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JEFE DIVISION DE NUEVAS CREACIOl Facha.201107 20 16:01:22 Dep. 202ODIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y  Act. 523 RESPUESTA Folios: 106
E. 5. D.
REF: EXPEDIENTE: 07-031230
TITULO: “DISPOSITIVOS Y METODOS PARA LA FABRICACION

CONTINUA INTEGRADA DE MOLECULAS BIOLOGICAS”
ACTUACION: RESPUESTA A EXAMEN DE PATENTABILIDAD

CARLOS ORLANDO MAYA RODRIGUEZ, mayor de edad, vecino de esta ciudad,
identificado con la Cédvla de Civdadania No.17.117.818 expedida en Bogotd, Abogado
titulado en ejercicio y portador de la Tarjeta Profesional No. 17.402 del Consejo Superior
de la Judicatura, obrando en calidad de apoderado de la sociedad BAYER HEALTHCARE
LLC., Segin poder debidamente conferido y legalizado, adjunto al expediente de la

referencia.

Encontrandome  dentro  del término legal comparezco para responder el oficio de
Reguerimiento No. 08166 del Examen de Patentabilidad emanado de esa Oficing, con
fundamento en el Articulo 45 de la Decisién 486 de 2.000 de C.AN, domos respuesta en

los siguientes términos.
4.- De la solicitud de Patente

4.1.- Reivindicaciones

Para atender el requerimiento, segin el Articule 30 de la Decision 486, el sedor

Examinador sefiala que: las reivindicaciones no son claras , yo que de su sola lectura no se
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puede entender le significado del término “TMP”. Y sugiere hacer las aclaraciones del caso,

asi como la necesidad de hacer aclaraciones en el pliego reivindicatorio, aclaramos que las
reivindicaciones 2-6, 9-13, 18 y 19 se modificaron para eliminar el término
“aproximadamente” como lo sugirié el Examinador. Las reivindicaciones 1, 2-4, 9-11 y 18

se modificaron para aclarar adicionalmente el lenguaije.

Por lo tanto, se presenta un nuevo pliege reivindicatorio de 24 reivindicaciones, en
reemplazo del anterior, pliego que estd enteromente sustentado en la memoria descriptiva

original y por lo tante no amplia el alcance de lo invencion, dichos modificaciones se

. refieren a:

En la reivindicacion 1 se modificd para insertar “presién de transmembrana” después de
TMP como se sugirié. El sustento para esta modificacion se puede encontrar en la Figura 9 y
en la pagina 18, lineas 7-14. Las reivindicaciones 2-4 y 9-11 se modificaron para clarificar
mas la invencién. El sustento se puede hallar en las paginas 58, linea 19 hasta 59, linea 3 y
los reivindicaciones originales. Las reivindicaciones 2-6, 9-13, 18 y 19 se modificaron para
eliminar el término “aproximadamente”. La reivindicacién 8 se ha modificado para
especificar que la “vltrafiltracién” es una “ultrafiltracién continua™; la modificacidn estd
sustentada en toda fa memoria descriptiva como se presentéd eriginalmente; por ejemplo, en
el Resumen y en la pagina 4, linea 27 de lo publicacién PCT (WO 2008/039588). Los
solicitantes han modificado el recitado de un “adsorbedor/desorbedor convective”, como se
. menciond anteriormente en la reivindicacion original 15, en la reivindicacién 14; la
reivindicacion 15 se canceld y las reivindicaciones restantes se renumeraron en consecuencia.

La reivindicacion original 18 se modificéd con propdsitos de aclaracion.

Los solicitantes agregaron la nueva reivindicacion dependiente 22, especificando que en los
procesos de la reivindicacion 8, “la presion transmembrana en el proceso de ultrafiltracion

continua aumenta con el transcurso del tiempo”. Esta reivindicacién nueva estd sustentada
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por la memoria descriptiva por lo menos en lo pdgina 38, lineas 4-7 de la publicacién PCT

y en la Figura 12, que muestra que la presién transmembrana aumenta en el transcurso de
catorce dias de realizar el proceso continuo. Ademas, los solicitontes agregaron las
reivindicaciones nuevas 23 y 24, que se relacionan con promedios de flujo que rodean dl
procesc de purificacion continua uno a otro usando relaciones expuestas por lo menos en la

paginas 54, linea 21 hasta 55, linea 11 de la memoria descriptiva.

4.2- Claridad de la descripcion (Art. 28 Decision 486)

Respecto de los sugerencias del sefior examinador para defininir completamente el término
“TEM”, Se ha modificado lo memorio descriptiva, e la que se ha insertado “presion
transmembrana” inmediatamente antes de la primera cita de "TMP” en la pagina 9, linea 5
de la memoria, y ademds se ha incorporado su completa definicion en el parrafo siguiente,
de manera de clarificar més adn, segin lo solicitado. También se han modificado las
unidades de acuerdo con el sistema internacional como fue solicitado por el Sr. Examinador.

(pégina 38 de la memoria)

4.3. Unidad de Invencidon (Art. 25 Decision 486)

El solicitante disiente respetuosamente con el Examinador y cree que las reivindicaciones 7-
22 incluyen caracteristicas comunes que no se discutieron en el arte previo. Los argumentos
que sustentas esto afirmacion se detallan @ continuacién, por lo que todas las

reivindicaciones son novedosas y por lo tanto estan unificadas.

5.- determinacién del Estado de la Técnica.

En cuanto a las objeciones formuladas por el sefior Examinador con respecto a la falta de

Novedad de la presente invencion, por considerar las caracteristicas técnicas esenciales con
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las del estade de la técnica de la reivindicacién 1 habian side divulgadas previeamente en
el documento del estado de la técnica D1, el Solicitante manifiesta respetuosamente lo

siguiente:

El Solicitante disiente respetuosamente con el examinador. Ya que el D1 de Van Reis no
revela la totalidad de los elementos porque el proceso revelado por van Reis difiere de las

presentes reivindicaciones en varios aspectos importantes.

En primer lugar, el proceso D1 de van Reis no incluye el elemento (a) de las reivindicaciones
7 y 14, producido mediante un proceso de fermentacién por perfusién 'éontinuc, o el
elemento (a) de las reivindicaciones 15 y 19, un sistema de fermentacion por perfusién
continua. De hecho, van Reis expresa en la columna 10, lineas 62-65, “la mezcla que se ha
de separar entra al dispositivo o través del conducto de entrada 1, que se comunica con un
tanque de fermentacién (no se muestra) si los productos que se han de separar estdan en un
caldo de fermentacién”. Esta descripcion no es suficiente para anticipar las presentes
reivindicaciones, porque las presentes reivindicaciones establecen especificamente
fermentacién por perfusién continva. Van Reis no revela que el tanque de fermentacion
contiene un proceso de fermentacidén por perfusion continua. De hecho, la descripcién sélo
remotamente similar de van Reis es de un “cultive de perfusién continua”, en la columna 23,
lineas 27-40; pero alli, van Reis revela el uso de un cultive de perfusién continua con el
Gnico propésito de “separar fragmentos de células de células enteras” y no como parte de
un proceso para “purificar una proteina de interés desde una mezcla de fluido de cultive de
tejido heterogénea". En un proceso para separar fragmentos de célutas de células enteras,
la proteina de interés pasario a través de la membrana junto con los fragmentos de células,
mientras que solamente las células enteras serian retenidas. Por lo tanto, la descripcion de
la columna 23, lineas 27-40 no resuelve los deficiencias de la columna 10, lineas 62-65 con

respecto al paso (a) de las reivindicaciones 7, 14, 15 y 19, con sus modificaciones.
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La presente memoria descriptiva define que por “continuo” se entiende lo siguiente: Por el
términe “continuo” se entiende una secuencia y/u operacion sin interrupcién en el tiempo,
durante periodos de tiempo prolongados. Como se usa con referencia a los procesos de
fermentacién, clarificacion y filtracion de la presente invencion, por “continuo” se entiende
que los procesos estan integrados en forma fisica y logistica como para permitir la
operacion sin interrupcion durante un periodo de tiempo prolongade suficiente para un
producte aislado estéril, sin particulas, concentrado y parcialmente purificado que contiene
la proteina de interés. Por el término continuo, como se usa con referencia a los proceses de
. la invencién, también se entiende que un proceso no se realiza en una forma en tandas
(baich). Los procesos de la presente invencidn son capaces de operacidn continua, por
ejemplo durante periodos prolongados que estan en o goma de 1 dia a varios meses sin
interrumpir la operacién o la secuencia de los procesos. Como se usa en la presente
invencion, los procesos se realizan durante un periodo continue mayor de 2, 3, 4, 5, 607
dias, 2, 3, 4, 5, 6, 7 v 8 semanas, 3, 4, 5, 6 o mds meses. Véase la pdgina 11, lineas 22
hasta pagina 12, linea 4 de la memoria descriptiva (WO 2006/039588). La referencia
de van Reis simplemente no revela un proceso "COHﬁI’I\UO”, ya que el término “continuo” se

define y se usa en la presente memoria descriptiva.

En segundo lugar, el proceso revelado en van Reis no incluye el elemento (d) de la
reivindicacién 7: transferir la mezclo de fluido del cultivo de tejido clarificado a un proceso
de purificacién continuo integrado con el proceso de extraccidon de particula continuo.  Si
bien el proceso revelado en la Figura 2A de van Reis estd seguido por un paso de
purificacion, van Reis revela solamente que “el retentado concentrado pasa desde la
unidad de filtraciéon 7 a través del conducto de salida 11, donde se puede recoger vy
procesar nuevamente, si fuera necesario, para obtener la especie de interés deseada”
{columna 11, lineas 17-20 de van Reis). La descripcidn simplemente no expresa que el

fluido se mueve hacia un proceso de purificacién continua que estd integrado con el proceso
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de extraccién de particula continuo; van Reis es mdas bien vago scbhre este punto. Por
consiguiente, van Reis no revela un proceso que comprende el elemento {d} de la

reivindicacion 7.

En tercer lugar, el proceso revelado en la Figura 2A de van Reis no se describe como uno en
el cual “el promedic de flujo especifico se mantiene sustancialmente constante durante toda
la ultrafiltracidn continua”, como reza en la reivindicacidn 1, o "el promedio de flujo
especifico de la mezcla durante todo el proceso de fermentacién por perfusién continua, el
procesc de extraccion de particula continuo ¥ el proceso de purificacién continug se
. mantiene sustancialmente constante”, como reza en las reivindicaciones 7 y 14, Aungue van
Reis expresa en la columna 21, lineas 35-36, “donde ia TMP es sustancialmente constante a
través de la membrana completa”, esto no se puede extrapolar de manera que signifique
una promedio de flujo sustancialmente constante porque: {1} van Reis aclara en la columna
9, lineas 16-18 que: "TMP sustancialmente constante” se refiere o TMP en funcidén de la
longitud de la membrang, ne en funcién del tiempo de filtracién” y por lo tanto tampoco se
refiere a la TMP durante el proceso completo; y (2] TMP constante no sugiere
necesariamente un promedio de flujo especifico consm;ne. De hecho, van Rels expresa en la
columna 10, lineas 19-21 que la “TMP no aumenta con el tiempo de filtraciéon y no
necesariamente se mantiene constante durante toda la filtracion”. Por lo tanto, en general,
simplemente no hay ninguna revelacion en van Reis de un proceso en el cual el promedio de

flujo especifico de la mezcla se mantiene sustancialmente constante.

Ademds, van Reis no revela el elemento (d) de la reivindicacidn 14: “transferir el fluido de
cultivo de tejido clarificado a un recipiente de onda integrado con el proceso de extraccién
de particula continue”, o el elemento (¢) de la reivindicacién 20, “un recipiente de onda

integrado y adaptado para recibir en forma continua el fluido de cultive de tejido

clarificade”.
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Con respecto a la “adsorcion/desorcion convectiva” citada en la reivindicacién original 15
(ahora incorporada en la reivindicacién modificada 14) y lo reivindicacién original 22
(ahora reivindicacién 21), indicamos que lo HPLC, citada en van Reis, es diferente del
proceso de odsorcién/desorcién convectiva”. La HPLC descrita en van Reis es una
herramienta analitica, que usa lechos de resing empaquetada en los cuales la transferencia
de masa estd limitada por la djfusion. En cambio, la adsorcion/desorcion convectiva es una
herramienta de purificaciéon preparativa en la cual la transferencic de moasa es
predominantemente convectiva. La descripcion del use de la MPLC en van Reis no anticipa el
uso de la adsorcidn/desorcion convectiva en las presentes reivindicaciones. Por esta razén
. adicional, las reivindicaciones 14 y 21, con sus modificaciones, son novedosas con respecio a

van Reis.

Con respecto a la nueva rei‘;indicacién 22, van Reis no ensefia el elemento descripto “en
donde la presién de transmembrana en el proceso de purificacién continua aumenta con el
tiempo™. La presion de transmembrana en el proceso de van Reis "disminuye o permanece
aproximadamente constante o medida que avanza la filtracidn” (es decir, con el transcurso
del tiempo) (ver al menos las reivindicaciones 1, §, 7 ¥ 12 de van Reis). Van Reis agrega en
la columna 10, lineas 19—‘22; "Debe destacarse que la TMP no aumenta con el tiempo de
filtracién y no se mantiene necesariamente constante a través de la filtracidn. La TMP puede
permanecer aproximadamente constante con el tiempo o disminuir a medida que avanza la

filtracién™.

Con respecto a las nuevas reivindicaciones 23 y 24, van Reis no ensefia los elementos
reivindicados en donde el promedioc de flujo del permeato (Qp) y el retentato (Qh) se

gjustan para coincidir con el promedio de flujo cosecha Gh de la fermentacion, de manera

que:
Qp + Qi = Qh,
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En donde Qp se mantiene sustancialmente constante, y donde los promedios de flujo se

ajustan y controlan de manera que se alcance un factor de concentracién deseada of que

satisfaga:

Qi: 1/cf * Qh

Por todo lo expuesto, el documento D1 de van Reis no revela todos y cada uno de los
elementos de las reivindicaciones 1 a 24, tal como han side modificadas. Por lo tanto, las
. reivindicaciones resultan novedosas frente al arte previo citado, encontrandose la presente

solicitud en condiciones de ser concedida

En virtud de todo lo expuesto, mi representado respetuosamente manifiesta que el actual

pliego reivindicatorio es también inventivo respecto a D1 citado por su despacho.

De acverdo con el nuevo capitulo descriptive y nuevo pliego reivindicaterio anexos, la
presente invencidn cumple con los requisitos de patentabilidod exigidos en el Art. 14 de la
Decision 486/2000 de la C.AN, en el sentido de Novedad, Nivel inventivo y Aplicacién

Industrial.

Por lo antes expuesto, ruego a usted dar por subsanado dicho requerimiento, sin perjuicio

. de lo cugl desde ya nos acogemos a lo dispuesto por el inciso segundo del articylo 45 de g
decision 486 de la Comunidod Andina de Naciones que g la letra dice: “(...). Cuando la
oficina nacional competente estimare que ello es necesario parg los fines del examen de

patentabilidad, _podrd notifica_al solicitante dos o mas veces {...)" (Subrayado para
destacar).
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NOTIFICACIONES
Mi poderdante y yo recibiremos notificaciones en la Secretaria de su Despache o en mi
Oficina de Abogado ubicoda en la Carrera 13A No. 28-38 Ofc. 230 MZ. 2 Pargue

Central Bavaria de la ciudad de Bogota D.C.

Del sefior Jefe,

CA ORANBOYAAYA RODRIGYEZ
Neo.17.117.818 expedida en Bogotfy,
T.P No. 17.402 del C.S.J.
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DISPOSITIVOS Y METODOS PARA LA FABRICACION CONTINUA INTEGRADA DE

MOLECULAS BIOLOGICAS
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidén se relaciona con un método y un
sistema mejorados para purificar una molécula de interés desde
una mezcla heterogénea de moléculas. Mas particularmente, la
presente invencién se dirige a métodos para purificar una
proteina de interés en una corriente de alimentacidn fluida de
cultivo de tejide desde un proceso de fermeﬁtacién por perfusidn

continua.
ANTECEDENTE DE LA INVENCION

Para los expertos en el tema es bien conocido que en los
ultimos afics varios procesos de cultivo celular continuo, también
llamados procesos de perfusién continua, se han éstablecido con
gran éxite comercial. 8Sin embargo, el proceso dej separacidn
seguldo de la fermentacidn por perfusidn continua es generalmente
unwgrd%eso en serie, y estéd fisica y logisticamente separado del

procesc de corriente ascendente continuo. En estos procesos, el

principal propésito del paso de separacidén es capturar el

10



producto de altos vwvolimenes de un supernatante de cultivo
relativamente diluido. La concentracién del producto tiene que
enfatizarse con respecte a la logistica del procesc y a los
requerimientos de espacico, mientras que la extraccidn simultanea
de contaminantes (purificacién) es importante para minimizar el
numero requerido de otros pasecos de purificacidén de corriente

descendiente.

La Figura 1 muestra una representacidn esquematica de
aislamiento tipico en el estado del arte desde fermentacidn por
perfusién continua, como bien saben los expertos en el area. EL
sistema de fermentacidén por perfusidn continua comprende un
dispositivo de retencidén celular (1), que hace que la mayoria de
las células produzcan el producto en el sistema de fermentacién.
Una corriente de cosecha continua del sistema de perfusidn
continua, gue aun ccntienen las algunas células, desechos y olras
particulas se bombea utilizando una bomba de cosecha (2) en
grandes recipientes de recoleccién (3), como por ejemplc tangues
de acero inoxidable. L[stos recipientes de almacenamiento de
cosecha usualmente tienen que ser enfriados para mantener las
pérdidas del producto debido a la degradacidédn en un campo

posible,

#



Una vez que se ha recolectade un volumen especificado, que
es comunmente después de 1-14 dias o mas, los recipientes de
recoleccidn de cosecha se desconectan del recipiente de
fermentacidén estéril y el material recolectado es designadco como
una serie de cosecha. El siguiente pasc es extraer las células,
deseches y particulas (paso 2). En escala industrial este pasco
cominmente se realiza utilizando centrifugacidn (4) sequido de
filtracién de membrana de punto muerto ({5) o por filtracidn
prefunda del punte muerto (6) seguide por filtracién de membrana
de punto muerto (7). Otra técnica a veces utilizada es 1la
microfiltracién de flujo tangencial (o “flujo cruzado”). De
cualquier forma, el producto del proceso de extraccién de
particula es una serie de fluido de cultivo de tejido clarificado
o cTCF(8). Mas detalles sobre la separacion de particulas para
productos bkiotecnoldgicos pueden encontrarse en los libros de
texto clésicos, como por ejemplo Biotechnology, Vol 3,

Bioprocessing, Wiley-VCH, 2 edition (1996), ISBN: 3527283137.

En el siguiente paso (paso 3), 1la serie del cultivo de
tejido clarificado también se procesa para concentrar, y si es
posible, purificar el producto. Esto cominmente se realiza por
ultrafiltracién de flujo cruzado o por cromatografia de cama

embalada.

gyx



En el caso de la ultrafiltracidn de flujo cruzado, cTCF se
bembea en el tangue de reciclado (9} del sistema. Se utiliza una
bomba {10) para empujar el material a través de un ultrafiltro de
flujo cruzade. El producto se retiene c¢on Jla membrana y se
recicla mientras gque se retiene en el tanque de reciclado,
mientras que el agua y contaminantes mas pequefios se empujan a
través de la membrana en el permeatc (11) debido a la presidn de
la transmembrana generada por la caida de presidén en el médulo de
ultrafiltracidén. En cada pasaje por el filtro, cTCF ademas se
concentra mas, y el veclumen total de cTCEF se reduce hasta gue un
factor de concentracidn deseado se alcanza. Una vez gue se
alcanza el factor de concentracién deseado, el proceso se
detiene, y el vclumen de concentrado remanente (separacién) se
drena desde el sistema y se recolecta. Mas detalles sobre 1la
ultrafiltracién de flujo c¢ruzado para la concentracion de
productos biotecnoldgicos puede encontrarse en libros de texto
clasicos, como por ejemplo Biotechnology, Vol. 3, Bioprocesssing,

Wiley-VCH, 2 edition (1996), ISBN: 3527283137.

En el caso de una cromatografia de cama embalada, el cTCF se
bompbea sobre una cromatografia en columna (12) que contiene una
cama de resina embalada. El producto se une con la resina y luego

se leviga en una forma purificada y concentrada (producto
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aislado, 13) utilizando un amortiguador de levigacidn adecuado
(14), 1luege de 1o cual la columna se limpia y sSe regensra
utilizando amortiguadores adecuados y soclucicnes de limpieza

(14).

Otras variantes de cromatografia que se han propuesto para
la concentracién/ purificaciédn de cTCF son cromatografia de cama
expandida y cromatografia de membrana. La cromatografia de cama
expandida puede procesar scluciones que contienen particulas. Sin
embargo, la filtracidén del aislado luegc de la cromatografia es
aun requerida, aungue las &reas de filtracidén se reducen., La
cromatografia de membrana utiliza pilas de membranas de
microfiltracién modificadas en lugar de camas de resina embalada.
La wventaja es que la transferencia de masa es altamente
convectiva antes que difusiva, lo cural permite la separacién mas
rapida. De lo contrario, el proceso es cominmente equivalente con
la cromatografia de cama embalada estandar. Mas detalles sobre
cromatografia para concentracién y purificacién de productos
biotecnolégices puede encontrarse en libros de texto cldsicos
como por ejemplo Protein Purification, Principles, Hignh-
Resolution Methods, and Applications, Wiley- VCH, 2. Edition

(1998), ISBN 0-471, 18626-0.



& menudo, el producto aislado luego se congela y se almacena
para su posterior uso en otros pasos de purificacidon de corriente

descendiente,

Asi, cemo 5@ describe anteriormente, el proceso de
aislamiento es generalmente un procesoc en serie, y se separa
fisica y logisticamente de un proceso de corriente ascendente
continua. Ademas, mientras que la fermentacioén tiene que
realizarse estéril, el aislamiento {es decir, la extraccién de
particulas y la concentracidén/ purificacién de las mismas) se

realiza esencialmente limpia pero no estéril.

Los procesos del estado del arte que se describen

antericrmente presentan un nimero de problemas:

P1. Pérdida de rendimiento y reduccidédn de calidad potencial
debido al alto tiempo de residencia del producto. La cosecha
desde la fermentacidédn por perfusidén continua necesita ser
recolectada y almacenada durante periodos largos, como se
establece anteriormente, antes de que la serie de aislamiento
pueda procesarse. La cosecha recolectada, aungue enfriada, aun
proporciona un medio perjudicial para los productos proteicos

complejos e intrinsecamente inestables. Ademas, las significantes
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pérdidas de producto ocurren, las cuales reducen la capacidad de
planta y aumentan el costo de la mercaderia. Ademas, la calidad

del producto puede ser afectada adversamente.

P2. Grandes instalaciones de  habitaciones frias o©
recipientes frios se requieren para el almacenamiento intermedioc
de los grandes volumenes de cosecha, llevando a altos costos de
capital e invalidando la citada ventaja de compactado y movilidad

de los fermentadores de perfusién.

P3. Las tecnologias de concentracidédn / purificacidn
convencionales (por ejemplo, wultrafiltracién, cromatografia de
cama embalada) tienen producciones volumétricas relativamente
bajas, tiempos de operacidén importantes vy  requieren de
relativamente intensa mano de cbra. Como resultado, cominmente no

mas de 1 proceso en serie se realiza por dia.

P4, Ademas, los procesos y métodos de aislamiento actuales
tienen dificultades logisticas gque tratan con cambiantes
volumenes de proceso en las plantas de fermentacidén gque incluye
mas de un fermentador. En las plantas de perfusién continua a

gran escala, un ndmerc variante de fermentadcres es opciocnal.
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P5. Ademéas, los procescs de aislamiento del estade del arte
se realizan limpios pero no estériles. Esteo a menudo conduce a un
numero importante de series rechazadas debido a asuntos de carga

de microbios.

P6. La utilizacién de elementos descartables, como por
ejemplo, filtros descartables, montajes, bolsas, etc, aungue sean
muy deseados en la produccién de parenterales humancs (por
ejemplo, para evitar limpieza y validacidén de limpieza y otros

asuntoes) es muy cara y de hecho a menude no resulta econdmico.

De tal manera, es un objeto de la presente invencidn
proporcionar un proceso de separacién de proteina continuo,
integrade que es capaz de operar durante periodos largos bajo

condiciones estériles,

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente 1invencién se dirige a un aparatc y proceso
nuevos para purificar meléculas desde una mezcla de fluido
heterogénea. MAs particularmente, la invencién se dirige a un
proceso para purificar una molécula de interés desde una mezcla

de fluido clarificado heterogénea de la cual los contaminantes se
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han extraido. El proceso comprende el pasc de filtrar una mezcla
de fluide <clarificado heterogénea mediante ultrafiltracién
continua en un promedio de flujo especifico debajo del punto de
transicidén de la mclécula de interés en una regidn dependiente de
presién del flujo versus la curva de “presidén de transmembrana’”
{TMP}, caracterizade porgue el promedio de flujo especifice se
mantiene sustancialmente contaste en todo el proceso de

ultrafiltracién.

El término “presidén de transmembrana” y su sigla “TMP”
significa la presidén promedio aplicada desde la alimentacidn al
lateral de filtrado de la membrana. TMP se calcula mediante
TMP [barral=[(PF + ~PR}/2]- Pf donde PF es la presién de
alimentacidén, PR es la presion de retencion, y Pf es la presidn

del filtrado.

En las 1incorporacicones particulares, el proceso de la
invencidn comprende filtrar la mezcla de fluido clarificada a
través de una membrana de ultrafiltracidén que tilene un area en
metros cuadradocs aproximadamente igual entre 0,1 a 2 veces el
promedic de flujoc velumétrico de la mezcla de fluide clarificado
en litros / hora. En otra incorporacidn, el proceso de la

invencidén comprende filtrar la mezcla de fluido clarificado a
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través de una membrana de ultrafiltracidén gue tiene un &rea en
metros cuadrados aproximadamente 1igual entre 0,3 a 1 vez el
promedic de flujo volumétrico de la mezcla de fluide clarificado

en litros/ hora.

El proceso de la invencién ventajosamente permite filtrar la
mezcla clarificada en un promedic de flujo especifico que produce
una concentracidédn de pared de menos de aproximadamente 20%, menos
de 15% y mencs de 10% aproximadamente mayor a la concentracidén de

retencidén, sin pelarizacidn de concentracidn apreciable.

En una incorporacidédn mdas especifica, la invencidn se
dirige a un proceso integrado, continuce y estéril para la
fermentacidén por perfusién continua, extraccion de particula y
purificacidén/ concentracidn. En un aspecto de la invencién, el
proceso comprende filtrar la mezcla de cultive del tejido
mediante un proceso de separacidén que selectivamente separa la
proteina de interés desde la mezcla en un punto estaklecido
operacional debajo del puntoc de transicidén de la proteina en 1la
regidén dependiente de presidén del flujo versus la curva TMP para
producir un preducto ailslado, parcialmente purificado,
concentrado, libre de particulas y estéril, donde el promedic de

flujo especifico a través del proceso de separacién se mantiene
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sustancialmente constante en niveles wmenores al punto de

transicidén de la proteina.

En otro aspecto de la invencidn, el proceso €S Uun proceso
continuo para purificar una proteina de interés desde una mezcla

de fluido de cultivo de tejido heterogénea, que comprende:

{a) producir mediante proceso de fermentacidn por perfusidn
continua una mezcla de fluido de cultivo de tejido heterogénea

gue contiene una proteina de interés;

(b} transferir la mezcla de fluido del cultivo de tejido a
un proceso de extraccidn de particula continue integrado con el

procesc de fermentaciédn por perfusidn continua;

(c)] extraer los contaminantes de particulas desde el fluideo
de cultivo de tejido en el proceso de extraccidn de particula
continuo para producir un fluido de cultive de tejide clarificado

qgue contiene la proteina de interés;

(d) transferir el fluido de cultive de tejido clarificado a
un proceso de purificacién continuo integrado con el procesco de

extraccién de particula continuo; y



(e} purificar la proteina de interés desde el fluido de
cultive de tejido clarificade en el procesc de purificacion

continuo;

caracterizado porque el promedic de flujo especifico de la
mezcla a traves del proceso de fermentacidéon por perfusidn,
proceso de extraccién de particula continuco y el preceso de

purificacidén continua se mantiene sustancialmente constante.

En aun otro aspecto de la invencidn, el proceso es un
procesc semicontinuo para purificar una proteinz de interés desde
una mezcla heterogénea de fluide de cultivo de tejido que

comprende:

(a) producir mediante proceso de fermentacidn por perfusidn
continua una mezcla de fluido de cultivo de tejide heterogénea

que contiene una proteina de interés;

(b} transferir la mezcla de fluido del cultivo de tejido a
un proceso de extraccién de particula continuo integrado con el

sistema de fermentacién por perfusién continua;
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(c) extraer lcs contaminantes de particulas desde el fluido
de cultivo de tejido en el proceso de extraccidn de particula
continuo para preducir un fluido de cultivo de tejido clarificado

que contiene la proteina de interés;

{d) transferir el fluido de cultivo de tejido clarificado a
un recipiente de onda integrado con el proceso de extraccidn de

particula continuo; vy

(e) purificar la proteina de interés desde el fluido de
cultivo de tejido clarificadc en el sistema de purificacidn para
producir un producto parcialmente purificade, concentrado, libre

de particula y estéril que contiene la proteina de interés;

caracterizado porque el promedic de flujo especifico de la
mezcla a través del proceso de fermentacidn por perfusidn
continua vy el procesoc de extraccidén de particula continuo se

mantiene sustancialmente constante.

La presente invencidén ademas se dirige a un aparato para
separar una proteina de interés de la mezcla de fluido de
cultive de tejido heterogénea. En un aspecto de la invencion, el

aparato comprende: (a) sistema de fermentacidn por perfusién
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continua; (b) un sistema de extraccidn de particula continua
integrada con el sistema de fermentacidn por perfusidn; y {(c) un
sistema de purificacidn continua integrado con el sistema de
extraccidén de particula, caracterizado porque el aparate se
adapta para mantener condiciones estériles.

En otro aspecto de la invencion, el aparato comprende: (a)
sistema de fermentacidn por perfusiédn continua; {b) un sistema de
extraccidén de particula continua integrado con el sistema de
fermentacidn por perfusidén; y (c) un sistema de purificacién
intermitente integradec con el sistema de extraccidédn de particula,
caracterizado porque el aparato se adapta para mantener

condiciones estériles,

Bl sistema de purificacién puede, por ejemplo, ser un
sistema de ultrafiltrazcidén o un sistema de absorcién/ desorcidn
convectiva, o cualquier otrc sistema capaz de purificar o
parcialmente purificar una proteina de interés desde una mezcla
heterogénea en un sistema integrado, continuo o semicontinuo,

estéril como se describe en la presente.

El procesc y aparato de la invencién se adaptan para
permitir el procesamiento continuo de una mezcla de fluido

heterogénea, como por ejemplo un fluido de cultivo celular, en un

2%
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promedio de flujo sustancialmente constante. En un aspecto
particular de la invencidn, el proceso y aparato de la invencidn
se adaptan para el permitir procesamiento continuc de una célula
heterogénea o mezcla de fluide de cultivo de tejido en wun
promedioc de flujo sustancialmente constante debajo del punto de
transicidén de la proteina en la regidn dependiente de presidn del
flujo wversus la curva de TMP durante un periodo continuo vy

durante todo el proceso de purificacidn.

Estos y otros aspectos de la invencidn se describen en
detalle a continuacidén en la siguiente memoria descriptiva de

dicha invencidn.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las figuras gue acompafian, que se incorporan y constituyen
parte de la memoria descriptiva, ilustran incorporaciones de la
invencién, Y, junto con la descripcidén detallada de la
incorporacidn, sirven para explicar los ©principics de 1la

invencidén y sus beneficios.

FIG 1: Representacidn esquematica del proceso de perfusién

continuo convencional seguido por 3 pasos de proceso de
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aislamiento segregado fisica vy logisticamente (reccleccidén de
cosecha en serie, extraccion de particula en serie y

concentracién/ purificacién en serie).

FIG 2: Representacion esquematica de 2 incorporaciones de un
dispositive inventivo A para fabricacidén estéril, integrada vy
centinua. Representacidn esquematica de la incorperacién Al
mostrada en el lateral izquierdo y representacidn esquematica de

la incorporacidn A2 mostrada en el lateral derecho.

FIG 3: Representacidén esquematica de 2 incorporaciones del
dispositivo inventivo B para fabricacién estéril, integrada vy
continua. Representacidn esquemdtica de incorporacidén Bl mostrada
en el lateral izquierdo y representacién esqguemdtica de la

incorporacidén B2 mostrada en el lateral derecho.

FIG 4: Representacidn esguemdtica de la incorporacién del
sistema inventivo de extraccidén de particula continua integrada
{100), un elementc del dispositivo inventivo 2 y del dispositivo

inventivo B,

FIG 5: Representaciones esqueméticas de las incorporacicnes

adicionales del dispositivo inventivo A que combina elementos
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miltiples para aumentar la capacidad de planta total (A3} o el

rendimiento de concentracidn y separacidn (A4).

FIG 6: Representaciones esquemdticas de incorporaciones

adicionales del dispcsitivo inventivo B.

FIG 7: Incorporacidn adicional de dispositivos inventivos
gue combinan los elementocs del dispositivo A y dispositivo B en
serie para aumentar el rendimiento de la concentracién total vy

separacidn.

FIG 8: Comparacidén ejemplo de las capacidades de carga total
por 10"  de capsula de filtro para ©procesocs en  serie
convencionales e incorporacidn del dispositivo inventivo y método
para extraccidéon de particula continua (procesos de £filtracidn
continua integrada) utilizando céapsulas de filtro comercial
idénticas. Método ejemplo que produce Factor VIII recombinante de

coagulacidn mostrado.

FIG 9: Ejemplo de curva de presién- flujo (flujo de permeato

especifico en LMH= litros/ hora/ m?

sobre presidén transmembrana)
y determinacién de punto de operaciéon. El circule muestra el

punto de operacidn tipico gque se ajustard mediante TMP para
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procesos en serie convencionales. El recténgulo muestra la regidn
operacional preferida que se ajustarad mediante la bomba de
permeato segun el método para utilizar el dispositive inventivo

A.

FIG 10: LEjemplo de distribucién de tiempo de residencia vy
tiempo de residencia medio del sistema UF continuo integrado
(300) segun el método para utilizar el dispositivo inventivo A.
Medido para el sistema continuo descartable con médulo de 290 cm2
(62,5 cm de longitud), 120 LM de flujo cruzado, 0,2 LMH de flujo

de retenciodn, Z LMH de flujo de permeato.

FIG 1l1: Ejemplo de separacidn de rFVIII desde fermentacién
por perfusidn continua libre de plasma- proteina utilizando una
incorporacidén del dispositivo inventive A. Comparacién del
rendimiento de aislamiento promedio de un método continuo
inventivo comparado con el rendimiento promedic de aislamiento en
serie, incluyendo una propagacién de desviacién estandar. 3
series consecutivas se utilizaron para determinar el rendimiento
en serie, mientras que 3 puntos consecutivos (dias) se utilizaron

para el proceso continuo.
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FIG 12: Ejemplos de rendimiento del paso inventive A. La
presién transmembrana vy el flujo especifico de sistema de
ultrafiltracidén continua integrada (300) como una funcidén del
tiempo de proceso continuo para 3 ejemplos diferentes mostradoes.
Triangulos = 100 kD de membrana, Factor VIII recombinante de
coagulacién (rFVIII):; Cuadradcs= 10 kD de membrana, 1interleucina
-2 recombinante; Circulos= 50 kD de membrana, glicoproteina
creado por ingenieria genética {(Mr >100 kD). Todos los ejemplos
mostrados son fermentacidn por perfusidn continua libre de plasma

proteina,

FIG 13: Ejemplo de rendimiento a large plazo del dispositivo
inventivo A directamente acoplado para la fermentacidén por
perfusidén continua de los 2 productos proteicos gue co expresan
linea celular (proteina fluorescente verde GFP y IL-2SA). Presién
de transmembrana y flujo especifico de sistema de ultrafiltracidn
continua inventiva (300) como una funcidén del tiempo del proceso

continuo mostrado., 10kD de membrana se utilizaron.

FIG 14: Ejemplo de rendimiento a largo plazo del dispositivo
inventivo A directamente acoplado para la fermentaciédn por
perfusion continua de los 2 productos proteicos gue co expresan

linea celular (proteina fluorescente verde GFP y IL-2SA). 10kD de
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membrana se utilizaron. El1 factor de coeoncentracidén de ambes
productos proteicos, como se determina mediante 1los ensayos
especificos, y factor de concentracién volumétrica mostrado como

una funcidén de tiempo de procesc continuo.

FIG 15: Ejemplo de rendimientc del dispositivo inventive B.
Rendimiento y caida de presién sobre cerca de 100 ciclos de
adsorcién/ desorcién con el adsorbedor convectivo (proteina
ocbjetivo: variante de Factor FVIII de coagulacién producidoe con
ingenieria genética; adsorbedor convective: adsorbedor comercial,

Mustang Q, Pall Corporation).

FIG 16: Ejemplo de rendimiento del dispositive inventive B.
UV vy perfil de conductividad durante un ciclo de adsorcidn /
desorcidén tipica con el adsorbedor convectivo {proteina
objetivo: variante de Factor FVIII de coagulacidén producide con
ingenieria genética; adsorbedor convectivo: adsorbedor comercial,

Mustang @, Pall Corporation).

FIG 17: Ejemplo de rendimiento de dispositivo inventive B,
gel 5DS- Page (mancha con color plata) de Carga = cosecha
clarificada continuvamente dejando el sistema de extraccidén de

particula (100) y semi continuamente cargada en el sistema del
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adsorbedor convectivo (400) y levigacién de adsorcidén / desorcidn
tipica mostrada. Proteina objetivo: variante de Factor de
coagulacién de FVIII producida por ingenieria genetica;
adsorbedor convective: adsorbedor cemercial, Mustang Q, Pall
Corporation}. La levigacidén se diluyd nuevamente para cargar

concentracidén antes de realizarla scbre gel.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones

Excepto como se define expresamente en la presente, lLa
terminologia utilizada en la presente solicitud es estandar en el
arte. Las siguientes definiciones de ciertos términos se
proporcionan en la presente para asegurar la claridad vy

definiciones del significado de las reivindicaciones.

Unidades, prefijos, y simbolos pueden ser denotados en su
forma aceptada SI. Los campos numéricos recitados en la presente
estan incluidos de los numeros que definen el campo e incluyen vy
respaldan cada entero en el campo definido. A menos que se note

"

lo contrario, los términos “un ,  unos” se construyen como

significado de “al menos uno de”. Los encabszamientcs de la

30



22

seccién utilizada en la presente se encuentran con mobivos
organizacicnales y no pretenden limitar el objeto descrito. Todos
ics documentos, o partes de documentos, citados en la presente
solicitud, incluyendo pero sin limitar patentes, solicitudes de
patentes, articulos, libros, y tratados, se incluyen expresamente
en la presente por referencia en su teotalidad por cualguier

propodsito.

El término “elarificacidn” vy “elarificado” significa la
extraccién de la particula desde una solucidén de manera que la

solucién remanente pase a través de 0,2 pm de membrana.

El términc “fermentacidn por perfusidn continua” se refiere
a un sistema o proceso de fermentacién de estado firme gque opera
sin interrupcidén y en el cual las células ¢ microorganismos se
mantienen en cultivo en la fase de crecimiento exponencial
mediante la adicién continua del medio fresco que se equilibra
mediante la extraccién de 1la suspensién celular desde el

bioreactor.

Los términos “cultivando” “creciendo’, “manteniendo’”,
“respaldandeo” y “expandiendo” son sinénimos en el sentido de gque

las células permanecen viables y capaces de producir progenie.

A



El términc “concentracién”, en su forma verbal, significa
extraccidn de agua desde una soclucidén de manera que la cantidad
de una molécula de interés por volumen de solucidn remanente
aumenta,

El término “ polarizacidén de concentracidn” significa 1la
acumulacidn de moléculas retenidas (capa de gel) en la superficie
de la membrana producida por una combinacién de factores: presidn
Lransmembrana, veleocidad del fluje cruzado, viscosidad de la

muestra, y concentracidn de soluto.

El término “eontinuo” significa ininterrumpido en tiempo,
secuencia y/o operacidén durante periodos prolongados. Como se
utiliza en referencia con la fermentacidn, Procesocs de
clarificacidén y filtracidén de la presente invencidn, “continuc”
significa que lcs procesos se integran fisica y logisticamente
como para permitir la operacién sin interrupcidn durante un
periodo prolcongade suficiente para producir un producto aislado
parcialmente purificade, estéril, libre de particulas ¥
concentrado gue contiene la proteina de interés. E1 término
continuo, como se utiliza en referencia a los procesos de la
invencién, se entiende ademds que significa un proceso gue no se

realiza en serie o de manera verdaderamente continua. Los
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procesos de la presenle invencidn son capaces de tener operaciodn
continua, por ejemplo, durante periodos prolongados gue oscilan
entre 1 dia a wvarios meses sin interrumpir la operacidn o
secuencia de los procesos. Como se utiliza en la presente
invencién, 1los procesos se operan durante un periodo continuoc
mayor a 2, 3, 4, 5, 6, &6 7 dias, 2, 3, 4, 5, 6, 7 & 8 semanas, ©

3, 4, 5, 6, o m&s meses.

Los términcs "“semicontinuo” e "“intermitente” significa que
uno © mas procesos o elementos de un sistema integradc operan de
manera discontinua © en serie, mientras gque otros procesos o
elementcs del sistema integrado operan de manera continua. Por
ejemplo, en algunas incorpcraciones de la invencidn, el proceso
de purificacién es un proceso de adsorcidédn/ desorcidn convectiva,
gque comunmente requiere de adsorcidn de la mezcla heterogénea de
un sustrato de adsorcidn, eventualmente resultandeo en 1la
saturacidén del sustrato, y la cual requiere terminacidén del
proceso de adsorcidén y desorcidn o liberacidédn de la fraccidn
unida. Dicho procesc es intrinsecamente intermitente, aungque
capaz de estar integradoc con procesos de corriente ascendente gue

SOn continuos.
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El término “adsorcién/ desorcidén convectiva” significa un
proceso cromatografico en el cual sucede la transferencia de masa
fundamentalmente mediante conveccidn. La adsorcién/ desorcidn
convectiva e€s un proceso en el cual una fraccidn de una mezcla
que contiene una molécula de interés se segpara de ctra f{raccidn
de la mezcla, mediante adsorcidén de una fraccldn a un sustrato

seguido por desorcién de aquella fraccidn desde el sustrato.

El término “flujo cruzade” ¢ “flujo cruzado fluido”
significa el flujo de fluido a través de la parte superior de la

superficie de la membrana.

El término “integrado” como se utiliza en referencia a
multiples sistemas y/¢ procesos, significa que los sistemas vy/o
procesos se conectan fisica y logisticamente como para constituir
un sistema unificado capaz de operar continuamente. En el
contexto del sistema de la presente invencidén, que se dirige a un
sistema continuo ¢ semicontinue integrado para producir una
proteina de interés libre de particula, concentrada Y
parcialmente purificada, un sistema  integrado conectara
diferentes componentes directamente de manera suficiente para
mantener condiciones estériles entre los diferentes componentes

del sistema.
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Los términos ‘“medies” (plural) y “medio” (singular) son
sinénimos y se utilizan de manera intercambiable en la presente y

el uso de una forma del término no implica la exclusidn del otro.

El término “mezcla” significa una combinacidn heterogenea
de moléculas y compuestos gue contienen una molécula de interés,
como por ejemplo, una proteina, y varios contaminantes. Una
mezcla preferida de la presente invencidén es un fluide de cultive
de tejido comprendido por una mezcla heterogénea de proteinas que
incluyen una proteina exdgena de interés que se obtiene
inicialmente desde un proceso de fermentacidén por perfusidn

continua.

El término “capa de gel” significa un delgada capa
microscodpica de moléculas gque pueden formarse en la parte
superior de una membrana. Puede afectar la retencidn de moléculas
mediante obstruccidén de la superficie de la membrana y de ese
modo reduce el flujo del filtrado, o, en operacidn de flujo

constante, gumenta TMP.

El término “"molécula de interés” significa particulas u otra

especie de moléculas que se separan de una solucidén o suspensiodn

e



en un fluido (por ejemplo, un liguido}. Las particulas o
moléculas de interés se separan del fluido, vy, en la maycria de
los casos, de otras particulas o moléculas en el fluido. El
tamafio de la molécula de interés a separarse determinaréa el
tamafic del poro de la membrana a utilizarse. Preferentemente, las
moléculas de interés son de origen bioldgice o bioquimico o
producidas por procesos transgénicos o© in vitro e incluyen
proteinas, péptidos, polipéptides, anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos. Ejemplos de origenes de vapor de alimentacidn
preferidos incluyen cultivo celular de mamifero y cultive celular
de microorganismo como por ejemplo, bacterias, hongos, y
levadura. Deberia notarse que las especies que se filtran
incluyen péptidos no deseables, proteinas, componentes celulares,
ADN, coloideos, micoplasma, endotoxinas, virus, carbohidratos, vy

otras moléculas de interés bioldgico, va sea glicosilatados o no.

El término “permeato’” se utiliza como sindénimo de filtrado.

El términc ‘“producto aislado” significa un producto
parcialmente purificado y concentrado gue contiene una proteina
de interés. Un producto aislado es un producto gue ha logrado un
grado de purificacién y concentracidn comparable con el logrado

mediante proceso de ultrafiltracién o adscorcién / desorciodn
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convectiva. Un producto aislado no es necesariamente homogéneo,
pero serd sustancialmente purificade en relacidédn con el producto

total inicial producido por el proceso de fermentacién.

El término “promedio de flujo especifico” se utiliza de
manera intercambiable con el término “flujo del filtrado” vya que
se relaciona con el filtrado. El promedio de flujo retenido
especifico es el promedic de flujo de retencidédn normalizado en la

membrana utilizada.

Cuando se utiliza en relacidén con el flujo, el término
“sustancialmente constante’” significa que el flujo se mantiene &
un nivel generalmente constante durante un periodo sustancial

durante el curso de la filtracidn.

El término “fluide de cultive de tejideo” significa una
mezcla heterogénea de componentes derivados de un medio de
cultivo de tejidc. En los aspectos preferidos de la invencidn, el
fluido de cultive de tejido deriva de un proceso de fermentacidn
per  perfusidn continua. Un fluido de cultive de tejido
“"clarificade” es un fluido de cultivo de tejido gue ha sido
filtradc previamente para extraer desechos celulares y otras

macromeléculas grandes.

3
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Come se sefialara en la pagina 9, el término “presidén de
transmembrana’ y su sigla "“"TMP” significa la presidon promedio
aplicada desde la alimentacidn al lateral de {filtrado de la
membrana. TMP se calcula mediante TMP[barral=[(PF + PR)/2]- Pf
donde PF es la presién de alimentacién, PR es la presidn de

retencién, y Pf es la presién del filtrado.

El término “recuperacidn” significa una cantidad de una
molécula de interés que puede recuperarse luego del proceso.
Usualmente expresado como un porcentaje del material inicial o

rendimiento.

El término “retenecion” significa la parte de la muestra que
no pasa a través de la membrana, Ltambién conccidoe comc el

concentrado.

El término “ultrafiltracidén” significa una forma de
filtracidon que utilizs membranas de microporos o semipermeables
para preferentemente separar fluidos e iones sobre la base del
tamafio diferencial o peso molecular. La ultrafiltracidn
comunmente se utiliza para filtrar moléculas gue tienen un peso

molecular mayor a aproximadamente 10.000 daltones.
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La presente invencidén se dirige a un procesc integrado,
continuo y estéril gque comprende fermentacién por perfusion
continua, extraccidn de particulas y purificacidn/ concentracioédn.
En un aspecto de la invencidn, el proceso comprende filtrar la
mezcla de cultivo de tejido mediante un proceso de separacidn que
selectivamente separa la proteina de interés de la mezcla en un
punto establecido operacional debajo del punto de transicién de
la proteina en la regidn dependiente de presidén del flujo versus
la curva de TMP para producir un producto aislado, estéril, libre
de particulas, concentrado y parcialmente purificado, donde el
promedioc de flujo especifico a través del procesc de separacién
se mantiene sustancialmente constante a niveles menores que el

punto de transiciédn de la proteina.

En otro aspecto de la invencidn, el proceso €s un proceso
continuo gqgue comprende: (a) producir continuamente mediante
fermentacidén por perfusidén continua una mezcla de fluide de
cultivo de tejido heterogénea gue contiene una proteina de
interés; (b) transferir continuamente la mezcla del fluido de
cultive de tejide a un proceso de extraccidén de particula
integrado con el sistema de fermentacidn por perfusidén continua;

(c) extraer continuamente los contaminantes del precipitado del

A
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fluido de cultivo de tejido en el proceso de extraccidn de
particula para producir continuamente un fluido de cultivo de
tejide clarificado que contiene 1la proteina de interés; (d)
transferir continuamente el fluido de cultivo de tejido
clarificado a un procesc de purificacidén integrado con el sistema
de extraccidn de particula; y (e) separar continuamente la
proteina de interés del fluido de cultivo de tejidc en el sistema
de purificacién para producir continuamente un producto aislado
estéril, libre de ©particulas, concentrado y parcialmente
purificado gue contiene la proiteina de interés.

En inclusive otro aspecto de la invencidn, el proceso es un
proceso semicontinuo que comprende: (a) producir ccntinuamente
mediante fermentacién por perfusidn continua una mezcla de fluido
de cultivo de tejido heterogénea que contiene una proteina de
interés; (b) transferir continuamente la mezcla del fluido de
cultive de tejido a un proceso de extraccién de particula
integrado con el sistema de fermentacidén pecr perfusidén continua;
(c) extraer continuvamente los contaminantes del precipitado del
fluido de cultive de tejido en el proceso de extraccidn de
particula para producir continuamente un fluido de cultivo de
tejide clarificado gque contiene 1la proteina de interés; (d)
transferir continuamente el fluido de tejido de cultive

clarificado al recipiente de onda integrado con el proceso de
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extraccién de particula:; (e) transferir intermitentemente el
fluide de cultivo de tejido «clarificado a un proceso de
purificacién integrade con el recipiente de onda y (e) separar
continuamente la proteina de interés del fluido de cultivo de
tejido en el sistema de purificacidén para producir continuamente
un producto aisladeo estéril, libre de particulas, concentradeo vy
parcialmente purificado que contiene la proteina de intereés,
caracterizado porgque el promedioc de flujo especifico de la mezcla
a traves del proceso de fermentacidn por perfusidon continua y
proceso de extraccidén de particula continua se mantiene
sustancialmente constante, y en un promedio igual a la produccidn
promedio en tiempo del procesc de purificacidn semicontinuo

integrado.

Dispositivos para Practicar Métodos de la Invencidn

La presente invencién ademds se dirige a un aparato para
separar una proteina de interés de una mezcla de fluido de
cultivo de tejide heterogénea. Generalmente, el aparato
comprende: (a) un sistema de fermentacidn por perfusidn continua;
(b} un sistema de extraccidén de particula continua integrado con
el sistema de fermentacidn por perfusidén; y (c) un sistema de

purificacidén continua integrado con el sistema de extraccién de

4l



particula, caracterizado porgue el aparatc estd adaptado para
mantener las condiciones esteriles. En otro aspecto de la
invencidén, el aparato comprende: (a) un sistema de fermentacidén
por perfusidn continua; (k) un sistema de extraccidn de particula
continua integrado con el sistema de fermentacidn por perfusidn;
y (c) un sistema de purificacidén intermitente integrado con el
sistema de extraccién de particula, caracterizado porque el
aparato esta adaptadc para mantener las condiciones estériles. E1
sistema de purificacidn puede, por ejemplo, ser un sistema de
ultrafiltracidén o un sistema de desorcién / adsorcidn convectiva,
0 cualguier otro sistema capaz de purificar o purificar
parcialmente una proteina de interés desde una mezcla heterogénea
en un sistema integrado, continuo o semicontinuo, estéril como se

describe en la presente.

E1l proceso vy aparatc de la invencidén se adaptan para
permitir procesamiento continuo de una mezcla de fluido de
cultive de tejide Theterogéneo en un promedio de flujo
sustancialmente constante. En un particular aspecto de la
invencién, el proceso y aparatoc de la invencidén se adaptan para
permitir el procesamiento de una mezcla de fluido de cultivo de
tejido heterogéneo en un promedio de flujo sustancialmente

constante debajo del punto de transicidén de la proteina en la

42
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region dependiente de presién del flujo wversus la curva de TMP
durante un periodo continuoe y a través del proceso de

purificacién.

En incorporaciones especificas, la invencidn proporciona dos
dispositivos nuevos (A, B} que se ccmponen de 3 elementes
distintos pero altamente integrados, todos tienen un rol esencial
y Jjuntos forman una plataforma de sistema de aislamiento de
proteina continuo, excepcicnalmente eficaz que resuelve los

problemas del arte previo anteriormente mencioconados.

Los tres elementos distintos de cada dispositivo son en
primer lugar un sistema de extraccién de particulas continua
(100), en segundo lugar un recipiente de onda estéril {200) y en
tercer lugar un sistema de concentracidn / purificacién integrado
(300, 400, respectivamente). Tcdos estos tres elementos y asi los
nuevos dispositives y métodos desarrollados para utilizar estos

dispositivos se describen en detalle en la presente.

Para proporcionar purificacién/ concentracidédn continua o
semicentinua integrada del producto proteico, el dispositivo
inventivo A (de los cuales se muestran dos incorporaciones en la

Figura 2) comprende un sistema de ultrafiltracién estéril,

“



35

continuo integrado (300) mientras que el dispositivo inventivo B
(de los cuales 2 incorporacicnes se muestran en la Figura 3)
comprende un sistema de adsorcidédn / desorcién convectiva

semicontinuo integrado (400).

Los dispesitivos de la invencidn se integran directamente
con uno o mas fermentadores por perfusidn continua y asi forman

una plataforma de fabricacidn integrada, continua, nueva.

DISPOSITIVO A

Sistema de Extraccidén de Particula Continuo Integrado (100)

La Figura 2 muestra 2 incorporaciones del dispesitivo
inventive A. El sistema de extraccion de particula continuo
integrado (100) se conecta directamente con el lateral de cosecha

del sistema de fermentacidén por perfusién continua (1).

La Figura 4 muestra una representacidn esquemdtica mas
detallada de una incorporacidén del sistema de extraccidn de
particulas continuo integrado inventivo (100) gue estd formado

per una bomba (101), un indicador de presién o transmisor,

44
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respectivamente (107}, un colector de conexidén {102) y un montaje
de varios trenes de filtros (103). Todos los componentes se

conectan con una tuberia flexible y/o cafieria dura.

La bomba (101) es una bomba peristaltica convencional que
permite bombear suavemente la cosecha del cultivo celular sin
rotar partes o sellos que se contactan con el producto estéril.
La bomba y 1a tuberis de la bomka tienen un tamanc dadoc para
entregar el promedio de flujo de la cosecha deseadc del sistema
de fermentacidn de cultivo celular, gue es hasta 15 velumenes de
bioreactor por dia, por ejemplic, haste 9,4 litros/ hora para un
fermentador de 15 1litros y hasta 125 litros / hora para un

fermentador de 200 litros.

El indicador de presién ¢ transmisor de presidn (107) esta
disenado de manera tal que puede estabilizarse mediante autoclave
0 irradiacidén. En el disefic actual, se utiliza vya sea un
transmisor piezoresistivo reutilizable en un alojamiento de acero
inoxidable o© un indicader de presién de acero inoxidable
reutilizable. Sin embargo, futuras meijoras pueden incluir el uso
de transmisores descartables gque pueden ser facilmente

esterilizados mediante irradiacidn.

45
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En una presenite incorporacién de colector de conexidn (102Z)
estd formado por una tuberia flexible, con pinzas de tuberia (o
valvulas}) vy conectores estériles adecuados para permitir la
conexioén de montajes de tren de filtro adicionales sin
comprometer la esterilidad del sistema. Preferentemente, 103
didmetros de tuberia tienen un tamafic come para proporcionar
velocidades de fluido lineales de aproximadamente 2 m/s ¢ menores
en promedicos de flujo deseados, asi evitando altas presiones vy
recortes. En otra presente incorporacidn, en lugar de conectores
estériles se usan piezas de tuberia flexible especial gque pueden
soldarse con soldadores de tuberias comerciales sin comprometer
la esterilidad. Dichas piezas de tuberias se realizan con PVC u

otros polimerocos adecuados.

Bl montaje de tren de filtro (103) estd formado pocr al menos
dos, preferentemente maltiples trenes de filtros idénticos [(como
se muestra en representaciones esquemdticas) con solamente une de
los trenes de filtro abiertos en cualquier momento, como se

muestra en el ejemple de la Figura 4 (105).

Cada tren de filtro estd formade por al menos un filtro,
preferentemente un prefiltro y un filtro final en serie (como se

muestra en la Figura 4). Si se quiere aumentar la capacidad de
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una aplicacién especifica, cada tren de filtro (105, 106 etc)
puede también estar formade de multiples filtros ¢ trenes de

filtro en paraleio {nc mostrado).

En una incorporacién de la invencidén mostrada en la Figura
4, el segundo tren de filtro del montaje (106) se cierra mediante
un disco de ruptura sensible a la presién, o una clavija de
ruptura, respectivamente (104). En funcionamiento, la funcidn del
disco de ruptura o la clavija de ruptura, es automaticamente
abrir el paso del flujo al segundo tren de filtroc (107) una vez
que la presién en el primer tren de filtro (1053) alcance un
limite especifico, asi asegurando continuacidén ininterrumpida del
procesc de filtracién. Discos de ruptura comerclalmente
disponibles se utilizan en el sistema inventivo, que son de cotra
manera utilizados para proporcionar liberacidén de presidén de
seguridad. En una presente incorporacidn, los discos de ruptura o
clavijas de ruptura con un limite de presidn de ruptura
especifice o no mas de 110,3 KPa {16 PSI) se utilizan, 1o0s cuales
prueban ser muy eficaces. Sin embargo, un registro limite de

presién especificada es posible.

Cada tren de filtro adicional del mentaje de tren de filtro

también se separa mediante una valvula manual o automatica vy otro

ir



disco de ruptura o clavija de ruptura. Una vez gque el segundo
tren de filtro (106) esté en funcicnamiento, la valvula del
siguiente disco de ruptura o clavija de ruptura, respectivamente,
se abre, de manera tal gue el siguiente tren de filtro pueda

actuar como respaldo, etc.

En una incorporacién alternativa, las valvulas acclonadas
automaticamente se utilizan exclusivamente; y en funcionamiento,
un sistema de control acciona las valvulas basados en el aporte
del sensor de ©presidn piezoresistivo (107) gue puede ser
esterilizado mediante autoenclave. Sin embargo, los solicitantes
descubrieron que el presente disefic que comprende el disco de
ruptura o <c¢lavija de ruptura, respectivamente, proporciona

impresiconante solidez en el funcionamiento a largoe plazo.

El promedio final del filtro es ai mencs 3 pm O menor,
preferentemente 0,45 um y aun mas preferentemente 0,2 um. El tren
de filtro en funcicnamiente (6) ademas retiene las células
remanentes, asi como también, desechos celulares importantes y
otras particulas, resultando en una corriente de salida libre de
particulas (9), el fluido de cultiveo de tejido <clarificado

(cTCF) .
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Diferentes materiales de filtros disponibles comercialmente
pueden ser utilizados. En el presente disefio, las capsulas de
filtros descartables se utilizan, como por ejemplo, Sartopure o
capsulas de prefiltro Sartoclear (Sartorius, Goettingen) vy
capsulas de filtro final Sartoban (Sartorius, Geoettingen), gque

pueden ser esterilizadas mediante autoenclave o irradiacién.

Como  un ejemple de una presente incorporacidon  del
dispositive inventive, disefado para un promedio de flujo de 1
litre/ minuto, cada tren de filtro {105, 106, etc) del montaje
(103) estd formado por 3 3077 <cdapsulas de prefiltro (Kleenpak
Ultipleat, Pall Corp., 4,5 pm, 0,75 m° cada uno) seguido por 3
20" " céapsulas de filtre final ({Sartocbran P, Sartorius, 0,45
pm/C,2 um, 1,3 m® cada uno). Esta incorporacién particular ha
demostrado ser particularmente eficaz para fabricacidn en gran
escala de Factor de coagulacidén recombinante FVIII, asi como
también, wvariantes de FVIII producido mediante ingenieria

genética incluyendo FVIII de dominio B borrado.

Sin embargo, los solicitantes han descubierto que cuando se
utiliza el dispositive y método inventive, la eficacia de la
extraccidon de particulas con una variedad de materiales de

filtros disponibles vy configuraciones de diferentes fabricantes



41

{Pall, Sartorius, Cunc) aumenta consistente y significativamente
en comparacioén con los procesos en serie respectives

convencionales.

Ademéds, el dispositivo Yy proceso nueves inventivoes seran
beneficioscs para el uso con los nuevos tipos de filtros vy
geometrias, por ejemplo, con tipos de filtros gue aumentan el
drea de filtro disponible por capsula, asi como también, con
tipos de filtros gue proporciocnan un modeleo de flujo cruzado u
otros medios para minimizar la construccidn de tortas, come por

eijemplo vibracién o rotacidn del elemento de filtro.

En otra incorporacidén del procesco inventivo, el montaje de
tren de filtro (103) comprende solamente un tren de filtro de
refuerzo estéril cerrado por un disco de ruptura o clavija de
ruptura, respectivamente, pero inclusive multiples trenes de
filtros para el funcionamiento. Este primer tren de filtro del
montaje opera hasta gque un volumen de carga predeterminado
especifico ha sido procesado, luego de dicha operacidn se
intercambia (manual o automdticamente) hasta el siguiente tren de
filtro en el montaje. El wvolumen de carga especifico es
especificado de manera tal gue bajo condiciones de funcionamiento

normales el limite de presidén el disco de ruptura o la clavija de
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ruptura no se excede. Sin embargo la presidén aumenta mas que lo
usual durante la filtracidn, por ejemplo, debido a una inusual
filtracidén baja de la cosecha, el tren de filtro de refuerzo
asegura nuevamente que una filtracidn continua sin interrupciones
abriendo una vez la presidn especificada se excede. Siguiendc con
la abertura del tren de filtro de refuerzo, la filtracidén se pasa
a otro tren de filtro del montaje vy otro tren de filtro de
refuerzo con el disco de ruptura o clavija de ruptura instalada
sin comprometer la esterilidad del sistema.

Los expertos en el tema saben que para mantener tante los
costos del filtro y los tiempos de procesamiento para procesos de
extraccidédn de particulas en serie al minimo, los trenes de filfro
tienen que tener un tamafio tal como para tener el area de filtro
lo mas pequefia posible requerida para proporcionar el promedio de
fiujo absclute deseado (en litros / hora) y presidén maxima. EI
promedico de flujo absclutc deseado en cambio tiene gue ser 1o
suficientemente alto como para propercionar tiempos de
procesamiento posibles para el volumen en serie deseado. Esto
necesita intrinsecamente un alto promedio de flujo especifico |

2

en litres/ hora/ m® o area del filtro).

En oposicién al sistema de filtracién en serie optimizado

comparable, el dispositivo inventive estd diseflado para varias
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veces €l promedio de flujo especifico bajo, gque se mantiene
constante {en litros/ hora/ m® del area de filtro instalada) de
manera tal que el promedio de flujo absoluto es igual al promedioc

de flujo de la cosecha de la fermentacidn por perfusidn continua.

Los solicitantes inesperadamente descubriercn que en tales
promedios de flujo especificos bajos, el volumen gue puede ser
procesado por un filtro es desproporcionalmente mayor gque eén

promedios de flujo ajustados en procesocs en series.

Es importante notar que en procescs de aislamiento en serie
convencionales, tales promedicos de flujo especificos bajos
deberian no ser posibles debido a sus Areas extremas de
filtracién ( y por ende, costos) o demasiados bajos en un
promedic de flujo abscluto. Esto es en primer lugar porgue la
mayoria del tiempo, el equipo de extraccidn de particulz en serie
no trabaja mientras que la cosecha se recoge para la siguiente
serie. Ademas, el sorpresivo desproporcional aumento en la
capacidad alcanzable de filtro del métode inventivo permite una
importante reduccidén en el consumo de filtro y asi en los costos

de fabricacién.

Recipiente de onda (200)

5L
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la salida del sistema de extraccidn de particula continuoc
integrado se conecta directa y constantemenie con un reciplente
de onda (201), como se muestra en la Figura 2. Este recipiente de
onda es un recipiente estéril, como por ejemplo, una bolsa
descartable o un recipiente de acero inoxidable con al menos un
puerto de entrada vy un puerte de salida, este ultimo
preferentemente en la parte inferior del recipiente. Un campo
amplio de tamafios y disefios de recipientes puede utilizarse. Sin
embargo, el recipiente de onda tiene un tamafio preferentemente
pequeric en comparacién con el disefio volumétrico a través de todo
el sistema para mantener el tiempo de residencia del producto en
el recipiente &l minimo, es decir, debajo de 24 horas,
preferentemente, debajo de 8 horas, y aun mas preferentemente

debajoc de 4 horas.

Los sclicitantes descubrieron que tales tiempos de
resistencia bajos del producto, uUnicamente posible debido a los
dispositivos inventiveos, permiten un aumento importante en el
rendimiento para productoes proteicos intrinsecamente inestables,

asi resolviendo uno de los problemas del arte previo.
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En algunas incorporaciones de los dispositivos inventivos,
el recipiente de onda se ubica en una céluls de carga o
equilikrio (202), como se muestra para el dispositivo Bl y B2 en
la Figura 3. Esta célula de carga ¢ equilibrio properciona una
seflal de peso para un sistema de control computarizade (ne

mostrado).

Ademds, en una incorpeoracidn de dispositivos inventivos (B2},
el recipiente amortiguador (204} se conecta mediante una bomba
peristdltica (203} al recipiente de onda. En funcionamiento, esta
estructura se ajusta a las propiedades de la corriente de cosecha
libre de particulas, como por ejemplo, la conductividad (fuerza
iénica) o pH, agregandc un amortiguador ¢ diluyente adecuado. En
este caso, un sistema de mezcla opcional (205) y los sensores
para controlar la condicién deseada (206), como por ejemplo el pH
o conductividad, se utilizan. En el presente diserio, un mezclador
acoplado magnéticamente se utiliza:; sin embargo, otros sistemas
de mezcla, como por ejemplo batidores o dispositivos de pulsaciodn

podrian también ser utilizados.

Concentracién/ purificacién continua integrada (300)

54
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Dispositivo A, del cual se muestran dos incorporaciones en
la Figura 2, comprende un sistema de ultrafiltracidén estéril
continua integrada (300). Las incorporaciones del sistema de
ultrafiltracién estéril continua comprende una bomba de reciclado
(301) v un circuito de reciclado (306}, uno o mas mddulos de
ultrafiltracién de flujo cruzado estéril (303), una bomba de
permeate (308), un recipiente que recibe permeato estéril (307)
en una célula de carga o eguilibric (309} vy una bomba de
retencidon (311). Ademés, comprende instrumentacidén en forma de un
indicador de presidén de entrada o un transmisor (302}, el
indicador de presidn de permeato ¢ transmisor (304), el indicador
de presidn de salida o transmisor (308), asi como un medidor de
flujo de reciclado (310). En funcionamiento, el sistema de salida
{312} proporciona una corriente continua del producto proteico
parcialmente purificado vy <concentrade que puede recogerse

continuamente, congelarse ¢ procesarse adicionalmente.

La incorporacidén inventiva AZ comprende ademés un
amortiguador o recipiente diluyente (314}, una bomba de adicién
de diluyente / amortiguador peristédltico (313), asi como también,
sensores a través de flujo para controlar el acondicionamiento
del concentrado en el circuito de reciclade, como por ejemplo

sensores para el pH y conductividad (315, 316) . En
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funcionamientc, esta estructura se utiliza para ajustar las
propiedades de la corriente de cosecha libre de particulas, como
per ejemple conductividad (fuerza ionica) O pH, agregado
amortiguador o diluyente adecuado. Esta estructura también puede
utilizarse para agregar estabilizadores proteicos. Aungue en la
incorporacién inventiva A2 el circuito de reciclado actia como
una camara mezcladora, el acondicionamiento puede
alternativamente también realizarse agregando un recipiente de
onda ccmo se muestra para el dispositivo B {incorporacién B2),
comprendiendo ccmponentes (203, 204, 205, 206) como se discutira
postericrmente en esta revelacidn {véase descripcion del

dispositivo B).

Las incorporacicnes del dispositivo inventivo también
comprenden un sistema de conktrol programable y registros de
datos, que registra las sefiales de datos gue ingresan desde la
instrumentacién (por ejemplo, pero sin limitar, presiones,
promedio de flujo, peso del recipiente, pH conductividad) vy
controles de las velocidades de la bomba de acuerdo con un

algoritme de control predefinido.

Todas las Dbombas (301, 305, 311, 313) son  bombas

peristalticas, que permiten bombear las respectivas bombas de
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corrientes de fluidos sin rotar partes o sellos que contienen la
corriente del producto estéril. Los solicitantes descubrieron que
es preferible propercionar un funcionamiento a largo plazo
s6lido, estéril. Sin embargo, cotros disefics de bombas estériles
pueden en principio utilizarse. La bomba de reciclado (301) y su
tuberia de bombas tiene un tamafic que permite un ajuste sélide de
los promedios de flujo cruzado deseados de entre 80 a 800 litros
/ hora por m? del area de membrana instalada, dependiendo de las
caracteristicas de transferencia de masa del mddulo de
ultrafiltracidén utilizado. La bomba de permeato tiene un tamafio
que permite ajuste sdélido preciso de un flujo de permeato
especifico de entre 90% a 99% del promedic de flujo de cosecha
desde wuna fermentacibén por perfusidén continua. La bomba de
retencidén tiene un tamaflo para permitir un ajuste sélido vy
preciso del flujo de retencidén entre 1% v 10% del promedio de

flujo de cosecha desde la fermentacidén por perfusidn continua.

Los mdédulos de ultrafiltracién encapsulados (303) se
utilizan para permitir un funcionamiento estéril sdélido y se
esterilizan mediante autoenclave o irradiacién. El recorte del
peso molecular nominal Optimo se elige basado en el peso
molecular del producto proteico de interés y tiene que

confirmarse mediante experimentos estdndares conocidos por 1los

5
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expertos en el drea. Una variedad de materiales de membrana, como
por ejemplo, polietersulfona, polietersulfona hidrofilizada o
celulesa regenerada puede utilizarse, siempre que todo el médulo
de la membrana pueda esterilizarse mediante irradiacidén y/o
autoenclave sin dafiar la membrana. Se espera que los materiales
hidrofilicos_ puedan eumentar la eficacia debido a su baja

tendencia contaminante.

Los sclicitantes descubrieron que el dispositivo A es
eficiente uUnicamente si el &rea en metros cuadrados de membrana
de ultrafiltracidén total instalada es igual al campo entre 0,1 a
2 veces el promedio de flujo volumétrico de la cosecha desde la
fermentacién por perfusién continua en litros / hora. Por
ejemplo, para un promedio de flujo de cosecha por perfusidén de 1
litro/ hora, el &drea de membrana total instalada deberia ser
entre 0,1 yv 2 metros cuadrados. Los solicitantes descubrieron que
el dispositivo A es aun mas eficaz, si el A4&rea en metros
cuadrados de membrana de ultrafiltracidn total instalada es igual
al campo entre 0,3 a 1 vez el promedio de flujo volumétrico de
la cosecha desde la fermentacidén por perfusidn continua en litros

/ hora.
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En una incorporacidén de la invencidn, se utilizan moddulos de
membrana de fibra hueca “descartable” disponible comercialmente
(GE Healthcare, ex Amersham Biosciences). Sin embargo una
variedad de membranas encapsuladas y disefios de médulos pueden
utilizarse, como por ejemplo médulos de herida espiral, cassettes
encapsulados ¢ cé&psulas con transferencia de masa aumentada
debidc a modelos de flujo secundarios ( por ejemplo, flujo de
vortice), elementos giratorios ( por ejemplo, filtros de disco
dinamice) o filtros vibratorios. Se espera que los cassettes de
ultrafiltracidén especialmente encapsulados pueden ser utilizados
beneficiosamente en los dispositivos inventivos ya que
proporcionan coeficientes de transferencia de masa altos a un
promedic de flujo cruzade reguerido relativamente bajo, asi
reduciendo la capacidad de la bomba, mientras que mantiene 1la

complejidad del sistema y los costos de inversidn bajos.

El dispositivo inventivo permite no sclo un funcionamiento
continuo sino también realmente estéril, en contraste con una
simple operacidén aséptica. Los solicitantes descubrieron esto
disefiando todos los componentes del sistema contactando el
producto para resistir no solamente a la limpieza, sing también a
la esterilizacidén mediante autoenclave o gamma- irradiacién. En

las presentes incorporacicnes los modulos encapsulados

F



51

descartables se utilizan para extraer particulas continuas (100},
asi como también, ultrafiltracidn continua (300). Las Dbombas
peristalticas se utilizan para evitar cualgquier contacto del
preducto con los elementos rotativos y los sellos mecanicos.
Ademdas, en las presentes incorporaciones, tuberia descartable vy
montajes de bolsas se utilizan en lugar de cafierias duras. Los
componentes gque <contactan productos descartables (por ejemplo,
tuberia, bolsas, mdédulos) o grupos de componentes se premontan y
esterilizan juntos, asi simplificando la estructura ¥
funcionamiento. Los sistemas se disefan para mantener cualquier
abertura potencial del sistema estéril al ambiente (por ejemplo,
gancho de flujo laminar), como para muestra, bolsa ¢ intercamkio
de instrumentacidén a un minime. En presentes incorporaciones del
dispositivo, los colecteores se diseflan redundantes para permitir
el intercambic desde un componente estéril (por ejemplo, bolsa
receptora del producto) al siguisnte sin abertura. El intercambio
adicional de la tuberia, médulcs o bolsas se realiza
preferentemente utilizando soldadores de tuberia estéril antes

que conectores estériles.

Otras incorporacicnes de los dispositivos podrian ademas
comprender componentes como por ejemplo recipientes de acero

inoxidable, alecjamientos de filtro o tuberias gue pueden ser
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esterilizadas in situ, solo o en combinacidén con los componentes
descartables, siempre gue la solidez y esterilizacidén en el

funcionamiento a largo plazo se aseguren.

Las incorporaciones del dispositivo inventivo A se disefian
para procesar el material desde fermentadores miltiples en
plantas de fabricacién mas grandes (A3). Un ejemplo se muestra en
la representacidn esquematica en la Figura 5. Otras
incorporaciones se disedfan para aunmentar el factor de
concentracién total y el rendimiento de separacién combinande 2
etapas de 10s sistemas de ultrafiltracién continua (300) en

series (A4 mostrado esquematicamente en la Figura 5).

DESCRIPCION DEL METODO PARA UTILIZAR EL DISPOSITIVO A

Las fermentacicnes por perfusién continua se realizan sobre
un periodo prolengado {una campafa), cominmente entre 2 semanas
y & meses o mas. El precducto que contiene el fluido de cultivo
de tejido (TCF), las células y los desechos celulares se procesa
continuamente wutilizando el dispositivo A. Una corriente de
producto purificado parcialmente y concentradoe (el ‘“producto
aislado”) se produce y deja continuamente el dispositivo en su

salida (312). Utilizando la bomba (101} del sistema de extraccién

&



de particula estéril, continua (100) la cosecha se bombea
continuamente a través del montaje de filtracién (103) en un
promedio de flujo de cosecha por perfusidn deseada Qh de la

fermentacién.

La corriente de salida del sistema de filtracidn continua,
es decir, el fluido de cultive de tejido clarificado (c¢TCF) entra
continuamente en el recipiente de onda (201). Desde el recipiente
de onda el cTCF se procesa continuamente mediante un sistema de
ultrafiltracién estéril (300) en un promedic de flujo igual al
promedio de flujo gue viene de la fermentacidn por perfusién
continua. Debido al pequefic tamafic del recipiente de cnda en
relacidén con los promedios de flujo ajustados, el tiempo de
residencia medio del producto en el recipiente se mantiene en un
minimo, es decir, debajo de 12 horas, preferentemente debajo de 4

noras y aun mas preferentemente debajo de 2 horas.

Bl flujo cruzado adecuado y asi la transferencia de masa se
ajusta en el médulo de ultrafiltracién mediante la bomba de
reciclado (301). El promedio de flujo de retencidén se ajusta vy
controla utilizando la bomba de. retencidn (311), asi
proporcicnando un promedio de flujo Qi continuo y constante del

producto aislado concentrado dejande al dispositivo A en su

62
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salida (312). La bomba de permeato {(305) se usa para ajustar vy
controlar el promedio de flujo Qp del permeateo, gque se extrae
continuamente del permeato de los mbédulos de ultrafiltracién, vy
gue esta formado por agua Y componentes de soluciodn
suficientemente pequefias como para pasar a través de la membrana

de ultrafiltracidén (por ejemplo, sales, proteinas pequefias).

Los promedios de flujo de permeato {Qp) y retencidén/ aislado
(Qi) se ajustan cuidadosamente y se controlan para combinar el
promedio de flujc de cosecha Qh de la fermentacién de manera tal

que:

Qp + Qi= ¢h

Al mismc tiempo, los promedios de flujoc se ajustan y se
controlan de manera tal que un factor de concentracién deseado cf

se logra satisfaciendo:

Qi=1/cf * Qh

Por ejemplo, para lograr una factor de concentracién de

producto deseado de 10 veces en el producto aislado sobre 1la

concentracidén de cosecha inicial, Qi se controla en Qi=1/10 * Oh
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utilizando la bomba de retencién/ aislamiento (311) mientras que
Qp se controla en Qp=0,9 * Qh utilizando la bomba de permeato

(305) .,

Dado que estos promedios de flujo de salida se controlan
mediante las bombas (305) y (311), el sistema de ultrafiltracién
automdticamente extrae un flujo de Qp + Qi desde un pequefio

recipiente de onda (201).

En el caso de utilizar la incorporacién A2 (véase Figura 2
lateral derecho), una corriente estéril del amertiguador o agua
para inyeccidén desde el recipiente 314 se agrega al sistema de
ultrafiltracién continuo continuamente en un promedio de flujo
constante Qb utilizando la bomba de adicién amortiguadora (313).
Ademas, las condiciones del producto aislado pueden libre vy
continuamente ajustarse, por ejemplo, en términos de fuerza
ibnica, pH, adicién de estabilizadores, etc. Los promedios de

flujo se controclan ademas en

Cp + Qi= Qh + Qb
Ademé&s, las proporciones de promedio de flujo pueden
elegirse de manera tal que un factor de concentracién deseada cf

se logra satisfaciendo Qi=l/cf * (Qh + Qb). Alternativamente,

&4
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este proceso puede utilizarse para sclamente alterar condiciones

{(por ejemplo, pH, conductividad), estableciendo Qi = Qh + Gb.

El método nuevo para utilizar el dispositive A también
contrasta con los procesos en serie UF (arte previo} en términos
de punto de establecimiento operacional de la misma
ultrafiltracidén. Los procesos UF en serie convenclonales se
diseflan para wna cierta produccién a través de un 4area de
membrana bajo en un corto periodo. UF en serie s asi
generalmente operado en un punto de transicién de presién
dependiente a la regidn controlada de transferencia de masa
(véase Figura 9). Esto lleva a un flujo especifico inicial alto
deseable, que sin embargo cae rapida y significativamente sobre
el curso de segundos a minutos, cuandc la polarizacién de
concentracidn conduce rapidamente a una presién osmética y la
formacién de una capa de gel limitante (membrana secundaria).
Dicha concentracién de pared alta de macromoléculas también
conduce a una adsorcién aumentada de compuestos a la superficie
interna y externa de la membrana, es decir contaminando la
membrana. Esta contaminacién ademds reduce el flujo de permeato

durante un tiempo.

&5
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Los solicitantes sorpresivamente descubrieron que con el
dispositivo A, muchas veces las capacidades de carga mayores
totales por &area de membrana de wultrafiltracién instalada se

logran operando en el extremo bajo de la curva de presién - flujo

(véase Figura 9):

La pared de concentracién normalizada de un componente

completamente retenido puede describirse de la siguiente manera:

Con

J= flujo de permeato especifico en litros / hora/ m?

kd: coeficiente de transferencia de masa en litros/ hora/
ITIE.

cvolumen= concentraciédn del componente en el volumen de la
solucién

Como en UF en serie, UF continuo se opera en un coeficiente

de transferencia en masa optimizade para minimizar la
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polarizacién de concentracién. Sin embargo, en contraste con la
ultrafiltracién en serie, los solicitantes ajustan el flujo de
permeato J para dgue sea un extremo bajo de la curva presién-
flujo (véase Figura 9). Comc resultado de la relacién
exponencial, la pared de concentracidn cpared en la superficie de
la membrana es ademds significativamente menor que lo que seria
en la wultrafiltracién en serie. Por ejemplo, la presente
incorporacidn del método inventivo ajusta un flujo de permeato
especifico objetive de aproximadamente 1/10 del coeficiente de
transferencia de masa alcanzable, asi ajustando una concentracién
de pared de solamente 10% sobre la concentracién de volumen

ajustado (o retencidn).

La siguiente Tabla 1 muestra un ejemplo de un método para
utilizar dispositivo A (incorporacién Al) para el aislamiento
continuo de un producto proteice desde un fermentador de escala

de desarrollo:

Tabla 1

Ejemplo de métodec para utilizar una presente incorporacién
del dispositive A para el aislamiento continuo de un producto

proteico desde una fermentacién por perfusion continua

E+
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Pardmetro Opcional

Objetivo

Promedio de flujo de cosecha

oh desde una perfusidn
continua (controlade con
bomba 101)

5 litros/ hora

{120 litros / dia)

Promedio de flujo de permeato

QP (controlado con bomba 305)

4,75 litros/ hora

Retencidén (producto aislado)
promedio de fluio Qi

{contreolado con bomba 311)

0,25 litros/ hora

Flujo de permeato especifico

J

2 litros/ hora/ m*

Factcr de concentracidn cf

20 veces
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Para cada molécula de producto individual, un criterio puede
definirse por una estructura de ultrafiltracidén continua estéril,
por ejemplo, basado en la presidn transmembrana. Una vez gue se
excede el limite de presidn transmembrana, la estructura de
ultrafiltracidn estéril continua se cambia con otra estructura
idéntica sin comprometer la integridad y la esterilidad del
sistema. Esto puede hacerse en analogia con la estructura de
filtracién estéril continua usando ya sea colectores o conectores
estériles, o usando tuberias descartables flexibles y soldadores

de tuberia estériles.

DISPOSITIVO B

Sistema de extraccién de particulas continuc integrado (100)

La Figura 3 muestra 2 incorporaciones del dispositivo
inventivo B. El sistema de extraccién de particula continuo
integrado (100) se conecta directamente con el lado de cosecha
del sistema de fermentacién por perfusién continua (1). Esta
parte del dispositivo B es idéntica a la del dispositive A (véase

descripcidn detallada del dispositivo A y Figura 4, mas arriba)

Recipiente de onda (200)

&1
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La salida del sistema de extraccidén de particula continuo
integrado se conecta directa y constantemente con un recipiente
de onda (201), como se muestra en la Figura 3. Este recipiente de
onda es un recipiente estéril, como por ejemplo, unz bolsa
descartable o un recipiente de acero inoxidable con al menos un
puerto de entrada y un puertce de salida, este Ultimo
preferentemente en la parte inferior del recipiente. Un campo
amplio de tamafios y disefios de recipientes puede utilizarse. Sin
embargo, el recipiente de onda tiene un tamafio preferentemente
pequeio en comparaclidén con la produccidédn volumétrica a través del
sistema para mantener el tiempc de residencia del producto en el
recipiente al minimo, es decir, debajo de 26 horas,
preferentemente, debajo de 12 horas, y aun mas preferentemente

debzajo de 4 horas.

En el dispositivo B, el recipiente de onda se ubica en una
célula de carga o equilibrio {202), como se muestra para
incorporaciones Bl y B2 en la Figura 3. Esta célula de carga o
equilibrio proporciona una sefial de peso para un sistema de

control computarizado (no mostrado).
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Adem&s, en una incorperacidn del dispositivo inventivo (B2},
un recipiente amortiguador (204) se conecta mediante una bomba
peristaltica (203) al recipiente de onda. En funcionamiento, esta
estructura se ajusta a las propiedades de la corriente de cosecha
libre de particulas, como por ejemple, la conductividad (fuerza
idénica) o  pH, agregando  componentes para meodificar las
propiedades del tejido clarificado cultivado recibido desde el
sistema de extraccién de particulas, como por ejemplo un
amortiguador o diluyente o un estabilizador proteico adecuado. En
este «caso, una presente 1incorporacién también comprende un
sistema de mezcla opcional (205) y los sensores para controlar la
condicion deseada (206), como por ejemplo el pH o conductividad,
se wutilizan. En la presente incorporacién, se utiliza un
mezclador acoplado magnéticamente; sin embargo, otros sistemas de
mezcla, como por ejemplo batidores o dispositivos de pulsacién

podrian también ser utilizados.

En otra incorporacién del dispositivo inventive, 2
recipientes de onda se utilizan. En un tiempo dado, un recipiente
de conda conectado con sistema de extraccidn de particula continuo
(100), asi recibiendo fluido clarificado, mientras gue el otro se
conecta con el sistema semicontinuc de concentracidn /

purificacidén (400), asi alimentande un ciclo de adsorcion/

Ea
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desorcidén convectiva. El intercambic entre ambos se realiza a
través de un sistema de control, utilizando el peso del
recipiente receptor para provocar un interruptor una vez gue el

volumen maximo de relleno se alcanza.

Concentracion/ purificacién semicontinua integrada (400}

Dispositivo B, del cual 2 incorporaciones se muestran en la
Figura 3, comprende un sistema de adsorcién/ desorcién convectiva

semicontinua integrada (400).

El sistema de adsorcién/ descrcidn convectiva semicontinuo
se diseria y tiene un tamafio tal comc para que su promedio de
flujo de carga (Qcarga) es significativamente mayor al promedio
de flujo del procesc de filtracién continua y cosecha por

perfusion continua (Ch), es decir Carga >> Qh.

Las incorporaciones del sistema de concentracién /

purificacidén semicontinua (400) comprende una bomba de carga

A2
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(401) , un montaje de valvula de puertos miltiples (402) y varios
recipientes amortiguadores (404}, una valvula de 3 direcciones
(403) conectada con un recipiente receptor de desecho estéril
(413y v uno o mas moédulos de adsorcion convectiva (406),
conectores o transmisores de presidn de entrada y salida (405,
408), instrumentacién adicional como por ejemplo sensor UV {409),
pPH vy sensores de conductividad (409, 410), medidor de flujo
(412), asi como también, otra valvula de 3 direcciones (407)
conectada con el recipiente de desechos ({413} vy la salida de

levigacién del productc (414).

Las incorporaciones del dispositivo inventivo también
comprenden un sistema de control programable y registros de
datos, que registra las sefiales de datos (no mostrado) gue
ingresan desde la instrumentacidén {(por ejemplo, pero sin limitar,
presiones, UV, pH, conductividad, peso de recipiente de onda) vy
controles de las valvulas automatizadas y la bomba de acuerdoc con

los protocolos programados.

La Dbomba de carga (4Cl) es preferentemente una bomba
peristaltica para evitar un contacte directo de un producto o
amortiguadores estériles con cualquier parte mecanica o de

sellos. Los solicitantes descubrieron que es preferible
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proporcionar un funcionamiento a largo plazo estéril firme. 3in
empbargo, otros disefics de bomba estéril pueden en principio ser
utilizados. La bomba de carga tiene un tamafio que depende del
volumen de matriz instalado del adsorbedor convective (406) para
permitir un ajuste sdlido de al menos 12 volumenes de matriz /
minuto. Por ejemplo, en una presente incorporacidn, se utilizan
capsulas de adsorbedeor de membrana Mustang {Pall Corp) que tienen
un volumen apreoximado de 0,3 litros. Ademdas, la bomba de carga
tiene un tamafic que permite cargar los promedics de flujo de

hasta 3,6 litres / minuto.

La funcién del montaje de valvula de multiples puertos (402)
es permitir el intercambic entre el producto gque contiene la
carga extralido del recipiente de onda (201) y cada uno de los
amortiguadores estériles y soluciones de limpieza de 1los
recipientes amortiguadores estériles (404) Las presentes
incorporaciones del dispositivo B utilizan una serie de vaivulas
de perforacidn accionadas automaticamente gue perforan la tuberia
flexible conectada con cada recipiente amortiguador desde el
exterior para cerrar y abrir cada linea. Los solicitantes
descubrieron que estas valvulas de perforacidn proporcionan una
solucién particularmente beneficial para el dispositivo B ya que

permiten que cualguier producto se contacte y asi no necesite ser

M
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limpiado o esterilizado. Sin embarge, un amplic rango de vdlvulas
adecuadas comerciales para el procesamiento estéril y conocidos
para los expertos en la materia pueden ser utilizadas, como por

ejemplo valvulas de membrana accionadas.

En la presente incorporacién, las valvulas de 3 direcciones
(403-407) son valvulas de membrana accionadas de forma
autoclavable. Sin embargo, una variedad de véalvulas comerciales
adecuadas para el procesamiento estéril puede en principio ser

utilizada, incluyendo por ejemplc, valvulas de perforacidn.

E1l mdédulo adsorbedor convectivo (406) contiene una matriz
cromatografica con una trasferencia de masa convectiva
predominantemente del productc de superficie de adsorcidén y en
contraste con la cromatografia convencional, se esteriliza antes
gue se opere mediante autoenclave o irradiacidn. La transferencia
de masa predominantemente convectiva permite, en contraste con la
cromatografia de cama embalada convencicnal, muy bajos tiempos de
ciclo de adsorcidn/ levigacién/ regeneracidn, que los
solicitantes utilizan en el dispositivo inventivo para realizar

e}l funciconamiento semicontinuo.
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En la presenkte incorporacidén del dispositivo inventivo, el
adsorbedor convectivo (406} esta formado por una o mas cdapsulas
adsorpedcoras de membrana comercialmente disponibles con una
quimica intercambiable de ién (Mustang, Pall Corporation o
Sartobind, Sartorius). Sin embargo, el dispositivo puede utilizar
otros materiales adsorbedores de membrana y geometrias y matrices
convectivas nuevas como por ejemplc matrices monoliticas, dado
que en contraste con embalaje de ryesina por cromatografia
convencional se elimina y las matrices pueden generalmente

encapsularse en modulos listos para utilizar.

Ademds, otras quimicas, incluyendo matrices de afinidad
convectiva que comprenden especificos ligandos que unen productos
ademas proporcionaran un rendimiento Unicamente bheneficioso en el

dispositivo inventivo.

En una incorporacién dei dispositive inventivo, los médulos
adsorbedores convectivos multiples se utilizan en el dispositivo
en forma de un montaje de trenes- adsorbedores convectivos en
paralelo, similar al sistema de extraccidédn de particula continuc
{100). Todo el montaje con Lodos los adsorbedores- trenes para
uno nuevo deberian primero alcanzar el fin de su vida util, segun

se determina, por ejemplo, mediante un criterio predefinido como
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por ejemplo presidn durante carga © numero maximce de ciclos de
operacidén realizados. Cada absorbedor- tren estd formado por ya
sea un médule individual o méduleos adsorbedores convectivos
miltipies en paralele y/o en serie para aumentar la capacidad de

unidn y/o mejorar la utilizacidén de capacidad.

Es importante destacar que el dispositivo inventivo permite
no solo un  funcionamiento continuc sino  también realmente
estéril, en contraste con una simple operacidén aséptica. Los
solicitantes descubrieron esto disefiando todos los componentes
del sistema contactando el producto para resistir no solamente a
la limpieza, sino también a la esterilizacién mediante
autoenclave o} gamma- irradiacién. En las presentes
incorporaciones los modulos encapsulados descartables se utilizan
para extraer particulas continuas (100}, asi como también,
adsorcidén/ desorcién convectiva estéril semicontinua (400). Las
bombas peristdlticas se ulilizan para evitar cualquier contacto
del producto con los elementos rotativos y los sellos mecanicos.
Ademas, en las presentes incorporaciones tuberia descartable‘y
montajes de bolsas se utilizan en lugar de caferias duras. Los
compconentes que contactan productos descartables (por ejemplo,
tuberia, bolsas, médulos) o grupos de componentes se premontan y

esterilizan juntos, asi simplificando la estructura y

oe
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funcionamiento. Los sistemas se diseflan para mantener cualquier
abertura potencial del sistema estéril al ambiente ( por ejemplo,
gancho de flujo laminar), come para muestra, belsa o intercambio
de instrumentacidn al minimo. En presentes incorporaciones del
dispositivo, los colectores se disedan redundantes para permitir
el intercambio desde un componente estéril ({por ejemplo, bolsa
receptora del producto) al siguiente sin abertura. El intercambio
adicional de la tuberia, médulos 'e) bolsas se realiza
preferentemente utilizando soldadores de tuberia estéril antes

que conectores estériles.

Otras incorporaciocnes de los dispesitivos inventivos podrian
ademas comprender componentes come por ejemplo recipientes de
acero inoxidable, alojamientos de filtro o tuberias gue pueden
ser esterilizadas 1n situ, solo o en combinacidén con los
componentes descartables, siempre gue la solidez y esterilizacidn

en el funcicnamiento a large plazo se aseguren.

Las incorporaciones adicicnales del dispositivo inventivo B
se disefian para procesar el material desde fermentadores
multiples en plantas de fabricacién mas grandes (B3). Un ejemplo
se muestra en la representacidén esquemédtica en la Figura 6. Otras

incorporaciones del dispositivo inventive B se disefian para
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aumentar el factor de coancentracidén total y el rendimiento de
separacidén combinande los sistemas de adsorcién/ desorcidn
convectiva semicontinua (400) en series, con respecto a los
recipientes de onda estériles en entre (200} (Véase Figura 6,

Bd) .

Aun otras incorporaciones de dispositivos inventivos se
disefian para aumentar el factor de concentracién total y el
rendimiento de separacion combinando un sistema de
ultrafiltracién continuo (300) en series con un sistema de
adsorcion/ desorcidén convectiva semicontinua (400} mediante un
recipiente de onda adicional. Un ejemplo de una incorporacién se

muestra esquematicamente en la Figura 7.

DESCRIPCION DEL METODO PARA UTILIZAR EL DISPOSITIVO B

Las fermentacicnes por perfusidén continua se realizan sobre
un periedo prolongado (una campafia), comianmente entre 2 semanas
Yy 6 meses o mas. El producto gue contiene el fluido de cultivo
de tejido (TCF), las células y los desechos celulares se procesa
continuamente utilizando el dispositive B. Una corriente de
producto purificade parcialmente y concentrado (el ‘“producto

aislado”) se produce y deja continuamente el dispositivo en su
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salida (312). Utilizando la bomba (101) del sistema de extracciodn
de particula estéril, continua (100) 1la cosecha se bombea
continuamente a través del montaje de filtracidéon (103) en un
promedic de flujo de cosecha por perfusidén deseada Qnh de la

fermentacidn.

La corriente de salida del sistema de filtracién continua,
es decir, el fluido de cultivo de tejido clarificado (cTCF) entra

continuamente en el recipiente de onda (201).

Siempre que el recipiente de onda se rellena hasta un nivel
predefinide, un peso o sefdal de nivel provoca automaticamente un
ciclo de adsorcidn/ desorcién del sistema de concentracidén /
purificacién semicontinuc estéril integrado. E1l material
recolectado en el recipiente de onda se carga rédpidamente en Jla
estructura del adsorbedor, es decir, dentro de 4  horas,
preferentemente dentro de 2 horas, y mas preferentemente dentro

de las hora o mencs, asi vaciando el recipiente de onda.

En las presentes incorporaciones mostradas en la Figura 3,
la recoleccién del fluido de cultive de tejido clarificado libre
de particulas (cTCF) continta tecdo el tiempo, en el peguefio

recipiente de onda. El volumen en el pequefio recipiente de onda
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ademds varia entre un valor maximo y un valor minimoc. En otra
incorporacién descrita en el texto anteriormente, la recoleccidn
se intercambia una y otra vez entre 2 recipientes de cnda

idénticos.

Mientras que cTCF continuta recolectando en el recipiente de
onda, el adsorbedor cargado suire mas paso de un protocolo
cromatografico predefinido, disefade para adsorber el producto
objetivo en forma purificada, concentrada y para preparar el
adsorbedor para el siguiente ciclo de carga. Asi, el ciclo total
comprende carga, lavado, levigaciédn, regeneracidn y reequilibrio,

cada uno con uno © mas amortiguadores adecuados.

Dado que nuevamente los promediocs de flujo durante estos
pasos pueden ser altos debidos a su naturaleza de adsorbedores
convectivos, el tiempc del ciclo total se mantiene bajo, es
decir, debajo de 6 horas, preferentemente debajo de 3 horas y aun
preferentemente debajo de 1,5 horas. Ademéds, el sistema integrado
es disefiado de manera tal que la estructura adsorbedora esta
lista para el siguiente ciclo de carga antes de gue el recipiente
de onda se llene nuevamente, asi permitiendc el funcionamiento

semicontinuc.
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La siguiente Tabla 2 muestra un ejemplo de un método para
utilizar una presente incorporacidén del dispositivo inventivo B
para el aislamiento del Factor VIII recombinante de coagulacidn
de sangre humana (datos mostrados a gran escala). E1l método probd
ser unicamente peneficial. Los rendimientcs de cada ciclo de
adsorcidén / desorcién fueron similares en serie, con todo el
rendimiento del producto total aumentadc por mas de 10% debide al
menor tiempoc de residencia del producto y asi minimizd la
degradacién del producto. El mismo método probd ademas ser muy
beneficial para el aislamiento de variantes de FVIII modificados
por ingenieria genética, incluyendo FVIII de dominio B borrado,
que es significativamente diferente del FVIITI de longitud plena
en tamafo y otras caracteristicas. Se espera que sea eficaz para

la produccidn de otras proteinas y biomoléculas también.

El protocolo cromatografico en si (quimicas amortiguadoras &
secuencia, volumenes de carga vy promedios de flujo) pueden
desarrollarse en experimentos cromatograficos en serie para cada
molécula individual vy puede entonces ser transferido para

utilizarse con incorporaciones del disposiltivoe inventivo.

Tabla 2
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Ejemple de método para utilizar una presente incorporacién
del dispositive B para el aislamiento continuc de FVIII vy

variantes de FVIII desde una fermentacién por perfusidn continua

Parametro OChjetivo

Promedio de flujo promedico de cosecha Qh de (2000

perfusidén continua [1i/d]

Recipiente de onda: volumen de trabajo maximo Vs|200

(1!

Volumen de carga [volumen de matrices] 600

Volumen de matriz de adsorbedor instalado en el]260

dispositive B (ml]

Promedic de flujo de carga [volumenes de|12

matriz/min]

Volumen de carga [1] 156

Tiempe de carga (1) 50

Tiempo cromatografico total [h]({proteccelo quell,5
comprende cargar, lavar, levigar y varios pasos

de regeneracién/ reequilibrio)

Tiempo de inactividad del adsorbedor/ciclo [h] 0,372

Ciclos/ periodo de 24 horas 12,8

Tiempo de recoleccidn [h] 1,872
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Tiempo de residencia de producto medio aprox. en|z2,7
dispositivo ({tiempo de recoleccidn + tiempo de

carga + tiempo de levigacidn)

Para cada molécula del producto individual, un criterio se
define para la estructura de adsorbedor convectivo, por ejemplo,
basado en la presidén durante la carga, © recuperacidédn. Comunmente
un numereo maximo de ciclos nmax se especifica y valida. Una vez
gque la estructura del adsorbedor ha side wutilizada en la
cperacién semicontinua a través de ciclos nmax, se ha
intercambiado contra otra estructura adsorbedora idéntica sin
comprometer la integridad y esterilidad del sistema. En presentes
incorporaciones esto se hace en analogla con la estructura de
filtracidén estéril, continua utilizando cclectores y conectores
estériles, o utilizandc tuberia flexible descartable y soldadores
de tuberia estéril.

Cuando se utiliza la incorporacidn del dispositivo inventivo
mostrado en la Figura 3, lateral derechg, una corriente estéril
de amortiguador, scluciédn de ajuste de pH, solucidn
estabilizadora o agua para inyeccidén se agrega ya sea
continuamente o 1intermitentemente desde un recipiente estéril
(204) utilizando wuna bomba de adicion amortiguadora (203).

Ademis, las condiciones de cTCF pueden ademés ajustarse
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libremente, por ejemplo, en términos de fuerza idnica, pH,

adicidon de estabilizadores, elc.

Beneficios de la Invencién

Los dispositivos inventivos y los métodos respectivos para
utilizar los dispositivos solucicnan l1os problemas de procesos de
aislamiento convencionales delineados anteriormente {véase

antecedente general de la invencidn).

En todas las incorporacicnes de los dispositives A y B vy
métodos respectivos para utilizar los dispositivos, el tiempo de
residencia del producto en un medio potencialmente perjudicial
es unicamente minimizado, lo cual aumenta significativamente el
rendimiento y la calidad de los productos bioldgicos complejos
intrinsecamente inestables. La capacidad de planta puede

aumentarse vy los costos de los productos reducirse.

Ademéas, los dispositives y métodos respectivos eliminan la
necesidad de tener grandes instalaciones de habitaciones frias o
recipientes frios para el almacenamiento intermedio de grandes

volumenes de cosecha, asi reduciendo los costos de inversién de
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planta y realizando completamente la ventaja de ser compacte vy

movible de la fermentacién por perfusidn.

Las 1incorporaciones de los dispositivos inventivos y 1los
nétodos respectivos reducen los costos de mano de obra en
comparacién con el procesamiento en serie c¢onvencional que
regquiere intensiva mano de obra debido al intrinsecamente alto
grado de automatizacidén. Los dispositivos nuevos permiten la
cperacidn continua, 24 horas por dia, sobre pericdos prolongados,
maximizando la produccidén velumétrica vy la wutilizacidn del

equipo.

Ademds, los dispositivos inventivos eliminan las
dificultades logisticas en plantas de uno ¢ multiples
fermentadores. Las incorporaciones puede procesar material desde

unc o més fermentaciones por perfusidén continua.

Relevantemente, dado que los dispositivos y métodos nuevos
permiten una operacién completamente estéril, asuntos de carga
microbkial, asi como también, asuntos de endotoxina se eliminan,
lo cual podria no lograrse mediante procesamiento aséptico

seguido por filtracidén estéril simple.
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Ademés, los dispositivos inventivos permiten evitar o
minimizar la necesidad de validacién de limpieza debide a la
utilizacién de elementos descartables. A través de las
caracteristicas unicas de los dispositives y métodos inventivos,
médulos descartables, asi comc también, tuberias, bolsas vy
montajes pueden ser utilizados durante un largo periode (hasta
toda la extesnsion de la campafiaj, asi draméticamente
disminuyendo los costos y realizando la utilizacién de elementos
descartables altamente a&atractivos desde un punto de vista

econdmico.

Las presentes incorporaciones de los dispesitivos inventivos
A y B y los métodos respectivos han probado ser especialmente
eficaces para la fabricacidédn de Factor VIII reccmbinante de
coagulacidn, asi COomo fambién, versiones realizadas por
ingenieria genética de FVIII incluyendo, pero sin limitar, FVIII
de domino B borrade. Sin embargo, 1las invenciones pueden
claramente esperarse que sean similarmente eficaces para la
producciédn de otras proteinas y moléculas bioldgicas, en
particular proteinas complejas intrinsecamente inestables, como

por ejemplo Factor VII, Factor IX, Factor X, y otros.

&¥
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Beneficios del Dispositivo A y Método Respectivo

La Figura 8 muestra un ejemplo del sorprendente aumentc de
capacidad de filtro que los solicitantes descubrieron para el

elemento de extraccidén de particulas continuo integrade (100).

La Figura 10 muestra wuna distribucién de tiempo de
residencia tipico y tiempo de residencia medio del producto en el
sistema UF medioc continuo (300) de una incorporacidn del paso
inventivo A, segin se determina mediante adsorcidén UV del
retenide a 280nm, con una proteina modelo bajo condicicnes
tipicas. Como puede verse, el tiempo de residencia medio del
producto en el sistema es solamente aproximadamente 40 minutos.
Ademas, el tiempo de residencia total del producto en esta
presente incorporacién del dispositive A, desde la 1linea de
cosecha del fermentador hasta el retenideo final concentrado
{aislado) se mantiene entre 1-2 horas o menos. Estoc es entonces
menos de 1/10 de tiempo de residencia de 28 horas o mas en un
proceso de aislamiento en serie convenciocnal, en el cual el

producto {cosecha} se recoge durante al menos 24 horas (a varios
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dias), luego de lo cual el producto se procesa comunmente durante

al menos 4-10 horas.

La Figura 11 muestra una comparacidn de los rendimientos de
aisliamiento total resultante de factor de coagulacion
recombinante (rFVIII) desde la fermentacidén por perfusidn
continua libre de plasma- proteina para el proceso de aislamiento
en serie convencional (filtracién en serie mas UF en serie) vy
utilizando el dispositivo inventivo A y el método respectivo.
Como puede verse desde la figura, el proceso continuo inventivo
logra significativamente tener un rendimiento de producto mas
elevado, el cual puede conducir a capacidades de fabricacidn

aumentadas y costos de fabricacién reducidos.

Durante el método inventivo de uso del dispositive A, la
presidén transmembrana de la ultrafiltraciodon continua integrada va
a aqmentar, con tiempo, mientras gque el flujo de membrana
especifico (en litros/hora/m?/barra) disminuye en una produccidn
volumétrica constante. Es comin para todos los procesos de
ultrafiltracién y se debe a sus efectos como polarizacidn de
concentracidén, formacidén de capa de gel y contaminacidén. Sin
embargo, en contraste con la ultrafiltracidédn en serie, come puede

verse en el ejemplo mestrado en la Figura 12, los cambios de

29
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presidén y el flujo especifico scn extremadamente bajos con el
dispositivo A, permitiendo la operacidn continua durante semanas
a la vez, antes de gue las membranas necesiten ser limpiadas o
reemplazadas. Adicionalmente, el promedic de cambio y rendimiento
total del sistema es muy insensible al producto producide o 1ia
linea celular usada en 1ia fermentacidén por perfusidn continua
(Figura 12}. Ademés, el dispositive inventivo A y el método
respective se ubica idealmente como una plataforma genérica para
la rapida produccidén de varias proteinas dado que actta sdlida vy
predeciblemente con varias proteinas objetivo desde diferentes

lineas celulares.

Sorpresivamente, los sclicitantes descubrieron que los
efectos negativos de la formacidén de capa de gel vy el
contaminante estan de hecho mucho mas minimizados con el
dispositivo A, gque un volumen total mucho mas grande por éarea de
ultrafiltro 1instalada puede procesarse, antes que limpilar o
reemplazar los filtros sea necesario. La Figura 13 muestra el
rendimiento sdélido del dispositive inventivo A en un largo vlazo.
Luego de aproximadamente 25 dias, la presiédn transmembrana
sorpresivamente parecid estabilizarse en un estado casi firme,
sugiriendo un rendimiento aun mayor a largo plazo. El dia 27, el

promedio de flujo de retencidén se dobld deliberadamente para

q0
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probar el efecto de una mayor precduccién. Luego de 34 dias, se
enjuagd rapidamente con 0,5 M de NaCH estéril. Luego de esto, TMP
nuevamente se estabilizd, o al menos aumentd solamente en un
promedico extremadamente bajo. Luego de 70 horas de operaciédn
estable continua, el promedio de flujo de reciclado se redujo
deliberadamente a la mitad para probar el efecto sobre el
rendimiento del sistema. Como se esperaba, TMP comenzé a aumentar
con un promedio un poce mas alto debide a la transferencia de
masa reducida y asl aumentd la concentracidén de pared en la
superficie de la membrana. Sin embargo, 95 dias de operacidn se
completaron exitosa y sodlidamente antes de gque el sistema se
apague. Un total de cierre de 4500 litros ha sido procesado por
m’° de area de membrana, con una mano de obra manual minima
{(solamente muestrec diario). En comparacién, el proceso de
ultrafiltracién en serie convencional optimizado para la misma
aplicacidén tiene 45 veces menos capacidad de carga, a

aproximadamente 100 1/m® y requiere de al menos 1-2 operadores

tiempo completo.

Tambien sorpresivamente, 1la selectividad del dispositivo
inventivo A, en particular su sistema de ultrafiltracidn continua
integrada {300}, probd ser significativamente mavyor luego la

selectividad del preoceso en serie convencional. Los expertos en

9l
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el tema saben que en la ultrafiltracidén en serie convencional,
una membrana secundaria se forma desde macromoléculas retenidas
durante la etapa inicial del proceso (capa de gel), que reduce la
reduccién del peso molecular aparente. El resultado es que tanto
la molécula objetivo como las preoteinas contaminantes pequefias
son retenidas, lo cual hace que la purificacién simultanea sea
imposible. Ademds, con ultrafiltracidn en serie convencional es
posible separar proteinas gue sean menores a un factor de 10
aparte en términos de su peso moclecular. Sin embarge, como puede
verse desde la Figura 14, con el preoceso de ultrafiltracién
continuo integrado es posible ajustar condiciones para
eficazmente separar 1L-235A ({(aproximadamente 16 kD) y proteina
fluorescente verde GPF {27-30 kD) . Este rendimiento de
separacidn mas alta esperada permite la concentracién y

purificacidn simultanea.
Beneficios del Dispositivo B y Método respectivo

La Figura 15 1lustra el rendimientc del dispositivo
inventivo B. Utilizando un adsorbedor convecltivo comercial
(Munstang @, Pall Corporation, mddulo de capa 15}, cerca de 100
ciclos de adsorcidén / desorcidn convectiva han sido

desarrollados, asi concentrando vy purificando variante FVIII

q2
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recombinante desde un cultivo por perfusidn continua. El
rendimiento promedic lograde fue de  aproximadamente 895%
(resultados obtenidos de la variacidn del ensayeo) mientras gque la
presidn permanecid relativamente constante sobre el ntimero entero
de ciclos realizados. Ademas, se puede especificar gue al menos
100 ciclos consecutivos pueden realizarse antes de c¢ambiar la

estructura del adsorbedor.

Comc se ha mostrado en la descripcidon detallada del método
para utilizar el dispositiveo inventivo B, el tiempo de residencia
medio total del producto en una incorporacidn presente es menor a
3 horas, antes de que se levigue en forma concentrada,
estabilizada y purificada en el amortiguador adecuado. Esto es
significativamente menor entonces mas de 24horas de tiempo de
residencia en un proceso de separacidén en serie convencional
realizado una vez al dia y asi resulta en rendimienteos
significativamente mayores de los productos proteicos
intrinsecamente labiles. En una presente incorporacién descrita
anteriocrmente, aproximadamente 13 ciclos se realizan por dia, lo
cual significa en contexto de la Figura 15 que el montaje del
adsorbedor semicontinuo necesitaria intercambiarse solamente cada
7-8 dias, lo cual se realiza sin comprometer la esterilidad y la

continuidad del funciocnamiento.

93
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La Figura 16 muestra un ejemplo de UV y perfil de
conductividad sobre un cicle de regeneraciédn vy adsorcién /
desorcidén unica tipica con el dispositivo B. Puede notarse que
mas de 450 wvolumenes de adsorbedor (CVs) pueden cargarse,
mientras gque el producte se leviga en un pico muy agudo. Los
contaminantes se extraen significativamente en el flujoc durante
la fase de carga, asi como también, durante el lavado y la fase

de regeneracidn.

La Figura 17 ilustra el desarrollc de purificacién del
proceso inventivo gue comprende adsorcidn / descrcidn convectiva
semicontinua. Un ejemplo de gel de wvarlante FVIII aislado se
muestra. Como puede verse, las fracciones de levigacidn, que
incluyen 95% de la variante cargada FVIII (segun se determina
mediante el ensayo de actividad separada), contiene
significativamente menos proteina gque la carga Yy son asi
purificadas. No son visibles otras bandas de degradacién

adicional en el levigado ({aislado), lo que indica excelente

calidad del productc.

En resumen, el dispositive inventive B es capaz de lograr

rendimiente de purificacién similar en comparacién con los

A4
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procesos en serie, mientras gque al mismo tiempo minimizan
pérdidas de rendimiento para productos proteicos intrinsecamente
inestables, asi como también, temas relacionados con la calidad
del producto, debido a la minimizacidén del tiempo de residencia
del producto. Al mismo tiempo, los costos de trabajoe se reducen
dramaticamente debido al intrinsecamente alto grado de
automatizacién del procesc inventive, requiriendo de minima

intervencidn de operadores.

Aunque laz presente invencidn ha sido descrita en detalle
mediante ilustracidn y ejemplo con el fin de que se pueda
comprender, serd evidente para los expertos en la materia que
clertos cambios vy nmodificaciones pueden realizarse. Ademas, la
descripcién y ejemplos no pretenden limitar el alcance de la

invencidén que se ve delineada en las reivindicaciones adjuntas.

De tal manera, se entiende gue las incorporaciones de 1a
invencién en la presente que proporcionan un método mejorade de
filtracidn para generar un alto rendimiento de una molécula de
interés desde una corriente de alimentacidén dada son meramente
ilustrativas de la solicitud de los principios de la invencidn.
Sera evidente desde la presente invencién gque cambios de forma,

métodos de uso, y aplicaciones de los elementos de lo revelado
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pueden realizarse sin alejarse del espiritu de la invencidn, o

del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para purificar una molécula de interés desde una
mezcla de fluido clarificada hetercgénea, caracterizado porque
comprende;

filtrar wna mezcla de fluido clarificada Theterogénea
mediante wultrafiltracidn continua en un promedic de flujo
especifico por debajc del punto de transicién de la molécula de
interés en la regidén dependiente de presidn del flujo versus la
curva de presidn de transmembrana {(TMP), en donde el promedio de
flujo especifico se mantiene sustancialmente constante a través

de la ultrafiltracidédn continua.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado
porque ademas comprende filtrar la mezcla clarificada en un
promedio de flujo especifice que produce una concentracién de

pared menos de 20% por encima de la concentracidén de retencién.

3. El proceso de acuerdo con la reivindicacidn 1, caracterizade
porgue ademéds comprende filtrar la mezcla clarificada en un
promedio de flujo especifico gue produce una concentracion de

pared mencs de 15% por encima de la concentracidédn de retencidn.

P
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4. El proceso de acuerdo con la reivindicacidén 1, caracterizado
porgue ademids comprende filtrar la mezcla clarificada en un
promedio de flujo especifico que produce una concentracion de

pared menos de 10% por encima de la concentracidn de retencién.

5. El procesc de acuerdo con la reivindicacidn 1, caracterizado
porque ademas comprende: filtrar la mezcla de fluido clarificado
a través de una membrana de ultrafiltracidn que tiene un area en
metros cuadrados igual a 0,1 a 2 veces el promedio de flujo

volumétrico de la mezcla de fluido clarificado en litros / hora.

6. El proceso de acuerdo con la reivindicacidén 5, caracterizado
porque la membrana de ultrafiltracién tiene un Area en metros
cuadrados igual a 0,3 a 1 vez el promedio de flujo volumétrico de

la mezcla de fluido clarificade en litres/ hora.

7. Un procesc para purificar una proteina de interés desde una
mezcla de fluido de cultivo de tejido heterogénec caracterizado
porque comprende:

(a) producir mediante proceso de fermentacidén por perfusidn
continua una mezcla de fluido de cultivo de tejido heterogénea

que contiene una proteina de interés;
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(b) transferir la mezcla de fluido del cultivo de tejido a
un proceso de extraccidén de particula continuc integrado con el
proceso de fermentacidn por perfusidn continua;

(c) extraer los contaminantes de particulas desde el fluido
de cultivo de teijido en el proceso de extraccidn de particula
continuo para producir un fluido de cultivo de tejide clarificado
gue contiene la proteina de interés;

{d) transferir el fluido de cultivo de tejido clarificado a
un proceso de purificacidn continuoe integrado con el proceso de
extraccién de particula continuo; y

(e) purificar la proteina de interés desde el fluidc de
cultivoe de tejido clarificade en el proceso de purificacidn
continuo;

en decnde el promedic de flujo especifico de la mezcla a
través del proceso de fermentacién por perfusién continua, el
proceso de extraccidn de particula continuo y el proceso de

purificacidén continua se mantiene sustancialmente constante.

8. El procesc de acuerdo con la reivindicacién 7 caracterizado
porque el proceso de purificacidn centinuz es ultrafiltracidn

continua.

9
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8. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizado
perque ademds comprende filtrar la mezcla de cultivo de tejido
clarificada en un promedic de flujo especifico que produce unha
concentraciédn de pared menor que una cantidad gque esté 20% por

encima de la concentracidén de retenciédn.

10. El procesc de acuerdo con la reivindicacidén 8, caracterizado
porgque ademas comprende filtrar la mezcla de cultivo de tejido
clarificada en un promedioc de flujo especifico gue produce una
concentracidn de pared menor gue una cantidad gue estéd 13% por

encima de la concentracidn de retencién.

11. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizado
porque ademas comprende filtrar la mezcla de cultivoe de tejido
clarificada en un promedic de flujo especifico gue produce una
concentracién de pared menor que una cantidad que estd 10% por

encima de la concentracidén de retencidn.

12. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizado
porgue ademas comprende: filtrar la mezcla de cultivo de tejido
clarificada a través de una membrana de ultrafiltracién que tiene

un area en metros cuadrados igual a un rango de entre 0,1 a 2

\cO
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veces el promedic de flujo volumétrico de la fermentacidn por

perfusién continua en litros / hora.

13. El proceso de acuerde con la reivindicacién 8, caracterizado
porgque ademé&s comprende: filtrar la mezcla de cultivo de tejido
clarificada a través de una membrana de ultrafiltracién que tiene
un drea en metros cuadrados igual a un rango de entre 0,3 a 1 vez
el promedio de flujo volumétrico de la fermentaciédn por perfusidn

continua en litros / hora.

14. Un proceso para purificar una proteina de interés desde una
mezcla de fluido de cultivo de tejido heterogénec caracterizado
porgque comprende:

{a) producir mediante proceso de fermentacidén por perfusién
continua una mezcla de fluido de cultive de tejide heterogénea
gque contliene una proteina de interés;

(b) transferir la mezcla de fluido del cultive de tejido a
un proceso de extraccidn de particula continuo integrado con el
proceso de fermentacidn por perfusién continua;

{c) extraer los contaminantes de particulas desde el fluido
de cultivo de tejido en el proceso de extraccién de particula
continuc para producir un fluide de cultivo de tejido clarificadc

que contiene la proteina de interés;



(d) transferir el fluido de cultivo de tejido clarificado a
un recipiente de onda integrado con el proceso de extraccidn de
particula continuc; vy

{e) transferir de manera intermitente el fluido de cultivo
de tejido <c¢larificado a un adsorbedor/desorbedor convectivo
integrado con el recipiente de onda; vy

(f) purificar la proteina de interés desde el fluido de
cultivo de tejido <clarificado en el adsorbedor/desorbedor
convectivo para producir un producto aislado estéril, libre de
particula, concentrado y parcialmente purificado gue contiene la
proteina de interés:

en donde el promedic de flujo especifico de la mezcla a
través del proceso de fermentacién por perfusidén continua y el
proceso de extraccidén de particulas continua se mantiene

sustancialmente constante.

15. Un aparato para separar una proteina de interés de una
mezcla de cultivo de tejido hetercgénea, caracterizado porgue
comprende:

(a) un sistema de fermentacidn por perfusidn continua;

(b) un sistema de extraccidn de particula continuo integrado con

el sistema de fermentacidn por perfusidn; vy

oL
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(c) un sistema de purificacidén continuo integrado con €l sistema
de extraccidn de particula, caracterizado porque el aparato se

mantiene bajo condiciones estériles.

16. E1 aparatc de acuerde con 1a reivindicacidn 15 caracterizado
porque comprende:

(a) un sistema de fermentacién por perfusidn continua adaptado
para producir continuamente un fluido de cultivo de tejido
que contiene una proteina de interés en un promedio de flujo
volumétrico sustancialmente constante;

{b) un sistema de extraccidn de particula continuo integrado vy
adaptado para recibir continuamente el fluido de cultivec de
tejide desde el sistema de fermentacidédn por perfusidn vy
producir continuamente un fluido de <cultive de tejide
clarificado; vy

(c) un sistema de purificacidén continua integrado con vy
adaptado para recibir continuamente el fluido de cultivo de
tejido «c¢larificade desde el sistema de extraccidén de
particula y producir continuamente un producto aislado gue
contiene la proteina de interés, en donde el aparato se

mantiene bajo condiciones estériles.

03
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17. El1 aparato de acuerdo con ia reivindicacidén 16, caracterizado
porgque el sistema de purificacién continua es un sistema de
ultrafiltracidén que comprende una membrana de ultrafiltracidn que
tiene un é&rea en metros cuadrados igual a 0,1 a 2 veces el
promedic de fluic velumétrico de la fermentacidédn por perfusiodn

continua en litros / hora.

18. El1 aparato de acuerdo con la reivindicacién 16, caracterizado
porgque el sistema de purificacidn continua es un sistema de
ultrafiltracidn gue comprende una membrana de ultrafiltracidn que
tiene un area en metros cuadrados igual a 0,3 a 1 vez el promedic
de flujo volumétrico de la mezcla de fluido clarificado en litros

/ hora.

19. Un aparato para la separacidén de una proteina de interés
desde una corriente de fluido de cultivo de tejido, caracterizado
porgue comprends:

{a) un sistema de fermentacién por perfusidén continua;

{b) un sistema de extraccidn de particulas continuo integrado con
el sistema de fermentacidn por perfusidn; y

(c} un sistema de purificacidén intermitente integradoc con el
sistema de extraccidédn de particulas; caracterizado porque el

aparato se mantiene bajo condiciones estériles.

104
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20. El aparato de acuerdo con la reivindicacidén 19 caracterizado
pocrque comprende:

{fa} un sistema de fermentacidédn por perfusidén adaptado para
producir continuamente un fluido de <cultivo de tejido que
contiene una proteina de interés;

{b) un sistema de extraccidén de particula integrado con vy
adaptado para recibir continuamente el £iuido de cultivo de
tejido desde un reactor y producir continuamente un [luido de
cultivo de tejido clarificado;

(c) un recipiente de onda integradce con y adaptado para recibir
continuamente el fluide de cultivo de tejido clarificado desde el
sistema de extraccién de particula y liberar semicontinuamente el
fluido de cultivo de tejido clarificado, vy

(d) un sistema de purificacién integrado con Yy adaptado para
recibir semicontinuamente el fluido de cultivo de tejido
clarificado desde el recipiente de onda; en donde el aparato esta

adaptado para mantenerse bajo condiciones estériles.

21. El1 aparato de la reivindicacidn 19, caracterizado porque el
sistema de purificacidén comprende un sistema de adsorcion/

desorcidn convectiva,

o5
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22. El proceso de la reivindicacidén 8, caracterizado porgue la
presién de transmembrana en el procesc de ultrafiltracidn

continua aumenta con el tiempo.

23. El proceso de la reivindicacién 7, caracterizado porgue 1os
promedics de flujo de una corriente permeato (Qp) y una corriente
de salida aislada continua ({Qi) gque salen del procesc de
purificacién continua se ajustan para ceoincidir sustancialmente
con el promedio de flujo de de la corriente cosecha (Ch) que sale
de la fermentacidén por perfusidn continua de manera tal gue:

Qp + Qi= Qh

donde Qp se mantiene sustancialmente constante.

24, Bl proceso de la reivindicacién 23, caracterizado porque los
promedios de flujo Qh y Qi se ajustan y controlan de manera tal
que se alcanza un factor de concentracidn deseada gue satisface:

Qi = 1/cf*Qh

16



