitados.



Para além daquilo que se disse anteriormente, nao é possivel extrair nada da literatura
respeitante a preparagiio de meios para fermentacdes de elevada densidade celular em que seja
efectivamente resolvido o problema da precipitagdo de nutrientes. Continua a ser necessario
que haja um método para reduzir a precipitagdo em meios para trabalhar por lotes e/ou com
meios alimentare em que ndo ocorra nenhuma precipitagao quando todos os componentes 530
misturados (misturados a valores neutros de pH para £. coli) e que garantam que ndo ird formar-se
nenhum precipitado no fermentador durante o processo de transformagdo. A presente invengao
proporciona tal método gragas a utilizagdo de um vidro de fosfato de sodio, como fonte de
fosforo, nos meios nutrientes concentrados. Ao contrario dos métodos sugeridos nas obras
anteriormente citadas, os métodos da presente invengo proporcionam a vantagem tripla seguinte:
(1) permitem conceber meios concentrados ¢ completamente equilibrados para trabalhar por
lotes e/ou com meios alimentares sem nenhum precipitado; (2) podem ser metabolizados pelo
microrganismo E. coli; e (3) permitemn trabalhar com maiores densidades celulares e maiores
velocidades de crescimento. Os métodos praticos da presente invengo sdo uteis em diversas

fermentagdes bacterianas, em especial nos processos de fermentagio de elevada densidade celuiar.

DESCRICAO ABREVIADA DA INVENCAO

A presente invengdo diz respeito a um processo de fermentagfio bacteriana para a
produgdo de proteinas recombinantes, em que determinados nutrientes dos meios alimentares
sdio verificados e ajustados por forma a que seja controlada a precipitagio dos metalofosfatos
durante o processo. Em particular, a invengéo diz respeito a um processo de fermentagdo de
elevada densidade celular que compreende um método em que uma solugdio nutriente concentrada

contém vidro de fosfato de sodio, cnquanto fonte de fosforo. De forma surpreendente, este



método elimina a formagdo de precipitados nos meios € da origem a maiores densidades
celulares cm condigdes convencionais.

De acordo com a presente invengdo, esta proporciona um método para reduzir a
precipitagdo num processo de fermentagéo bacteriana de elevada densidade celular para a
produgdo de uma proteina recombmante, em que no processo de fermentagdo de clevada
densidade celular sio alcancadas densidades celulares superiores a 20 g de células (peso seco)/
flitro, compreendendo tal método a utilizago de vidros de fosfato, enquanto fontes de fosforo, nos
meios nutrientes durante a produgdo da referida proteina.

De acordo com outro dos seus aspectos, a presente invencao proporciona um método
para aumentar a densidade celular num processo de fermentagio bacteriana de elevada densidade
celular para a produgdo de uma proteina recombinante, em que no processo de fermentagao de
elevada densidade celular sdo alcangadas densidades celulares superiores a 20 g de células (peso
seco)/litro, compreendendo tal método a utilizagdo de vidros de fosfato, enquanto fontes de
fosforo, nos meios nutrientes durante a produgéo da referida proteina.

De acordo com a presente invengio, esta proporciona também um método para reduzir a
precipitagio num processo de fermentagao bacteriana de elevada densidade celular para a
produgdo de uma proteina recombinante em E. coli, em que no processo de fermentagéo de
elevada densidade celular sdo alcancadas densidades celulares superiores a 20 g de células (peso
seco)/litro, compreendendo tal método a utilizagdo de um vidro de fosfato, cujo comprimento
da cadeia varia entre cerca de i =4 e cerca de fi = 20, enquanto fonte de fosforo, nos meios

nutrientes durante a produgéo da referida proteina.



o

DESCRICAO ABREVIADA DOS DESENHOS

A figura 1 ilustra os perfis de densidades celulares da experiéncia C (0—@) e da
experiéncia D (0—0, demonstrando que a utilizagio de vidro de fosfato, como fonte de fosforo,
nos meios origina um aumento da densidade celular superior aquele que se consegue utilizando
um ortofosfato, enquanto fonte de fosforo. Mediu-se a densidade celuka utilizando um espectro-

fotometro M35 de ‘Perkin-Elmer © e tragou-se a curva DOgqo em fungéo do tempo.

DESCRICAO MINUCIOSA

Os métodos segundo os quais determinados nutrientes dos meios alimentares sdo
verificados e ajustados para se regular a precipitagao de metalofosfatos durante o processo de
fermentagdo sdo descritos mais minuciosamente no texto subsequente € sdo ilustrados pelos
exemplos adiante apresentados. Esses exemplos demonstram que ¢é possivel utilizar fontes de
fosforo alternativas nas fermentagdes de elevada densidade celular para se eliminar a precipitagio
de nutrientes. Os resultados obtidos foram surpreendentes, na medida em que as fermentagdes em
lotes de elevada densidade celular e as fermentagBes de processo combinado de enriquecimento
faseado, utilizando o fosfato de sodio vidrado, enquanto fonte de fosforo, nos meios concentrados
para se trabalhar por lotes e/ou por processos combinados de enriquecimento faseado, foi
possivel eliminar a precipitagdo dos metalofosfatos nos meios e dai resultou um aumento das
densidades celulares nas fermentagoes.

Nos processos de fermentagfio para a producéo de proteinas recombinantes utilizar-se-a
um modo operatério pertencente a uma das seguintes categorias: (1) funcionamento descontinuo
(processo por lotes), (2) funcionamento continuo e (3) funcionamento semi-continuo (processo

combinado de enriqueciiento fascado). Um processo por lotes caracteriza-se pela inoculagdo



do meio de cultura estéril (meio que constitui o lote) com microrganismos 1o inicio do processo,
descuvolvendo-se a cultura durante um periodo de reacgio especifico. Durante a cultura as
concentragdes de células, as concentragdes de substratos (fonte de carbono, sais nutrientes,
vitaminas, etc.) e as concentragdes de produto véo variando. Uma boa mistura garante que nao
havers diferengas locais significativas na composigao ou na temperatura da mistura de reacgdo. A
reacgdo ¢ de tipo ndo estacionario e as células irdo crescer até ter sido consumido o substrato
limitativo do crescimento (geralmente a fonte de carbono).

O funcionamento continuo caracteriza-se pelo facto de se adicionar continuamente
meio de cultura recente (meio alimentar) ao fermentador e os meios consumidos e as c€lulas
serem retirados continuamente do fermentador a mesma velocidade. Em funcionamento continuo,
a velocidade de crescimento é determinada pela velocidade de adigdo do meio e o rendimento
do crescimento ¢ determinado pela concentragdo do substrato limitativo do crescimento (isto
¢, a fonte de carbono). Todas as varidveis de reacgdo € parimetros de regulagdo se mantém
constantes ao longo do tempo e por tal motivo estabelece-se num fermentador um estado
constante com o tempo, a que corresponde uma produtividade e uma produgéo constantes.

O funcionamento semi-continuo pode ser considerado como uma combinagdo do
funcionamento por lotes e do funcionamento continuo. A fermentagio arranca como um processo
por lotes e depois de o substrato limitativo do crescimento ter sido consumido, junta-se de
uma determinada maneira um meio alimentar continuo que contenha glicose € minerais (Processo
combinado de enriquecimento faseado). Dito por outras palavras, heste modo de funcionamento
utiliza-se simultaneamente um meio que constitui o lote € um meio alimentar para se conseguir o
crescimento das células e uma produgdo eficiente da proteina desejada. Ndo sdo acrescentadas

nem retiradas nenhumas células durantc o periodo de cultura e por tal motivo o fermentador



trabalha como se fosse por lotes se apenas pensarmos €m termos de microrganismos. Embora
a presente invengdo possa ser utilizada segundo uma multiplicidade de processos, incluindo os
anteriormente enumerados, uma utilizago preferencial € aquela em que se pratica um processo
combinado de enriquecimento faseado.

Em cada um dos processos referidos supra, o crescimento das células ¢ a acumulagio
de produto podem ser verificados indirectamente, tirando partido da correlagéo entre a formagéo
de metabolitos e algumas das outras variaveis, tais como o pH do meio, a densidade Optica, a
cor e a acidez titulavel. Por exemplo, a densidade optica proporciona uma indicagéo da
acumulacfio de particulas celulares insolaveis e pode ser verificada na propria corrente, utilizando
um microdispositivo de determinagio da DO acoplado a um dispositivo com mostrador ou a
um registador, ou pode ser verificada a parte, por amostragem. S0 utilizadas as leituras de
densidade optica a 600 nanometros (DOgpo) cOMO meio para se determinar o peso das células,
em base seca.

As fermentagdes de elevada densidade celular sdo descritas geralmente como sendo
processos cujos rendimentos sio superiores a 20 g de células (peso seco/litro (DOgo > 30). Em
todos os processos de fermentagdo de elevada densidade celular se utiliza um meio nutriente
concentrado que ¢ doseado gradualmente para dentro do fermentador num processo “combinado
de enriquecimento faseado”. E necessario um meio alimentar com nutrientes concentrados
para os processos de elevada densidade celular para se minimizar a diluigdo dos contetdos do
fermentador durante a alimentacéo. E necessario um processo combinado de enriquecimento
faseado uma vez que permite ao operador controlar o fornecimento da fonte de carbono, facto
este que ¢ importante pois se as células ficarem expostas a concentragdes da fonte de carbono

suficientemente elevadas para que sc gerem clevadas densidades celulares, entfio as células



T
irdo produzir tanto subproduto inibitorio, o acetato, que o crescimento ird ser interrompido.

Majewski ¢ Domach, ‘Biotechnology and Bioengineering’, 35: 732-738 (1990).

As condi¢des de reacgdo convencionais para os processos de fermentagdo utilizados
para a produgio de proteinas recombinantes consistem geralmente em manter o valor do pH
aproximadamente entre 5,0 ¢ 8,0 ¢ em trabalhar com temperaturas de cultura compreendidas
entre 20°C e 50°C no caso de k. coli. Na presente invengéo, num caso preferencial em que se
utiliza o microrganismo E. coli como sistema hospedeiro, trabalhar-se-4 com um valor Optimo
de pH aproximadamente igual a 7,0 e com uma temperatura 6ptima de cultura aproximadamente
igual a 37°C.

Os componentes nutrientes convencionais existentes nos meios, nestes processos de
fermentagdo, compreendem geralmente fontes de energia, carbono, azoto, fosforo, magnésio e
oligoelementos seleccionados entre ferro e calcio. Além disso, os meios podem conter
factores de crescimento (tais como vitaminas e aminoacidos), sais inorganicos ¢ ainda outros
precursores essenciais para a formagio do produto. A composigdo elementar do microrganismo
em causa pode ser utilizada para se calcular a proporgdo de cada componente necessario ao
desenvolvimento das células. As concentragdes dos componentes irdo vamnar consoante o
processo seja de baixa densidade celular ou de elevada densidade celular. Por exemplo, as
concentragdes de glicose, nos processos de fermentagdo por lotes de baixa densidade celular,
irdio estar compreendidas entre 1 g/L € 5 g/L a0 passo que nos processos por lotes de elevada
densidade celular se trabalha com concentragdes de glicose compreendidas entre 45 g/ e 75 g/L.

Para utilizagdo na pratica da presente invengdo prevé-se, enquanto fontes de fosfato
nos meios, uma grande variedade de vidros de fosfato. Os vidros de fosfato sio fosfatos de cadeia

linear com aplicagBes relativamente especializadas. Para uma recapitulagdo geral sobre



polifosfatos de cadeia linear, inchuiindo os vidros de fosfato, veja-se a obra de Corbridge, DEC,

‘Phosphorus: An Outline of its Chemistry, Biochemistry and Technology’, 4° edigdo, capitulo

3, paginas 210-302 (1990). Os vidros de fosfato podem ser preparados com uma composigao
bastante variegada e sio constituidos principalmente por uma mistura de catides e de cadeias
discretas de polifosfatos. Os vidros formados com catides Na~ foram cstudados mais
meticulosamente ¢ existem numa série continua, sdo estaveis a temperaturas normais ¢ t€m
composigoes que vao desde P20s até SNa,0e100P,0s. Os vidros de fosfato séo formados por
condensagio de amdcs ortotostato, 1sto €, aquecendo NaH,POy até cerca de 650°C, seguindo-se
um arrefecimento brusco. Um vidro tipico, obtido a partir de uma fusdio a 650°C com arrefeci-
mento brusco e vapor de agua a pressdo de 55 torr, possui cadeias com um comprimento

médio de fi = 60 tetraedros de PO,.

? Na ? Na Na
HO—P—O P—O P—OH
I I I
0] 0] n O

Os diversos tipos de vidro de polifosfato de sodio encontram-se comercialmente
disponiveis. Tais vidros sao fabricados com diversos comprimentos médios das cadeias (v.&
i=5af=200).

De um modo geral, os polifosfatos iteis nos métodos da presente invengdo sdo 0s vidros
de polifosfato de sodio. Em particular, recomenda-se a utilizagio de vidros de polifosfato de
sédio com cadeias variavcis entre cerca de fi=2 e cerca de fi = 100 e mais preferencialmente
entre cerca de i = 4 e cerca de fi = 20. Estes vidros de polifosfato sdo uteis na presente
invengdo pelos motivos seguintes: (1) as suas propriedades de solubilidade séo tais que os

meios nutrientes concentrados podem ser preparados sem yuc haja nenhuma precipitagao
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consequente ao efectuar-se a mistura; (2) os sistemas de células hospedeiras, tais como o sistema
de E. coli, possuem 0s CITcuitos necessarios para metabolizar os vidros de fosfato; e (3) atendendo
a que ndo ha nenhuma precipitagao, todos os nutrientes ficam perfeitamente disponiveis para
consumo, dai resultando maiores densidades celulares e maiores velocidades de crescimento.
De acordo com uma variante preferencial, utiliza-se como fonte de fosforo um vidro de
polifosfato de sodio com uma cadeia de comprimento fi = 11.

A presente invengdo € Util num processo para a producdo de diversas proteinas
recombinantes. Como exemplos de proteinas aqui previstas refere-se as seleccionadas entre
citoquinas, incluindo diversos factores hematopoiéticos tais como FEC-G, FCP, EPO, FEC-GM e
FEC-1 (respectivamente o mesmo que (G-CSF, SCF, EPO, GM-CSF e CSF-1), as interleucinas,
por exemplo, desde IL-1 até IL-12, ¢ os IGF, FEC-M, FNT ou FIL (respectivamente 0 mesmo
que IGF, M-CSF, TNF ou LIF). Também sao Uiteis outras proteinas terapéuticas, tais como 0s
interferdes (interferdes o, 3, y ou de consenso), os factores de crescimento e as hormonas, por
exemplo, as hormonas de crescimento dos seres humanos ou de outros animais (por exemplo,
hormonas de crescimento dos porcinos ou dos galinaceos), FCF, FCK, FCE e FCDP
(respectivamente 0 mesmo que FGF, KGF, EGF e PDGF). Também estio previstos os inibidores
das proteases, tais como os inibidores da metaloproteinase (por exemplo, TIMP-1, TIMP-2 ou
outros inibidores de proteinases). Sdo contemplados também os factores de crescimento dos
nervos, tais como o FCNC (o mesmo que BDNF) ¢ as NT-3. Sdo ainda contempladas as
parcelas peptidicas de proteinas que possuam a totalidade ou uma parte da estrutura primara
da proteina original e pelo menos uma das propriedades biologicas da proteina original.

Em geral, o FCK util na presente invengdo tem a sequéncia do FCK humano ou dos

seus analogos estreitamente afins. O pedido de patente de invengdo PCT publicado com o n°
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WO 90/08771 descreve a purificagio de FCK a partir de um meio condicionado de uma linhagem
celular de fibroblastos embridnicos humanos, a sequenciagdo parcial dos aminoacidos do
polipeptido isolado, a clonagem do gene ¢ a expressdo em células bacterianas (E. coli) para se
conseguir um FCK recombinante e biologicamente activo.

De acordo com uma variante preferencial, a célula hospedeira recombinante utilizada
no processo é de k. coli. O microrganismo £. coli constitui um sistema preferivel, uma vez
que a sua genética esta bem caracterizada, ¢ facil conseguir elevadas densidades celulares e
pode desenvolver-se eficientemente em condigdes normais (v.g, valores normais de pH ¢
temperatura).

Como elementos complementares que permitem criar casos preferenciais da presente
invenco refere-se as fontes de azoto complexas, tais como 0s exiractos de leveduras e os produtos
de digestio quimica obtidos com farinha de soja e caseina, came, sangue ou sementes de algodao.
Conforme ¢é perfeitamente compreensivel por um especialista na matéria, a invengdo compreende
também os métodos para regular a precipitagio de metalofosfatos que possuam diversas

combinagdes destes elementos complementares.

EXEMPLO 1
Utilizando fontes de fosfatos alternativas efectuou-se a preparagio de meios alimentares
nutrientes minimos equilibrados, tipicos daqueles que poderiam ser utilizados para a produgdo
de proteinas recombinantes em fermentagdes de elevada densidade celular em E. coli. Efectuou-se
a comparagao de um meio minimo de um lote “padrdo” (dcsignado por Meio A) utilizando
um ortofosfato como fonte de fosforo, com um outro meio (designado por Meio B) em que se

utilizou como fonte de fosforo ‘Hexaphos™, que ¢ um polifosfato de sodio vitreo com um

comprimento de cadeia fi = 11 e que ¢ forecido por “FMC Corp.”.



O Meio A continha glicose (45 g/L), extracto de levedura (3 g/L), (NH4)2SO4 (1 g/L),
K,HPO, (4 g/L), KH,PO, (4,56 g/L), MgS0#7H0 (0,71 g/L), KCl1(0,74 g/L), solugdo A com
oligoelementos a razao de 4,0 mL/L (27 g/L para F eClLe6H,0, 2,0 g/L para ZnCle4H;0, 2,0 g/L
para CoCl#6H,0, 2,0 g/l para MnMoO,e2H,0, 1,0 g/L para CaCl,e2H, 1,9 g/L para
CuSO,¢5H,0, 0,5 g/L para H;BO;, 1,6 g/L para MnCl,#4H,0, 73,5 g/l para o citrato de
sodiosHz) € solugio A de vitaminas na proporgdo de 4 mL/L (0,06 g/L para a biotina, 0,04 g/L
para o acido folico. 1.4 g/L para piridoxinasHCl, 0,42 g/L. para a riboflavina, 5.4 g/L para o acido
pantoténico, 6,1 g/L para a niacina). O Meio B era idéntico a0 Meio A, com a excepgio de se ter
utilizado ‘Hexaphos™’ na concentragio de 3,33 g/L como fonte de fosfato, em vez de K,HPO, e
KH,PO,.

Durante a esterilizagdo de cada um dos meios, esterilizou-se conjuntamente a glicose ¢
o sulfato de magnésio, esterilizou-se separadamente a solugdo A de oligoelementos € os outros
componentes dos meios também foram esterilizados separadamente (incluindo o ortofosfato).
Procede-se deste modo para evitar reacgdes secundérias indesejaveis. No caso do Meio B
também se esterilizou separadamente o produto ‘Hexaphos™". Ao trabalhar com o Meio A,
quando todos os componentes esterilizados dos meios foram misturados entre si, a solugdo
resultante ficou turva. Atribuiu-se a turvagdo a ocorréncia de reacgdes de precipitagdo. No
entanto, 0 Meio B permaneceu transparente durante o procedimento de mistura.

Determinou-se o peso do precipitado resultante, retirando amostras de 10 mL do meio
e filtrando-as através de filtros de ‘nylon’ com poros com um tamanho de 0,2 um (Nalgene, 215-
-4020) sobre um suporte de filtros (Nalgene, 300-4100). Utilizou-se 0 segundo filtro desta
montagem para se avaliar o aumento de massa devido aos solidos solitveis que ficaram retidos

na membrana  Os filtros foram secos ao ar durante vérias horas e depois foram completamente
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secos numa mufla de secagem por micro-ondas de modelo ‘Labware 9000’ com um prato de
balanga. Utilizou-se 2 mufla de modelo “T.abware 9000" para a determinagio do peso seco dos
filtros antes e apos a introdugdo da amostra. Os resultados obtidos estdo agrupados no quadro

1 seguinte.

QUADRO 1
Meios Peso do precipitado
A 0,20 g/L
B nio detectavel
EXEMPLO 2

Foram realizadas fermentagdes em processo combinado de enriquecimento faseado
de elevada densidade celular, concebidas para a produgéo de FCK recombinante em E. coli,
para se comparar a utilizagio de um vidro de fosfato com a utilizagdo de um ortofosfato, enquanto
fontes de fosforo, nos diversos lotes de meios € também nos meios de alimentos nutrientes
concentrados. Determinou-se os efeitos dos niveis de precipitagdo dos metalofosfatos nos
meios e também a densidade celular global. Fez-se uma experiéncia com um meio minimo
“padrdo” de processo combinado de enriquecimento faseado (a que se chamou Experiéncia
(), tendo sido utilizado um ortofosfato como fonte de fosforo, tendo esta experiéncia servido
para comparagdo com uma experiéncia (a que se chamou Experiéncia D) em que se utilizou
“‘Hexaphos™ como fonte de fosforo.

No caso da Experiéncia C, o meio do lote continha glicose (5 g/L), (NH,):S04 (1,68 g/L),
K,S0; (0,05 g/L), NaH,PO,eH0 (0,36 g/L), MgSO,#7H:0 (0,136 g/L), KC1 (0,008 g/L) e

solugéio A com oligoelementos 4 razdo de 0,78 mL/L (27 ¢/L para FeCl3e6H,0, 2,0 g/L para



ZnCle4H,0, 2,0 g/L para CoClye6H;0, 2,0 g/L para MnMoO,#2H;0, 1,0 g/L para CaCl,#2H;0,
1,9 g/L para CuSO4e5110, 0,5 g/l para H;BO;, 1,6 g/L para MnCle4H,0, 73.5 ¢/1. para o
citrato de sodioeHao). A Experiéncia D foi idéntica a Experiéncia C, com a excepgdo de se ter
utilizado *Hexaphos™" na concentragio de 0,28 g/L em vez de NaH,PO4#H,0.

No caso da Experiéncia C o meio alimentar continha glicose (651,5 g/L), K80, (6,52 g/L),
NaH,PO,eH,0 (46,91 g/L), MgSO4e7H;0 (17,69 g/L), KCl (1,08 g/L) e solugdo A com
oligoelementos a razo de 102 mL/L. O meio alimentar da Experiéncia D foi idéntico ao da
Experiéncia C, com a excepgao de se ter utilizado ‘Hexaphos™ na concentragéo de 37,2 g/L
em vez de NaH,PO,#H,0O. Em cada experiéncia ajustou-se o pH do meio para o valor 7,0 por
adicio de uma solugdo de NaOH a 40% v/v até a proporgao de 36 mL/L.

Tal como sucedeu no caso em que se utilizou os meios alimentares nutrientes minimos
equilibrados do exemplo 1, a utilizagdo de ortofosfato como fonte de fosforo deu origem a
formagdio de precipitagdo ao ser efectuada a mistura dos componentes esterilizados dos meios. Por
outro lado, a utilizagdo de ‘Hexaphos™ ndo deu origem a nenhuma precipitagdo. Determinou-se
0 peso do precipitado resultante, utilizando para tal o procedimento descrito no exemplo 1,

estando os resultados obiidos grupados resumidamente no quadro 2 seguinte.

QUADRO 2
Experiéncia Peso do precipitado
C 0,33 g/l
D 1o detectavel

Verificou-se também as densidades celulares para as experiéncias C € D. Em cada uma

dessas experiéncias as c€lulas cresceram inicialmente por um processo descontinuo (por lotes)
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no meio para os lotes. Depois de a glicose ter sido consumida teve inicio uma alimentagéo
continua em que se utilizon o meio alimentar. Durante esta parte da fermentagdo de
enriquecimento faseado, a velocidade de alimentagdo aumentou em intervalos de 2 horas, em
conformidade com a densidade celular. Na expeniéncia C a velocidade de crescimento comegou a
0,08 h' e decaiu para 0,04 h'' decorridas 42 horas apds o inicio da alimentagéo, altura em que
se obteve uma densidade celular de DO 65. O valor de DO decaiu a seguir. Na experi€ncia D
a fermentacio cresceu a uma velocidade estacionaria de 0,09 h! durante 43 horas, altura em
que se atingiu um valor de densidade celular de DO 92. O valor de DO decaiu a seguir (ver a
figura 1). Como resultado obteve-se uma densidade celular final de 61 g (peso das células
secas)/L para a experiéncia D, comparativamente com o valor apenas de 43 g (peso das
células secas)/L no caso da experiéncia C. Em consequéncia, a experiéncia D produziu o FCK a

razio de 180 mg/L ao passo que a experiéncia C produziu o FCK a razdo de 120 mg/L.

EXEMPLO 3

Foram utilizados vérios polifosfatos (com comprimentos de cadeia variando entre fi =
2 e fi = 19), diferentes do produto ‘Hexaphos™’, como fontes de fosforo, nas preparagdes de
meios, tipicas das utilizadas nas fermentagdes de elevada densidade celular em E. coli.
Efectuou-se a formulagdo de varios meios que continham glicose:fosforo e glicose:magnésio
em proporgdes tipicas das necessérias nas fermentagdes de elevada densidade celular, misturando
uma solucio concentrada de reserva constituida por glicose/sulfato de magnésio (contendo
glicose na concentragio de 888 g/L) com solugdes concentradas de 4gua ¢ compostos diversos
contendo fosforo. Ajustou-se o pH de cada solugdo resultante para um valor igual a 7,0

utilizando quer NaOH a 40% quer HCl a 30%.
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Foram realizados diariamente exames visuais a cada solugdo durante 5 dias para se
verificar a formagio de precipitados. Os resultados obtidos estio agrupados no quadro 3 seguinte.
Os resultados demonstram que a utilizagdo do produto “Hexaphos™", enquanto fonte de fosforo
nos meios, permite a utilizagdo de concentragdes de glicose da ordem de 800 g/L. sem que haja
precipitagio. A utilizagio de ‘Glass HT™, que ¢ um vidro de polifosfato de sodio com um
comprimento de cadeia it — 19, e da substincia ‘Sodaphos™, que é um vidro de polifosfato de
s6dio com um comprimento de cadeia fi = 4, permite a utilizagdo de glicose em concentragoes
da ordem de 600 g1, Por outro lado, a utilizagdo de ortofosfato permite a utilizagdo de glicose

oI uma concentraydo maxima que ¢ apenas de 462 g/L.

QUADRO 3
Fonte de Comprimento Nitmero de dias para a formagdo de precipitagdo
fosforo da cadeta

Glicose a Glicose a Glicosea | Glicosea Glicose a
800g/L | 600g/L 400gL | 200gL | 100gL
‘Glass H'™ 19 2 Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum
‘Hexaphos™’ 11 Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum
‘Sodaphos™’ 4 2 Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum
Tripolifosfato 1 1 1 1 Nenhum Nenhum
Ortofosfato N/A N/A o* Nenhum Nenhum Nenhum

* A concentragio maxima de glicose que & possivel obter € de 462 g/L.

Estes resultados demonstram que ha um conjunto de vidros de polifosfatos de sodio
que sao eficazes para eliminar a precipitagfio de nutrientes nos meios concentrados utilizados
para a produgdo de proteinas recombinantes nas fermentagdes de elevada densidade celular.

Os resultados aqui apresentados revelam um método pratico para regular as reacgOes

de precipitagdo de metalotostatos nos meios utilizados nos provessos de fermentagdes bacterianas
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de elevada densidade e permitem concluir que o crescimento das células ¢ a produgdo de proteinas
irfio ser mclhores num conjunto de processos de fermentagéo bacteriana de elevada densidade

celular.

Lisboa, 26 de Abril de 2001




Reivindicagdes

Método para reduzir a precipitagdo num processo de fermentagdo bacteriana de elevada
densidade celular para a produgdo de uma proteina recombinante, em que no processo
de fermentacio de elevada densidade celular sdo alcangadas densidades celulares
superiores a 20 g de células (peso seco)/litro, compreendendo tal método a utilizagdo de
vidros de fosfato, enquanto fontes de fosforo, nos meios nutrientes durante a produgdo

da referida proteina.

Meétodo de acordo com a reivindicagio 1, em que os referidos vidros de fosfato séo
seleccionados entre o conjunto constituido por vidros de fosfato de sodio que possuem

cadeias com comprimentos variaveis entre cerca de fi =2 e cerca de fi = 100.

Método de acordo com a reivindicagdo 2, em que o referido vidro de fosfato de sodio

tem uma cadeia com um comprimento compreendido entre cerca de i =4 e i =20.

Método de acordo com a reivindicagdo 3, em que o referido vidro de fosfato de sodio

temn uma cadeia com um comprimento de i = 11.

Meétodo de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 4, em que a referida
fermentagdo de elevada densidade celular é escolhida entre o conjunto constituido por
uma fermentagdo em lotes, uma fermentagfo continua e uma fermentacao de processo

combinado de enriquecimento faseado.



6.

10.

11.

o

Método para fazer aumentar a densidade das células num processo de fermentagao
bacteriana de elevada densidade celular para a produc@o de uma proteina recombinante,
em que no processo de fermentagdo de elevada densidade celular sdo alcangadas densidades
celulares superiores a 20 g de células (peso seco)/litro, compreendendo tal método a
utilizagdo dc vidros de fosfato, enquanto fontes de fosforo, nos meios nutrientes durante

a produgdo da referida proteina.

Método de acordo com a reivindicagdo 6, em que os referidos vidros de fosfato sdo
seleccionados entre o conjunto constituido por vidros de fosfato de sodio que possuem

cadeias com comprimentos variaveis entre cerca de fi =2 e cerca de ii = 100.

Método de acordo com a reivindicagdo 7, em que o referido vidro de fosfato de sodio

possui uma cadeia com um comprimento compreendido entre cerca de fi =4 e fi=20.

Método de acordo com a reivindicagdo 8, em que o referido vidro de fosfato de sodio

possui uma cadeia com um comprimento defi=11

Método de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 6 a 9, em que a referida
fermentagdo de elevada densidade celular ¢ escolhida entre o conjunto constituido por
uma fermentag3o em lotes, uma fermentagdo continua € uma fermentagdo de processo

combinado de enriquecimento faseado.

Método para reduzir a precipitagdo num processo de fermentagdo bacteriana de elevada

densidade cclular para a produgdo de uma proteina recombinante, em que no processo de
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fermentacdo de elevada densidade celular sio alcangadas densidades celulares superiores a
20 ¢ de células (peso secolitro, consistindo esse método em utilizar um vidro de fosfato
que possui uma cadeia com um comprimento compreendido entre cerca de fi =4 e cerca

de fi = 20, enquanto fonte de fosforo, nos meios nutrientes durante a producéo da referida

proteina.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 11, em que o referido vidro de fosfato de sodio

possui uma cadeia com um comprimento de fi = 11.

Lisboa, 26 de Abril de 2001




Resumo

“Método para regular a precipitacao de metalofosfatos em fermentacdes com alta

densidade cclular”

A invengio descreve a utilizagdo de um vidro de fosfato, enquanto fonte de fosforo,
nos meios utilizados nos processos de fermentagao bacteriana de elevada densidade celular para a
redugdo das reacgdes de precipitagao dos metalofosfatos. Os métodos da invengo demonstram
um método pratico para regular 0s niveis de precipitagio de metalofosfatos nos meios nutriente ¢
no fermentador, dai resultando também um aumento das densidades celulares, sendo utels em

intimeros processos de fermentagao bacteriana de elevada densidade celular.

Lisboa, 26 de Abril de 2001
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