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(57) Resumo: METODO PARA A PRODUGCAO DE UMA
PROTEINA RECOMBINANTE; METODO PARA A PRODUGAOC DE
UMA PROTEINA 2086 MENINGOCOCICA RECOMBINANTE (P2086);
E COMPOSICAO. Apresentam-se métodos para a produgdo de
proteinas, por exemplo, proteinas 2086 meningocécicas
recombinantes, usando fermentacéo por batelada alimentada com
entrada continua de um indutor depois de se atingir um parametro de
limiar e, opcionalmente, a entrada continua de uma fonte de carbono,
por exemplo, uma entrada a taxa constante, para melhorar os
rendimentos de proteina, assim como composicdes de proteinas de
alta densidade e composicGes para uso nos métodos da presente
invencao.
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“METODO PARA A PRODUCAO DE UMA PROTEINA
RECOMBINANTE; METODO PARA A PRODUCAO DE UMA PROTEINA 2086
MENINGOCOCICA RECOMBINANTE (P2086); E COMPOSICAO”.

Pedidos Relacionados

Este pedido reivindica a prioridade do Pedido de Patente
Proviséria n® de série U.S. 60/833.479, intitulado “HIGH-
CELL DENSITY FED-BATCH FERMENTATION PROCESS FOR PRODUCING
RECOMBINANT PROTEIN”, depositado em 27 de julho de 2006,
cujo teor estd incorporado integralmente ao presente a guisa
de referéncia.

Campo da Invencdao

Este pedido refere-se, genericamente, a novos
métodos de fermentacao por batelada alimentada gue
proporcionam uma melhor expressdao de proteinas em sistemas
bacterianos, assim como a composic¢des de proteinas de alta
densidade e a composigdes que sao usadas nos novos métodos
de fermentagdo por batelada alimentada.

Fundamentos da Invencdo

Varias estratégias de fermentagdo foram usadas
para produzir proteinas em quantidades suficientes para uso
laboratorial, clinico ou comercial. A fermentacéao por
batelada alimentada foi wusada para proporcionar maiores
rendimentos de proteinas com relagcdo aos conseguidos por
métodos de fermentacdo por bateladas simples. A fermentacao
por batelada alimentada é um processo em gque, apdés uma fase
de batelada inicial, ocorre uma fase em gque um ou mais

nutrientes sdo supridos a cultura por alimentacéo.
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Genericamente, durante a fase de batelada, as
células s&o inicialmente cultivadas até uma concentracdo
desejada. Nessa fase, o crescimento celular é amplificado,
e, em geral, nenhuma proteina alvo é produzida, a menos gue
se adicione um indutor, como arabinose, lactose ou isopropil
beta-D-tiogalactosida (IPTG), dependendo do promotor, ou
haja algum vazamento do promotor. Durante a fase de
alimentacgdo, a fonte de carbono e outras exigéncias sé&o
tipicamente alimentadas a um fermentador em uma corrente
liquida relativamente concentrada a uma certa taxa de
alimentacgdo. Uma vez que uma densidade celular alvo seja
atingida, comeca-se a alimentacdo com o indutor ou com
indutor e outros nutrientes. Nessa fase, a énfase ¢é na
produgdo de proteinas pelas células cultivadas. O substrato
(isto é, os nutrientes e o indutor) que é alimentado ao
fermentador ¢, nesse estagio, usado genericamente para
crescimento celular e sintese de produto. O crescimento
celular é controlado pela taxa de alimentacdo, para se obter
um crescimento celular e uma producdo de proteina otimos.
Durante o estagio de produgdo de proteinas, um indutor tem
de ser adicionado para organismos recombinantes.

A expressao de proteinas em um meio compreendendo
uma fonte de carbono comum, como glicose ou outra fonte de
carbono a base de acucar, e um indutor é satisfatdéria até
que surjam condi¢des limitativas ao término da fase de
alimentacao. Exemplos de condig¢des limitativas incluem

concentragdo reduzida de oxigénio, nutrientes reduzidos,
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como vitaminas, carbono, nitrogénio, e acumulo de compostos
tdéxicos no meio de crescimento.

Estratégias de fermentacdo por batelada alimentada
freqlientemente envolvem diferentes formas de controle por
retroalimentacao, incluindo retroalimentacao indireta e
direta para controlar o suprimento de nutrientes. Um desses
métodos de fermentacdo por batelada alimentada envolve a
aplicagcdo de um algoritmo de controle de retroalimentagao
por alimentacdo dos nutrientes para controlar um parametro
de processo em um momento definido. Por exemplo, o controle
direto da alimentacdo pode se basear na medicao da
concentracdo do nutriente. O controle de retroalimentacgao &,
entdo, diretamente relacionado a atividade celular durante
toda a fermentacdo. Pardmetros de controle que foram usados
para controle de retroalimentacdo de fermentagdes incluem o
valor de pH, densidade celular medida on line ou tensdo de
oxigénio dissolvido (DOT).

Entretanto, a aplicacéao de algoritmos de
retroalimentacdo ¢é acompanhada por inumeras desvantagens.
Uma dessas desvantagens é que a taxa de alimentacao depende
de pardmetros de processo atuais. Qualquer perturbagao no
processo pode afetar o parametro, distorcendo, assim, a taxa
de alimentacdo e o rendimento de proteina resultante. Essas
desvantagens s&o amplificadas quando o processo €& escalonado
para produzir maiores quantidades de proteilna.

Outra desvantagem de estratégias de batelada
alimentada anteriormente empregadas €& gque, duando se usa

conltrole de retroalimentacao, a taxa de crescimento
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especifica ndo pode ser predefinida ou controlada com
exatidao, resultando em rendimentos subdétimos nos processos,
quando a formacdo de produto é dependente do crescimento.

Além disso, quando o fluxo de carbono (por
exemplo, alta concentragdo de glicose) para a via metabdlica
central excede a capacidade maxima do ciclo de éacido
tricarboxilico (TCA), podem-se acumular subprodutos. O
acumulo de subprodutos poderia inibir o crescimento celular
e a produgao de proteinas durante a fermentacao.

Além do mais, as varias deficiéncias dos métodos
de fermentacéo por batelada alimentada frequentemente
resultam em um uso ineficiente dos componentes nutrientes.
Assim, os métodos podem ser economicamente desvantajosos,
particularmente para producdo comercial de proteinas em
grande escala.

As abordagens anteriores de expressido de proteinas
recombinantes mediante fermentag¢do por batelada alimentada,
conforme acima descritas, tém varias deficiéncias. Dada a
importédncia da produgdo eficiente em termos de custo de
quantidades suficientes de proteinas para varias

finalidades, ha& necessidade de um método de fermentagdo por

batelada alimentada eficiente que resulte em maior
crescimento celular, maior formacdo de produto (isto é&,
maior rendimento de proteina) e menor acumulo de
subprodutos.

Sumario da Invencdo

A presente invengdo se refere a novos métodos de

fermentacdo por Dbatelada alimentada para a producao de
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rendimentos inesperadamente altos de proteinas
recombinantes.

Uma modalidade da presente invencado apresenta um
método para a produgcdo de uma proteina recombinante
compreendendo: o cultivo de uma célula bacteriana
recombinante para expressar uma proteina recombinante
compreendendo a adig¢do continua de uma fonte de carbono a
uma cultura compreendendo a célula bacteriana recombinante e
a adig¢ao continua de um indutor a cultura apds a cultura
atingir um pardmetro de limiar; e o isolamento da proteina
recombinante da cultura celular.

Uma modalidade adicional da presente invengdo
apresenta um método para a producadao de uma proteina
recombinante compreendendo: (a) a introducdo em uma célula
hospedeira bacteriana de um vetor de expressao que codifique
uma proteina recombinante sob o controle de um promotor
induzivel para formar uma célula bacteriana recombinante;
(b) a introdugdo da célula bacteriana recombinante em um
meio de cultura para formar uma cultura celular; (c) a
adigdo de uma fonte de carbono a cultura celular como uma
alimentacdo continua; (d) a monitorizacdo do crescimento
celular na cultura celular guanto a atingir uma densidade
bptica de limiar (ODggg) ; (e) a adicdo de um indutor do
promotor induzivel a cultura celular como uma alimentacdao
continua uma vez gque a densidade o6ptica de limiar (ODego)
seja atingida; e (f) a colheita da proteina recombinante da

cultura celular.
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Ainda outra modalidade da presente invencao
apresenta um método para a producadao de uma proteina
recombinante compreendendo: e} cultivo de uma célula
bacteriana recombinante para expressar uma proteina
recombinante por adicg¢do continua de um indutor a uma cultura
compreendendo a célula bacteriana apds a cultura atingir um
pardmetro de limiar, em gue a célula bacteriana compreende
uma sequéncia de &cido nucléico correspondente a um gene de
N. meningitidis sorogrupo B.

De acordo com ainda outra modalidade, a presente
invencao apresenta um método para a producao de uma proteina
2086 recombinante (rP2086) compreendendo: (a) a introducgao
em uma célula hospedeira bacteriana de um vetor de expressao
que codifique uma proteina 2086 meningocdcica recombinante
sob o controle de um promotor induzivel para formar uma
célula bacteriana recombinante; (b) a introducdo da célula
bacteriana recombinante em um meio de cultura para formar
uma cultura; (c) a adicao de uma fonte de carbono a cultura;
(d) a monitorizacdo do crescimento celular na cultura guanto
a atingir uma densidade 6ptica de limiar (OD); (e) a adicgao
continua de um indutor do promotor induzivel a cultura uma
vez que a densidade celular da cultura atinja uma densidade
Optica de cerca de 70 a 110; e (f) a colheita da proteina
2086 meningocdécica recombinante da cultura apds cerca de 3
horas a cerca de 6 horas depois do inicio da adigdo continua
do indutor.

De acordo com outra modalidade, a presente

invencdo apresenta uma composic¢do compreendendo: uma cultura
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bacteriana compreendendo uma proteina 2086 recombinante
(rP2086) a uma densidade de pelo menos cerca de 1,5 g/L com
base no volume total da cultura bacteriana.

De acordo com ainda outra modalidade, a presente
invencao apresenta uma composicdo compreendendo: um meio de
cultura bacteriana compreendendo uma proteina 2086
meningocdcica recombinante (rP2086) preparada de acordo com
0s métodos da presente invencao.

Breve Descricdo dos Desenhos

Figura 1: Fermentacdo por batelada alimentada a
varias taxas de alimentacdo constantes, sem inducao.

Figura 2: Fermentagdo por batelada alimentada a
varias taxas de alimentacdo constantes, sem inducdo.

Figura 3: Inducgdo a vérias densidades oépticas.

Figura 4: Inducdo com varios niveis de arabinose.

Figura 5: Efeitos do método de adicdo de arabinose
sobre o rendimento de rLP2086.

Figura 6: Efeito da taxa de alimentacéao de
arabinose sobre a producdoc de rLP2086.

Figura 7: Efeito do tempo de inducdo sobre a
expressao.

Figura 8: Fermentagdo por batelada alimentada para
producao de rLP2086 subfamilia B.

Figuras 9a e 9b: SDS-PAGE e Western Blot da
indugdo de rLP2086 subfamilia B, respectivamente.

Figura 10: Fermentacdo por batelada alimentada

para produgdo de rLP2086 subfamilia A.
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Figuras 1lla e 1lb: SDS-PAGE e Western Blot da
inducgao de rLP2086 subfamilia A, respectivamente.

Figuras 12a, 12b e 12c: Alimentacdo dupla de
glicose e arabinose durante a inducao.

Figura 13a: fermentacdo por batelada alimentada de
rLP2086 subfamilia B de E. coli a uma escala de 100 L.

Figura 13b: fermentacdo por batelada alimentada de
rLP2086 subfamilia A de E. coli a uma escala de 100 L.

Figura 1l4a: fermentagdo por batelada alimentada de
rLP2086 subfamilia B de E. coli com alimentacado dupla de
glicose e arabinose a uma escala de 100 L.

Figura 14b: fermentacdo por batelada alimentada de
rL.P2086 subfamilia A de E. coli com alimentacdo dupla de
glicose e arabinose a uma escala de 100 L.

Descricao Detalhada da Invencéao

Os métodos da presente invencdo se baseiam na
descoberta surpreendente de que rendimentos de proteina
inesperadamente altos sao obtidos por fermentacao por
batelada alimentada com alimentac&o continua de um indutor
durante a inducdo em um meio de cultura. Opcionalmente, uma
fonte de carbono é continuamente alimentada antes da e/ou
durante a alimentacgdo continua de indutor. Quando induzido
por arabinose, cerca de 2 - 3 g/L de uma lipoproteina 2086
recombinante (rLP2086) (que € expressa por um microorganismo
com uma sequéncia correspondendo ao gene 2086 gene em N.
meningitidis sorogrupc B) foram produzidos de acordo com uma
modalidade da invencdo. Isso representa um aumento de

aproximadamente 2 a 3 vezes no rendimento de rLP2086 por
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fermentacao por batelada alimentada para ambas as
subfamilias A e B da proteina 2086 em comparagaoc com um
processo de fermentacdo por batelada comparativo. Além
disso, os métodos da presente invengdo s&o prontamente
adaptaveis a producdo em escala comercial dessas e de outras
proteinas.

Para fins de promover um entendimento das
modalidades aqui descritas, sera feita referéncia a varias
modalidades, e uma linguagem especifica serda wusada para
descrevé-las. A terminologia aqui usada é apenas para fins
de descrever modalidades particulares e ndo se destina a

limitar o ambito da presente invencgdo. Conforme usadas nesta

exposicdo, as formas singulares “um”, “uma”, Y“Yo” e Y“a”
incluem a referéncia plural, a menos gue O contexto
claramente determine de outra forma. Da mesma forma, as

formas singulares de termos como “meio” incluem a referéncia
ao plural “meios” e vice-versa. Assim, por exemplo, uma
referéncia a “um meio de cultura” inclui uma pluralidade
desses meios, assim como um uUnico meio; e uma referéncia a
“meio de cultura” inclui uma pluralidade de meios, assim
como um unico meio.

O termo “indutor”, conforme aqui usado, refere-se
a qualguer agente que induza, intensifique ou promova a
expressao de uma proteina recombinante, em que a expressao
do gene sob o controle do promotor induzivel possa ser
diretamente regulado pela concentracao desse agente.

O termo “fonte de carbono”, conforme agui usado,

refere-se a uma fonte de carbono e energia para as células.
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Os termos “alimentacao”, “alimentado”,
“alimentando” ou “adig¢do continua”, conforme aqui usados de
maneira intercambiavel, referem-se a adicao de uma
substancia continuamente durante um periodo de tempo, em vez
de tudo de uma vez. Os termos consideram um inicio e/ou
término Unicos ou miltiplos pontos de partida e/ou parada

para a adicdo continua da substdncia durante um processo de

fermentacéao.
C termo ‘“proteina recombinante”, conforme aqui
usado, refere-se a qualguer proteina ou sua parte

biologicamente ativa (por exemplo, uma parte- que retenha
atividade bioldgica da proteina completa) gque nao seja um
gene repdrter ou marcador (por exemplo, uma proteilna
fluorescente verde) expressada por material genético
recombinante que codifique aminoacidos, incluindo peptidios,
polipeptidios, proteinas, oligoproteinas e/ou proteinas de
fusdo. Um produto de proteina recombinante pode incluir um
produto terapéutico, profilatico ou diagndstico.

Métodos da Presente Invencdo:

Os métodos da presente invencao proporcionam
rendimentos inesperadamente altos de proteina mediante um
novo processo de fermentacdo por batelada alimentada
envolvendo a adicdo continua de um indutor, como arabinose,
a um meio de cultura apds a cultura atingir um pardmetro de
limiar. Uma fonte de carbono, como glicose, é em geral
adicionada a uma cultura compreendendo uma célula bacteriana

recombinante antes da fase de inducado. A fonte de carbono
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pode ser alimentada Jjuntamente com o indutor. O indutor
também pode servir de fonte de carbono secundéaria.

Uma fonte de carbono, como glicose, é
continuamente adicionada ao meio de cultura, antes e/ou
durante a alimentacdo continua do indutor ao meio de
cultura, de acordo com uma modalidade da presente invencgao.
Assim, a alimentacdo continua da fonte de carbono se
superpde a alimentacdo continua do indutor, de acordo com
uma modalidade. A alimentacédo continua da fonte de carbono
pode continuar durante toda a duracdo da alimentacéao
continua de indutor ou apenas durante parte(s) dessa
duracdo. Em outra modalidade, a alimentacdo continua da
fonte de carbono ndo se superpde a alimentacd&o continua do
indutor. De acordo com uma modalidade da presente invencao,
o indutor e/ou a fonte de carbono podem ser alimentados a
cultura a uma taxa constante.

O processo de fermentacgdo por batelada alimentada
envolve varias etapas, resultando na producdo da proteina
desejada de acordo com uma modalidade da invencdo. Em uma
etapa inicial, um vetor de expressao que codifica um produto
de proteina recombinante sob o© controle de um promotor
induzivel é preparado e, entdo, é introduzido em uma célula
hospedeira Dbacteriana. A célula hospedeira Dbacteriana é
introduzida em um meio de cultura. Um indutor do promotor
induzivel ¢é alimentado a cultura (isto &, o indutor é
adicionado & cultura continuamente durante um periodo de
tempo). O indutor pode ser alimentado a cultura a uma taxa

constante. Entdo, o produto de proteina recombinante &
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colhido da cultura. A proteina recombinante produzida dessa
maneira pode ser, entdo, purificada conforme desejado e/ou
usada de qualquer maneira adequada, como em uma formulagdo
profilatica, terapéutica ou diagndstica.

Uma alta densidade celular e um rendimento de
proteina aumentado foram inesperadamente conseguidos pela
fermentacdo por batelada alimentada com a alimentacdo a taxa
constante de um indutor, o que proporciona um rendimento de
produto de proteina recombinante aproximadamente 2 a 3 vezes
maior em comparacdo com a fermentacao por batelada, conforme
ilustrado nos exemplos apresentados abaixo. Os métodos da
presente 1invencdo sdo aplicaveis a fermentagdo em grande
escala, assim como a fermentacao em peguena escala.
Fermentag¢do em “grande escala”, conforme aqui usado, refere-
se a fermentacdo em um fermentador que tenham pelo menos
aproximadamente 1.000 L de capacidade volumétrica, isto ¢&,
volume de trabalho, deixando um espaco adequado para O
espago superior. Fermentacdo em “pequena escala” se refere
genericamente a fermentacdo em um fermentador com no maximo
aproximadamente 100 L de capacidade volumétrica, como 5 L,
10 L, 50 L ou 100 L. Uma vantagem demonstrada do presente
processo de fermentacgdo por batelada alimentada €& que pode
ser utilizada para a producdo de um produto de proteina
recombinante na escala de fermentador de 5 a 10 L e ser
escalonavel para qualquer volume, por exemplo, 100 L, 150 L,
250 L, 500 L, 1.000 L ou mais, sem limitacdo.

Indutores:
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Os métodos aqui descritos se referem a produgdo de
proteina recombinante, em que a expressdo de proteina
recombinante estd sob o <controle transcricional de um
promotor induzivel, pelo que a expressdo do gene sob o
controle do promotor induzivel pode ser diretamente regulada
pela concentragdo do indutor presente no meio de cultura. O
indutor ¢é continuamente fornecido ao meio de cultura,
opcionalmente a uma taxa constante. O indutor é adicionado
ao meio de cultura uma vez que um pardmetro de limiar tenha
sido atingido. Por exemplo, uma proteina recombinante pode
estar sob o controle do promotor araB (por exemplo, ParaB),
gque pode ser diretamente regulado pela concentracgdo de
arabinose que é adicionada a uma taxa constante ao meio de
cultura. Indutores adequados para uso Jjuntamente com a
presente invenc¢ao s&o bem conhecidos por aqueles versados na
técnica. Exemplos de indutores da presente invengdo sé&o

apresentados abaixo, sem limitacao.

Promotor Indutor

Promotor de arabinose, como Arabinose

ParaB

Plasminogénio humano Fator de Necrose Tumoral
Inibidor de Ativador tipo- TNF

1, Hpai-1

Citocromo P-450 Toxinas

Elemento Sensivel a Metal Metais Pesados, Mamario de

CYP1Al, MRE Camundongo
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Virus de Tumor Glicocorticdides

Colagenase Ester de Forbol
Estromolisina Ester de Forbol

SV40 Ester de Forbol

Proliferrina Ester de Forbol
o—2~-Macroglobulina IL-6

Gene MX Murideo Interferon, Virus da Doencga

de Newcastle

Vimectina Soro
Estimulante de Tiredide Hormdénio Tireoidiano
Gene do Horménio « HSP70 Ela, Sv40 T

Grande Antigénico

Fator de Necreose Tumoral FMA

Interferon Infecgado viral, dsRNA
Somatostatina AMP ciclico
Fibronectina AMP ciclico
promotor/operador lac IPTG

Fonte de Carbono:

Qualquer fonte de carbono adequada, por exemplo,
glicerol, succinato, lactato, ou fonte de carbono a base de
acucar, por exemplo, glicose, lactose, sacarose e frutose, &
considerada para uso na presente invencdo, conforme sera
compreendido por aqueles versados na técnica. Por exemplo,
fontes de carbono a base de acgucar que podem ser usadas na
presente invencdo incluem, sem limitagdo, polissacarideos
ramificados ou ndo ramificados gque compreendam os mondmeros

sacaridicos D-manose, D- e L-galactose, fucose, frutose, D-
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se qualisquer sequéncias de controle de expressdo e células
hospedeiras/veiculos de clonagem adequados, conforme seria
sabido por alguém versado na técnica com base na exposicdo
aqui apresentada.

Sequéncias de controle de expressdo e combinagdes
de célula hospedeira/veiculo de clonagem adequadas sao bem
conhecidas na técnica e estdao descritas, a titulo de
exemplo, em Sambrook, J., E.F. Fritsch, e T. Maniatis, 1989,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY. Genericamente,
técnicas de DNA recombinante envolvem a obtencdo, por
sintese ou isolamento, de uma sequéncia de DNA que codifique
a proteina recombinante de interesse, e sua introducdo em um
sistema de expressdao vetor/célula hospedeira apropriado,
onde & expresso, de preferéncia sob o controle de um
promotor induzivel por arabinose. Qualquer um dos métodos
descritos para a insergdo de DNA em um vetor de expressao
pode ser usado para ligar um promotor e outros elementos de
controle reguladores em sitios especificos dentro do vetor
recombinante selecionado. Células hospedeiras adequadas sdo,
entao, transformadas, infectadas, transduzidas ou
transfectadas com esses vetores ou plasmidios por técnicas
convencionais.

Varios sistemas de célula hospedeira-vetor
(plasmidio) podem ser usados para expressar a proteina
recombinante de interesse. O sistema de vetor, como, por
exemplo, um sistema incluindo promotor induzivel por

arabinose, é compativel com a célula hospedeira usada. O DNA
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que codifica o produto de proteina recombinante de interesse
€ 1inserido em um sistema de expressdo, e o promotor (de
preferéncia o promotor induzivel por arabinose) e outros
elementos de controle sdo ligados em sitios especificos
dentro do vetor, de modo que, quando o vetor é inserido em
uma célula hospedeira (por transformacdo, transducdo ou
transfecc¢do, dependendo do sistema célula hospedeira-vetor
usado) , o DNA qgue codifica o produto de proteina
recompbinante de interesse é expresso pela célula hospedeira.

O vetor pode ser selecionado de um dos vetores
virais ou vetores ndo virails acima descritas, mas tem de ser
compativel com a célula hospedeira usada. O vetor de DNA

recombinante pode ser introduzido em células hospedeiras

apropriadas (bactérias, virus, levedura, células de
mamiferos ou outras) por transformacéao, transducéao ou
transfecgcdo e outros (dependendo do sistema vetor/célula
hospedeira). Sistemas hospedeiro-vetor incluem, mas ndo se

limitam a, bactérias transformadas com DNA de bacteridfago,
DNA de plasmidio ou DNA de cosmidio.

A expressao em procariotos do produto de proteina
recombinante de interesse pode ser realizada em qualqgquer
espécie adequada ou cepa de bactéria, como E. coli, com
vetores contendo promotores constitutivos ou induziveis gque
direcionem a expressao de proteinas de fusdo ou de néo
fusdo.

Vetores de fuséao acrescentam um numero de
aminoacidos a uma proteina codificada, na terminag¢do amino

ou carbdxi da proteina recombinante. Esses vetores de fusao
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servem tipicamente a trés finalidades: 1) aumentar a
expressao da proteina recombinante; 2) aumentar a
solubilidade da proteina recombinante; e 3) auxiliar na

purificacdao da proteina recombinante por acdo como um
ligante em purificacdo por afinidade. Freqglientemente, em
vetores de expressdao de fusdo, introduz-se um sitio de
clivagem proteolitica na juncdo da fracdo de fusdo com a
proteina recombinante para permitir a separacdo da proteina

recompbinante da fragdo de fusdo apds a purificacao da

proteina de fusdo. Essas enzimas, e suas sequéncias de
reconhecimento cognatas, incluem Fator Xa, trombina e
enteroguinase.

Vetores de expressao de fusdo tipicos incluem Pgex
(Pharmacia Biotech Inc; Smith e Johnson, 1988), Pmal (New
England Biolabs, Beverly; Mass.) e Priths (Pharmacia,
Piscataway, N.J.), que fundem glutationa S-transferase
(GST), proteina de 1ligagdo E a maltose ou proteina A,
respectivamente, a proteina recombinante alvo.

Exemplos de vetores de expressao em E. coli de néao
fusdo induzivel adequados incluem pTrc (Amann et al. (1988)
Tightly regulated tac promoter vectors useful for the
expression of unfused and fused proteins 1in Escherichia
coli, Gene, 69, 301-315), e Pet Iid (Studier et al. (1990)
Use of T7 RNA polymerase to direct expression of cloned
genes, Methods in Enzymology, 185, 60-89). A expressao do
gene alvo pelo vetor pTrc se baseia na transcrigdo de RNA
polimerase do hospedeiro a partir de um promotor de fusao

trp-lac hibrido. A expressdao do gene alvo pelo vetor Pet Iid
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se baseia na transcrigdo a partir de um promotor de fusdo T7
gnl O-lac mediada por uma RNA polimerase viral coexpressa J7
gnl. Essa polimerase viral é suprida por cepas hospedeiras
BL21 (DE3) ou HMS I 74(DE3) de um prdé-fago residente
portador de um gene T7 gnl sob o controle transcricional do
promotor lacUV 5.

A sequéncia reguladora do construto de vetor é um
promotor induzivel de acordo com uma modalidade. O uso de um
promotor induzivel permitird que baixos niveis basais de
proteina ativada sejam produzidos pela célula durante o
cultivo de rotina e adigdo de expansdo. Subsequentemente, as
células podem ser, entdo, induzidas a expressar grandes
quantidades da proteina desejada durante a producdo ou
triagem. O promotor induzivel pode ser isolado de genomas
celulares ou virais.

Promotores induziveis gue sao regulados por
compostos supridos exogenamente incluem, sem limitacdo, o
promotor de arabinose, o promotor de metalotionina de ovelha
induzivel por zinco (MT), o promotor do virus de tumor
mamario de camundongo (MMTV) induzivel por dexametasona
(Dex), o sistema promotor de T7 polimerase (WO 98/10088); o
promotor de inseto ecdisona (No et al., 1996 Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 93:3346-3351), o sistema repressivel por
tetraciclina (Gossen et al., 1992 Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 89:5547-5551), o sistema induzivel por tetraciclina
(Gossen et al., 1995 Science, 268:1766-1769, veja também
Harvey et al., 1998 Curr. Opin. Chem Biol, 2:512-518), o©

sistema induzivel por RU486 (Wang et al., 1997 Nat.
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Biotech., 15:239-243 e Wang et al., 1997 Gene Ther., 4:432-
441) e o sistema induzivel por rapamicina (Magari et al.,
1997 J. Clin. Invest., 100: 2865-2872). De acordo com uma
modalidade da invengd&o, o promotor é um promotor induzivel
por arabinose.

Qualquer célula hospedeira bacteriana adequada é
considerada para uso na presente invencdo, conforme seria
compreendido por aqueles versados na técnica com base na

exposigdo aqul apresentada. Por exemplo, bactérias adequadas

para essa finalidade incluem Escherichia, Enterobacter,
Azotobacter, Erwinia, Bacillus, Pseudomonas, Klebsiella,
Proteus, Salmonella, Serratia, Shigella, Rhizobia,
Vitreoscilla, Paracoccus, ou uma combinacdo delas, sem

limitacdo. Qualgquer cepa adeguada de gualquer uma dessas
bactérias adequadas também ¢ considerada pela presente
invengao. Além disso, o uso de células mutantes adequadas,
conforme seria reconhecido por aqueles versados na técnica,
também é considerado pela ©presente invencéao. Aqueles
versados na técnica seriam prontamente capazes de selecionar
uma célula hospedeira apropriada para usar sob
circunsténcias especificas mediante a orientacao aqui
apresentada.

Exemplos de vetores de expressdo em E. coli
induziveis adequados incluem, sem limitag¢do, pTrc (Amann et
al., 1988 Gene, 69:301-315), os vetores de expressao de
arabinose (por exemplo, Pbadl8, Guzman et al., 1995 J.
Bacteriol., 177:4121-4130), e pETIId (Studier et al., 1990

Methods in Enzymology, 185:60-89). A expressadao do gene alvo
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pelo vetor pTrc se baseia na transcricaoc de RNA polimerase
do hospedeiro a partir de um promotor de fusao trp-lac
hibrido. A expressdo do gene alvo pelo vetor pETIId se
baseia na transcricdo a partir de um promotor de fusdo T7
gnlO-lac mediada por uma RNA polimerase viral coexpressa T7
gn 1. Essa polimerase viral é suprida por cepas hospedeiras
BL21 (DE3) ou HMS I 74(DE3) a partir de um pré-fago
residente portador de um gene T7 gnl sob o controle
transcricional do promotor lacUV5. O sistema Pgap Se baseia
no promotor de arabinose induzivel que ¢é regulado pelo gene
araC. O promotor é induzido na presenca de arabinose.

Outras modalidades da presente invengdo utilizam
vetores de expressao regulados por arabinose ou vetores em
que a expressdo da proteina recombinante de interesse esteja
sob o controle do promotor de arabinose, por exemplo, o
promotor para o dperon de arabinose de E. coli, Pgap OU Para,
sem limitacéao.

Uma sequéncia de acido nucléico (nucleotideos) que
codifique qualquer proteina desejada ¢é considerada pela
presente invengdo. A sequéncia de nucleotideos pode ser uma
sequéncia de nucleotideos de ocorréncia natural completa ou
parcial ou uma sequéncia de nucleotideos alterada completa
ou parcial, ou qualquer sequéncia que se hibridize a elas
sob condig¢des rigorosas. Referéncias aqui a sequéncias de
acidos nucléicos que correspondam a um dene se referem a
gqualguer seqguéncia de Aacido nucléico expressavel como a

proteina desejada.
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de fita simples ou fita dupla,

circular covalentemente fechada.

Exemplos de condicgdes de rigor sdao mostradas na
Tabela de Condigdes de Rigor abaixo: condigdes altamente
rigorosas sao aquelas gque sdo pelo menos tao rigorosas
quanto, por exemplo, as condigdes A - F; condic¢des rigorosas
sao pelo menos tao rigorosas quanto, por exemplo, as
condigbes G - L; e condigdes reduzido rigor sao pelo
menos tdo rigorosas quanto, por exemplo, as condig¢des M - R.

CONDICOES DE RIGOR

linear ou de forma

Condicéo Hibrido Comprimento Temperatura de Temperatura
de Rigor Polinucleoti do Hibrido Hibridizacéao e de Lavagem e
dico (pb) ! Tamp&o" Tampé&o"
A DNA : DNA > 50 65EC; 1xSSC -ou- 65EC;
42EC; 1xSSC, 50% 0.3xSSC
formamida
B DNA: DNA < 50 Tg; 1xSSC Tg; 1xSSC
C DNA: RNA > 50 67EC; 1xSSC -ou- 67EC;
45EC; 1xSSC, 50% 0.3xSSC
formamida
D DNA : RNA < 50 Ty; 1xSSC Th; 1xSSC
E RNA: RNA > 50 70EC; 1xSSC -ou- 70EC;
50EC; 1xSSC, 50% 0.3xSSC
formamida
N RNA: RNA < 50 Te; 1xSSC T¢; 1xSSC
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G DNA : DNA > 50 65EC; 4xSSC -ou- 65EC; 1xSS5C
42EC; 4xS8SC, 50%
formamida
H DNA : DNA < 50 Ty; 4xSSC Ty; 4xSSC
i DNA : RNA > 50 67EC; 4xSSC -ou- 67EC; 1xSSC
45EC; 4xS8SC, 50%
formamida
J DNA : RNA < 50 Ts;; 4x8S3C T,;; 4xSSC
K RNA: RNA > 50 70EC; 4xSSC -ou- 67EC; 1xSSC
50EC; 4xSSC, 50%
formamida
L RNA : RNA < 50 T.; 2xSSC T.; 2xSSC
M DNA : DNA > 50 50EC; 4xS8SSC —-ou- 50EC; 2xSSC
40EC; 6x38SC, 50%
formamida
N DNA: DNA < 50 Ty; 6xSSC Ty; 6xSSC
@] DNA : RNA > 50 55EC; 4xSSC -ou- 55EC; 2xSSC
42EC; 6xSSC, 50%
formamida
P DNA: RNA < 50 Tp; 6xSSC Tp; 6xSSC
Q RNA: RNA > 50 60EC; 4xSSC -ou- 60EC; 2xSSC
45EC; 6xSSC, 50%
formamida
R RNA : RNA < 50 Tx; 4xSSC Ta; 4xSSC
pb’': O comprimento do hibrido é aquele antecipado

para af(s)

hibridizacao.

regido (des)

Quando

hibridizada (s)

dos polinucleotideos de

se hibridiza um polinucleotideo a um
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polinucleotideo alvo de sequéncia desconhecida, o

comprimento do hibrido é considerado o do polinucleotideo de

hibridizagéo. Quando se  hibridizam polinucleotideos de
sequéncia conhecida, o comprimento do hibrido pode ser
determinado por alinhamento das sequéncias dos

polinucleotideos e identificacdo da regido ou regides de
complementaridades 6timas de sequéncia.

Tamp&do”: SSPE (1xSSPE & 0,15M de NaCl, 10mM de
NaH,PQy4, e 1,25mM de EDTA, pH 7,4) pode substituir S8SC
(lxssC & 0,15M de NaCl e 15mM de citrato de sdédio) nos
tampdes de hibridizacéo e lavagem; as lavagens sao
realizadas durante 15 minutos depois de completa a
hibridizacéao.

Tg a Tr: A temperatura de  hibridizag¢ao para

hibridos antecipados como sendo menores gque 50 pares de

bases de comprimento deve ser de 5 - 10EC abaixo da
temperatura de fusao (Tw) do hibrido, em que T é
determinada de acordo com as seguintes equacgdes. Para

hibridos com menos de 18 pares de bases de comprimento,
To(EC) = 2(n® de bases A + T) + 4(n® de bases G + C). Para
hibridos entre 18 e 49 pares de bases de comprimento, Ty (EC)
= 81,5 + 16,6(logm[Na+]) + 0,41(%G+C) - (600/N), em gue N é
o numero de bases no hibrido, e [Na’] é a concentracdo de
ions sdédio no tampdo de hibridizacdo ([Na'] para 1xSSC =
0,165 M).

Exemplos adicionais de condigbdes de rigor para
hibridizacao de polinucleotideos sao apresentados em

Sambrook, J., E.F. Fritsch, e T. Maniatis, 1989, Molecular
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Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory

Press, Cold Spring Harbor, NY, capitulos 9 e 11, e Current
Protocols in Molecular Biology, 1995, F.M. Ausubel et al.,
eds., John Wiley & Sons, Inc., secdes 2.10 e 6.3-6.4, aqgui
incorporados por referéncia.

A invencdo considera o uso de polinucleotideos que
sejam completamente complementares a esses polinucleotideos,
assim como sequéncias antissentido. As seguéncias
antissentido, também chamadas de oligonucleotideos
antissentido, incluem tanto sequéncias geradas internamente,
quanto administradas externamente, que blogueiem a expressao

de polinucleotideos que codifiquem os polipeptidios da

invencao. As seguéncias antissentido da invencao
compreendem, por exemplo, cerca de 15 - 20 pares de bases,
sem limitacéao. As sequéncias antissentido podem ser

projetadas, por exemplo, para inibir a transcricd3o mediante
prevencdao da ligagao do promotor a uma sequéncia néao
traduzida a montante ou prevencdo da traducdo de um
transcrito que codifique um polipeptidio da invengdo ao
evitar a ligagdo do ribossomo.

Os polinucleotideos podem ser preparados ou
obtidos de qualquer maneira adequada (por exemplo, por
sintese gquimica, a partir de bibliotecas de DNA, a partir do
proéprio organismo) e podem ter varias formas (como fita
simples, fita dupla, vetores, sondas, primers), conforme
seria entendido por aqueles versados na técnica. O termo
“"polinucleotideo” inclui DNA e RNA, e também seus analogos,

como aqueles contendo estruturas principais modificadas. De
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acordo com implementag¢des adicionais da presente invencao,
0s polinucleotideos compreendem uma biblioteca de DNA, como
uma biblioteca de cDNA.

Sistemas de Expressdo da Proteina 2086:

Apresenta-se um microorganismo recombinante capaz
de expressar o polipeptidio 2086 de Neisseria meningitidis
sorogrupo B 2086 de acordo com uma modalidade da presente
invencé&o. O microorganismo recombinante compreende uma
sequéncia de controle de expressao com sequéncias promotoras

e sequéncias iniciadoras, e uma sequéncia de nucleotideos

que codifica um polipeptidio 2086, a sequéncia de
nucleotideos estando localizada em 3’ com relacgao as
sequéncias promotoras e iniciadoras. Em um aspecto

adicional, apresenta-se uma célula hospedeira compreendendo
um polinucleotideo 2086 recombinante, conforme aqui descrito
e nos WO 03/063766 e WO 04/094596, que sao aqui incorporados
por referéncia em sua inteireza. Assim, a presente invencgao
apresenta um método para a producdo de uma proteina 2086
recombinante, conforme descrito nos WO 03/063766 e WO
04/094596, por exemplo, sem limitacdo.

Uma vez que as células hospedeiras gue expressam a
proteina ou polipeptidio desejado da invenc&o tenham sido
construidas por transformacdo, transfeccdo ou infeccdao de
células hospedeiras com plasmidios contendo o
polinucleotideo 2086 correspondente, as células hospedeiras
sdo cultivadas sob condigdes em que os polipeptidios sejam
expressos de acordo com os métodos da presente invencdo. O

polipeptidio pode ser, entdo, isolado substancialmente livre
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de componentes contaminantes da c¢élula hospedeira por
técnicas bem conhecidas por aqueles versados na técnica.

Parametros de Limiar:

Varios pardmetros de limiar podem ser usados para
monitorizar e controlar o progresso da cultura em termos de
crescimento celular e expressdao de proteina recombinante.
Esses pardmetros incluem, mas ndo se limitam a, densidade
optica (OD), oxigénio dissolvido (DO), PH, consumo de
nutriente/energia (como fonte de carbono), acumulo de
subprodutos metabdélicos (por exemplo, acido acético), tempo
de colheita e temperatura. Qualquer pardametro adequado ou
combinagdo de paré&metros é considerada para uso na presente
invengdo, conforme seria compreendido por agueles versados
na técnica, com base nas orientagdes aqui apresentadas.

Estabelece-se um parametro de limiar para
determinar o ponto em que o indutor deve ser continuamente
adicionado a cultura (isto ¢é, alimentado a cultura com O
tempo). O pardmetro de limiar é um paré@metro predeterminado.
Um parametro de limiar apropriado, como uma densidade optica
predeterminada, é prontamente determinado por alguém versado
na técnica com base nas orientacgcdes aqui apresentadas, de
acordo com varias modalidades da presente invencdo. Pode-se
usar um paradmetro de limiar ou uma combinacdo de parametros
de limiar.

O parametro ou combinacido de parametros pode ser
monitorizada em quaisquer intervalos de tempo adequados na

cultura. Por exemplo, ODgo e concentracdes de glicose podem
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ser monitorizados a intervalos de uma hora, meia hora ou um
quarto de hora, sem limitacdao.

A densidade o6ptica é usada como o parametro de
limiar para inicio da alimentacdao continua de indutor, de
acordo com uma modalidade da presente invengdo. Quando a
densidade celular da cultura atinge um parametro de limiar
predeterminado, como uma densidade oéptica de cerca de 70 a
cerca de 110, o indutor é, entdo, alimentado & cultura,
conforme aqui descrito. Pode-se estabelecer uma faixa mais
estreita para o paréametro de limiar. Por exemplo, a presente
invencdo considera que se pode iniciar a adicgado continua do
indutor a cultura quando a densidade celular da cultura
atinge uma densidade éptica de cerca de 70 a cerca de 105,
de cerca de 75 a cerca de 100, de cerca de 75 a cerca de 95,
de cerca de 75 a cerca de 85, de cerca de 76 a cerca de 84,
de cerca de 78 a cerca de 82 ou de cerca de 80, de acordo
com modalidades da presente invencéo.

A presente invencdo também considera o uso de
parametros de limiar para sinalizar o inicio e/ou término da
alimentagdo da fonte de carbono.

Qualgquer dispositivo adequado ou combinagdo de
dispositivos é considerada para uso na monitorizagdo do(s)
parametro(s) de limiar, conforme seria sabido por aqueles
versados na técnica. Por exemplo, uma sonda ou uma
combinacdo de sondas para medir um pardmetro de limiar pode
ser montada no dispositivo de fermentagcao (o “fermentador”)
de gqualquer maneira adequada, sem limitagdo.

Taxas de Alimentacdo Constante:
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As taxas de alimentacdo constante se referem a
taxa em que o(s) indutor(es) e/ou fonte(s) de carbono é(sao)
adicionado(s) a cultura. O indutor é adicionado a cultura
ap6s um pardmetro de limiar ter sido atingido. A fonte de
carbono também pode ser adicionada & cultura apds um
parametro de limiar ser atingido (e, da mesma forma, a
adigdo da fonte de carbono pode ser terminada ao se atingir
um parametro de limiar). Esses pardmetros de limiar incluem,
sem limitagdao, densidade oéptica (OD), oxigénio dissolvido
(DO), pH, concentracdo de nutriente no meio de cultura,
concentragdo total da primeira fonte de carbono adicionada
ao meio de cultura ou qualguer combinag¢do desses.

Qualquer taxa constante adequada ¢é wusada para
adicionar continuamente o indutor e/ou fonte de carbono a
cultura, conforme seria compreendido por aqueles versados na
técnica com Dbase nas orientagdes aqui apresentadas. De
acordo com varias modalidades da presente invencdo, uma taxa
constante adequada ¢é determinada por DO-stat, conforme
descrito nos exemplos abaixo. Por exemplo, uma taxa de
alimentacdo equivalente ao controlador DO-stat pode ser
selecionada por adicdo de glicose suficiente para levar a
concentracado a 15 e 24 g/L a cada hora, sem limitacao.

Por exemplo, o indutor e/ou fonte de carbono pode
ser adicionado a cultura a uma taxa constante até gue uma
certa quantidade de indutor e/ou fonte de carbono, como de
cerca de 4 g/L a cerca de 40 g/L, como 4 g/L, 5 g/L, 6 g/L,
7 g/L, 8 g9g/L, 9 g/L, 9.5 g/L, 9.75 g/L, 10 g/L, 10.25 g/L,

10.5 g/L, 11 g/L, 12 g/L, 13 g/L, 14 g/L, 15 g/L, 16 g/L, 17
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g/L, 18 g/L, 19 g/L, 20 g/L, 21 g/L, 22 g/L, 23 g/L, 24 g/L,
25 g/L, 26 g/L, 27 g/L, 28 g/L, 29 g/L, 30 g/L, 31 g/L, 32
g/L, 33 g/L, 34 g/L, 35 g/L, 36 g/L, 37 g/L, 38 g/L, 39 g/L,
40 g/L, com base no volume total da cultura, tenha sido
adicionada a cultura, sem limitacdo. De acordo com varias
modalidades, a quantidade total de indutor e/ou fonte de
carbono alimentada a cultura é de cerca de 5 g/L a cerca de
20 g/L, 7 g/L a cerca de 15 g/L, 8 g/L a cerca de 14 g/L, 9
g/L a cerca de 11 g/L, ou cerca de 10 g/L.

A quantidade total de indutor a ser adicionada a
cultura pode ser compensada pela quantidade total de fonte
de carbono adicionada a cultura. Por exemplo, quando a fonte
de carbono é glicose, e o indutor é arabinose, a quantidade
de indutor adicionada pode ser reduzida pela adigdo de
glicose. Por exemplo, em uma modalidade, um total de 10 g/L
de um indutor (isto é, como arabinose) ¢é adicionado a uma
cultura, e 11 g/L de uma fonte de carbono, como glicose, s&o
adiciconados. O rendimento de proteina obtido dessa maneira
se aproxima do rendimento quando se usa uma quantidade total
de 20 g/L de arabinose (isto &, 20.000 g ou 20 kg no total
em uma cultura de 1.000 L de arabinose) e nenhuma glicose.
Assim, essa compensagao proporcionada pelos presentes
métodos ¢é vantajosa, dado o alto custo da arabinose com
relacdo a glicose.

De acordo com varias modalidades da invencao, a
taxa constante em que o indutor e/ou fonte de carbono é
adicionado a cultura pode ser estabelecida na faixa de cerca

de 1,5 g/L a cerca de 24 g/L a cada hora. Por exemplo,
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quando a fonte de carbono é glicose, a taxa constante para a
adigcdo de glicose pode incluir, sem limitacdo, 1,8 g de
glicose/L/h, 3,3 g de glicose/L/h, 6,7 g de glicose/L/h,15 g
de glicose/L/h, 16,4 g de glicose/L/h, 18 g de glicose/L/h,
24 g de glicose/L/h, e outras. De acordo com vVvarias
modalidades, um indutor como arabinose é adicionado a taxas
constantes de cerca de 1,5 g/L/h a cerca de 16 g/L/h.

De acordo com varias modalidades, uma vez gue um
parametro de 1limiar tenha sido atingido, a alimentacao de
fonte de carbono pode ser continuada, parada ou
temporariamente interrompida. A alimentacdo da fonte de
carbono pode ser interrompida, caso em que a alimentagao
sera reiniciada a taxa constante uma vez que o limiar para
inicio da alimentagdo tenha sido atingido. Assim, de acordo
com uma modalidade, podem-se usar um limiar de inicio e um
limiar de parada para regular a alimentacdo da fonte de
carbono a cultura. De acordo com outra modalidade, tanto
glicose, quanto arabinose sdo alimentadas a uma taxa
constante com base no parametro de 1limiar, sem parar ou
reiniciar a alimentacdao.

A guantidade total apropriada de fonte de carbono
a ser adicionada a qualquer cultura especifica pode ser
prontamente determinada por aqueles versados na técnica com
base nas orientag¢des aqui apresentadas. A guantidade total
de fonte de carbono adicionada a cultura pode variar de
cerca de 1 g/L a cerca de 100 g/L (com base no volume total
em litros da cultura) de acordo com uma modalidade da

presente invencéao. Por exemplo, de acordo com uma
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modalidade, 50 g/L de glicose sdo adicionados durante a fase
de crescimento partindo-se de 10 g/L no meio, comegando a
alimentagdo de glicose a taxa constante quando o nivel de
glicose atinge zero e continuando a alimentacdo de glicose a
taxa constante até que a OD atinja 80, guando, entdo, cerca
de 40 g/L de glicose terdo sido alimentados, além dos 10 g/L
de glicose 1iniciais. De acordo com uma modalidade, as
quantidades totais de fonte de carbono sao fornecidas em
forma concentrada para facilitar o escalonamento. Essas
quantidades sdo prontamente convertidas na massa total da
fonte de carbono a ser usada em uma circunsténcia
particular. Por exemplo, quando 10 g/L de fonte de carbono
devem ser adicionados a uma cultura de 1.000 L, a guantidade
total de fonte de carbono a ser adicionada é prontamente
determinada como 10 g/L X 1.000 L = 10.000 gramas (ou 10 kg)
de fonte de carbono total. A guantidade total de fonte de
carbono adicionada pode servir de parémetro de limiar de
acordo com varias modalidades conforme aqui descritas.

A guantidade total apropriada de indutor a ser
adicionada a qualqguer cultura especifica pode ser
prontamente determinada por aqueles versados na técnica com
base nas orientacgdes aqui apresentadas. A quantidade total
de indutor adicionada a cultura pode variar de cerca de 4
g/L a cerca de 40 g/L (com base no volume total em litros da
cultura) de acorde com varias modalidades. De acordo com
varias modalidades, a qgquantidade total de fonte de carbono
adicionada a cultura é de cerca de 5 g/L a cerca de 20 g/L,

7 g/L a cerca de 15 g/L, 8 g/L a cerca de 14 g/L, 9 g/L a
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cerca de 11 g/L, ou cerca de 10 g/L com base no volume total
da cultura. De acordo com uma modalidade, as quantidades
totais de indutor sd&o fornecidas em forma concentrada para
facilitar o escalonamento. Essas quantidades sdo prontamente
convertidas na massa total do indutor a ser usado em uma
circunstancia particular. Por exemplo, quando 10 g/L de
indutor devem ser adicionados a uma cultura de 1.000 L, a
quantidade total de indutor a ser adiciona €& prontamente
determinada como 10 g/L X 1.000 L = 10.000 gramas (ou 10 kg)
de indutor total.

O meio de cultura fresco tipicamente contém uma
quantidade 1inicial de uma primeira fonte de carbono no
momento da inoculacdo com uma célula hospedeira, criando,
assim, uma cultura. Essa concentracdo 1inicial pode ser
monitorizada, e a concentracdo da primeira fonte de carbono
usada como um pardmetro de limiar.

Qualquer suplemento ou nutriente adequado, além da

fonte de carbono, também pode ser alimentado a cultura em

quantidades apropriadas. O outro nutriente ou suplemento
pode ser monitorizado, e limiares apropriadamente
estabelecidos. Suplementos como nitrogénio ou fontes de

fosfato inorgdnico s&o considerados para uso na presente
invencgdo. Exemplos ndo limitativos de compostos gque sao
considerados para uso nos métodos da presente 1invengao
incluem KH;PO4, K;HPO4, citrato de sdédio, diidrato, (NHg)2SO04,
MgSOy, (Na) 804, CaCl,, FeSOy, cloranfenicol ou qualquer
combinacdo desses. O uso de uma fonte ou fontes de carbono

adicionails também & considerado.
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Densidade Optica e Fase de Crescimento Logaritmico:

A introdugdo de uma célula hospedeira bacteriana a
meios de cultura frescos cria uma cultura que tipicamente

atravessa quatro fases de crescimento mais ou menos

distintas: (i) fase de retardo, (ii) fase log (logaritmica
ou exponencial), (iii) fase estacionaria, e (iv) fase de
declinio (morte). A prépria fase log pode ser adicionalmente
dividida em Vvarias fases, como fase de crescimento

logaritmico inicial, fase de crescimento logaritmico média e
fase de crescimento logaritmico tardia. A densidade o6ptica
estad relacionada a fase de crescimento logaritmico. A fase
de crescimento logaritmico e a densidade oéptica também podem
ser usadas como pardmetros de limiar para sinalizar o inicio
e/ou parada da alimentacdo constante da fonte de carbono
e/ou indutor.

Por exemplo, a inducdo ou adicado continua do
indutor pode comegcar na fase de crescimento logaritmico
inicial, fase de crescimento logaritmico média e fase de
crescimento logaritmico tardia. A fase de crescimento
logaritmico tardia pode ocorrer a uma OD de cerca de 70 a
cerca de 110. Em uma modalidade da invencédo, a alimentacao a
taxa constante do indutor comegcard na fase de crescimento
logaritmico tardia do meio de cultura ou a uma OD de cerca
de 70 a cerca de 110, de cerca de 70 a cerca de 105, de
cerca de 75 a cerca de 85, ou cerca de 80 de acordo com
vadrias modalidades.

A OD pode ser medida a varios comprimentos de onda

que sejam comumente empregados por aqueles versados na

-~
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técnica. Tipicamente, usa-se a ODgyp como uma medida do
crescimento celular e densidade de células na cultura. A
menos que indicado de outra forma, “OD”, conforme aqui
usado, refere-se a ODeggg-

Oxigénio Dissolvido:

OQutro parédmetro que pode servir de gatilho para o
inicio e/ou parada do controlador de alimentacao é o
oxigénio dissolvido (DO) (isto é, fermentacdo por batelada
alimentada DO-stat). O DO pode ser controlado ajustando-se a
agitacao, fluxo de ar, suplemento de oxigénio e pressdo no
recipiente para controlar os meios de cultura. O limiar de
DO pode ser estabelecido na faixa de 5% a 80% de DO, como
20%, 40%, ou 80%. Uma vez gque o limiar tenha sido
encontrado, o controlador de alimentacdo para a fonte de
carbono ou indutor pode ser ligado até ser atingido um
limiar gue sinalize a parada da alimentacdo de controle. O
limiar de parada pode ser outro limiar de DO ou outro
parametro, como a quantidade da fonte de carbono ou indutor.
Por exemplo, sempre que o DO se elevar acima de 30% ou 40%
em um meio de cultura, o controlador de alimentacdo pode ser
iniciado até o momento em que o DO caia para 20%, ou,
alternativamente, até que 0,5 g/L ou 1 g/L da fonte de
carbono ou indutor tenha sido recém adicionado de acordo com

varias modalidades da presente invencéo.

pH:
Outro parametro que pode servir de gatilho para o
inicio e/ou parada do controlador de alimentacdo é o pH

(isto é, fermentacdo por batelada alimentada pH-stat). O pH
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pode ser controlado pela adigao de base ou acido aos meios
de cultura. O limiar de pH pode ser estabelecido na faixa de
6,8 a 7,2, como 7,0. Uma vez que o limiar tenha sido
encontrado, o controlador de alimentacdo para a fonte de
carbono ou indutor pode ser ligado até que se atinja um
limiar que sinalize a parada da alimentacao de controle. O
limiar de parada pode ser outro limiar de pH ou outro
parametro, como a quantidade da fonte de carbono ou indutor.
Por exemplo, sempre que o pH se elevar a 6,97 em um meio de
cultura, o controlador de alimentacdo pode ser iniciado até
0 momento em que o pH caia para 6,95, ou, alternativamente,
até que 1 g/L da fonte de carbono ou indutor tenha sido
recém adicionada de acordo com varias modalidades da
presente invencéo.

Tempo de Colheita:

O tempo de colheita representa a quantidade de
tempo que se passa depoilis da indugdo inicial ou adicgcd&o de um
indutor. Qualquer tempo de colheita adequado é considerado
pela presente invencgdo. O tempo de colheita pode variar de
cerca de 2 horas a cerca de 10 horas, de cerca de 2 horas a
cerca de 8 horas, de cerca de 2,5 horas a cerca de 7 horas,
de cerca de 3 horas a cerca de 6 horas, e outras, de acordo
com varias modalidades da presente invencdo. Usando-se a
taxa de alimentacgcdo constante, o tempo de colheita e a
quantidade total de indutor, aqueles versados na técnica
perceberdo como cada paréametro pode ser ajustado para se
conseguirem os resultados desejados. Aqueles versados na

técnica entenderdao quando colher com base na quantidade de
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arabinose alimentada, porque poderiam prontamente determinar
a gquantidade alimentada com base na taxa de alimentacd@o e no
periodo de tempo. Dessa maneira, concentracdes finais do
indutor de 5, 10, 20, 30, e 40 g/L alimentadas em 3 horas
podem ser conseguidas, por exemplo, sem limitacédo.

Concentracdo do Indutor:

Um indutor em gqualquer concentragdo adequada é
considerado pela presente invencao. As concentracdes de
indutor utilizaveis para induzir células hospedeiras podem
variar de cerca de 0,00001% a cerca de 20% (v/v), sem
limitacdes.

Temperatura:

A  cultura das presentes modalidades pode ser

incubada a gqualguer temperatura que permita o crescimento

das c¢élulas. Varias temperaturas para incubar a cultura
associadas a um crescimento abundante incluem, sem
limitacao, 22°C, 28°C, 37°¢C, ou qualquer de suas
combinacgdes.

Dispositivo de fermentacao:

Qualquer dispositivo de fermentagdo adequado (isto
é, “fermentador”) ¢ considerado para uso na presente
invencdo, conforme sabido por agqueles versados na técnica.
Por exemplo, o fermentador pode conter gqualquer numero de
propulsores (como propulsores Rushton), entradas e/ou sondas
de medigdo. De acordo com uma modalidade, o fermentador &
configuradoe para incluir trés propulsores Rushton e um
borrifador de anel ou tubo para 1introdugdo de ar no

fermentador. A presente invengado considera o uso de sistemas
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manual e/ou a base de computador. Assim, o sistema de
fermentacao pode fazer uma interface com  um sistema
computadorizado para monitorizar e controlar as
fermentacdes. Dessa maneira, o sistema pode ser completa oOu
parcialmente automatizado, de acordo com modalidades da
presente invencgao.

Composicgdes da Presente Invengao:

Composicdes compreendendo proteinas recombinantes,
como aquelas preparadas de acordo com os métodos da presente
invencdo sao aqui apresentadas, de acordo com modalidades da
presente invencio. As composic¢des da presente invengao
compreendem proteina recombinante em alta densidade em uma
cultura, como as proteinas recombinantes preparadas de
acordo com os métodos da presente 1invengao, sem Jgue Se€
pretenda ficar limitado a esses.

A composic¢do compreende uma cultura com proteina
recombinante a uma densidade de pelo menos cerca de 1,5 g/L
com base no volume total da cultura. A densidade da
proteina recombinante é de pelo menos cerca de 1,7 g/L com
base no volume total da cultura de acordo com uma modalidade
adicional da presente invengdo. A densidade da protelna
recombinante é de pelo menos cerca de 2,0 g/L com base no
volume total da cultura de acordo com outra modalidade da
presente invencdo. A densidade da proteina recombinante & de
pelo menos cerca de 3,0 g/L com base no volume total da
cultura de acordo com outra modalidade da presente invengao.

Apresenta-se uma composic¢do compreendendo proteina

2086 recombinante em uma modalidade da presente invengao. A
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proteina 2086, conforme agqui mencionada, ¢ uma proteina
expressada por um polinucleotideo que corresponde ao gene
2086 em N. meningitidis sorogrupo B, incluindo qualqguer
fragmento, derivado ou mutacao dela. Proteinas 2086
exemplificativas n&o limitativas sdo descritas nos WO
03/063766 e WO 04/094596.

A composigao de proteina 2086 recombinante
compreende proteina 2086 recombinante em uma cultura em que
a proteina 2086 recombinante esteja a uma densidade de pelo
menos cerca de 1,5 g/L com base no volume total da cultura.
A densidade da proteina 2086 recombinante ¢ de pelo menos
cerca de 1,7 g/L com base no volume total da cultura de
acordo com uma modalidade adicional da presente invencdo. A
densidade da proteina 2086 recombinante é de pelo menos
cerca de 2,0 g/L com base no volume total da cultura de
acordo com outra modalidade da presente invencgédo. A
densidade da proteina 2086 recombinante ¢é de pelo menos
cerca de 3,0 g/L com base no volume total da cultura de
acordo com outra modalidade da presente invencao.

As composigodes da presente invengdo podem
compreender gqualquer proteina, como uma proteina preparada
de acordo com um método da presente invengao. As proteinas
recombinantes podem ser proteinas lipidadas ou nao
lipidadas. Em uma modalidade da invencéao, a proteina
recombinante ¢é proteina 2086 recombinante lipidada ou néao
lipidada. A proteina 2086 recombinante pode ser uma proteina
2086 da subfamilia A ou subfamilia B, ou uma combinagdo

delas. As composic¢gdes da presente invencdo podem incluir uma
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proteina ou mais de uma proteina. As proteinas podem ser
proteinas relacionadas ou ndoc relacionadas. Por exemplo, uma
composicdo da presente invencdo pode incluir proteina 2086
correspondendo a uma ou mais cepas da subfamilia A e/ou uma
ou mais cepas da subfamilia B.

Composigdes compreendendo material para wuso na
condugao dos métodos da presente invencao também sao aqui
apresentadas. Essas composigdes incluem os componentes
necessarios para a cultura, incluindo células recombinantes
e nutrientes, de acordo com modalidades da presente
invengao. As varias composi¢des podem ser fornecidas juntas
em um kit, de acordo com uma modalidade da presente
invengdo. Por exemplo, os componentes para formar a cultura
podem ser convenientemente pré-embalados nas quantidades
requeridas para facilitar o uso em ambientes laboratoriais
ou industriais, sem limitacgdo. Esse kit também pode incluir
etiquetas, indicadores e orientacdes para facilitar o uso de
cada componente e a maneira de combinar os componentes de
acordo com varias modalidades da presente invencao.

Os exemplos a segulr sao incluidos para demonstrar
varias modalidades da invencao. Agqueles versados na técnica
devem perceber que as técnicas apresentadas nos exemplos a
Segulr representam técnicas descobertas pelos inventores que
funcionam bem na pratica da invencdo, e, portanto, podem ser
consideradas como constituindo varios modos para sua
pratica. Entretanto, aqueles versados na técnica devem, em
vista da presente exposigdo, perceber gue muitas alteragdes

podem ser feitas nas modalidades especificas qgue sao
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apresentadas e ainda obter um resultado igual ou similar,
sem sair do espirito e ambito da invencédo.
EXEMPLOS

Exemplo 1: Fermentacao por batelada alimentada com taxa de

alimentacdo constante

Usou-se E. coll (pPW62) subfamilia B como uma cepa
modelo para um processo de fermentacdao por batelada
alimentada. Com base nos resultados, O processo sera
aplicado a subfamilia A de E. coli (pPW102).

Prepararam-se um meio e uma solucdo de alimentacéao
para a fermentagdo por batelada alimentada usando-se Os
componentes relacionados nas tabelas a seqguir.

Meio e solucgdo de alimentacao:

Tabela 1: Meio Basal

Componente Quantidade por litro
Dextrose, Anidra 10 g
KH, POy, 349
K,HPO,4 79
(NHy4) 2S04 1 g
Citrato de sdédio, Diidrato 1 g
MgSO,e/H,0 1 g
(Na) 2S04 0,58 g
CaCl,e2H,0 0,075 g
FeS0O,e7H,0 0,09 g
1000x Solugdo de estoque de 1 mL

metais residuais (Tabela 6)

Cloranfenicol 15 mg
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Tabela 2: 1000x Solugdo de estoque de metais residuais

Componente Quantidade por litro
ZnS0O4e7H,0 30 g

CuS0O,e5H,0 9 g

MnSO,eH,0 4,2 g

CoCl,e6H,0 0,6 g

Acido molibdico, Sal de 1,5 g

aménio, Tetraidrato

Tabela 3: Solugdo de alimentacdo concentrada de glicose

Componente Quantidade por litro
Glicose 500/700 g

KH>PO4 39

K,HPO, 5 g

(NHgq) 2S04 2 g

Tabela 4: Solucdo de alimentacdo concentrada de
arabinose

Componente Quantidade por litro
Arabinose 250/500 g e variavel com

base no experimento

KH,PO, 3 g

K,HPO, 5 g

(NHg) 2504 2 g
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Metodos:

A fermentacdo por batelada alimentada com taxa de
alimentagao constante foi usada para se conseguir uma alta
densidade celular na fermentacdo com E. coli. A concentragdo
inicial de glicose era de 10g/L no meio. A concentragao de
(NHy) »,804 foi aumentada para 3 g/L no meio de fermentacéo,
mas mantida em 1 g/L no meio de cultura de semeadura. Para
se determinar a taxa de alimentagado, realizou-se primeiro
uma batelada alimentada DO-stat. 0O nivel de DO foi
controlado em 20% por um controlador em cascata, que
aumentava a velocidade de agitagcdo ao maximo e, entdo, usava
suplementacgao com oxigénio. Quando a glicose foi depletada,
o DO subiu acentuadamente (acima de 40%) e o concentrado de
glicose foi adicionado a uma concentracdo final de 1 g/L no
fermentador. Apds cada adicdo de glicose, a bomba permanecia
desligada durante um tempo estabelecido, antes de se
permitir a adig¢do seguinte. A OD de cerca de 160 foi
atingida gquando se realizou uma fermentacdo por Dbatelada
alimentada DO-stat. A taxa constante foi, entdo, escolhida
como sendo equivalente ao controlador DO-stat adicionando
glicose suficiente para levar a concentracdo a 18 g/L ou 24
g/L a cada hora. Durante a fermentacdao por batelada
alimentada com taxa de alimentacdo constante, a alimentagao
de glicose era ligada a taxa constante desejada quando havia
uma elevacao acentuada a 40% no DO.

As culturas de semeadura foram iniciadas usando-se
um frasco de E. coli (pPW62) por litro de meio basal + 15

ng/mL de cloranfenicol em um baldo Fernbach de 2.800 mL. Os
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baldes foram incubados a 32°C, 150 rpm durante uma noite
(~16 h). A ODgyp final era normalmente de ~ 3. Usou-se um
tamanho de indculo de 10% para inocular cada fermentador.
Cada fermentador usou 3 propulsores Rushton e um borrifador
de anel. Ajustes iniciais: temp: 36°C, pH: 7,00 %= 0,05
(controlado com NHOH a 7,4 N), fluxo de ar: ~1 vvm, DO:
20%. O DO foi controlado por uma cascata de agitacdo (min:
150 rpm, max: 1.000 rpm) e adicdo de 0O; mediante uma unidade
de mistura de gas. Controlou-se a espuma, caso necessario,
por adig¢do manual de PPG-2000. 0,35 mL/L de AF foram
adicionados ao meio antes da esterilizacao. Durante a
fermentacao, colheram-se amostras a cada hora para
monitorizar a glicose, pH, e ODgw off-line. Os sobrenadantes
foram preparados a partir de amostras de 1 mL e armazenados
para analise posterior de acidos orgdnicos por HPLC.

Resultados:

Fermentacao por batelada alimentada com taxa de alimentacao
constante:

A Figura 1 mostra os cursos temporais de OD,
consumo de glicose e acumulo de acido acético com taxas de
alimentacdo constantes. ODs méximas de 158 e 150 foram
obtidas com taxas de alimentacdo constantes de 24 g de
glicose/L/h e 18 g de glicose/L/h, respectivamente. Uma
elevada glicose de 28 g/L foi acumulada durante a operacgéao,
quando se usou uma taxa de alimentagcao de 24 g/L/h. A
glicose se acumula a 12 g/L. quando se usa uma taxa de
alimentagc&o de 18 g/L/h. Pouco &cido acético (isto &, menos

de 1,5 g/L) foi produzido em ambos os casos. A fase de
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crescimento exponencial termino perto de OD 100. A taxa de
crescimento especifica fol de aproximadamente 0,60 (hrY) em
ambos ©s casos.

Para reduzir o acumulo de glicose, foram
examinadas baixas taxas de alimentacdo constantes de 16,4
g/L/h e 15 g/L/h. A Figura 2 mostra os cursos temporais de
OD, consumo de glicose e acumulo de &acido acético com as
taxas de alimentacd&o constantes acima mencionadas. As ODs
maximas foram de 142 e 147, respectivamente. Como em
operacgdes anteriores, a cultura com a taxa de alimentacgao
mais rapida acumulou mais glicose, embora a dquantidade de
glicose se acumulasse muito menos gue nos experimentos
anteriores. Cerca de 8 g/L de glicose foram acumulados
durante a fermentacdo a 16,4 g/L/h, e 5,4 g/L de glicose
durante a fermentacdo a 15 g/L/h. Pouco acido acético (como
menos de 1,5 g/L) foi produzido em ambos os casos (veja a
Figura 2). A taxa de <crescimento especifica foi de
aproximadamente 0, 60 (hr') em ambos os casos. Assim, a taxa
de crescimento especifica ndo foli afetada pela taxa de
alimentacdo entre 15 g/L/h e 24 g/L/h.

Inducdo a vaArias ODs de crescimento:

Usou-se uma taxa de alimentacdo constante de 15 g
de glicose/L/h para o estudo de indugdo com arabinose,
porque resultava em alta densidade celular e baixo acumulo
de glicose e A4cido acético. Neste experimento, foram
comparadas inducdes na fase de crescimento logaritmico média
OD ~55 e na fase de crescimento logaritmico tardia OD ~80. A

cultura foi induzida simplesmente substituindo-se a
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alimentacdo de glicose pela alimentagdo de arabinose e
alimentando-se a arabinose a uma taxa constante de 13,4
g/L/h. Um total de 40 g/L de arabinose foi adicionado a cada
cultura no decorrer de 3 horas. Apds a indugdo, colheram-se
amostras a cada hora para o ensaio de rLP2086 por SDS-PAGE,
ensaios de &acido orgdnico e arabinose por HPLC.

A Figura 3 mostra os cursos temporais de OD e
produgcdo de rLP2086 gquando induzidos a ODs ~55 e ~80. Tanto
a OD maxima, quanto o rendimento de rLP2086 foram maiores
quando as células foram induzidas a OD ~80 (OD maxima: 101
versus 84; rendimento maximo: 1,8 g/L versus 1,2 g/L).

Indugcdo com varios niveis de arabinose:

A finalidade dos experimentos a seguir foi a de
avaliar a quantidade total de arabinose alimentada a cultura
e examinar se a reducdo da quantidade total de arabinose
alimentada a cultura ainda resultaria em elevada expressao
de rLP2086. O concentrado de arabinose foi alimentado a 4
culturas diferentes, cada uma a diferentes taxas de
alimentacao no decorrer de 3 horas, resultando em
concentracdes finais de arabinose de 10, 20, 30, e 40 g/L.
Todas as culturas foram induzidas a ODgw ~ 80. A Figura 4
mostras os cursos temporais de OD e producgdo de rLP2086. A
Tabela 5 resume a OD e rendimentos de rLP2086 para cada uma
das gquatro condigdées. Mostra os rendimentos maximos de
rLP2086 de: 1,2 g/L para os 10 g/L de arabinose total
adicionada; 1,6 g/L para os 20 g/L de arabinose total
adicionada; 1,7 g/L para os 30 g/L de arabinose total

adicionada; 2,0 g/L para os 40 g/L de arabinose total




10

15

49

adicionada. Uma alimentacdo de arabinose entre 20 g/L e 40
g/L resultou em rendimento de rLP2086 similar, entretanto,
10 g/L de arabinose produziram muito menos rLP2086 (isto &,
1,2 g/L). Esses resultados sugerem que a quantidade total de
arabinose adicionada para inducdo pode ser reduzida de 40
g/L para 20 g/L sem reduzir a produtividade de rLP2086.
Assim, a redugdo no uso de arabinose seria mais eficaz em
termos de custo, particularmente considerando-se o alto

custo da arabinose (aproximadamente 500 ddélares/kg).

Tabela 5: Inducdo com varios niveils de arabinose

Lote Arabinose total rLP2086 maximo
alimentada (g/L) (g/L)
X-BRNO0O5-027 10 1,2
X-BRN05-024 20 1,6
X-BRN05-025 30 1,7
X~BRN10-114 40 2,0

Comparacao dos métodos de adicdo de arabinose:

O experimento a seguir foi conduzido para examinar
se uma estratégia de alimentagdo continua é superior a uma
simples adigao por bateladas, quando aplicada a arabinose
para indugaéo. Na operacao X-BRN05-039, 20g/L de arabinose
foram adicionados ao fermentador de uma uUnica vez, em vez de
se alimentar no decorrer do tempo, quando a OD era de cerca
de 80. A Figura 5 mostra os cursos temporais de 0D, consumo

de glicose e arabinose, e produg&o de rLP2086. Um maximo de
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1,3 g/L de rLP2086 foi obtido. A adicdo por bateladas da
arabinose, embora operacionalmente malis simples, produziu
menos rLP2086 do que a alimentacdo continua. Assim, uma
estratégia de alimentagdo continua de arabinose & superior a
adicao por bateladas simples.

Para examinar se a arabinose pode ser mais
eficientemente usada por redugdoc da taxa de alimentacdo de
arabinose, taxas de alimentacdo de 3,3 g de arabinose/L/h e
6,7 g de arabinose/L/h foram comparadas. A Figura 6 mostra
0s cursos temporais de OD e producdo de rLP2086. )
concentrado de arabinose foi alimentado a uma cultura a uma
taxa de alimentacgdo de 6,7 g/L/h no decorrer de 3 horas, e
uma segunda cultura foi alimentada a uma taxa de 3,3 g/L/h
no decorrer de 6 horas. Para ambas as culturas, a quantidade
total de arabinose adicionada foi de 20 g/L. Conforme
mostrado na Figura 6, ambas as condigdes produziram a mesma
quantidade de rLP2086 maximo (isto &, 2,2 g/L), mas houve
diferengas na cinética de producdo. A taxa de alimentacgdo
mais alta resultou em uma taxa de producdo mais elevada. O
rLLP2086 maximo foi atingido 3 horas e 6 horas apds a inducgéo
com taxas de alimentagdo de 6,7 g/L/h e 3,3 g/L/h,
respectivamente. A vantagem de se usar uma taxa de
alimentacdo mais elevada (isto é, 6,7 g/L/h) é que o custo
de produgao (por exemplo, custo de utilidade) serad menor
quando se usa uma taxa de alimentacdo mais elevada do gue
gquando se usa uma taxa de alimentacao mais baixa.

Efeito do tempo de inducdo sobre o rendimento de expressao

de rLP2086:
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Para se determinar o tempo de colheita o6timo, o
perfil de alimentacao normal (20 g/L de arabinose alimentada
durante 3 horas) foi estendido para 40 g/L alimentados
durante 6 horas. Nas operac¢cdes X-BRN05-028 e X-BRN05-029, as
células foram induzidas a OD ~55 e OD ~80, respectivamente.
A Figura 7 mostra os cursos temporais de OD e produgdo de
rLP2086. Embora a alimentacdo de arabinose se estendesse de
3 horas para 6 horas, interessantemente, o titulo de pico
ainda foi obtido em torno de 3 horas apds a indugdo. O
titulo de produto era ligeiramente mais elevado na cultura
que foil induzida a OD mais elevada. O rendimento maximo de
rLP2086 na indugdo a OD ~55 foi de 2,0 g/L (X-BRN05-028), ao
passo que foi de 2,4 g/L na inducao a OD ~80 (X-BRN(05-029).
Esse resultado sugere que as células devem ser colhidas 3
horas apds a inducéo.

Comparagdo de solugdes de alimentacdo com e sem sais:

Para se examinar se sails adicionados sao
essenciais nas solucdes de alimentacéo de glicose e
arabinose, alimentag¢des de glicose e arabinose puras foram
comparadas com as alimentagdes padrdes de glicose + sais
(isto &, K ;HPO4/KH,PO; + (NH4).S04) e arabinose + sais. Para
ambas as culturas, 20 g/L de arabinose foram alimentados no
decorrer de 3 horas. Os perfis de crescimento e de producgao
de rLP2086 foram muito similares. O rendimento maximo de
rLP2086 foi de 1,8 g/L quando os sais foram adicionados as
alimentacdes, e de 2,0 g/L gquando as alimentacgdes de glicose

e arabinose foram preparadas sem sals. Esses resultados




10

15

20

25

52

sugerem que ndo ha necessidade de adicionar sails as solucgdes
de alimentacac de glicose e arabinose.

Fermentacdo por batelada alimentada com taxa de alimentagao

constante para a cepa de subfamilia B:

Culturas de semeadura foram iniciadas por
inoculacdo de 1 L de meio basal contendo 15 pg/mL de
cloranfenicol com 1 mL de semeadura de trabalho
descongelada. A cultura foi cultivada em um balao Fernbach
de 2,8 L e foi incubada durante cerca de 16 horas a 32°C e
150rpm. A ODgyp £final era de ~3,0. 350 mL de culturas de
semeadura foram assepticamente transferidas para 3,15 L de
meio basal contendo 3 g/L de (NHy)SO; sem cloranfenicol. A
fermentacdo foi controlada a pH 7,0 + 0,05 por NH, OH a 7,4
N, temperatura a 36°C, DO a 20%, e fluxo de ar a lvvm. O DO
foi controlado por uma cascata de agitagdo (min: 150 rpm,
max: 1.000 rpm) e adicdo de oxigénio. Antiespumante PPG-2000
foi automaticamente adicionado para controlar a espuma.
Durante a fermentacado, colheram-se amostras a cada hora para
monitorizar a glicose e OD off-line. Apds a inoculacao, o DO
caiu de ~100% para 20% e, entao, foi mantido em 20%. Quando
houve uma elevacdo abrupta no DO de 20% para mais de 40%
(normalmente 6 horas de Tempo de Fermentacdo Decorrido
(EFT)), a bomba de alimentacdo de glicose (sem sais) foil
ligada a uma taxa de 15 g/L/h. Conforme mostrado na Figura
8, a glicose estava completamente depletada a um EFT de 6
horas, resultando em uma elevacgdo abrupta no DO. As amostras
foram colhidas a cada meia hora quando a OD atingiu ~40. A

alimentacao de glicose foi desligada a oD 90, e a
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alimentag¢do de arabinose foi ligada a uma taxa de 13,4
g/L/h. Apdés 3 horas de alimentacaoc de arabinose (sem sais)
(isto é, um total de 20g/L de adigao de arabinose), a
alimentacdo de arabinose foi desligada, e se deixou a
fermentacdo continuar durante mais uma hora. Conforme
mostrado na Figura 8, uma OD de 102 foi obtida, e 2,0 g/L fr
MnB rLP2086 foram expressos com base em SDS-PAGE (veja a
Figura 9). O pico ocorreu 3 horas apds a indugdo (isto &, um
EFT de ~12 horas). SDS-PAGE e Western Blot mostraram dJque a
proteina expressada era, de fato, rLP2086 subfamilia B.

Aplicacdo do processo de fermentacdao por batelada alimentada

para a cepa MnB rLP2086 subfamilia A:

Para se testar se o processo de fermentacdo por
batelada alimentada usado para rLP2086 subfamilia B era
aplicavel a rLP2086 subfamilia A, o processo foili conduzido
usando-se o procedimento estabelecido para a cepa da
subfamilia B. A Figura 10 mostra os cursos temporais de OD,
consumo de glicose e arabinose, e producgdo de rLP2086. Os
perfis de crescimento e producdo de rLP2086 para a
subfamilia A foram similares aos obtidos para a subfamilia B
(compare com a Figura 8). SDS-PAGE e Western Blot mostraram
que a proteina expressada era, de fato, rLP2086 subfamilia A
(veja a Figura 11). A Tabela 6 relaciona as OD maximas e Os
rendimentos de expressdao de rLP2086 para seis operacgoes
diferentes com a subfamilia A. A faixa de rendimento de
expressdo maximo de rLP2086 foi de 1,5 - 2,1 g/L (rendimento
maximo médio: 1,8 + 0,2 g/L), similar aos resultados das

fermentacdes por bateladas alimentadas usadas para produzir
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rLP2086 subfamilia B. Assim, a fermentacdao por batelada
alimentada desenvolvida para a cepa de subfamilia B também &

adequada para a cepa de subfamilia A.

Tabela 6: Rendimento de expressdo e OD maximos de

rLP2086 subfamilia A

Lote rLP2086 maximo OD maxima
(g/L)

X-BRN10-118 1,9 104
X-BRN10-119 1,9 104
X-BRN10-120 1,6 100
X-BRN05-042 1,5 100
X-BRN05-043 2,0 77
X-BRN10-121 2,1 92

Alimentac&o dupla de glicose e arabinose durante a indugdo

com arabinose:

Para reduzir a quantidade de arabinose necessaria
sem reduzir a producgao de rLP2086, investigou-se a
alimentacdo dupla de glicose e arabinose durante o periodo
de indug¢&o. A estratégia foi alimentar 10 g/L de arabinose
durante 3 h (metade da quantidade wusual), engquanto se
continuava a alimentar glicose durante a fase de indugdo a
25% (3,75 g/L/h), 50% (7,5 g/L/h), e 100% (15 g/L/h) da taxa
de alimentacao padrdo de glicose. Todas as alimentacgdes,
glicose e arabinose, foram preparadas sem aditivos.

As Figuras 12a, 12b, e 12¢c mostram © Curso

temporal do crescimento de células da subfamilia B, das
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concentracdes de glicose, arabinose, &acido acético, e da
producado de rLP2086. Todas as trés operacdes foram induzidas
a OD ~80. Conforme mostrado na Figura 12a, a OD da operagéao
com alimentagd&o de glicose a 100% continuou a subir apds a
inducao, atingindo um pico em 117, ao passo que a operacgao a
50% atingiu um pico em 106 (Figura 12b), e a operacdo a 25%
manteve-se em torno de 100 (Figura 12c) apdés a inducgdo. A
alimentagdo de glicose a 100% comecou a acumular glicose e
arabinose 3 horas apdés a indugcao. A operacgdo a 50% de
glicose s& mostrou uma leve quantidade de glicose na ultima
amostra (leitura = 0,21 g/L). N&o houve acumulo de glicose
na operagdo com 25% de glicose. Nenhuma das trés operacgdes
acumulou qualgquer arabinose. As operacdes com alimentacadao a
100% (Figura 12a) e 50% (Figura 12b) de glicose produziram
~1,5 e 1,7 g/L de rLP2086, respectivamente, ao passo que a
operacgdo a 25% (Figura 12c¢) produziu mais de 2,1 g/L. A
produgcao das operagdes a 100% atingiu um pico antes de
acabar a arabinose, sugerindo que a expressdo de rLP2086
pode ter sido suprimida pelo actimulo de glicose e acido
acético. A producdo das operacdes a 50% atingiu um pico
aproximadamente ao mesmo tempo em que acabou a arabinose, e
a producgdo das operagdes a 25% atingiu um pico depois gue
acabou a arabinose, sugerindo que a expressao de 2086 nao
podia ser suprimida enquanto a concentracdo de glicose era
controlada em um nivel minimo (nenhuma glicose se acumulou
nas Figuras 12b e 12c). Embora apenas 10 g/L de arabinose

fossem alimentados a essas culturas, sua produgdo de rLP2086

era similar a obtida gquando se alimentavam 20 g/L.
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Alimentacdes simultaneas de glicose e arabinose podem
reduzir o consumo de arabinose em 50% e ainda conseguir o
mesmo rendimento de rLP2086, quando a concentracao de
glicose é controlada em um baixo nivel durante a inducao.

5 Assim, o custo de substéancias quimicas pode ser
significativamente reduzido.

Para se examinar se pode reduzir ainda mais o
consumo de arabinose e aumentar o rendimento de rLP2086,
foram investigadas varias taxas de alimentacgdo de glicose,

10 quantidades totais de arabinose alimentada e ODs de inducdo.
A Tabela 7 relaciona diferentes combinacdes dessas
condigdes. Parece que uma taxa de alimentagédo de glicose
entre 2,25 e 7,5 g/L/h e uma taxa de alimentacao de
arabinose entre 1,7 e 6,7 g/L/h nao afetariam

15 significativamente o rendimento de rLP2086. ODs de induc¢do

entre 80 e 105 resultam em rendimento similar de rLP2086.

Tabela 7: OD e rLP2086 maximos sob diferentes taxas de alimentacao
de glicose, diferentes quantidades de adicdo de arabinose, e

inducdo a varias OD

Lote Taxa de Taxa de Quantidade OD de oD rLP2086
numero alimentacdo alimentacao de inducdo méxima maximo
de glicose de arabinose (g/L)
(g/L/h ) arabinose alimentada
(g/L/h )
X- 3,75 1,7 5 g/L em 3 74 86 1,6
BRN10O- horas

127
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X- 3,75 3,3 20 g/L em 79 122 2,8
BRNO5- 3 horas

056

X~ 3,75 1,7 10.g/L em 94 122 3,0
BRNO5- 6 horas

058

X- 3,75 6,7 20.g9/L em 110 124 2,7
BRN10O- 3 horas

129

X- 3,75 3,3 20.g9/L em 105 126 2,9
BRNO5- 6 horas

059

X- 5,25 3,3 20.g/L em 102 112 2,6
BRNO5~- 6 horas

061l

X- 2,25 3,3 20.g/L em 93 108 2,4
BRN1O- 6 horas

130

Exemplo 3: Fermentacdo por batelada alimentada escalonada

para a escala de 100L

A cultura de semeadura foi iniciada pela

5 inoculacdo de 2 X 1 L de meio basal contendo 15 pg/mL de
cloranfenicol com 1 mL (isto é, 1 frasco) de semeadura de
trabalho descongelada. A cultura em Fernbach de 2,8 L foi
incubada durante cerca de 16 horas a 32°C e 150rpm em um

agitador rotativo.







10

15

20

25

59

rLP2086. Esses resultados demonstram gque a fermentacdo por
batelada alimentada & escalonavel.

A  Figura 13b mostra os cursos temporais do
crescimento celular da subfamilia A, do consumo de glicose,
do actmulo &cido acético, e da producdc de rLP2086 na escala
de 100 L. O perfil de fermentacdo a uma escala de 100 L foi
similar ao observado em pequena escala. Foram obtidos uma OD
maxima de 96 e um rendimento maximo de 2,0 g/L de rLP2086.
Esses resultados demonstram que a fermentacdo por batelada
alimentada é escalonédvel e robusta.

A Figura 14a mostra os cursos temporais da
densidade celular da subfamilia B, das concentracdes de
glicose, arabinose, acido acético, e do rendimento de
rLP2086 com alimentacgdo dupla de glicose e arabinose a uma
escala de 100 L. Durante a indug¢do, as taxas de alimentacéo
foram controladas em 3,75 e 1,67 g/L/h para alimentacdo de
glicose e arabinose, respectivamente. A dupla arabinocse e
glicose foi alimentada em 5 horas. Foram obtidos uma OD
maxima de 90 e um rendimento maximo de 1,8 g/L de rLP2086. O
rendimento maximo de rLP2086 apareceu 4 horas apds a
indugcdo. A OD méxima média e o rendimento maximo médio de
rLP2086 para a subfamilia B foram de 84,8 * 6,8 e 1,6 + 0,3
g/L, respectivamente. Esses resultados demonstram que a
fermentacgdo por batelada alimentada com alimentacao dupla de
glicose e arabinose durante a fase de inducdo é escalonavel.

A Figura 14b mostra os cursos temporails do
crescimento celular da subfamilia A, do consumo de glicose,

do acumulo de acido acético, e da producdo de rLP2086 na
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escala de 100 L. A fermentacdo foli operada nas mesmas
condigdes que no paragrafo [0129], e as células foram
induzidas durante 6 horas. Foram obtidos uma OD maxima de 89
e um rendimento maximo de 1,8 g/L de rLP2086. O rendimento
maximo de rLP2086 apareceu 4 horas apdés a inducdo. A OD
maxima média é de 87,9 + 10,5, e o rendimento maximo médio
de rLP2086 é de 1,8 + 0,2 g/L para a subfamilia A. Esses
resultados demonstram que a fermentacéo por batelada
alimentada é escalonavel e robusta.

Embora a invencéao tenha sido descrita com
referéncia a varias modalidades e exemplos, aqueles versados
na técnica reconheceréo que se podem fazer varias

modificagdes na invencdo sem sair de seu espirito e ambito.
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REIVINDICACOES

1. Método para a producdo de uma proteina
recombinante caracterizado pelo fato de que compreende:

cultivar uma célula bacteriana recombinante para
expressar uma proteina recombinante compreendendo a adigéao
continua de uma fonte de carbono a uma cultura compreendendo
a célula bacteriana recombinante e a adicdo continua de um
indutor a cultura apds a cultura atingir um parametro de
limiar, e o isolamento da proteina recombinante da cultura.

2. Método, de acordo com a reivindicacédo 1,
caracterizado pelo fato de qgue o parémetro de limiar é a
densidade éoptica (OD), oxigénio dissolvido (DO) ,
concentracao de nutriente no meio de cultura, concentracédo
total da fonte de carbono adicionada ao meio de cultura, ou
qualgquer combinacdo desses.

3. Método, de acordo com a reivindicacao 2,
caracterizado pelo fato de que o parametro de limiar ¢é a
densidade o6ptica (OD) da cultura.

4. Método, de acordo com a reivindicacao 3,
caracterizado pelo fato de que compreende a adig¢do continua
do indutor a cultura quando a densidade celular da cultura
atinge uma ODggy de cerca de 70 a cerca de 110.

5. Método, de acordo com a reivindicacd&o 4,
caracterizado pelo fato de que compreende a adig¢do continua
do indutor a cultura quando a densidade celular da cultura
atinge uma ODgyo de cerca de 70 a cerca de 105.

6. Método, de acordo com a reivindicacao 5,

caracterizado pelo fato de que compreende a adig¢dao continua
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do indutor a cultura gquando a densidade celular da cultura
atinge uma ODgog de cerca de 75 a cerca de 85.

7. Método, de acordo com a reivindicacao 6,
caracterizado pelo fato de que compreende a adigdo continua
do indutor a cultura quando a densidade celular da cultura
atinge uma ODgyy de cerca de 80.

8. Método, de aceordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de gque compreende a adicgdo do
indutor a cultura a uma taxa constante, a adicdo do indutor
a cultura por alimentacdo DO-stat ou a adicdoc do indutor a
cultura por alimentacdo pH-stat.

9. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que compreende a adicao do
indutor a cultura a uma taxa constante de cerca de 3,35
g/L/h a cerca de 16 g/L/h, a adicdo do indutor a cultura por
alimentacdao DO-stat ou por alimentacdo pH-stat.

10. Método, de acordo com a reivindicacgado 1,
caracterizado pelo fato de que a quantidade total do indutor
adicionada a cultura é de cerca de 4 g/L a cerca de 40 g/L.

11. Método, de acordo com a reivindicacido 10,
caracterizado pelo fato de que a quantidade total do indutor
adicionada a cultura durante a alimentacdo de indutor é de
cerca de 5 g/L a cerca de 20 g/L.

12. Método, de acordo com a reivindicacao 11,
caracterizado pelo fato de que a quantidade total do indutor
adicionada a cultura durante a alimentacdo de indutor é de

cerca de 7 g/L a cerca de 15 g/L.
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13. Método, de acordo com a reivindicacao 12,
caracterizado pelo fato de que a quantidade total do indutor
adicionada a cultura durante a alimentacdo de indutor é de
cerca de 10 g/L.

14. Método, de acordo com a reivindicacgao 1,
caracterizado pelo fato de que compreende a adicdo continua
do indutor a cultura durante cerca de 2 a cerca de 8 horas
apdés o inicio do método.

15. Metodo, de acordo com a reivindicacao 14,
caracterizado pelo fato de gue compreende a adicdo continua
do indutor a cultura durante cerca de 3 a cerca de 6 horas
ap6és o inicio.

16. Método, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que compreende o isolamento da
proteina recombinante cerca de 2 a cerca de 8 horas depois
de iniciar a adicdo do indutor & cultura.

17. Método, de acordo com a reivindicacgao 16,
caracterizado pelo fato de que compreende o isolamento da
proteina recombinante cerca de 3 a cerca de 6 horas depois
de iniciar a adic¢d&o do indutor a cultura.

18. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de gque o indutor é arabinose.

19. Método, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que compreende a adig¢d&o continua
da fonte de carbono a cultura antes da inducgéo.

20. Método, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de gue compreende a adigdo continua

da fonte de carbono a cultura antes e durante a inducéo.
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21. Método, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que compreende a adicdo continua
da fonte de carbono a cultura enquanto o indutor é
continuamente adicionado a cultura.

22. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que compreende a adicdo continua
da fonte de carbono a cultura até que a densidade celular da
cultura atinja uma ODgyy de cerca de 70 a cerca de 110.

23. Método, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de qgue a fonte de carbono é uma
fonte de carbono a base de acucar.

24. Método, de acordo com a reivindicacdo 23,
caracterizado pelo fato de que a fonte de carbono a base de
agucar & glicose.

25. Método, de acordo com a reivindicacao 24,
caracterizado pelo fato de que o indutor & arabinose.

26. Método, de acordo com a reivindicacdo 25,
caracterizado pelo fato de gque compreende a adicdo continua
da glicose ao meio de cultura enquanto a arabinose ¢é
continuamente adicionada ao meio de cultura.

27. Método, de acordo com a reivindicacgado 25,
caracterizado pelo fato de que compreende a adig¢&o continua
da glicose até gue a densidade celular da cultura atinja uma
ODgop de cerca de 80.

28. Método para a produgdo de uma protelna
recombinante caracterizado pelo fato de gue compreende:

a) a introducgao em uma célula hospedeira

bacteriana de um vetor de expressdao que codifique uma
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proteina recompinante sob o controle de um promotor
induzivel para formar uma célula bacteriana recombinante;

b) a introducdo da célula bacteriana recombinante
em um meio de cultura para formar uma cultura celular;

c) a adicadaoc de uma fonte de carbono a cultura
celular como uma alimentacdo continua;

d) a monitorizacdo do crescimento celular na
cultura celular gquanto a atingir uma densidade optica de
limiar (ODggg) ;

e) a adigdo de um indutor do promotor induzivel a
cultura celular como uma alimentacdo continua uma vez gue a
densidade o6ptica de limiar (ODgoo) seja atingida; e

f) o isolamento da proteina recombinante da
cultura celular.

29. Método, de acordo com a reivindicacado 28,
caracterizado pelo fato de que compreende a adigdo continua
do indutor a cultura quando a densidade celular da cultura
atinge uma ODgyy de cerca de 70 a cerca de 110.

30. Método, de acordo com a reivindicacao 29,
caracterizado pelo fato de que compreende a adigédo continua
do indutor a cultura quando a densidade celular da cultura
atinge uma ODgyy de cerca de 70 a cerca de 105.

31. Método, de acordo com a reivindicacao 30,
caracterizado pelo fato de que compreende a adigdo continua
do indutor a cultura quando a densidade celular da cultura
atinge uma ODgy de cerca de 75 a cerca de 85.

32. Método, de acordo com a reivindicacdo 31,

caracterizado pelo fato de que compreende a adigdo continua




do indutor a cultura quando a densidade celular da cultura
atinge uma ODgyo de cerca de 80.
33. Método, de acordo com a reivindicacgao 28,
caracterizado pelo fato de que o indutor ¢ adicionado a
- 5 cultura a uma taxa constante, o indutor é adicionado a
. cultura por alimentagdo DO-stat ou o indutor é adicionado a
cultura por alimentacdo pH-stat.
- 34. Método, de acordo com a reivindicacdo 33,
caracterizado pelo fato de que o indutor é adicionado a
10 cultura a uma taxa constante de cerca de 3,35 g/L/h a cerca
de 16 g/L/h, o indutor ¢ adicionado & cultura por
alimentagdo DO-stat ou o indutor é adicionado a cultura por
alimentacado pH-stat.
35. Método, de acordo com a reivindicacao 28,
15 caracterizado pelo fato de que a quantidade total de indutor

adicionada a cultura é de cerca de 4 g/L a cerca de 40 g/L.

36. Método, de acordo com a reivindicacao 35,
caracterizado pelo fato de que a quantidade total de indutor

adicionada a cultura é de cerca de 5 g/L a cerca de 20 g/L.

20 37. Método, de acordo com a reivindicagdo 36,

caracterizado pelo fato de que a guantidade total de indutor

. I — R i >
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proteina recombinante da cultura cerca de 2 horas a cerca de
8 horas apds o inicio da alimentacdo de indutor.

40. Método, de acordo com a reivindicagdo 39,
caracterizado pelo fato de que compreende o isolamento da
proteina recombinante da cultura cerca de 3 horas a cerca de
6 horas apds o inicio da alimentacdo de indutor.

41. Método, de acordo com a reivindicacdo 28,
caracterizado pelo fato de gque a fonte de carbono ¢
adicionada a cultura celular durante a alimentacao a taxa
constante tanto da fonte de carbono, gquanto do indutor,
durante a alimentacdo DO-stat tanto da fonte de carbono,
quanto do indutor ou durante a alimentac¢do pH-stat tanto da
fonte de carbono, quanto do indutor.

42. Método, de acordo com a reivindicagao 28,
caracterizado pelo fato de que o indutor é arabinose.

43. Método, de acordo com a reivindicacao 28,
caracterizado pelo fato de que a fonte de carbono €& uma
fonte de carbono a base de acucar.

44. Método, de acordo com a reivindicacado 43,
caracterizado pelo fato de que a fonte de carbono a base de
acuUcar é glicose.

45. Método, de acordo com a reivindicagao 28,
caracterizado pelo fato de que a fonte de carbono é glicose,
e o indutor é arabinose.

46. Método, de acordo com a reivindicagdo 45,
caracterizado pelo fato de que compreende a adigdo continua
da glicose & <cultura celular enguanto a arabinose &

continuamente adicionada a cultura celular.
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47. Método, de acordo com a reivindicacao 45,
caracterizado pelo fato de que compreende a adicdo continua
da glicose a cultura celular até que a densidade celular da
cultura celular atinja uma ODgyy de cerca de 80.

48. Método para a producdo de uma proteina
recombinante caracterizado pelo fato de gque compreende:

cultivar uma célula bacteriana recombinante para
expressar uma proteina recombinante por adicd&o continua de
um indutor a uma cultura compreendendo a célula bacteriana
apdés a cultura atingir um parémetro de limiar, em que a
célula bacteriana compreende uma sequéncia de acido nucléico
correspondente a um gene de N. meningitidis sorogrupo B.

49. Método, de acordo com a reivindicac&o 48,
caracterizado pelo fato de que o parametro de limiar é a
densidade optica (OD) , oxigénio dissolvido (DO), pH,
concentracdo de nutriente no meio de cultura, concentracéao
total da fonte de carbono adicionada ao meio de cultura, ou
qualguer combinacdo desses.

50. Método, de acordo com a reivindicacdo 49,
caracterizado pelo fato de que o parémetro de limiar é a
densidade o6ptica (OD) da cultura.

51. Método, de acordo com a reivindicacao 50,
caracterizado pelo fato de que a alimentagdo continua de
indutor ¢é iniciada guando a densidade celular da cultura
atinge uma ODgyy de cerca de 70 a cerca de 110.

52. Método, de acordo com a reivindicacao 51,

caracterizado pelo fato de que a alimentacao continua de
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indutor € iniciada quando a densidade celular da cultura
atinge uma ODgoy de cerca de 70 a cerca de 105.

53. Método, de acordo com a reivindicacgdo 52,
caracterizado pelo fato de que a alimentagdc continua de
indutor é iniciada guando a densidade celular da cultura
atinge uma ODgyy de cerca de 75 a cerca de 85.

54. Método, de acordo com a reivindicacado 53,
caracterizado pelo fato de qgue a alimentagdo continua de
indutor é iniciada quando a densidade celular da cultura
atinge uma ODgyo de cerca de 80.

55. Método, de acordo com a reivindicacao 48,
caracterizado pelo fato de que o indutor é adicionado a
cultura a uma taxa constante de cerca de 3.35 g/L/h a cerca
de 16 g/L/h, o indutor é adicionado por alimentacdo DO-stat
ou o indutor é adicionado por alimentacdo pH-stat.

56. Método, de acordo com a reivindicacgao 48,
caracterizado pelo fato de que a guantidade total de indutor
adicionada a cultura durante a inducdo é de cerca de 4 g/L a
cerca de 40 g/L.

57. Método, de acordo com a reivindicacdo 56,
caracterizado pelo fato de que a guantidade total de indutor
adicionada & cultura durante a inducgdo é de cerca de 5 g/L a
cerca de 20 g/L.

58. Método, de acordo com a reivindicacgdo 57,
caracterizado pelo fato de que a quantidade total de indutor
adicionada ao meio de cultura durante a indugdo é de cerca

de 7 g/L a cerca de 15 g/L.
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59. Método, de acordo com a reivindicagdo 58,
caracterizado pelo fato de gque a quantidade total de indutor
adicionada a cultura durante a inducdo é de cerca de 10 g/L.

60. Método, de acordo com a reivindicacgao 48,
caracterizado pelo fato de que a alimentacao de indutor
continua durante cerca de 2 horas a cerca de 8 horas apds o
inicio do método.

6l. Método, de acordo com a reivindicacdo 60,
caracterizado pelo fato de que a alimentacdo de indutor
continua durante cerca de 3 horas a cerca de 6 horas apds o
inicio do método.

62. Método, de acordo com a reivindicacao 48,
caracterizado pelo fato de que a proteina recombinante é
colhida cerca de 2 horas a cerca de 8 horas apds o inicio da
alimentacdo de indutor.

63. Método, de acordo com a reivindicagéo 62,
caracterizado pelo fato de que o produto de proteina
recombinante é isolado cerca de 3 horas a cerca de 6 horas
apdés o inicio da alimentacao de indutor.

64. Método, de acordo com a reivindicagadao 48,
caracterizado pelo fato de que a alimentacdo de fonte de
carbono ao meio de cultura continua durante a alimentacdo de
indutor a cultura.

65. Método, de acordo com a reivindicacdo 48,
caracterizado pelo fato de que o indutor é arabinose.

66. Método, de acordo com a reivindicacdo 48,
caracterizado pelo fato de que a fonte de carbono é uma

fonte de carbono a base de acucar.
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67. Método, de acordo com a reivindicacao 66,
caracterizado pelo fato de que a fonte de carbono a base de
agucar é glicose.

68. Método, de acordo com a reivindicacdo 67
caracterizado pelo fato de que e o indutor é arabinose.

69. Método, de acordo com a reivindicacao 68,
caracterizado pelo fato de que a glicose é alimentada a
cultura a uma taxa constante durante a alimentacdo a taxa
constante de arabinose a cultura, durante DO-stat tanto de
glicose, quanto do indutor ou por alimentacdo pH-stat tanto
de glicose, quanto do indutor.

70. Método, de acordo com a reivindicacao 68,
caracterizado pelo fato de que a glicose ¢ alimentada a
cultura a uma taxa constante durante a alimentacdoc a taxa
constante de arabinose a cultura, por alimentacdo DO-stat
tanto de glicose, quanto do indutor até que a densidade
celular na cultura atinja uma ODg de cerca de 80 ou por
alimentacdo pH-stat tanto de glicose, gquanto do indutor até
que a densidade celular na cultura atinja uma ODgy de cerca
de 80.

71. Método, de acordo com a reivindicacdo 68,
caracterizado pelo fato de que a proteina 2086 meningocdcica
recombinante compreende uma lipoproteina (rLP2086).

72. Método, de acordo com a reivindicacado 68,
caracterizado pelo fato de que a proteina compreende uma

proteina nao lipidada.




12

73. Método, de acordo com a reivindicacao 68,
caracterizado pelo fato de gue a proteina compreende
proteina 2086 meningocdécica subfamilia A.

74. Método, de acordo com a reivindicacdo 68,

. 5 caracterizado pelo fato de que a proteina compreende
proteina 2086 meningocdcica subfamilia B.

75. Método para a producdo de uma proteina 2086
meningocdécica recombinante (P2086) caracterizado pelo fato
de gque compreende:

10 (a) a introducgéo em uma célula hospedeira
bacteriana de um vetor de expressao que codifique uma
proteina 2086 recombinante sob o controle de um promotor
induzivel para formar uma célula bacteriana recombinante;

(b) a introducéao da célula bacteriana

15 recombinante em um meio de cultura para formar uma cultura;

(c) a adicdo de uma fonte de carbono a cultura;

(d) a monitorizacdo do crescimento celular na

cultura gquanto a atingir uma densidade Ooptica de 1limiar

e
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uma cultura bacteriana compreendendo uma proteina
2086 meningocdécica recombinante a uma densidade de pelo
menos cerca de 1,5 g/L com base no volume total da cultura
bacteriana.

77. Composicgdo, de acordo com a reivindicacao 76,
caracterizada pelo fato de que a proteina 2086 meningocdcica
recombinante é proteina lipidada.

78. Composicgdo, de acordo com a reivindicacao 76,
caracterizada pelo fato de que a proteina 2086 meningocdcica
recombinante é proteina ndo lipidada.

79. Composicao, de acordo com a reivindicacao 76,
caracterizada pelo fato de que a proteina 2086 meningocdcica
recombinante é uma proteina 2086 da subfamilia A.

80. Composicao, de acordo com a reivindicacdo 76,
caracterizada pelo fato de gque a proteina recombinante & uma
proteina 2086 da subfamilia B.

81. Composicao, de acordo com a reivindicacao 80,
caracterizada pelo fato de que a cultura compreende uma
segunda proteina 2086 meningocdcica recombinante.

82. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 81,
caracterizada pelo fato de que a segunda proteina 2086
meningocdcica recombinante é uma proteina 2086 da subfamilia
A.

83. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 76,
caracterizada pelo fato de que a densidade da proteina 2086
meningocdcica recombinante é de pelo menos cerca de 1,7 g/L

com base no volume total da cultura bacteriana.
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84. Composic¢ao, de acordo com a reivindicag¢do 76,
caracterizada pelo fato de gque a densidade da proteina 2086
meningocdcica recombinante é de pelo menos cerca de 2,0 g/L
com base no volume total da cultura bacteriana.

85. Composicdo, de acordo com a reivindicacdo 76,
caracterizada pelo fato de gue a densidade da proteina 2086
meningocdcica recombinante é de pelo menos cerca de 3,0 g/L
com base no volume total da cultura bacteriana.

86. Composicdo, caracterizada pelo fato de que
compreende:

uma cultura bacteriana compreendendo uma proteina
2086 meningocdcica recombinante preparada de acordo com O

processo de gqualquer uma das reivindicacdes de 1 a 75.
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Fermentagdo por batelada alimentada a virias taxas de alimentagio constantes,
sem indugdo
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Fermentagio por batelada alimentada a varias taxas de alimentagdo constantes,
sem indugdo
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Indugao a varias ODs
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Efeito do método de adigdo de arabinose sobre o rendimento de rLP2086
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Efeito da taxa de alimentacdo de arabinose sobre a produgdo de rLP2086
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Efeito do tempo de indu¢do sobre a expressio
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Fermentagio por batelada alimentada para produgdo de rLP2086 subfamilia B
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Alimentagio dupla de glicose e arabinose durante a indugdo
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Alimentagio dupla de glicose e arabinose durante a indugdo
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Alimentagdo dupla de glicose e arabinose durante a indugio

Frabinose
Fimmentada

—~e— 0D600nm glicose gl
—m— qglicose _f feniand »
1004 | —O— 1LP2086
—o— Arabinose
oo ACIO'G A CEtiCE

&
b=

C,u .
<

S
Glicose, Arabinose e Acido acético @)
rLP2086 (g/L)

[

"

‘,_
N

ki
S

é

0 2 4 8 8 10 12 14
Tempo de fermentagio (&)

Alimentacio dupia: alimentacio de glicose 2 3,75 @/ /h; alimentagio de arabinose 3 3,3

gLk
FIG. 12C



12/15

Fermontagio por batelada afimentada de ri P2086 subfamitia B de

E. coli (pPWE2) 3 uma escala de 100 L
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Fermentagdo por batelada alimentada de rLP2086 subfamilia A de E. coli

(pPW102) a uma escala de 100 L.
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Fermentagdo por batelada alimentada de rLP2086 subfamilia B de E.

coli (pPW62) com alimentagdo dupla de glicose e arabinose a uma
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Fermentagdo por batelada alimentada de rLP2086 gubfamilia A

de E. coli (pW62) com alimentagao dupla de glicose e arabinose
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RESUMO

“METODO PARA A  PRODUCAO DE UMA PROTEINA
RECOMBINANTE; METODO PARA A PRODUGAO DE UMA PROTEINA 2086
MENINGOCOCICA RECOMBINANTE (P2086); E COMPOSICAO”.

Apresentam-se métodos para a produgéao de
proteinas, por exemplo, proteinas 2086 meningocdcicas
recombinantes, usando fermentacdo por batelada alimentada
com entrada continua de um indutor depois de se atingir umnm
parametro de limiar e, opcionalmente, a entrada continua de
uma fonte de carbono, por exemplo, uma entrada a taxa
constante, para melhorar os rendimentos de proteina, assim
como composigdes de proteinas de alta densidade e

composigdes para uso nos métodos da presente invencao.
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