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Un proceso para purificar una molécula de interés desde una mezcia de fluido clarificada

heterogénea, que comprende:

filtrar una mezcla de fluido clarificada heterogénea mediante ultrafiltracién continua en un
promedio de flujo especifico debajo del punto de transicion de la molécula de interés en la

region dependiente de presion del flujo

versus curva de TMP, caracterizado porque el

promedio de flujo especifico se mantiene sustancialmente constante a través de la

uitrafiltracion continua.
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DEVICES AND METHODS FOR INTEGRATED CONTINUOUS
MANUFACTURING OF BIOLOGICAL MOLECULES

FIELD OF THE INVENTION
The present invention relates to en improved method and system for
purifying a molecule of interest from a heterogeneous mixture of molecules. More
particularly, the present invention is direcied to methods for purifying a protein of
interest in a tissue culture fluid feedstream from a qmtinunus perfusion fermentation
process.

BACKGROUND OF THE INVENTION

It is woell known to those familiar with the field that in recent ysars several
continuous cell culture processes, also called continuous perfusion processes, have
been established with great commercial success. Howcever, the isolation process
following continuous perfusion fermentation is gencrally a batch process, and is
physically and logistically separated from the continuous upstream process. In theso
processes, the main purpose of the isolation step is to capture the product out of high
volumes of relatively dilute culture supematant. Concentration of the product has to
be emphusized with respect to process logistics and space requirements, while
simultancous removal of contaminents (purificatiod}) is important to minimize the

required number of further downstream purification steps.

Figure 1 shows & schematic of a typical state-of-the-art isolation process
from cantinuous perfusion fermentation, as it is well known to those familiar with
the field. The continuous perfusion fermentation system comprises a cell retention
device (1), which keeps most of the cells producing the product in the fermentation
system. A continuous harvest stream from the continuous perfusion system, still
containing somne cells, debris and other particles is pumped using a harvest pump
(2) ioto large collection vessels (3), such as stainless steel tanks, These harvest
storage vesscls usually have to be cooled in order to keep product losses due to
degradation within a feasible range.

Once a specified volume has been collected) which is typically after 1-4 days

or more, the harvest collection vessels are disconnected from the sterile fermentation
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vessel and the collsoted material is designated s one harvest batch. The next step is
to remove cells, debris and particles (step 2). In industrial scale this is typically
done using centrifugation (4) followed by dead-end membrane filtration (5), or by
dead-end depth-fltration (6) followed by dead-end m¥mbrane filtration (7). Another
technique sometimes used is tangentiel flow (or “crossflow™) microfiliration. In any
case, the product of the particle removal process is 8 batch of olurified tissue oulture
fluid, or cTCF (B). More details on particle separation for bioicchnological products
can be found in standard textbooks, such as Biotechnology, Val. 3, Bioprocessing,
Wiley-VCH, 2 edition (1996), ISBN: 3527283137.

In the next step (step 3), the baich of clerified tissue culture fluid is further
processed to concentrate and, if possible, purify the product. This is typically done
by crossflow ulirafiltration or by packed bed chromatography.

In the case of croasflow ulirafiltration, the cTCF is pumped into the recycle
tank (9) of the system. A pump is used (10) to push the material through a crossflow
ultrafilter. The product is retained by the membrane gnd recycled as retentate into
the recycle tank, while water and smaller cantaminants are pushed through the
membrane into the permeate (11) due to the trans-membrane pressure generated by
the pragsure drop in the ulirafiliration module. In each passage through the filter, the
cTCF therefore gets more concentrated, and the total sTCF volume is reduced until a
desired concentration factor is reached. Once the desired concentration factor is
reached, the process is stopped, and the remaining concentrate volume (isolate) is
drained from the system and collected. More details on crossflow ultrafiltration for
concentration of biotecimological products can be found in standard textboolcs, such
as Biotechnology, Vol. 3, Bioprocessing, Wiley-VCH, 2 edition (1996}, ISBN:
3527283137.

In case of packed bad chromstography, the ¢TCF is pumped over »
chromatography column (12) containing a packed resin bed. The product binds to
the resin and is thon eluted in usually concentrated and purified form (isolate, 13)
using a suitable elution buffer (14), after which the column is cleaned and
regeneraied using adequats buffers and cleaning schations (14).

Other chromatography variants that have been proposed for
concentration/purification of ¢TCF are expanded bed chromatography and

2
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1
membrane chromatography. Expanded bed chromatography can process particle
conteining solutions. However, filiration of the isolate after chromatography is still
required, although filtration areas are reduced. Membrame chromatography utilizes
stacks of modified microfiliration membranes instead of packnd resin beds. The
advantage is that magg transfier ig largsly convective rather then diffnsive, which
allows faster scparation. Otherwise, the process is typically equivalent to standard
pecked bed chwomatography. More details on chromatography for concentration and
purification of biotechnological products can be found in standard textbooks, such as
Protein Purification, Principles, High-Resolution Methods, and Applications, Wiley-
VCH, 2. Edition (1998), ISBN 0-471-18626-0.

Often, the bulk isolate is then frozen and sh?dforlntm-usehﬂn'ﬂwr
downstreasu purification steps.

Thus, as described sbove, the isolation process is generally a baich process,
and is physically and logistically separsied from the continuous upstream process.
Also, while formentation has to be performed sterile, isolation (i.e. particle removal
and concentration/purification) is essentially performed clean, but not sterile.

The state-of-the-art processes as described above have & number of
problems:

P1. Yield losses and potentinj quality reduction due fo high product
residence time. The harvest from the continuous perfusion fermentetion needs to be

collected and stored over significant periods of time, as outlined above, before en
isolation batch can be processsd. Collected harvesty although chilled, still provides a
detrimental milisu for complex and hahearently unstsbis protein products, Therefore,

-significant product losses ocour, which reduces plant capacity and increases cost of

goods, Furthermore, the product quality can be adversely affected.

P2, Large cold room faoilities or cooled vassals are required for intermediate
storage of large harvest volnmes, leading to high cepital costs and negating the cited
compaotness and mobility advantage of perfhsion formenters.

'P3. Conventional concentration/purification technologies (e.g.,
ultrafiltration, packed bed chromatograply) have relatively low volommetric

kg .
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throughput, significant tumaround times and aro rolatively Iabor intensive. Asa
result, typicelly not more then 1 betch process is performed per day.

P4, Moreover, ourrent isolstion proceasas and methods have Jogistical
difficulties doaling with the varying process volumes in fermentation plants
imvolving more then one fermenter, Tn largs-scale continuous perfusion plants, &
varying number of fermenters are operational.

P5. Furthermore, state-of-the-art isolation processes are operated clean, but
can not be opersted sterile. This often leads to 2 aighificant sumber of rejected

baiches due to microbial load issues.

P6. Utilization of disposables, such as disposable filters, assemblies, bags,
etc., although very dosirable in the production of human parepterals (e.g., to avoid
cleaning and cleaning velidation and other issues) is very costly, and in fact often
not economical.

Accordingly, it is an object of the present invention to provide a integrated,

continuous protein scparation prooess that is capable of operating for sustained
periods of time under sterlle conditions.

SUMMARY OF INVENTION

The present invention is directed to a novel apparatus and process for

"purifying molecules from a heterogeneous fluid mixture. More perticularly, the

Invention is directed to a process for purifying a molecule of interest from a
heterogeneous clarified fluld mixture from which particulate conteminants have
becn removed. The process comprises the step of filtering a heterogeneous olarified
fluid mixture by continuous ultrafiltration at a specific fiow rate below the transition
point of the molecule of iaterest in the preasure-dependent region of the flux versus
TMP curve, wherein the specific flow rate {s maintained substantially constant
throughout the continuous ultrafiltration.

In partioular embodiments, the process of the invention comprises filtering
the clarified fluid mixture through an ultraﬂlhﬁm‘mﬂnbnne having an area in
square moiers approximately equal to between 0.1 to 2 times the volumetric flow
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mte of the clarified fluid mixture in litors/hour. In another embodiment, the process
of the invention comprises filkering the clarified fluid mixtore through an
ultrafiltration membrane having an area in square meters approximately equel to
between 0.3 to 1 times the volumetric ﬂuwrnhoﬂ“ecllﬁﬁedﬂuidmb:tunin
litors/hour.

The proocass of the invention advantageously permits filtering the clarified
mixture at a specific flow rate that produces a wall concentration less than about
20%, less than 15% or less than 10% greater than the retentate concentration,
without appreciable concentration polarization.

In 2 more specific embodiment, the invention is directed to an integrated,
continuous and sterile process for continuous perfusion fermentation, particulate
removal and purification/ concentretion. In one aspect of the invention, the process
comprises filtering the tissue culture mixture by a separation process that selectively
separates the protein of imterest from the mixture at an operational set point below
the transition point of the protein in the prmum-de{endant region of the flux versus
TMP curve to produce a sterile, particle-fres, concentrated and partially purified

.product isolate, where the specific flow rate throngh the separation process is

maintained substantially constant et a level leas than the transition point of the
protein,

In anather aspect of the invention, the process is a continuous process for
purifying & protein of interest from a heicrogeneous tissue culture fluid mixture,
coOmprising;

(8) producing by a continuous perfusion fermentation process &
heterogeneous tissue culture fluid mixture containing a protein of interest;

(b) transierming the tissue culure fluid mixture to 2 continuous particle
removal process integrated with the continuons perfusion fermentation process;

()  removing partioulats contaminants flom the tissue culture fuid in the
continuous particle removal prooess to produce a clarified tissue cutture fluid

' contrining the protein of interest;

(d) tranzfering the clarified tissue culture fluid to a continuous
purification process integrated with the continuous particle removal process; and

77




WO 2006/039588 PCT/US2005M35364

10

15

20

30

1
(¢)  purifying the protein of interest from the clarified tissue culture fluid

in the continuous purification process;

wherein the specific flow mate of the mixture through the continuous
perfusion fermeniation process, continuous partiole removal process and continuous
purification process Is maintained substantially constant.

In yet another aspect of the invention, the process is a semi-continuous
process for purifying e protein of interest from a heterogeneous tissue culture fluid
mixture, comprising:

(s) producing by a continuous perfusion fermentation process n
heterogeneous tissue culture fluid mixture containing & protein of interest;

(b) transferring the tissue culture fluid mixtnre to a continbons particle
removal process integrated with the continuous perﬁ.!sinn fermentation gystem;

_ (c) remaving particulate contaminants from the tissue cutture fluid in the
continuous particle removal process tn produce a clarified tissue culture fluid
containing the protein of interest;

(d) tensferring the clarified tissve culture fluid to a surge vessel
integrated with the continuous particle removal process;

(¢) intermiitently transfbrring the clarified tissne culture finid to a
purification process infegrated with the surge vessel; and

(¢) purifying the protein of interest from the clarified tissue culturc fluid
in the purification system to produce a sterile, particle-free, concentrated and
partially purified product isolate containing the protein of interest;

wherein the specific flow rais of the mi:mn'q'thmugh the continuous
perfusion fermentation process and cantinuous particls removal process is
maintained substantially constant.

The present invention is also directed to an apparstus for separating a protein
of interest from 2 hetsrogoacous tissue culture Auid mixture. In one aspect of the
invention, the sppamtus comprises: (s) a continuous perfirsion fermentation system;
(b) a continuous particle removel systemn integrated with the perfusion fermentation
system; and (c) a continuous purification system integrated with the particle removal
system, wherein the apparatus is adepted to maintain sterile conditions,
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In another aspect of the invention, the apparatus comprises: (a) a continuous
perfusion fermeniation system; (b) a continuous particle removal system integrated
with the perfusion fermontation system; and (c) an intermittent purification system
integrated with the particle removal systemn, wherein the apparatus is adapted to
maintain sterile conditions.

The purification system may, for cxample, be an ultrafilivation system or a
convective adsorption/desorption system, or any other system capable of purifying
or partially purifying a protein of interest from nhuarogeneommi:dnm in an
_integruted. continuous or semi-continuous, sterile system as desoribed berein.

The proczas and apparatus of the invention are adapted to permit continnous
processing of 4 heterogeneous fluid mixtare, such as a coll culture fluid, ata
substantially consiant flow rate. In a particular aspect of the invention, the process
and apparatus of the invention are ndapted to permit continuous processing of &
heterogeneous cell or tissue culture fluid mixiure at a substantially constant flow rate
below the transition point of tho protein in the preasure-dependent region of the flux
versus TMP curve for a continuous pertod and throughout the purification process.

These and other aspects of the invention are described in detail below in the
following detailed description of the invention.
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BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

The accompanying drawings, which are incorparated in and constitute a part
of the specification, illustrte cmbodiments of the invention, and, togather with the
detailed description of the embodiment, serve to explain the principles of the
invention and its banefits,

FIG. 1: Schematic of conventional continuous perfusion process followed
by 3 physically and logistically segregated isolation process steps (batch harvest
collection, batch particle removal and batch concentration/purification)

FIG. 2: Schematio representation of 2 embodiments of inventive devics A
for cantinuous, integrated and sterile manufhcturing, Schematic of embodiment Al
shown on left hend side and schematic of embodiment A2 shown on right hand side.

FIG. 3: Schematic representation of 2 embodiments of inventive device B
for continuous, integrated and sterile manufachiring. Schematic of embodiment B1
shown on left hand side and schematio of ombodim.e‘nl B2 shown on right hand side.

FIG. 4: Schematic of an embodiment of inveative imtegrated, continuous
particle removal system (100), an element of both inventive davice A and inveative
device B.

FIG. 5: Schematic representations of additional embodiments of inventive
device A which combine multiple elements to cither increase overall plant capacity
(A3) or concentration and separation performance (A4).

FIG. 6: Schemaetic representations of additional embodiments of inventive
device B.

FIG. 7: Additional embodiment of inventive devices that combines the
elements of device A and device B in series to increase overall concentration and
separation performance. 1

FIG. 8: Example comparison of total load capacities per 10" of filter capsule
‘for conventional batoh process and embodiment of inveative device and method for
continuous particle removal (integrated continuous filtration process) using identical

commercia] filiar capmles. Example method producing recombinant blood
coagulation Factar VIIT shown.
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1
Concentration factor of both protein products, as determined by specific assays, and
volumetric concentration factor shown as a fimction of continuous process time.

FIG. 15: Example for performance of inventive device B. Yield and
pressure drop over cloge to 100 consecutive adsorption/desorption cycles with
conivective adsorber (targst protein: genctically engineered blood coagulation Factor
FVII veriant; convective adsorber: cammercial adsorber, Musteng Q, Pall
Corporetion).

FIG. 16: Exampls for performance of inventive device B. UV and
canductivity profile during a typical adsorption/desarption cycle with convective
adsorber (target protein: gemetically engineered blood coagulation Factor FVIII
variant; convective adsorber: commercial adsorber,{Musteng Q, Pall Corparation).

FIG. 17: Example for parformance of inventive device B. SDS-Page gel
(silver stained) of Load = clarified harvest continuousty leaving the perticle removal
system (100) and semi-continuously loaded onto the convective adsorber system
(400) and typical adsorption/desorption ehmte shown. Target protein: genstically
engineered blood congulation Factor FVIII variant; convective adsorber; commercial
adsorber, Mustang Q, Pall Corporation). Eluste wes diluted back to load
concentration before run on gal.

DETAILED DESCRIPFTION OF THE INVENTION
= 1
Except as expressly defined harain, the terminology used in this applicetion

.is standard within the art. The following definitions of certain terms are provided

herein to assure clarity and definiteness to the meaning of the claims.

Units, prefixes, and symbols mey be denoted in their SI accepted form.
Numeric ranges recited horein are inclusive of the mmnbers defining the range and
inolude and are supportive of each futeger within the defined range. Unless
otherwise noted, the torms "“a” or “an” are to be construed as meaning *“at loast one
of™ The section headings used herein are for organizationa! purposes only and are
not to be construed as limiting the subject matter described. All documents, or
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partions of documents, cited in this application, including but not limited to patents,
patent applications, articles, books, and trestises, are hereby expreaaly incorporated
by reference in their entirety for eny purpose.

The torm “clarifleation”™ and “clarified” mean the removal of perticulate
matter from a solution so thet the remaining solution passes through a 0.2 pm
membrane.

The term “continuous perfasion fermentwtion” refers to a steady state
fermeatation system or process ﬂntopcnhswiﬂmltinlu-rupﬁnnmdinwhleheells

prmlum-orgmimsmminiﬂmdincuhminﬂmmmﬂa]mﬁphmbyﬂu

continuous addition of fresh medivm thet is balanced by the removal of cell
suspension from the biorsactor.

The terms “cultivating,” “cnlturing,” “growing.” “maintaining,”
“smpporting,” end “expanding” are synomymons in meaning that cells resnain
viable and capable of producing progeny.

The torm “concentration,” in its verh form, means the removal of water
from a solution such that the amount of a molecule of inierest par volume of
remaining solution inoreasos.

The term “concentration pohrhﬂon"me'?nnﬁe accumulation of retained
molecules (gel layer) on the surface of the membrane caused by a combination of

 factors: transmembrane prossure, arosaflow velocity, sample viscosity, and solute

concentration.

The term “continnons,™ means uninierrapted in time, sequence and/or
operation for prolanged perlods of time. Asuscd in rofisresce to the fermentation,
olarification and filtration processes of the present invention, “cantinuons”™ meens
that the processea are physically and logisticelly integraied a0 a1 to permit opevation
without interruption for a prolonged period of time sufficient to produce a sterile,
particle-free, concontrated and partially purified product isolate containing the
protein of interost. The term continuous, as used in reference to the processes of the
invention, 1s also understood to mean that a proosss is not performed in a batch-wise
manner or in a truly continuous manner. The procBsses of the present invention are

capable of cantinuoua operetion, for cxkample, for prolonged periods ranging from 1
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day to severs] months without inberrupting the operation or scquence of the
processes, As nsed in the presant inventian, the processes aro operated for a
continuous period greater than 2, 3, 4, 5, 6, or 7 deys, 2, 3, 4, 5, 6, 7 or 8 wecks, or
3, 4, 5, 6 or more months. L)

The terms “semi-continnons” and “intermittent” mean that one or more
processes or elements of an integrated system operate in a discontinuous or batch-
wise manner, while other processes or elaments of the imtograted system opersts in &
continuous manner. For exampls, in some embodiments of the inventian, the
purification process is a conveotive adsorption/desorption process, which typically
requires adsorption of the heterogenoous mixture of an adsorption substrate,
eventually resulting in ssturation of the substrate, and which requires termination of
the adsorption process and desorption or release of the bound fraction. Such a
process is inherently intermittent, thongh capable of being integrated with upstream
processes that are continuous.

The term “convective adsorption/desorptiog™ means a chromatographic
process in which mass trangfier occurs primarily by convection. Convective
adsorption/desorption is a process in which a fraction of a mixture containing 8
molecule of interest is ssperated from another fraction of the mixiure, by means of
adsorption of one fraction to a substrate followed by desorption of that fraction from
the substrate.

The term “crossflow” or “fiuid crossflow™ means the flow of the fluid
acroas the top of the membrane surface,

The term “integrated,” as used in reference to multiple systems and/or
processes, means that the systems and/or processes ere physically end logistically
connected 50 as to constihite a unifiad system capable of operating continuonsly. In
the context of the system nf&spmmtinvenﬁon.q:hlﬁadirmdmminmmd
continnous or semi-coutimuous syatem for producing & partiole-fres, concentrated
and partially purified protein of interest, an imegrated system will connect diffierent
components directly and in a manner sufficient to maintain sterile conditions
between the different components of the system.
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1
The terms “media” (plural) and “medium™ (singular) are synonymous and
aro used interchangeably herein, and use of one form of the term does not imply
exclusion of the other form.

The term “mixture” means a helerogensous combination of molecules and
compounds containing s molecule of interest, such as a protein, and various
contaminants. A preferred mixture of the current invention is a tissue culture fluid
comprised of a heterogeneous mixture of proteins including an cxogenous protein of
Interest, which is obtained initially from a continuous perfusion fermentation
process,

The term “gel layer™ means the microscopically thin layer of molecules that
can form on the top of a membrane. It can affect rufnhon of molecules by clogging
the membrane surface and thereby reduce the filtrate flow, or, in constant flow
operution, incrcase TMP.

The torm “molecule of interest™ means particles or other specles of
molocule that is to be separated from a solution or suspension in a fluid (e.g., &
liquid). The particles ar molecules of inierest are separated from the fluid and, in
most instances, from other particles or molecules in the fluid. The size of the
molecule of imerest io be separated will determine the pore size of the membrene to
be utilized. Preferably, the molecules of interest are of biological or bjochemical
origin or produced by transgenic or in vitro processes and include proteins, peptides,
polypeptides, antibodies or antibody fragments. Examples of preferred feedstream
origins include mammalian coll culture and microorganism cell culture such as
bacteria, fumgi, sad yoast, It should also be noted thyt species to be filtered out
inciude non-desirable polypeptides, proteins, ceflular components, DNA, colloids,
‘mycoplasm, endotoxins, viruses, carbohydrates, and other molecules of biotogical
imterest, whether glycosylated or not.

The tarm “permeate” is used synonymously with fltrate,

The torm “product isolate™ means a particle-frea, concentrated and partially
purified product containing a protein of intcrest. A product igolete is s product that
has achieved a degreo of purification and concentration comparabie to that echisved
by an ultrafiltration or convective adaorption/desorption process. A product isolate
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is not necessarlly homogeneous, but will be substantially purified relative to the
initial bulk product produced by the fermentation process.

The term “specific flow rate” is nsed interchangeably with the term “filtrate
Hux™ as it rolates to the fitrate. The specific retentate flow rato is the Bow rate of
the retentate normalizad on the membrane ares used.

Asused in reference to flux, the term “substantinlly constant™ means that
the fhux is maintained at a generally wnﬂnthveldqﬁngnmbmﬁnl period during
the conrse of the filtration.

The torm “tissue calture fluld" means a hateroganeous mixture of
components derived from a tissue culture medium. In preferred aspecis of the
invention, the tissue oultre fluid is derived from a continuous perfusion
fermentation process. A “clarified” tissue culture fluid is e tissue culture fluid that
has been prefiltersd to remove cell debris and other large macromolecules,

The term “transmembrane pressure” and its acronym “TMP” mean the
average applied pressure from the feed to the filtrate side of the membrana. TMP is
caloulated by TMP [ber}= [(PF +PR) 2] - Pf whers PF is the feed pressure, PR is the
retentate pressure, and Pf1s the filtraio pressure.

The term “recovery” means the amount of dynolecule of interest that can be
retrieved after processing. Usually expressed as a percentage of starting materiel or
yield.

The torm “retentate” means the portion of the sample that does not pass
through the mambrane, algo known as the concentrate,

The term “ultrafiltration™ means a form of filtration that uses microporous
or semipermeable membranes to preferentially separate fluids or jons on the basis of
differential size or molecular weight. Ultrefiltration is typically usad to filter out
molecules having a molecular weight larger than about 10,000 daltons,

‘The present invention is direotsd to an integrated, contlnuous and sterile
process comprising continuous parfiision ibnnnm%n. particulate removal and
purification/ concentration. In one aspect of the invention, the procoss comprises

14




WO 2006/039588 PCT/US2005/035364

10

15

20

30

filtering the tissue culture mixture by & separation process that selectively separates
the protein of interest from the mbxure st an operational set polat below the
transition point of the protein in the pressure-dependent region of the fhx versus
TMP curve to produce 2 sterile, particle-free, conoditrated and pertinlly purified
praduct isolate, where the specific flow rate through the separation process is

‘malntained substantially constant at a level leas than the transition point of the

protein.

In another aspect of the invention, the provess is 2 continuous process
comprising: (a) continuoualy producing by continuous perfiision fermeniation a
heterogeneous tissua cutture fluid mixture containing a protein of nterest; (b)
continuously transferring the tissue culture finid mixture to a particle removal
process integreted with the continuous perfiision fermentation system; (c)
continuously removing particulate conteminants from the tissue culture fluld in the
particle removal process to continuously produca a clarified tissue culture fluid
containing the protein of interest; (d) omtinuou:ly*\'umﬁaﬂngﬂmnhriﬁnd tizsuc
culture fiuid to a purification process integrated with the perticle removal system;

.and (o) continuously separating the protein of interest from the clarified tissue

culture fluid in the purification system to continuously produce a sterile, particle-
free, concentrated and pertially purified product isolate containing the protein of
interest.

In yet another aspect of the invention, the process s a semi-continuous
process comprising: (8) continuously producing by continuous perfusion
fermentation a heterogemeous tissue culture flnid mixtore containing a protein of
interest; (b) continuously transferring the tissue culture fluid mixture to a particle
removal process integrated with the continuous perfasion fermentation system; (c)
continuously removing particulate contaminants from the tissne culture fluid in the
perticle removal process to continnonsly produce s\clarified tissne culture fivid
containing the protein of interest; (d) continuously transferring the clarified tissue

" culture fluid to a swge vessel integrated with tho particle removal process; (e)

imtermittently transferring the clarified tissue culiure fiuid 1o a purification process
integrated with the surge vessel; and (&) sepamating the protein of interest from the
clarified tizsua culiure fluid in the purification system to produca a sterils, partiale-
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free, concentrated and partially purifisd product isolate containing the protein of
{nterest, wherein the specifis flow rats of the mhbxure through the continuous
perfusion fermentation process end continuous particle removal process is
maintained substantially constant, and on average equals the time-averaged
throughput of the integrated semi-continuous purification process.

The present invention ia also directed to an apparatus for separating a protein
of interest from a heterogencous tissue cultnre fluid mixture. Generally, the
apparatus comprises: (a) a continucus perfusion farmentation system; (b) a
continuous particle removal system imiegrated with the perfusion fermentation
asystem; and (o) & continuous purification system intygreted with the particlo removal
system, wherein the apparatus is adapied to maintain sterile conditions. In another
‘aspect of the invention, the apparatus comprises: () a continuous perfusion
fermentation system; (b) a continuous particle removal system intograted with the
perfusion fermentetion system; and (0) an intermittent purification system integrated
with the perticle removal sysicm, wharein the apparatus is adapted to maintein
sterile conditions. The purification systern may, for example, be en ultrafiltration
system or a convective adsorption/desorption system, or any other system capable of
purifying or partially purifying a protein of interest from a heterogensous mbeure in
en integrated, continuaus or sami-continuocus, sterile system as described herein.

The process and epparatus of the Invention are adapted to permit continuous
;moeasingofahehogmmﬁmuﬂmﬂuidqbdununmbsmﬁdlyemm
flow rate. In a particular aspect of the invention, the process and apparatus of the

.nvention are adapted to permit continuous processing of a hetnrogeneous tissue

culture fluid mixtyre at a substantially constant flow rate below the transition point
of the protein in the preasure-dependent region of the flux versus TMP curve for &
oontinuous period and throughot the purification pracess.

In specific embodiments, the invention provides two novel devices (A, B)
which are each composed of 3 distinct but fully integrated elements, all of which
have an essential role and together form & uniquely efficient, continuons protsin
isolation gystem pletform thet solves the problems with the prior art described
above,
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The three distinct elements of each device are firstly an integrated,
continuous particle removal system (100), secondly a sterile surge vesael (200) and
thirdly an integrated concentration/purification system (300,400, respectively). All
three elemonts and therchy the developed novel devices and methods of using these
devices are desoribed in detail below.

To provide for integraied continuous or semi-contimous
concentration/purification of the protain product, the inventive device A (of which
two embodiments ere shown in Figure 2) comprisefl an integrated continuous, sterile
ultrafiltration aystem (300), while inventive device B (of which 2 embodiments ar

" shown in Figure 3) camprises an integrated, semi-continuous convective

adeorption/desorption systesn (400).
The devices of the invention are directly integrated with one or more

continuous perfusion fermenter(s) end thus form » novel continuous, integrated
manufacturing platform.

DEVICE A

Integmated Continuous Particle Removpl System (100}

Figure 2 shows 2 embodiments of inventive device A. The integrated
cantinuous particle removal system (100) lsdhvctl*oomectndwﬂnhlrvutuido of
the continuous perfusion fermentation system (1).

Figure 4 shows a more detailed schematic reprasentation of an embodiment
of the inventive integrated continuous particle removal systam (100), which consists
of a pump (101), a pressure gange or transmitter, respectively (107), a connection
manifold (102) and an assembly of several filter trains (103). All components are
cannected with flexible tubing and/or hard piping.

The pump (101) s & conventional peristaltic pump, which allows gentle
pumping of the cell culture hervest without any roteting parts or seals contacting the
sterile product. The pump and the pomp tubing is sized to deliver the desired harvest
flow rate of the cell culture fermentation system, which is up to 15 bioreactor

volumes per day, e.g. up to 9.4 litere/hour for a 15 liter farmenter and up to 125
liters/hour for a 200 Liter formenter. 1
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The pressure gauge or pressure transmitter (107) is designed such that it can
be sterilized by autoclaving ar fradiation. In the current design, either a re-usabie
piczoresitive transmitter in » stainless steel housing or & ro-usable stainlcsn steel
pressuro gauge are used, However, future hnpmvampﬂscun include the uae of
disposable transmitters which can eesily be sterilized by Irradiation.

In a present embodiment the Connection mantfold (102) consists of fiexible
tubing, with tnbing clamps (or valves) and appropriate sterile commeotors for
allowing connection of additional filter train assemblies without compromising
system sterility. Preferably, the tubing diameters are sized to yleld linear fluid
velocities of abott 2 m/s or less at the deaired flow rates, thereby avoiding high
backpressures and shear. In another present embodiment, instead of the aterile
cannectors special flexibls tubing pieces are used that can be welded with
commeorcia) tubing weldars without compromising sterility. Such tubing picces are
made of PVC or other suliable polymers.

The filtar train assembly (103) consist of at w two, preforably multiple
identical filter trains (as shown in schematic), with coly one of the filter trains apen
at any given time, as shown as an example in the Figure 4 (105).

Each filter train consists of st least one filier, preferably one pre-filter and
one final filter in seriea (a5 shown in Figure 4). If required to incroase capaclty for &
specific application, each filter train (105, 106 eic.) itself can also consist of multiple
filters or filter trains in parallel (not shown).

In an embodiment of the invention shown in Figure 4, the second Altar tmin
of the nesembly (106) is closed off by a pressure-sensitive rupture disc, or rupture
pin, respectively (104). In operation, the function of the rupmrs disc, or rupture pin,
is to antomatically open up the flow-path to the second filter train (107) once the
pressure in the first filter train (105) reaches llpoiFed limit, thereby ensuring
uninterrupted continustion of the fltration process, Commercially available rupture
discs or rupture pins are utilized in the inventive system, which are otherwise used to
provide safety pressure relief. in a presont embodiment, rupture discs or rupture pins
with a specified rupture pregsure limit of not more than 16 PST are used, which has
proven to be very ussful. However, a range of specified pressure [imit ia poasible.
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Each further filter train of the filter train assembly is also ssparated by a

manual or automatic valve and ancther rupture disc or rupture pin. Once the sscond
filter train (106) Is operational, the valve to the next rupture disc or rupture pin,
respectively, is opened, so that the next filter train can act as & backup and 3o forth.
In an alternative ambodiment, automatically uctuat;d valves are used
exclusively, and in operation, a control system actuates the valves based on the input
of a piezoresitive pressure sensor (107) which can also be sterilized by sutoclaving.
However, applicants discovered that the present design comprising the nipture disc
or rupture pin, respectively, provides outstanding robustness in long-term operation.

The final filter rating is at least 3 pum or smaliler, preferably 0.45 pmn and still
proferably 0.2 um. The operating filter train (6) thqfnra retains all romaining cells,
as well as, relevant cell debris and other particles, resulting In a particle-free ouiput
stream (9), the clarified tissue culture fluid (cTCF).

Different commercially available filter materials can be used. In the current
design, disposable filter capsules are used, such ay Sartopure or Sartoclear pre-filter
capsules (Sartorius, Goettingen) and Sartobran final filter capsules (Sartarius,
Goettingen), which can be sterilized by autoclaving or irradiation.

As an example of s present cmbodiment of the inventive device, designed for
a flow rate of 1 liter/min, each filter train (105, 106 efc.) of the assembly (103)
consists of 3 30" pre-filter capsules (Klesnpak Ultipieat, Pull Carp., 4.5 um rated,
0.75 m? each) followed by 3 20" fina! filter capsules (Sartobran P, Sartorius, 0.45
um/0.2um rated, 1.3 m” each). This particular embqdiment has been found
particularly usoful for large-acale manufacturing of recombinant blood coagulation

.Factor VIII, as well as, genetically engineered FVHI variants including B-domain

deleted FVIIL

However, applicants have discovered that when using inventive device and
method, the efficienoy of particle removal with a variety of available filter materials
and configurations from different manufacturers (Pal), Sartorius, Ctmo) is
consistently end significantly improved compared to the respective convontional
batch processes.
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Therefore, the novel inventive device and process will also be beneficial for
use with novel filter types and geomotries, e.g. with filter types that inorease
available filter aven per capsule, as well ag, with filter types that provide & cross-flow
patiern or other means 1o minimize caks built-up, such as vibration or filter element
rotation.

In another embodiment of the inventive process, the filter train assembly
(103) comprises only one sterile back up filter train closed by a rupture disc or
rupture pin, respectively, but stil} mulﬁpleﬁlhrhglmropulﬁon. The first filter
Irain of the assembly is operated until 8 specified pre-detarmined loading volume
has been processed, after which operation is switched over (manually or automatic)
to the next filter train in the assembly. The specific loading volume is specified 50
that under normal operating conditions the preasure limit of the rupture disc or
rupture pin is not exceeded. If however the presmure increasss more then usual
during filiration, e.g. due to an unusually low filterability of the harvest, the back-up
filtcr train ensurea again uninterrupted continuous fltration by opening up once the
specified pressure is exceeded. Following en opening of the back-up filter train,
filtretion is switched to another filter train of the arssmbly and another back-up
filtration tram with rupture disk or rupture pin is instalied without compromizing the
storility of the system. "

It is well lmow to those knowledgeabls in the field, that to keop both filter

‘costs and processing times for batch particle remaval processes &t a minimum, batoh

filtar trains need to be sized {o have the lowest possible filter area required for
providing the desired absolute flow rate (in liters/hour) and maximum pressure. The
desired absolute flow rate in turn has to be high enough io provide feasible
processing times for the desired baich volume. This inherently neceatitates a high
speolfio flow rate (in litsrs/hour/m? of filter area).

In contrast to a comparable optimized batch filtration system, the inventive
device is designed for several fold lower specific flow rate, which is kept constant
(in liters/hour/m® of installed filter ares) 50 that the absolute flow rate is oqual to the
harvest flow ratn of the continuous perfusion fumqtnhon
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Applicants unexpectedly discovered thet at sch low specific flow rates the
volume that can be processed through a filter is disproportionately higher than at the
flow rates adjusted in batch processes,

It iz important to note that in conventional hlt‘.h isolation processes, such
5  low specific flow rates would not be feasible due to cither extreme filtrstion areas
{(end thus costs), or too low of an absolute flow rate. This is primarily beceuse most
of the time, the batch particle removal equipment sits idle while harvest 1s being
collected for the next batch. Morsover, the surprising disproportionate increase in .
achicvable filtcr capacity of the Inventive method allows for 2 significent reduction
10  in fiter consumption and thus manufacturing costs.

Surge Vegsel (200)

The outlet of the imtegrated cantinuous particie removal systom is directly
and constantly connectad to a surge vessel (201), as shown in Pigure 2, This surge
vessel is a sterile vessal, such as, a disposebls bag or a stainless steel vessel with at

15 least one inlet port and oue outlet port, the later prefrably on the botiom of the
vessel. A broad range of vesscl sizes and designs can be utillzed. However, the surge
vesac] is preferably sized to be small compared to the volumetric throughput of the
gystem to keep the residence time of the product In the vessel at a minimum, i.e.
below 24 hours, preferably below B hours, and still preferably bolow 4 hours,

20 Applicantz discovered that such low product residence times, uniquely
possible due to the inventive devices, allow significant increase in yield for
inherently unstable protein products, thereby solving one of the problems of the
prior art.

In some embodiments of the inventive devices, the surge veasel is locatsd on

25 abalance or load call (202), as shown for device B1 and B2 in Figure 3. This

balance or load cell provides » weight signal to a colputerized control system (not
shown).

In addition, in an embodiment of the inventive devices (B2), a buffer vessal
(204) is connected via a peristaltic pump (203) to the surge vessel. In operstion, this
30  set-up Is used to adjust the properties of the particle-free harvest stream, such as ’
conductivity (lonic strength) or pH, by adding suitable buffer or diluent. In this case,
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.such as pH or conductivity, are used. In the present design, a magnatically coupled
stirrer is used; however, other mixing systems, such as shakers or pulsating devices
could be used as well.

Device A, 2 embodiments of which are shown in Figure 2, comprises en
imegrated continuous, sterile nltrafiltration system (300). Embodiments of the
continuous, sterile ultmfiltration systom comprise a recycle pump (301) and recycle
loop (306), one or more sterlle crossflow ulirafilirstion moduleg (303), a permeate
pump (305), a sterile permeate receiving veascl (307) on a balanoce ar load celi (309)
and a retentats pump (311), Furthermore, it comprises instrumentation in form of an
inlet pressure gauge or transmitter (302), permelh‘prmure pauge or tranzmitier

_ (304), outlet pressurc gauge or transmiticr (308), as well es, a recycle flow meter

(310). In operation, the system outlot (312) provides a continuous stream of
concenatrated and partially purified protein product, which can be contimousty
collected, frozen or further processed.

Inventive embodiment A2 comprises in addition a buffer or diluent vessel
(314), a peristaltic buffer/diluent addition pump (313), as well as, flow-through
sensors to monitor conditioning of the concentraie in the recycle loop, such as
sengors for pH end conductivity (315, 316). In operation, this sat-up is used to adjust
the properties of the particle-fres harvest stream, such as conductivity (jonic
strength) or pH, by adding suitable buifer or dilneat. This set-up can also be used to
add protein stabilizers. Although in inventive embBdiment A2 the recycle loop Hiself
acts as & mixing chamber, conditioning can altarnatively also be performed by using

" a surge vessel set-up as shown for device B (smbodiment B2), comprising

components (203, 204, 205, 206) as disoussed later in this disclosure {(see
desoription of device B).

Embodiments of the inventive device alse comprise a date-logging and
programmable control system, which records incoming data signals from the
instrumentation (such as, bat not imited to, pressures, flow rats, vossel weight, pH,
conductivity) and cantrols the pump speeds according to a pre-defined control
algorithm.
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All pumps (301, 305, 311, 313) aro peristaltic pumps, which allow pumping
of the respective fluid streams without any rotating parts or seals contacting the
sterile product stream. Applicants discovered that this is preferable to provide
robust sterile long-term operation. However, other sterile pump designs can in
principal be used. The reoycle pump (301) and its pnmp tubing is aized to allow
robust adjustment of the desired crass-flow rates of betwoen 80 and 800 [itera/hour
per m? of installed membrane arca, depending on the mass transfer characteristics of
the ultrafiltration modulo used. The permeate pumpls slzed to allow robust and
precise adjustment of s specific permeats flux of between 90% and 99% of the

‘harvest flow rate from the continuous perfusion farmenistion. The retcntate pump is

sizad to allow & robust end preciss adjustrment of the reteminte flow of between 1%
and 10% of the hervest fiow rate from the continuous perfision fermeutation.

Encapsulated ultrafiltration modules (303) are used to allow robust sterile
operation, end arc sterilized by autoclaving or irmdiation. The optimal nominal
molecular welght cut-off is chosen based op the molecular weight of the protein
product of interest and has to ba confirmed by standard experiments known to those
in the art. A variety of membrane materials, such as polyethersulfone, hrydrophilized
polyethersulfone or regenerated cellulose can be used, as long as the entire
membrane module can be sterilized by irradiation ?dlor autoclaving without
damaging the membrane. It is expectad that hydrophilic materials can increase

.efficiency due to their lower fouling tendencies.

Applicants discovered, that dovice A is uniqusly efficient if the instafled total
ultrafiltration membrane area in square metors is aqual to a range of between 0.1 to 2
times the volumetric flow rate of the harvest from the continuous perfusion
fermentation in Jiterw/hour, B.g. for a perfusion harvest flow rete of 1 Iter/hour, the
instulled total membrane area should be between 0.1 and 2 squere meters.
Applicants discovered that ths davics A is yet mare efficient, if the installed
ultrafiltation mombrane area in square meters is equal to a range of between 0.3 to 1
times the volumetric fiow rate of the harvest fram the continuous perfusion
fermentation in liters/hour.

In one embaodiment of the inveation, numm??lnillly availsble “dispoeable”

_hollow fiber membrane modules (GE Healthcare, former Amersham Biosciences)
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mre used. However, & variety of encapsulated membranes end module designs can
be used, such as spim! wonnd modules, encapsulsted casseties or capsules with
enhauced mass transfer dus to secondery flow patterns (e.g. vortax flow), rotating
elements (e.g. dynamic disk filters) or vibrating filteys. It is expected that especially
cncapsulated ulirafiltration cassettes can be used beneficially in the inventive
dovices sincs they provide high mass transfer coefficionts at relatively low required
cross-flow rate, thereby reduoing pump capacity, while keeping system complexity
and invesiment costs Jow.

The inveative device allows not only contimious, but also truly sterile
operation, in contrast to just aseptio operation. Applicants achieved this by
designing all product-contacting systam components to withstand not only cleaning,
but also sterilization by sutoclaving, steaming in piace or gagmma-irmdiation. In
prosent embodiments disposable encapsulated modules are used for continuous
particle remaoval (100), as well as, contimuous ulirafiltration (300). Peristaltic pumps
are usad to avoid any product contact with rotating slements and mechanical seals.
Moreover, in pressnt embodimanty disposable tubing and bag assemblies are nacd
instead of hard piping. Disposable product contacting components (e.g. tubing,
bags, modules) or component groups are pre-agsembled and sterilized together,
thersby simphifying stert-up and operation. The sysiems are designed to kesp any
potential opening of the sterile system to the environment (e.g. laminar flow hood),
as for sampling, bag or instrumentation exchange to a minimum, In present
embodiments of the device, manifoldas are designed redundant to allow switching
from one sterils component (e.g. product receiving bag) to the next without opening.
Additional exchange of tubing, modules or bags is preferably performed by using
sterile tubing wolders rather then sterile connectors.

Other firlure embodiments of inventive devices conld also comprise
components such as stainless steol vessels, filter holisings or piping that can be
sterilized in place, alane or in combination with disposable components, es long as

‘robusiness and sterility in long-tsrm operation is assured.

Additional embodiments of inventive device A are designed to process
material from multiple fermenters in larger manufacturing plants (A3). An example
is shown schematically in Figure 5. Further embodiments are designad to increase
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1
the overall concentration factor and separation performance by combining 2 stapes

of continuous ultrafiltration gystems (300) in series (A4, shown schematically in
Figure 5).

DESCRIPTION OF METHOD OF USING DEVICE A

The continuous perfusion fermentations are vperated over a long period of
time (one campaign), typically between 2 weeks and 6 months or more. The tissue
culture Auid (TCF) containing product, cells and cel}-debris is continuonaly
processed using the device A. A sterilo, particle-free, concenirated and partislly
purified product stream (the “product isolate") Is produced and continuoustly leaves
the device ot its outlet (312). By using the pump (181) of the continuous, sterile
particle removal system (100) the harvest is pumped continuously through the

‘Fitration assembly (103) at the desired perfusion harvest flow rate Qh of the

fermentation.

The output stream of the continuous fittration system, i.e. the clerified tissne
culture fluid (¢TCF), continuously enters the surge vessel (201). From the surpe
vessel the ¢ TCF Is continupusly processed by a continuous, sterile ultrafiltration
system (300) ot a flow rate equsl to the flow rate coming from the continuous
perfusion fermentation. Due to the small sizing of the surge vessel relative to the
adjusted flow rates, the mean residence time of the product in the vessel is kept et a

minimum, i.c. below 12 hours, preferably below 4 hours and still preferably below 2
hours.

| .
Adequate crossflow and thus mass tranafir 1s adjusted in the ulirafiltration

-module via the recyele pump (301). The retentate flow rate is adjusted and

controlied by using the rotentate pump (311), thus yielding a constant and
continuous flow rate Qi of the concentmied product isolate leaving device A at it’s
outlet (312). The permeate pump (305) is used to adjust and control the flow rate Qp
of the permeate, which is drawn continuously from the permeste side of the
ulirafiltration module{s), and which coneists of water and sofutions components
small enough to pass through the ultirafiltration membrane (o.g. salin, small proteins).
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The fiow rates of permeate (Qp) and retentate/isolate (Qi) are carefully
adjusted and controlled to mateh the harvest fiow rate Qb of the fermentation so
that: '

Qp+Qi=Qh

At the same time, the flow rates are adjusted and controlled so that a desired
concentration factor of Is achieved by satisfying:

Qi=1/cf *Qh 1

_For example, to achieve a desired product concentration factor of 10fold in the

isolate over the initlal barvest concentration, Qi is controlled at Qi = 1/10 * Qh using
the retentatefisolets pump (311), while Qp is controlled at Qp = 0.9 * Qh using the
permeste purmp (305),

Since outflow rates are controlied by the pumpa (305) and (311), the
ulirafiltration systsm eutomatically draws a flow of Qp + Qi from the small surge
vessel (201).

In case of using embodiment A2 (see Figure 2 right hand gide), & sterile
stream of buffer or water for injection from vessel 314 is added to the continuous
ulirafiltration system continuously at a constant flow rate Qb using the buffier
addition pump (313). Therefore, the conditions of&e jsolate can be freely and

_ continuously adjusted, e.g. in terms of jonic strength, pH, addition of stebilizers, etc.

Flow rates are therefore cantrolled at

Qp+Qi=Qh+ Qb

Furthermore, flow rate miios can be chosen so that a desired concaniration factor cf
is achieved by satisfylng Qi = 1/of * (Qh + Qb). Altarnatively, this proceas can be
used to only altar conditions (e.g. pH, conductivity), by setting Ql = Qh + Qb.

The novel method of using device A also contrasts with the UF baich
pracesses (prior ert) in tarms of the operational set-point of the ultrafiltration fiself.
Conveational Batch UF processes are designed for a certain throughput through a
low membrane area in & short period of time. Baich UF is thus penerally operated at
the trensition point of pressure dependent to mass tranafer controlled region (sce

. Figure 9). This leads to a desirably high inittal specifio flux, which however drops
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significantly and rapidly aver the course of seconds to minutes, as concentration
polarization leads quickly to osmotic back-pressure and the formation of a limiting
gol layer (secondary membrane). Such a high wall qnnanh-atum of macromolecules
also leads to an increased adsorption of compounds to the inner and outer membrane

5  surface, i.e. to membrane fouling. This fouling would further reduce the permeate
fiux over time.

Applicants surprisingly discovered that with device A, many times higher
overall loading capacities per area of installed nltrafiltration membrane are achieved
by operating at the low end of the pressure-flux curve (see Figure 9):

10 The normalized wall concentration cwall of a fully retained component can
be described as follows:

L

— ok,
Cowatt =€ *Cpui o

] = specific permeate flux i litershour/m2
15 kd = mass tranafer coefficient in liters/hour/m2
chulk = concentration of the component in the solution bulk

Like in batch UF, the continzous UF is operated at optimized mass transfer
coefficient to minimize concentration polarizetion, However, in contrast to batch
ultrafitivation, applicants adjust the permeate flux J to be at the low end of the

20  preasure-flux curve (see Figore 9). As a result of the exponential relationship, the
wall concentration cwall at the surfuce of the membrane is therefore significantly
lower than Itwonldbeinbutnhultm.ﬁlmﬁanr?mple,ﬂnpmmtmbodhmt
of the inventive method adjusts a target apecifio permeoate flux of approximately
.1/10 of the achievable mass transfer coefficient, thereby adjusting a wall

25 concentration of only 10% above the adjusted bulk (or retentate) concentration.

The following Table 1 shows an example of a method for using device A

(embodiment Al) for continuous isolation of a protein product from a development -~
scale fermentes:
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Table 1

Example of method for using a present embodiment of device A for continuous
isolation of a protein product from continuous perfusion fermentation

Operations] Pameter Target

Harvest flow rate Qh fram contimious perfusion 5 liters/hour
(controlled with pump 101) (120 liters/day)
Permente flow rate QP (controlled with pump 305) 4.75 liters/bour
Retextate (product isolate) flow rats Qi (controlled with | 0.25 litera/honr
pump 311) 1

Specific permeate flux J 2 litera/hour/m?2
.Coneem:m:lon factor cf 20 fold

For cach individual product molecule, a lifetime criteria can be defined for
the sterile continnous ultrefiltration set-up, o.g. based on trans-membrane pressure.
Once the trans-membrane pressure limit is exceaded, the contionous sterile
ultrafiltration set-up Is exchanged agrinst encther identical set-up without
compromising integrity and sterllity of the system. Thig can be dane in analogy to
the continuous, sterile filtration set-up by uaing either manifolds and sterile
connestors, or by using disposable flexible tubing u.r‘ld sterile tubing welders.

Figure 3 shows 2 ambodiments of inventive device B. The intagrated
cortinuous particle removal systsm (100) is directly connected to the harvest side of
the continnous perfusion fermentation systom (1). This part of device B is jdentical
fo device A (see defailed description of device A and Figure 4, above).

Surge Vessl 200)

The outlet of the intograted confinuouns particle removal system is directly
end constantly connected to & surge vessel (201), u“shuwn in Figure 3. This surge
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vessel is g sterile vessel, such as, a disposable bag or a stainless steel vessol with at
least ona inlet port and one outlet port, the later preferably on the bottom of the
vessol, A broad range of vessol sizes and designs can be utilized. However, the surge
vessol is preferably sized to be small compared to the volumetric throughput of the
aystem to keep the resideace time of the product in the vesse! low, i.e. below 26
hours, preferebly below 12 hours and still proferablyspelow 4 hours.

In device B, the surge vessel is located on a balance or load cell (202), as
shown for embodiments B] and B2 in Figure 3. This balance or load cell provides a
welght signal to a computerized comtrol system (not shown).

In addition, in an embodiment of the inventive device (B2), 2 buffer vesssl
(204) is connected via a peristaltic pump (203) to the surge vessel. In operation, this
sot-up is uged to adjust the properties of the particle-free harvest stream, such as
conductivity (ionic strength) or pH, by adding components for modifying the
properties of the clarified tissue cultured received from the particle removal system,
such as a suitable buffer or diluent, or a suitable proiein stabilizar. In this case, a
preaent embodiment also comprises a mhxing system (205) and sensors to monitor
thedui:eduundiﬁon@ﬂﬁ),mnhlspﬂorcondmﬁvjp, are used. In this present
embodiment, 8 magnetically coupled stirrer is used; however, ather mixing systems,
such ag shakers or pulsating devices could be used as well,

In another cmbodiment of the invamtive devics, 2 surge vessels are used. At
any given time, one surge vessel is directty connected to the continuous particle
removal system (100), thereby receiving clarified fluid, while the other one is
connected (o the semi-continuous canocentration/purification system (400), thereby
feeding a convective adsarption/desorption cycle. Switching between both is
realized through & control system, using the weight of the receiving vessel to trigger
a switch once its mmtimum filling volume Is reachad.

Device B, 2 embodiments of which are showp in Figure 3, comprises an
integrated semi-continuous, convective adsorption/desorption system (400).
' The integrated semi-contimious convective edsorption/desorption system s
designed and sized go that Jta loading flow rate (Qload) is significantly higher than
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the flow rate of the cantinnous perfusion harvesting and continuous filtration process
(Qh), i.e. Qload >> Qh, 1

) Embodiments of the integrated sami-continuous concentration/purification
system (400) comprise a lcad pump (401), a multi-port valve assembly (402) and
several buffer vessels (404), a 3-way-valve (403) cannected to a sterile waste
receiving vessel (413) and ons or more convective adsorber module(s) (406), inlet-
and outlet-pressure gauges or transmitters (405, 408), further instrumentation such
as UV sensor (409), pH and conductivity sansars (409, 410), flow meter (412), as
well as, another 3-way valve (407) connected also to the waste vessel (413) and the
product eluate outlet (414).

Bmbodimenta of the inventive device also comprise e data-logping and
programmable control system (not shown), which records incoming detn signals
from the instrumentation (such as, but not limited to} pressures, UV, pH,
conductivity, flow rate, surge veasel welght) and controls the autornmied valves and
pump accarding to programmed protocaols.

The losd pump (401) is preferably a peristaltic pump to avoid direct contact
of product or sterile buffers with eny seals ar mechanical parts. Applicants
discovered that this is preferable to provide robust sterile long-term operation.
However, other sterile pump designs can in princlpal be used. The ioad pump is
sizad depending on the installed matrix volume of the convective adsorber (406) to
allow rabust adjustment of at least 12 matrix volumes/mimits. B.g., In one present
embodiment, Mustang membrane adsorber capsules (Pall Corp.) are used that have s
mairix volume of approx. 0.3 liters. Therefore, the load pump is sized to allow
loading flow rates of up to 3.6 Bters/minute. 1

‘The function of the mnlti-port valve assembly (402) iz to allow switching
between the produot containing load drawn from the surge vessel (201) and each of
the sterile buffers and cleaning solutions from the sterile buffer vessels (404).
Present embodiments of device B utllize a series of amtomatically actuated pinch
valves, which pinch the flexible tubing connected to each buffer vesse] from the
outside 1o close of and open each line. Applicants discovered that these pinch valves
provide a particulerly beneficial solution for device B sincs they avoid any product
contact and thus do not need to be cleaned or sterilized. However, e wide range of
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commeroial valves suitsble for sterile processing and known to those familiar with
the ficld can be used, such as actuated membrano valves.

In the present embodiment, the 3-way valves (403, 407) are autoclavable
actuated membrane valves, However, a variety of commercial valves suitable for
sterile processing can in principal be used, including ¢.g. pinch valves.

The convective adsorber module (406) contains a chromatographic matrix
with pre-dominantly convective mass iranafeer of the product to the adsorptive
surface and, in contrast to conventional chmmatogrlplw. is stegilized prior to
operation by aufoclaving, stesming or irradiation. The predominantly convective
mass transfer allows, in contrast to conventional packed bed chromatography, very
low adsorption/elution/regeneration cycle times, which applicanis utilize in
inventive device 10 realize semi-continuous operation.

In the present embodiment of the invantive devioe, the convective adsarber
(406) consists of one or more commercially available membrane adsorber capsule(s)
with ion exchange chemistry (Mustang, Pall corporation or Sartobind, Sartorius).
Howeves, the device can utilize other membmne adsorber materials and geometrics
and novel conveclive matrices such as monolithic matrices as well, since in contrast
to conventional chromatogrephy resin packing is eliminated and matricas can
generally be oncapsulated in ready-lo-use modules,

Moroover, other chemistries, including cmv:cﬁva affinity matrices
comprising specific product-binding ligands will also yield uniquety beneficial
performance in the inventive device.

In one embodiment of the inventive device, multiple convective adsorber
modules arc used in the device in form of an assembly of convective adsorber-tmins
in parallel, similar to the continuous particle removal system (100). The entire
assembly with all adsorber-trains Is sterilized together, allowing in operation
switching from one adsarber-train to a fresh one should the first one reach the end of
its useful life, as determined e.g. by » pre-defined crileria such as beck-pressure
during loading or maximum number of porformed operating cycles. Each adsarber-
train consists of either one individual module or multiple convective adsorber

!
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modules in parallel and/or in series to increase binding capacity and/or improve
capacity utilization.

Tt is important to emphasize that the inveative device allows not only
continuous, but also truly sterile operation in contra% to just aseptic operation.
Applicants achieved this by dezigning all product-contacting system components to
withstand not only cleaning, but also sterilizstion by sutoclaving, steeming in place
or gamma-irradiation. In present embodiments disposable encapsulated modules are
used for continuous particle removal (100), 23 well as, semi-continuous sterile
convective adsorption/desorption (400). Peristaltic pumps are used to avoid any
product contret with rotating elements and mechanica) seals. Moreover, in present
embodiments disposable tubing and bag assemblies are used instead of hard piping.
Disposable product contacting components {e.g. tubing, bags, modules) or
component groups are pre-assembled and sterilized together, thereby simplifying
start-up and operation. The systems are designed to keep any potential opening of
the sierilo system to the environment (e.g. laminar flow hood), as for sampling, bag
or instrumentation exchange to & minimm.lnpruuﬂﬁnbodi:mb of the device,
manifolds are designed redundant to allow switching from one sterile component
(e.g. product receiving bag) to the next without opening. Additional exchange of
tubing, modules or bags is preferably performed by using sterile tubing welders
rather then sterile connectors.

Other future embodiments of inventive devices could also corprise
components such as stainless stee] vessels, filter housings or piping that can be
storilizad in place, alone or in combimation with dispogebla components, as long as
robustness and sterility in long-term operstion is assurad.

" Additiona! embodimerts of inventive devioe B are designed to procesa
matarial from multiple fermenters in larger mamufiacturing plants (B83). An example
is shown schematically In Figuro 6. Purther embodinients of inventive device B are
designed to increase the ovorall concentration factor and separation performance by
combining multiple convestive adsorption/desorption systems (400) in series, with
respective sterile surge vessels in between (200) (see Figure 6, B4).

Yet furthor ambodimennts of inventive devices are designed to increase the
overall concentration fictor and separation performanoe by combining 2 continnous
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ultrafiltration System (300) in serics with a semi-continuous convective
adsorption/desorption system (400) via an additional surge vessel. An example of an
embodiment is shown schematically in Figure 7,

DESCRIPTION OF METHOD OF USING DEVICE R

‘The continuous perfusion fermentations are operaied over a long period of
time (one campaign), typically beiween 2 weeks and 6 months or more. The tissue
culture fluid (TCF) contrining product, cells and cell-debris is continuously
processed nsing the device B. A sterile, particle-fres, concentrated and partialty
purificd product stream (the “product isolain™) isprqilucedandcnnﬁnuously leaves
the device at its outlet (414). By using the pump (101) of the continuous, sterile
particle semaval system (100) the barvest is pumped contimaously through the
filtmtion assembly (103) at the desired perfusion harvest flow rets Qh of the
fermentation.

The output stream of the continvous Gltration systam, i.e. the clarified tissuc
culture fluid (cTCF), continuously enters the surge vessel (201),

Whenever the surge vessel is filled to & pre-defined level, a weight or level
signal triggers automatically an adsocptian/desorption cycle of the integrated, sterile
semi-continuons concentration/purification gystem. The material collected in the
surge vessel is loaded rapidly onto the adsarber set-up, i.e. within 4 hours, preferably
within 2 hours, and still prefarably within 1 howar*nu. thus emptying the surge
vessel,

In the presant ambodiments shown in Figure 3, collection of the particle-freo
clarified tissus culture fluid (cTCF) continues at all times, in the same wmall surge
vessel. The vohnme in the small surge vessel therefore varies between a minimum
and maximum value. In another embodiment described in the fext before, coflection
is switohed back- and forth between 2 identiosl surge vessels.

‘While cTCF is continuing fo collect in the surge vessel, the loaded adsorber
undergoes more steps of a pre-defined chromatographic protocol, designed to desorb
the target product In concentrated, purified form and to ready the adsarber for the
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next loading cycle. Thus, the overall cycle comprises loading, wash, elution,
regeneration and reequilibration, each with one or more suitable buffers.

Since again flow rates during these steps can be high due to the nature of
convective ndsarbers, total cycle time is kept low, {.e. below 6 hours, preferably
below 3 hours and still prefersbly below 1.5 hours. Therefore, the integratad system
hdellgnedmthﬂihnldaorbusut-upinmdyforw:nmludingcyclebefomﬂm
surge vessel s filled again, thus allowing semi-continuous operation.

The following Table 2 shows an example of a method of nsing a present
embodiment of the inventive device B for isolation of recombinant aman blood-
coagulation Factor VIII (large scale data shown). The method proved uniquely
beneficial. Yields and performance of each adsorption/desarption cycle was similer
to batch, with the overall product yield increased by more then 10%6 due to the lower
residence time of the product and thus minimized product degradation. The same
method has also proven io be very beneficial for the isolation of genetically
engineored FVIII varianty, including B-domain delotod FVIIL, which is significantly
different from full-length FVIII in size and other characteristics. It is expected to be
useful for production of other proteins and biomolecules as well.

The chromatogmphic pratocol itself (bufﬁsr‘dmmlshiu & sequence, loading

_volumes and flow rates) can be developed in batch chromatography experiments for

each individual molecule and can them be readily transfesred to be used with
embodiments of the inventive device.
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of method for using a present embodinf¢nt of device B for continuous
izolation of FVIN and FVIN verients from continuous perfusion fermentation

(collection time + load time + elution time)

[ Parameter Terget
Harvest rate flow rate Qh of continuous perfusion [I/d] 2000
Surge vessel: mex working volume Vsl 200
Loading vohime [Mzatrix volumes] 600
Adsorber matrix volume installed in device B [mf} 260

| Loading flow rats [Matrix volumes/min] 12
Loading volume [I] 156
Load time [min] 50
Total chromatographic time [k](protocol c.mnpﬁsi;'g 1.5
load, wash, elution and several
regeneration/reequilibration steps)

 Idie time of adsorber/cycle [h] 0372
Cycles/24 hour period 12.8
Collection time [h] 1.872
Approx. mean product residence time in device 2.7

For cach individualpmduetmoleﬁulo.aliﬂiimnnrihriniadaﬁmdfurmu
convective adsorber set-up, c.g. based on pressure during loading, or recovery.
Typically, a maximum number of cycles mmeax is specified and validated. Onee the
adsorber set-up has been used in sami-continuous operation through mmax cycles, it
is exchanged against another identical adsorber set-up without compromising
intogrity and sterility of the system. In present embodiments this ie done in analogy
to the continuous, sterile filtration set-up by uging either manifolds and sterile
connectors, or by using disposebls fiexible tubing and sterils tnbing welders.
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When using the embadiment of the inventive device shown in Figure 3, right
hand side, a sterile streem of buffer, pH adjustment solution, stabilizer solution or
water for injection is added either continuously or intermittently from a sterile vessel
(204) using a buffer addition pump (203). Therefore, the conditions of the cTCF can
be freely adjusted, e.g. in terms of ionic strength, pH, addition of stabilizers etc.
Denefity of Invention

The inventive devicaes and respective methods of using the devices solve tho
problems of convantional isolation prooesses outlined before (see general
background of the invention). 1

) In all embodiments of devices A and B and respective methods of using the
devices, product residence time in poterntially detrimental miliew is iniquety
minimized, which significantly incroases yield and quality of Inherently unstable
complex biological products. Plant capacity con be increased and cost of goods
reduced.

Moreaver, the devices and respective methods eliminates the need for large
cold room facilities or cooled vessels for intermediate storage of large harvest
volumes, thereby reducing plant investment costs and fully realizing the
compactness and mobility advantage of perfission farmentwtion,

Embodiments of both inventive devices and ragpective methods reduce labar
costs compared to conventional, labor-intensive batJl processing due to the
i_nherently high degree of automation. The novel devices allow continuous operation,
24 hours a day, over lang periods of time, maximizing volumetric throughput and
equipment utilization.

Furthermore, inventive devices eliminate logistical difficultics in plants of
ano or multiple fermenters. Embodiments can process material from either one or
muttiple continuous perfusion fermentations.

Importantly, since the novel devices and methods allow completely sterile
operation, microbial load issues, as well as, endotoxin |ssues are eliminated, which
could not be achieved by aseptic processing followed by simple sterile filtration.

1
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In addition, inventive devices enable avoiding or minimizing the need for
cleaning validation due to the utilization of disposables. Through the unique
characteristics of the inventive devices end methods, disposable modules, as well as,
tubing, bags and asssmblics can be used each for a lyng period of time (up to the
entire length of the campaign), thereby dramatically lowering costs and making the
utilization of disposables highly attractive from nn economic standpoint.

Present cmbodiments of inventive devices A and B and respective methods
have proven to be especially useful for menufacturing of recombinant blood
coagulation Factor VIII, as well aa, genetically engineered versions of FVII
including, but not limited to, B-domain deleted FVII. However, the inventions can
clearly be expectod to be similarly useful for the production of other proteins and
biological molecules, in particular complex inherently unstable proteins such as
Factor V11, Factor IX, Fector X, and others.

Benefits of Device A and Respective Method
Figure 8 shows an example of the surprising Yilter capacity increase
applicants discovered for the integrated continuous particle removal element (100).

Figure 10 shows a typical residence time distribution and mean residence
time of the product in the continuous UF system (300) of an embodiment of
inventive device A, as determined by UV adsorption of the retentaie at 280nm, with
a model protein under typical conditions. As can be seen, the mean residence time of
the product in the systom is only epproximately 40 minutes. Therofore, the total
residence time of the product in this present embodiment of device A, from
formenter harvest line to the final, concentrated retentate (isolate) is kept within 1-2
hours or less. This is less then 1/10 of the residence time of 28 hours or more n a
conventional batoh isolation process, in which the product (harvest) is callected for
at least 24 hours (to severs! days), aftar which the pypduct is processed for typically
at least 4-10 hours.

Figure 11 shows a comparigon of the resulting total isolation ylelds of
recombinant blood coagulation factar (tFVIII) from plaama-protein free cantinuous
perfision fermentation for both & conventional batch isolation process (batch '
filtration plus batch UF) and using the inventive device A and respective method. As
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can be seen from the figure, the inventive continuous process achicves significantly
higher product yield, which can lead to increased manufacturing capacities and
reduced manufscturing costs. .

During the inventive method of using device A, the transmembrane pressure
of the integrated continuous ultrafiltration is going to increase with tima, while the
specific membrane flux (in liters/hour/m?/bar) is decreasing at constant volumetric
throughput. This is common to all ultrafiltration processes and is due to effects like
concentration polarization, gel-layer formetion and fouling. However, in contrast to
batch ultrafiliration, as can be seen from the example shown in Figure 12, the
chenges of pressura and specific flx are exiremely slow with device A, allowing
cantinuous operation for weeks at a thme, befivre the membranes need to be cleaned
or replaced. Additionally, the rate of change and ov;‘nll performance of the system
is quite ingonaitive to the product produced or the cell-line used in ths continuous
perfusion farmeatation (Figure 12). Therefore, the inventive device A and rospective
method iz also ideally snited as a generic platfhrm for rapid production of various
proteins sinoes it performs robustly and predictebly with various target proteins from
different call-lines.

Surprisingly, applicants discovered that the negative effects of gel-layer
formation and fouling are in fiact 80 much minimired with device A, that a much
larger total volume per installed ultrafifter area can be processed, befbre cleaning or
replacement of filters becomes necessary. Figure 13 shows the robust performance
of the inventive device A in a long-term run. After approximetely 25 days, the
transmembrane pressure surprisingly appeared to stfibilize in a quasi-steady-state,
suggesting even higher long-term performance. On day 27, the retentate flow rato
was purpossfuily donbled 1o test the effect of higher throughput. After 34 days, a
short flush was performed with sterile 0.5 M NaOH, without opening the gystem,
end thus while maintaining full system integrity and sterility. Afier this, the TMP
apain stabilized, or at least increased only at en extremely low rate. After 70 days of
continuous, sterile operation, the recycle flow rate was purposefully reduced in half
to test the offect on system performance. As expected, the TMP started to increage
with a somewhat higher rate dus to the reduced mass transfer and thus increased
wall cancentration at the membrane surfiace. However, 95 days of opecation wers
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succeasfully and robustly campleted before the system was turned off. A total of
close to 4500 liters heve been processed per m? of membrane arca, with minimel
manual labor (daily sampling only). In compearisen, the optimized conventional
butch ulirafiliration process for the same application has 45-fold leas Ioading
capacity, at approx. 100 /m?, end requires st least 1-2 opetators full time.

Also surprisingly, the sslcctivity of the inventive device A, in particular its
iniegrated continuous nltmﬁlmﬁunmm(SOO).pr.l‘w_edtnbesigniﬁmﬂy higher
then the sslectivity of a conventional batch procesa. It is well known to those
fumniliar with the field that in conventional batch ultrafiltration, a secondary
membrans is farmed from reteined mecromolecules during the initial stage of the
process (gel layer), which rednces the apparent molecular weight cut-off. The result
is that both the target moleculs and contarninating smaller proteing are retained,
which makes significant simultaneous purification practically impoasible. Therefore,
with conventional baich ultrafiliretion it is seldom possible to separate proteins that
are lJess then a factor of 10 apart in terms of thelr moleculer weight. However, as can
bo scen from Figure 14, with the inventive intograted continuous ultrafittration
process it is possible to edjust canditions to efficiently separate IL-28A (approx. 16
kD) and grean flucrescont protein GFP (27-30 kD). This higher then expected
separation performance does allow for simultmesuscancentration and purification.
Betgfits of Deyice B and R tive Mothod

Figure 13 illustratea the performence of the inventive device B. Using a
commercial convective adsorber (Mustang Q, Pall Corporation, 15 layer module),
close to 100 consecutive adsarption/desorption cycles have been performed, thereby
concentrating and purifying a recombinant FVIII veriant from continuous perfision
culture. The average yield achieved was approximately 95% (spread results from
assgy variation), while the pressure remainad relatively canstant over the entire
mumber of oycles parformed, Therefore, it can be specified that at least 100
oongecutive cycles can be performed before exchanging the adsarber set-up.

As has been shown In the detail description of the method of using Inventive
devics B, the intal mean resldence time of the prodiict in & present embodiment 1s
leas than 3 hours, before it is eluied in concentrated, purified and smbilized form in

‘an eppropriate buffer. This is significantly less then the more than 24 hours
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residence time in & conventional baich igolation process performed once daily and
therefore results in significantly higher yiolds of the inherently labile protsin
products, In a presext embodiment described before, approximately 13 cyclos are
performed per day, which means in context of Figure'15 that the semi-continuous
adsorber assembly would nced to be sxchanged only every 7-8 days, which is dons
without campromising storility end coutinuity of operation.

Figure 16 shows an exemple of the UV and conductivity profile over & single
typical adsorption/desorption and regenerstion cycls with device B. It can be seen
that more then 450 adsorber volumes (CVs) can be loaded , while the product clutes
in a very sherp peak. Contaminants are removed significantly in the flow through
during the loading phase, as well as, during the wash and the strip (regeneration
phass).

Figure 17 illustrates the purification performance of the inventive process
camprising semi-cantinuous canvective edsorption/desorption. An example SDS
page gel of 8 FVIN variant isolate 1s shown. As can 8o sezn, the elnate fractions,
which include 95% of the loaded FVIII variamt (as determined by soparais activity
essay), contain significantly less protein than the load and are thus purified. No
additiona! degradation bands are visible in the eluate (isolate), indicating excellent
product quality.

In summaery, the inventive device B is able to achieve similar purification
performance as compareble batch processes, while at the same time minimizing
yield losses for inherently unstable protein products, as well as, product quality
issues, due to the minimization of product rezidence time. At the same ime, labor
costs are dramstically reduced due to the inherently high degree of automation of the
inventive process, requiring minimal aperator intervention.

Although the foregoing invention has been dbacribed in some detail by way
of illustration and example for purposes of understanding, it will be apparent to
those skilled in the art that certain changes and modifications may be practiced.
Therefore, the description and etamples should not be conatrued as limiting the
scopo of the Invention, which Is delineated by the sppended claims.
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Accardingly, it is to be understood that the embodiments of the invention
herein providing for an improved method of filtration to ganerate 2 high yield of a
molecule of interest from a given feedsiream are merely iliustrative of the
application of the principles of the invention. It will be svident from the foregoing
5  description that changes in the form, methods of use, end epplications of the
elements of the disclosed may be resorted to without departing from the spirit of the
invention, ar the scope of the appended claims,
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We cleim:

1. A process for purifying a molecule of interest from a heterogeneous
clarified fluvid mixture, comprising:

filtering a heterogeneous clarified fluid mixture by continuous ultrafiltration
ata speciﬁeﬂowntabaluwihoﬂmsiﬁonpointoﬂaomohwlaoﬁnhmltinﬁe
pressure-dependent reglon of the flux versus TMP curve, wherein the specific flow
rate is maintained substantially constant throughout the continuons ultrafiltration.

2. The process according to claim 1, further comprising filtering the
clarified mixture at & specific flow rete that produces a wall concentration less than
ebout 20% greater than the retentate concentration,

3. The process eccording to claim 1, fwther comprising filtering the
clarified mixture at a specific flow rate that produces a wall concentration less than
about 15% greater than the retentate concentration.

9

4. ‘The process according to claim 1, finther comprising filtering the
clarified mixture at a specific fiow rate that produces a wall conoeniration less than
about 10% greater than the retentate concentration,

5. The process acoarding to claim 1, furthor comprising:

filtering the clarified fiuid mixture throngh an ultrafiliration membrans
having an area in square meters approximately equal to between 0.1 1o 2 times the
volumetric flow rate of the clarified fluld mixture in liters/hour.

6. The process according to claim 5, wherein the ultrafilration

membrene has an area in square meters spproximately equal to between 0.3 1o 1
times the volumeiric filow rate of the clarified fluid Mixture in literahour.,
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7. A process for purifying a protein of interest from a heterogeneous
tisme culture fluid mixtare, comprising:

(e)  producing by a continuous perfusion {ummtim process &
heterogeneous tissue culture fluid mixture containing a protein of interest;

) (b) transferring the tissue culture fluid mixture to a contimions particle
removal process integrated with the continuous perfusion fermentation process;

(c) removing particulate contaminants from the tissue culture fluid in the
continuous particle removal process to produce a clarified tissue culture fluid
containing the protein of interest;

(d) transferring the olarified tissue culture fluid to a continuous
purification procuss integrated with the continuous particle removal prooess; and

() purifying the protein of interest from the clarified tissue culture fluid
in the continuous purification process;

wherein the specific flow rate of the mixture through the continuous
perfusion fermentation process, continuous particle sgmoval procags and continuous
purification process is maintained substantially constant.

8. The prooess according to claim 7, wherein the continuous purification
process is ultrafiltration,

9. The process according to claim B, further comprising filtering the
clorified tissue culture mixture at a specifio flow rate that produces a wall
concentration less than about 20% greater than the retentate concentration.

10.  The process according to olaim 8, further comprising filtering the
clarified tissue culture mixture st a specific flow rate that produces a wall
concentration less than about 15% grester than the rekentste concantration.

11.  The process according to claim 8, further comprising filtering the

clarified tissue culture mbdure at a specific flow rate thet produces a wall
concentiration Ieas than about 10% greater than the retentate concentration.

43

4P

W R
"'l-"ﬁ \'Th‘ \-n'l

-

[ .ﬁr"ﬁh’"" ""vl'\i\'m

'
Iy

4

b
e I‘H":“"""'-«-'w.
‘i‘m’

Y



WO 2006/039588 PCT/US2005/035364

10

15

20

25

30

1

) 12.  The process according to claim 8, further comprising filtering the
clarified tissus cufture mbaure through an ulirafiltration membrane having an erea in
square meters approximately equal to between 0.1 to 2 times the vohmetric flow
rate from the continuous perfiision fermentation in litera/hour.

13.  The prooess according to olaim 8, further comprising filtering the
clarified tissue culture mixture through an ultrafiliration membrane having an area in
square meters approximately squal to between 0.3 to 1 times the volumetric flow
rete from the continuous parfugion fermentation in liters/hour.

14. A process for purifying & protein of interest from & heterogeneous
tissue culture fluid mixture, comprising:

() producing by a continuous perfusion fermentation process a
heterogeneous tissue cultire fluid mixture containing a protein of interest;

(b) transferring the tissue culture fluid mixture to a continuous particle
removal process integrated with the continuous perfusion fermentation system;

(¢) removing particulaie contaminants from the tissue cultnre fluid in the
continuous particle removal process to producs a clarified tissue culture fluid
conteining the protein of interest;

(d)  transferring the clarified tissue cutture fluid to a surge vessel
integrated with the continuous partiole removal process;

()] intermittently iranaferring the olariied tissue culture fluid to
purification prooess inteprated with the surge vesseland

(¢) purifying the protein of interest from the clarified tissue culture fiuid
in the purification systsm to produce a sterile, particle-free, concentrated and
partially purified product isolate containing the protein of interost;

wherein the specific flow rate of the mixfure throngh the continuouns
perfusion fermentation process and continuous particle removal process is
maintained snbstantially constant.

15, A process according to claim 14, wherein the purification process is
convective adsorption/desorption.
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16.  An epparsaing for separating a protein of interest from a
heterogencous tissue culture fluid mixture, comprising:

(s) & continuous perfision fermentation system;

(b)  acontinuous particle removel system integrated with the perfusion
fermentetion system; and

(c) acontinuous purification system imegrated with the particle removal
system; 9

wherein the apparatus is maintained under sterile conditions.

17.  ‘The apparatus according to claim 16, comprising:

(@) e continuous porfusion fermentation system adapied to continuously
produce a tissue culture fluid containing a proteln of interest at & substantially
constant volumetric flow rato;

(b)  acontinuous particle removal system integrated with and adapied to
continuously receive the tissue culture flnid from the perfusion formentation system
and continuously produce a clarified tissus culture fluid; and

(c) acomtinuous purification system integrated with and adapted to
continuously receive the clarified tissue culture fluid from the particle removal
system and continuously produce & product isolate chntaining the protein of interest;

wherein the apparatus is maintained under sterile conditions.

18.  The appamtus of claim 17, wherein the ultrafittration system
comprises an ultrafiltration membrane having en area in square meters
approximately equal to between 0.1 to 2 times the volmnetric flow rate of the
continuous perfusion fermentation in Hters/hour,

19.  The apparatug of claim 17, wherein the ultrefiltration system
comprises an ulirafiltration membrane having an area In square meters
appruximately equal to between 0.3 to 1 times the volumetric flow rate of the
continuous perfitsion fermentstion in liters/hour.
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20. Anapparatus for separation of & protein of interest from a tissuo
culture fluid stream, comprising:

() acontinuous perfusion fermentation gystem;

(b) = continuouy particle removal system integrated with the perfusion
fermentation system; and

() en intermittent purification system integrated with the particle
removal system;

wherein the apparatus is maintained under sterile conditions.

21.  The apparsatus eccording to claim 20, comprising:

(a) aperfusion fermentation system adapted to contimmously produce a
tissue cutture flnid containing a protein of interest;

(b)  aparticle removal system integrated with and adapted to continuously
receive the tissue culture fluid from the reactor and continuously produce a clarified
Hsyue cultwre fluid; 1

(c) & surge vessel integrated with and adapted to contirmoualy receive the
clarificd tissue culture fluid from the perticle ramoval system and semi-continuously
release the clarified tissue culture fiuid, and

(d = purification system integrated with and adapted to semi-
continuously receive the clarified tissuo culture fluid from the surge vessel;

wherein the apparatus is edapted to maintain sterile conditions.

22.  The apparatus of claim 20, wherein the purlfication system comprises
a convective adsorption/desorption system.
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Flzmwre 1- Schamptio of zopventionnl continuous perfusion proeess followed by 3 physienily and logsstically segregaied
isolation process steps (batch harvast collaction, batch particle removel and batch concentrarion/muification) .

Step 1:
Harvest Collection

Step 2:
Particle Ramoval

Step 3:
Coneantration/
Purification
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Fleyrs % Schommtic represontation of 2 embodimoms of Invensive dovice A for contimous, Integoated and storile
monwficiuring, Schemotic of embodimont A1 shown on Jeft hand side and schonuatio of ombodiment A2 shown on right
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Fiynre 3: Schematic roprescutation of 2 embodiments of inventive devies B for continuouy, inegrated and serile N
manufeturing. Schamatie of ernbodirment B1 shown on left hand side aadl shematic of embodiment B2 shown on right nd
hand side. {
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Figure 4 Sohematic of an smbodiment of mventlve inteérllu!. contipuous particle removal systom (100), an eltment of
both joventive davice A and inventive device B,

Valves/clamps:
D<I open,

Sterile connector:
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Figure 5: Schemstic represenntions of additional embodiiaents of inveative device A which combine mltiple alements

PCT/US2005/4035364

to eothar increase cverall plant capacity (A3) or coucentration and separation parformance (A4).
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Figure 6: Schemntic ropresanations of nddilionsl embodiments of inventive qum B.
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Figure 3: Examplo comparison of toinl foad capacities per 10 of filter capsule for canventional basch process and
cmbodiment of invontive dovice pnd method for continuons particlo removal (Juegrated continuous fAltrtiion process)

using idemlical conumercial Ator eapsiles. Bxomple method producing recombinant blood coagalation Fector VIIT
shown.
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Figyra 1]1: Exampln of Isolstion of fFVIl from plasma-protein free contintious perfomion fermeniution using ane
embodimant of inventive devies A. Comparison of sverngs isolntion yield of fnventive confinuous mothod compared to
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nsterisk oppenring next Lo a dute of receipL the priorily document concerned wos submilled or transmitted lo the Intemationut Burenu
in compliance with Rule 17.1{a) or {b).

1~

(I upplicahle) The letters “NR" appearing in the righl-hund colurmn denote & priority document which, an the dafe of mailing af
ihis Farm, hod not yet been recelved by the Internntionul Buresu under Rule 17.1(a) ar {(b). Where, under Rule 17.i{a}, the
priority documeni mus! be submitted by the applicant Lo the recciving Office or the Intemational Burcnu, but the applicant fails o
submit the priority document within the opplicable time limit under that Rule, the attention of the npplicant is directed 1o Rule
17.1{c) which providcs that no desipnoted Office mny disregard the priority claim concemed beforc giving the applicanl an
apportunily, upon cairy into the nationnl phuse. o (umnish the priority document within a time }imil which is reasonable under the
circumstonces. 1

L

). {if opplicahie)An asterisk (*) oppearing next 10 a dete of receipt, in the right-hand eolumn, denotes a priority document submiited -
or transmiited to the Iniernntional Burean but not in complianee with Rule 17.1(a) ar (b) {ihe priorily documend was reccived |
uller the time limil prescribed in Rule 17.1{u) or Lhe request to prepare and transmit the priorily document was submitied lo the
receiving OfMiee afler the applicable time limit under Rule 17.1(b)). Even though the priority document was not fumished in

compliunce with Rule 17.1(a) or (b), the [nlcmationnl Buronu will neverthcless tronsmit a copy of the document to the designated

. Offices. far their cansidermltion, In casc such o copy is not accepted by the designated Office as the priority document, Rule 17.1(c)

provides 1thst no designoled Office may disregurd the priority claim concemed before giving i opplicant an opportunily, upoa entry

inlo the nutionol phase. lo furnish the priority document within o tlime limit which is reasonable under the circumstancs.

Ol e
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Ta: ciornceed sty by flkal direcely with e compenan Intrnctivixdl Frolbieery Eawining Authority or, if hvo or more Asthorities are compeicn,
with the o cheen by e oppilics. The full 1eane o hwo-leter cork: of the Awshonly may be indicoted By the gpplicoant an de line bekne:

IPEA/LUS
PCT

DEMAND

under Anicle 31 of the Puient Cooperation lm“gcl
The undersignied reqaests thut the inwenwtional :!:Fliuuhan specified helow be the subject of
intcmational preliminury examination according to the Puwm Cooperstion “freaty.

CHAPTER I

!
'
]
]

Fon [nternional Preliminury Fxwnining Authority use imly

Idenlificutiun of IPEA

IJate of meeipt of DEMAND

. ) - Applicanl's or ngent®s e reference
. 1 ENT) AT FTIIE INTE TIONAL AFPLICATY
Bux N, IDENTIFICATION OF TIIE INTERNATIONAL AFPLICATION 49508.0007
Internatinnal application Mu. Imerawtionnl Nling duwe (ifwinonthirer) (Vimrlicst) Priority dete fdegvimonthienr)
PCT/US2005/035364 30/08/2005 30/05/2004
Tille of inventivn - '

METHQDS AND APPARATUS FOR INTEGRATED CONTINUOUS MANUFACTURING OF BIOLOGICAL
MOLECULES

Bex No. 11 APPLICANT(S)

USA

: (s oiwnt ; Jrw . B Telephone No.
T o ke s ek o o e o et | 013) 524-2084
BAYER HEALTHCARE LLC Facsimiie No,
511 Benaedict Avenue (914) 524-3594
Tarrytown, New York 10591 Telcprinier No.

1 Appllcunt’s registration No, with the Office

Siaie {that is, cosrrryy of netionality :

us

State ftiext 1x, couniry) of residence:

VOGEL, Jens

189 Shoreline Ct.
Richmond, Calilomia 94804
Usa

us
Nanic and l.lldn-sl: lﬁudj-n-uhﬁl:ilg-mmn-: Jir at dqud catily:, il offiend ckeoprutvas. The wbicu mrg sxchele prand oncle orel s of oantry.

Sinle fthot b, cviriry} of nutionalily:

DE

Siaw: fthert s, commiry) of residence:

us_

GIOVANNINI, Roberto

Nome nnd address: (Fusely e sibbana’ by gran seme; fir o kgl eoney: Al offkcad drigasan The ovkiner mnt uhbp-imiudll-:d'unm;)-

2 e ey g g - ———

CH

E Further appliconts ore indicaicd on # continuntion sheet.

655 Vernon Stireet

Oakland, California 94610

USA 1

State {thet iz, couwnry) af nulicnnlin: Stale {thea Iz, conairy) of residence:

us

S ———

Farm PCT/IPEAMOI (firm sheet) ( April 2006)

See Noter 1o the denumed form




Iiteninlional applicalion No.
SheetNo. .2 PCTIUS2005/035364

Continualion of Box Nu. Il APPLICANT{S)
[ et of the folenring sub-bears it ssed, this dheet ronkl not be inckadkd in the deicrd 1 .

Name mmd address: (R nom ol by given mme for o kgpd sy, faf officad dagpstas. Tic cubiear smed incherk: posial cusk: ool mvms of aannr)
KONSTANTINQV, Konstantin B.

116 Foxglove Ln.
Walnut Creek, Califomia 94597
USA
Staic (ilew I, cuuntry) of notionelity: Stote (that i, caunry) of regidince:
us us

Nome md addrems: Sy save ofkarad by g come: fir u ged et il afficind dagasen. The oskineer oot inchecds peoial cuds cond rmame of comntryd

NGUYEN, Huong
751 Maple Strest
San Francisco, California 94112

USA 1

Sinie {rhar 1, cowstry) of nationality: Staie {that Is, comnry) of residenco:

Us us
Mumc and nddreas: Fosdiy nom: followsed by given amus for o kgl evilty, fill offical dedynation. The aukire st imidick: posiol code and rowe of cowtry)
WU Paul

79 Bates Bivd.

Orinda, Califonia 94563

USA
Stule: fthot &, comatryy of mlionality: Stole fthat is, conniry) of residence:

US N

Namne ond address: Ry s filiwed iy pin mees for o hopd oty fdf ol redipsthn ﬂwmhﬂw:nﬁ-dudn-m

Stnte hat s, comairy) of nationality: Stase frhat ix, conontry) of regidenee:

E] Further applicams ore indicated un ancther comtinustion sheet,

-

Fasm PCT/IPEAMO] {continustion sheet) {April 2006) See Noves (o the demsd forin
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3 Intemationnl opplicalion No.
Sheet No. . . PCT/US2005/035364

Bos No. 11l AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADURESS FOR CORRESPONDENCE

The following person is ~ [3C] agent [] common representntive
and E hes been oppoinied earfier und represonts the applicuni(s) also for inkemationnl prellminary exominalion
I:I is herehy appoinicd and ony earficr appainiment of {un) ageni(s)common representative is hersby revoked

(] s Mmuchy appoinied, specifically for the proceduie befiore the Intermational Preliminary Examining Authorily, in addition to
the egeni(s mon reprcsenistive appolnied carlier

N e e e A e D e [,
WIGHT, Christopher L. Farsimilz No.
Halland & Hart LLP (801) 799-5700
60 East South Temple, Suite 2000, P.O. Box 11583 Teleminter No.
Sait Lake City, Utah 84147-0583 1
USA Apenta roglsiration No, wilh (ho OTice
_ 31,680
Address for correspondeuce: Mark this check-box where 0o ageit ar common represeutative ishas been nppainted aml the
spoc nbove (5 used ta indicaio a speciol address to wlich comespondence should be senl,

Bns No IV RASIS FOR INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION

Statemeu! cooerrning amendments:*

l. The applicant wishes the inlemalional preliminacy examination (o start oa (be basls of:
[X] the inernuional application as originally filed
the deseription s originally fled

85 ameswded wmder Article 34

Lhe claims a5 originally filed
2 amended under Article 19 (logether with any sccompenying natement)
os amended under Article 34

the dravrings oz originally filed

us amended under Article 34

(I (016 Cked

1
] e opplicant vishes ony emendment 1o the claims under Asticle 19 to be considercd a8 reversed

. [L] Where the IPEA wishes o start the intematious! preliminary examination st the sume tima as the international search in
occoninnce with Rule 69, I{h), the npplicant requesty the [PEA to pasipove le start of the mizmational preliminary
examination until e expirstion of the applicable time limit under Rulo ﬂ.ﬁ:).

4. [] The spplicont expuvasly wishes the intamational praliminary examinatinn tn start earller than ni the expimiiou of the
nppli fime limit under Rule 54bis.1(a).

L

Where no check-box Is marked, inlermlional preliminery examination will start on the basla of the lutomotional application

under Article 34 nra reegived by tho Inieationnl Preliminary Examining Authority befbre it liss begun to dmw up 8 wrilten opinion
ot he intemalional preliminary cxamination repor, os so amended.

as originally filed or, whare Iﬂ ol amendmaonts 1o the cloons under Article 19 ond/or amendments of the intemnat ional eppliention } -
y

Langusge fur the parpases of Internations! preliminary exsmisstion: ENAISH

" [X] which is the lngusge In which the inwematlonal application was Filed
D which is the lsnguage of s tranglmion fumished for the purpases of intcraational sarch
[] which it kngunge of publication of the Intemationat applicatlon
D which is the language of tn: tmnatation (1o be) furnished for the purposes of Inemationol preliminary examinntlon

Tlox No.¥V ELECTION OF STATES

The filing of this derand constitues the clection of oll Contracting Siales which n; desipnated ond are bound by Chagter |l ol the
PCT.

Farm PCTAPEAMD! (second sheet) (April 2006) See Noter to the demand _form
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4 intemationul epplicstion No.
Sheet Na. ... h
PCT/US2005/035364
Uox No. VI CHECK LAST
The deinand is sccumpanied hy the follawing elements, in the lsnguage referred 1o in For Intcrmatianal Preliminary
Box No. 1V, for the purposes of intemutionsl preliminory examination: Exomining Authorily usc only
received nol received
1. imnsistion of inlermational application : dhects (| (]
2. omendments under Article 34 : shipets O O
3. copy (or, where required, lrunalation) of
amendments under Article 19 : sheed} O a
4. copy {or, where required, imnsiation) of
stulemenl under Article 19 : sheets D [
5. lener : sheets O D
6. olher (\peclf) : sheeis D 'l
The temnand is also accompaniud by the {lein(s) marked below:
1.Bg fee calcutation sheet 5.[] sttment expluining lock of sigratur:
2.[J original sepumte power uf sitomey 6.[] sequence liating in alesironic farm
3.[] originnl general power of aitomney 7.[] tobles in electronic form reluted In 2
. ( (it sequence lifting
-0 :ll-::.: numbu'l ) il':u;: diomey: 5. B other (xpecify: Transmittal Letler and Posicard

Dox No. VII SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Next iu rach sipnaticre, indicritu tve o of e jexson signing ared the copecity n Which the person signs (if sech capacily is vl olivioes fross readimg i desore).

1
ChnstopharL Wight, Reg 0. 31,680

Holland & Hart LL
Attomeys for Applicants

For International Preliminary Examining Authorily wse only
1. Daie of actunl receipt of DEMAND:

1 Adjusted date of receipl of demand due
o CORRECTIONS under Rule 60.1¢b):

J.D Thedllnul'mueluorlludunmdnAFl'ERﬂt E.Dﬂmdnleofmiplofﬂnhwdisi\muun
expimtion of 19 monlha from the priocity date snd expinution of tho Lime limil under Rule 54bis.1(n) ond

ilem 4 or 5, below, docs not apply. ilem z‘or 8, below, does not apply.
[[] Theupplicant hos been infurmed accordingly. | 5, [[] Thedotcofreceipt uf the demand is WITHIN e time
limit under Rule 54Miz. I{n) es extewded by vinue of

4, D Thedutcof ruceipt of the demnnd is WITHIN the time Rule 80.5.

limit of 19 months frum the privrity dete 03 extended

by virwe of Rule RO.5. [} D Although Ue dale of receipt of the demnnd is atler the
3. [:] Although the dute of reeeipt of the demand isafier the “rmlm of the i limit under Rule 54bis.1(a), the

iration of 19 months from the prioty dute, the delay in orvival is EXCUSED pursunnt to Rulu 82.

de ay in berival s EXCUSED pursuant to Rule 82

Fur lnternational Bureou vz only

Demand received from IPEA on:

Form PCTAPEA/D| (lum sheet) {April 2006) See Noter o the thmand form
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For mnuivil;g dfﬁce use only e————

PCT

REQUEST

Internniional Application No.

Intornational Filing Dutny

The undersigned requests that the present
intemnationzl application be processed

according to the Patent Cooperation Treaty. Name of receiving Office and “PCT Internntlonal Application™ .

lleant” 's {lie reference
et (12 s mees 404830312

BoxNo.I  TITLE OF INVENTION .
Methods and Apparatus for Integrated Continuous Manufacturing of Biological Molecules

BoxNo.ll  APPLICANT [] is peracn is also inventor

Name and address: (Fomily neme folioeed by moe; nhﬂ-ﬂmﬂ official designation. | Telepbone No,
nunhmmmﬁ::ydﬂvﬁudm o taie) 1 | (914) 524-2094
BAYER HEALTHCARE LLC Facsimiie No.

511 Benedict Avenue (914) 524-3594

Tarrytown, New York 10591 Teleprinter No.

US.A.

A‘H'imt'm.imuunuo. with the Office

State (that &s, covmiry) of residence:

._s:m {that is, country) of nationality:

us US
'I;hrlmusnnunpghmu Ddlduip-hd Elllu'mhd ul‘ D#Uﬂhﬂ%ﬂ DEE&#MB;:
Box No.Ill FURTHER APPLICANT{(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S) .-
s, Lo o e e i e
Box i the applicarnt ‘s Stete (that is, culﬁjgld‘mihn[f Md’r-ﬂn:lh below) D spplicant only
VOGEL, Jens
189 Shoreline Ct. [X] appticant and inventor
Richmond. CA 94804 inventor anly (§f this chech-bax ix

marked, do nnt i in below,)
Applicani'sregisiration No. with the Office

State (that is, couniry) of nationality: State (that iy, cauntry) ruldnnu

DE DE
Thns is appllcam all
MiEpmerien [ [JatEmswee, b vosy [t
E Further applicants and/or (further) inventors are indicated on a continuntion abest.
q BoxNo.1V AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE
The n identificd below is hereby/has been appointed to act an behalf common .
of the applicani(s) before he compeint Interaatiopal Asthorities a5 ] oot [ erresettaive

Neme and address:

e e

mxmm.habﬂwm Telephone No.

Denver, Colorado 80201
US.A.

pastal code and name -
WIGHT, Christopher L. pi?llg.iis 7823
Holland & Hart LLP {801) 364-9124
555 - 17th Street, Sulte 3200 Teloprinter No.

Agent'sregistration No. with the Office
1,680

D Address for correspondence: Mark thls check-box where no

Or commaon re
space ahove lp used instead to indicate B spocial address to which cormespandence should be senL

istive is/has been appoinied and the

Form PCT/RO/ 01 (firsL sheet) (April 2003)

See Notes 1o the request Jorm




Contiouation of Box No. 11  FURTHER APPLICANT(S} AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)
If nane of the Jollowing sub-baxes ir ured, this sheet should not be Included In the request.

Name and address: Mmﬂhﬂb"\um #-mm afficial devignetion | This person Is:

Tl ackirams pruxt inciuds pasial cods and cauniry of the address indicated th this

h.mwhmmummdmv mq‘m..uuuhw [] upplicant anly

GIOVANNINI, Roberto cart and | .

855 Vemon Street ] sppiicant and inveotor

Sasl’qlznd. CA 94610 [ it Lt st
U Applicant's registration No. withthe Office

Statc (tkaf &, coundry} of nationallty: Stato (that is, country) of reaidence:

CH CH

ﬁ:msﬁur:;:.npggﬂm D;lmw D Mbdmurm‘ Elmeuﬂum- Dlhealllsmdnlllln

';lhune snd ﬁm mﬂzw;n- ;nwuwmwm i \person is:

muuwtmmqumr mmn baiow,) D applicant only
WU, Paul

79 Bates Blvd. E ""’“""‘“'“‘ "’""""
Orinda, CA 94563 il g b oy o by
US.A.
:\lpp{iml'aregimnnnm.wimlhcomce
State (thw is, coumiry) of nationality: State (that s, cowntry) of residence:
ﬂ. - - . "
e [ Rae [T, T [ h e

D Further applicants and/or (urther) inventors are indicated on another contimation sheet.

Form 'CT/RO/101 (eontinuntion sheat) {April 2005)See Notex to the request farm

) jpisehon
Hﬂa

Lot

of the akiresy indicoted in thix

Bar i dhe w&&mnwvmﬁuvmmfmﬁuhlﬁm D applicant only
:(%NFS;GETLNLOV. Konstantin B. E applicant and Inventor

v n. I thiz cleck-box
Walnut Creek, CA 94597 nmwﬂgﬁﬂ in below.)
U.SA. Applicant’s registration No. withthe Office  |**

.Eun: (that &s, courtry) of nationglity: Suate (chat L, country) of residence:
us us
'flglrl:mpe{:nnlpg#um Dllldmm-lsl Dﬂlmd m .ﬂuUnllnlSuu Dtmm«:ﬁ:
g.llme and lddrul (Fﬂnw_ﬂhuﬁbyfmm nhﬂ#ﬂ mm This person jx:
Buﬁd-qphl'l mmu u-u;yqrmuhur mmm’ Indicased bakny,) D appicant only
NGUYEN, Huong . .
751 Maple Street A ] st vt i
San Francisoo, CA 94112 [0 it o e i ey
T ) Applicant’s registration No, with the Office
Sinte (that ls, couniry) of nationality: State (that iy, couniry) of regidsnce:
us us X
Thi
rnrlfhnpe;unisnppllﬂnt Dlllh:;nned I:' %ﬂrw Emu:lusm- Dms:ﬁ
N -
‘ The et an i e B e s amfhuuﬁﬂdiﬂﬂ' Ity | 1T peron fs:

1.
“on,

g
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Supplemental Box

If the Supplemenial Box is not used, this sheet should nat be included in tix request,

()

fiy

(ui)

)

)

[f inany qf tho Bacees, except Boxes Nas. VITH) to Mﬁrvhﬁ:h
ial cantimiation bax (s provided, the space ix i

dMqun‘an inmecheare, write “Contimution

Bu No...." findicate the number of tie Bax) ond fisrnish the

inforusation in the some manner as required eccording to the

wmu of the Box In which the spoce wax | , in

ﬂ'ﬂm!ﬁmﬂumanmbﬁnﬂcﬂedu icants

and/or investiors and no “contlnuation shaet” iy available: in

such cose, write "Contirmation of Bax Na. Il and indicoie for

eachadditional person the rame type of information as required

L the picant s Sy it . courtry o veccocn g St
ir, cowniry) of resiclance if no

of raxidence is indicated below:;

if; in Bax No. Il or in any of the sub-baxes of Bax Na. I1l, the
indication *the SYates hulicated In the Supplenentni Box” is
checked: insuch case, write * C.'mﬂmnll’an af Bax No. II" or
“Cantinuglion of Bax No. JII" or “Continuntion qf Baxex No. 11
and No. Iil" (e the care may be), imlicale the name of the
applicanifs) invalved and, next to (eacly such name, the Siate(s)
and/or, where Esxgraszion, Ei

%fpwfrqﬁmdwmhduimudpﬂmu

if; in Bax No. If or in any of the sub-baxes of Bax No. I, the
inventor or the In &5 not inventor for the

purpnses of all designated or fur the of the

{inited Sintex AMm- in such care, write "Continuation

%f Bax No, II"” "Continuation of Bax Na. IlI" or
Cam‘bmaqu"ﬂmNu. Il ond No. Ii* (ar the coye

be), indicate the name of tha inventor(y) and, naxt io (i

such mmc, the Siate(s) (amd/ar, where opplicable, ARI]

Erqnmu-ﬂdﬂpnrmﬂ  for the purpares afwhich
the named person is inventor:

{; in additian to the ageyt(s) indicated in Bax No. IV, there are
Jurther :  In such caze, write “Continuation qf
Bax No. IV" and indicate for edl_ﬁn'lherag!mmembpl
of information ax required in Box No. 1V;

/. tn Box No. V1, thare ore more then thres earller applications
lrhmplm'qlldnm in ruch caze, wrile “Continuation
af Bax No. ¥I" and indicate for each additfonal earlier
np;;"c::'lonv the same type of informaiion as required
in Box Nu.

y'rinqupllwllnmlﬁmmhmmﬂeﬂlun of the wizh that

the irdernational application bs trealed, in cartain

cditiom, v T”;ﬂﬂyfm’mﬂ mhw

ion, Inverdor an ar uli
d‘addman in such a cose, vrile the name rn&ﬂhrenda
&r@w&a{ummdmm: indication "

nfﬂﬂﬂm, ' 'wﬂﬂm:#’-ﬂdm,' “invenior's

tf‘nﬂdm or "utility certifieate of addition, "' the umber of
ion a-pa-uupnmu u- aihsr gnw

armzdnln the it lcaltan Rn!ud.”
e pare lwl r ('qmi

if the applicant Interds io make an indication of the wish that

the international application be treated, in the United Siates d'

Aowerica, ar a contlmation or continuati;

eariler application: in such a case, verite “United Siafex q‘

Amerkea”™ or “US" ond the ndicalion “confinuation™ or
mﬁmnﬂnn—ln-pm and the numbar and the filing date of

the parent application (Rules 4.1 1{a)(ly) and 49bll I{d)).

Continuation of Box No. IV:

Brian P. Kinnear, Reg. No. 43,717
Francls A. Slir, Reg. No. 17,285
Chris Kullsh, Reg. No. 33,056

L. Grant Foster, Reg. No. 33,236
James R. Farmer, Reg. No. 47,666
D. Delos Larson, Reg. Na. 46,118
Kennsth C. Winterton, Rag. No. 48,040
Ryan L. Marshall, Reg. No. 47,770
Trent Buicher, Reg. No. 51,518
Mark A. Milier, Regy No. 44,944
Shane P. Coleman, Req. No. 44,623
Jonathan R. Lee, Reg. No. 58581
Holland & Hart LLP

655 - 17th Streset, Sulte 3200
Denver, Colorado B0201

U.S.A,

Phone: (801) 6B5-7823

Fax: (801)364-9124

Form PCT/RO/101 (supplemental sheet) (April 2003)

Saz Noies lo the request form
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- SheeiNo. .."t...

BoxNo.V  DESIGNATIONS

The flling of this request eonstitutes onder Rule 4.9(n), the deslgnation of all Cunn:l.n& Siains bound by the PCT on the intemational
filing dl“I%. I'onh:qmnmfcvery kind of protection availablc nnd, where applicable, for flr:tuﬂmh regionnl and national palents.

However,

D DE Germany ls not desigoated for any kind of national protection

[J KR Republic of Koren Is not deslgnatsd for any kind of national protection

[Tl RU Russian Federation In not desiguated for any kind of national protection

(The check-boxes above may be used fo exclude the dexignations concerned in ardsr 1o avoid the cearing of the affect, under

the national iow, of an sariier nofional ication from widch priorily ix claimed See the Noiex io Bax No. V ar io the consequencey
of such national g,. provisions in duuaﬂ:’d certain otlwr States,)

Box No. VI PRIORITY CLAIM

The priority of the following carlier application(s) Is herehy claimed:

Filing date ; lﬁrmﬁm ‘Whare carlier application is:
of curfier application of earlier application oatlonsl Eeplicetion: - - - —
* | regional application:* | intemational application:
(deymonth/yecr) m“gr:'mmuh regional Offico receiving Office
item (1)
30 September 2004 60/614,985 us 1
item (2)
item (3)

[C] Further priority claims are indicaled in the Supplemental Bax.

The receiving Office Is requested to prepare and transmit to the International Burean a certified copy of the earlier application(s) (el
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DISPOSITIVOS Y METODOS PARA LA FABRICACION CONTINUA INTEGRADA DE

MOLECULAS BIOLOGICAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidén se relaciona c¢on un método y un
sistema mejorados para purificar una molécula de interés desde
una mezcla heterogénea de moléculas. Mas particularmente, %a
presente invencidén se dirige a métodos para purificar una
proteina de interés en una corriente de alimentacién fluida de
cultiyo de tejideo desde un proceso de fermentacién por perfusidn

continua.

ANTECEDENTE DE LA INVENCION

Para los expertos en el tema es bien conocido que en los
ultimos afos varios procesos de cultivo celular continuo, también
llamados procescs de perfusién continua, se han establecido con
gran éxito comercial. Sin embargo, el proceso de separacién
sequide de la fermentacidén por perfusidén continua es generalmente
un proceso en serie, y estd fisica y logisticamente -separado del
proceso de corriente ascendente continuo. En estos procesos, €l

principal propésito del paso de separacién es capturar el



producto de altos volimenes de un supernatante de cultivo
relativamente diluido. La concentracién del producto tiene que
enfatizarse con respecto a la logistica del proceso y a los
requerimientos de espacio, mientras que la extraccién simultanea
de contaminantes (purificacién) es importante para minimizar el
nimero requerido de otros pasos de purificacién de corriente

descendiente.

La Figura 1 muestra una representacién esquematica de
aislamiento tipico en el estado del arte desde fe;mentacién por
perfusién continua, como bien saben los expertos en el area. El
sistema de fermentacién por perfusién continua comprende un
dispositivo de retencién celular (1), que hace que la mayoria de
las células produzcan el producto en el sistema de fermentacidr..
Una corriente de cosecha continua del ;istema de perfusidn
continua, que aun contienen las algunas células, desechos y otras
particulas se bombea utilizando una bomba de cosecha (2) en
grandes recipientes de recoleccién (3), como por ejemplo tanques
de acero inoxidable. Estos recipientes de almacenamiento de
cosecha usualmente tienen que ser enfriados para mantener las
pérdidas del producto debido a la degradacién en un campo

posible.
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Una vez que se ha recolectado un volumen especificado, que
es comunmente después de 1-14 dias o mas, los recipientes de
recoleccidn de cosecha se desconectan del recipiente de
fermentacién estéril y el material recolectado es designade como
una serie de cosecha. El siguiente paso es extraer las células,
desechos y particulas (paso 2). En escala industrial este paso
cominmente se realiza utilizando centrifugacién (4) seguido de
filtracién de membrana de punto muerto (5) o pbr filtracién
profunda del punto muerto (6) seguido por filtracién de membrana
de punto muerto (7). Otra técnica a veces utilizada es 1la
microfiltracidén de flujo tangencial (o “flujo cruzado”). De
cualquier forma, el producto del proceso de extraccién de
particula es una serie de flugdo de cultivo de tejido clarificado
o cCTCF(B). Mas detalles sobre la separacidtn de particulas para
productos biotecnoldgices pueden encontrarse en los libros de
texto clasicos, como por ejemplo Biotechnolégy, Vol 3,

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

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

embalada.



En el caso de la ultrafiltracién de flujo cruzade, cTCF se
bombea en el tanque de reciclado (9) del sistema. Se utiliza una
bomba (10) para empujar el material a través de un ultrafiltro de
flujo cruzado. El1 producto se retiene con la membrana y se
recicla mientras que se retiene en el tanque de reciclado,
mientras que el agua y contaminantes mas peguefios se empujan a
través de la membrana en el permeato (1ll) debido a la presién de
la transmembrana generada por la caida de presién en el médulo de
ultrafiltracién. En cada pasaje por el filtro, cTCF ademas se
concentra mas, y el volumen total de cTCF se reduce hasta que un
factor de concentracién deseado se alcanza. Una vez dgque se
alcanza el factor de concentracidén deseado, el procesoc se
detiene, y el volumen de concentrado remanente {separacién) se
drena desde el sistema y se recolecta. Mas detalles sobre la
ultrafiltracién de flujo cruzado para la concentracién de
productos biotecnol6gicos puede encontrarse enllibros 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
bombea 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) utilizandc un amortiguador de levigacién adecuado
(14), luvego de lo cual 1la columna se limpia y se regenera
utilizando amortiguadores adecuados y soluciones de limpieza

(14) .

Otras variantes de cromatografia que se han propuesto para
la concentracién/ purificacién de cTCF son cromatografia de cama
expandida y cromatografia de membrana. La cromatografia de cama
expandida puede procesar soluciones que contienen particulas. Sin
embargo, la filtracién del aislado luego de la cramatografia es
aun requerida, aunque las &reas de filtracién se reducen. La
cromatografia de membrana utiliza pilas de membranas de
microfiltracién modificadas en lugar de camas de resina embalada.
La ventaja es que 1la transferencia de masa es altamente
convectiva antes que difusiva, lo cual permite la separacidén mas
rapida. De lo contrario, el proceso es cominmente equivalente con
la cromatografia de cama embalada estandar. Mas detalles sobre
cromatografia para concentracidén y purificacién .de productos
biotecnolégicos puede encontrarse en libros de texto clésicos
como por ejemplo Protein Purification, Principles, High-
Resolution Methods, and Applications, Wiley- VCH, 2. Edition

{1998), ISBN 0-471, 18626-0.
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A menudo, el producto aislado luego se congela y se almacena
para su posterior uso en otros pasos de purificacién de corriente

descendiente.

Asi, como se describe anteriormente, el ©proceso de
aislamiento es generalmente un proceso en serie, y se separa
fisica y logisticamente de un procesc de corriente ascendente
continua. Ademés, mientras que la fermentacién tiene que
realizarse estéril, el aislamiento (es decir, la extraccién de
particulas y la concentracién/ purificacién de las mismas) se

realiza esencialmente limpia pero no estéril.

Los procesos del estado del arte que se describen

anteriormente presentan un nimero de problemas:

Pl. Pérdida de rendimiento y reduccién de calidad potencial
debido al alto tiempo de residencia del producto. La cosecha
desde la fermentacién por perfusidén continua necesita ser
recolectada y almacenada durante periodos 1largos, como se
establece anteriormente, antes de que la serie de aislamiento
pueda procesarse. La cosecha recolectada, aunque enfriada, aun
proporciona un medio perjudicial para los productos proteicos

complejos e intrinsecamente inestables. Ademas, las significantes

Py



pérdidas de producto ocurren, las cuales reducen la capacidad de
planta y aumentan el costo de la mercaderia. Ademd&s, la calidad

del producto puede ser afectada adversamente.

P2. Grandes instalaciones de habitaciones frias o
recipientes frios se requieren para el almacenamiento intermedio
de los grandes volimenes 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 <concentracién / purificacién
convencionales (por ejemplo, ultrafiltracién, cromatografia de
cama embalada) tienen producciones volumétricas .relativamente
bajas, tiempos de operacién importantes y requieren de
relativamente intensa mano de obra. Como resultado, cominmente no

mas de 1 proceso en serie se realiza por dia.

P4. Ademds, los procesos y métodos de aislamiento actuales
tienen dificultades 1logisticas que tratan con cambiantes
volumenes de proceso en las plantas de fermentacién que incluye
mas de un fermentador. En las plantas de perfusién continua a

gran escala, un nimero variante de fermentadores es opcional.
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P5. Ademas, los procesos de aislamiento del estado del arte
se realizan limpios pero no estériles. Esto a menudo conduce a un
numero importante de series rechazadas debido a asuntos de carga

de microbios.

P6. La utilizacidén de elementos descartables, como por
ejemplo, filtros descartables, montajes, bolsas, etc, aunque sean
muy deseados en la produccién de parenterales humanos (por
ejempleo, para evitar limpieza y validacién de limpieza y otros

asuntos) es muy cara y de hecho a menudec no resulta ‘econdmico.

De tal manera, es un objeto de 1la presente invenciébn
proporcicnar un proceso de separacidén de proteina continuo,
integrado que es capaz de operar durante periocdos largos bajo

condiciones estériles.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidén se dirige a un aparato y proceso
nuevos para purificar moléculas desde una mezcla de fluido
heterogénea. Mas particularmente, la invenciétn 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 paso de filtrar una mezcla
de fluido <clarificado heterogénea mediante wultrafiltracién
continua en un promedio de flujo especifico debajo del punto de
transicién de la molécula de interés en una regién dependiente de
presién del flujo versus la curva de TMP, caracterizado porque el
promedio de flujo especifico se mantiene sustancialmente contaste

en todo el proceso de ultrafiltracién.

En las incorporaciones particulares, el proceso de la
invencién comprende filtrar la mezcla de fluido clarificada a
través de una membrana de ultrafiltracién que tiene un &area en
metros cuadrados aproximadamente igual entre 0,1 a 2 veces el
promedio de flujo volumétrico de la mezcla de fluido clarificado
en litros / hora. En otra incorporacién, el proceso de la
invencién comprende filtrar la mezcla de fluido gclarificado a
través de una membrana de ultrafiltracién que tiene un Area en
metros cuadrados aproximadamente igual entre 0,3 a 1 vez el
promedio de flujo volumétrico de la mezcla de fluido clarificado

en litros/ hora.

El proceso de la invencién ventajosamente permite filtrar la
mezcla clarificada en un promedio de flujo especifico que produce

una concentracién de pared de menos de aproximadamente 20%, menos
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de 15% y menos de 10% aproximadamente mayor a la concentracién de

retencién, sin polarizacién de concentraciédn apreciable.

En una incorporacién mds especifica, la invencién se
dirige a un proceso integrado, continuo vy estéril para la
fermentacién por perfusién continua, extraccién de particula y
purificacién/ concentracién. En un aspecto de la invencién, el
procesc comprende filtrar la mezcla de cultivo del tejido
mediante un proceso de separacién que selectivamente separa la
proteina de interés desde la mezcla en un punto establecido
operacional debajo del punto de transicién de la proteina en la
regién dependiente de presién del flujo versus la curva TMP para
producir un producto aislado, parcialmente purificado,
concentrado, libre de particulas y estéril, donde el promedio de
flujo especifico a través del proceso de separacién se mantiene
sustancialmente constante en niveles menores al punto de

transicién de la proteina.

En otro aspecto de la invencién, el proceso es un proceso
continuo para purificar una proteina de interés desde una mezcla

de fluido de cultivo de tejido heterogénea, que comprende:
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(a) producir mediante proceso de fermentacién por perfusién
continua una mezcla de fluido de cultivo de tejido heterogénea

que contiene una proteina de interés;

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

proceso de fermentacién por perfusidn continua;

(c) extraer los contaminantes de particulas desde el fluido
de cultivo de tejido en el proceso de extraccién de particula
continuo para producir un fluido de cultivo de tejido clarificado

que contiene la proteina de interés;

(d) transferir el fluido de cultivo de tejido clarificado a
un procesc de purificacidén continuo integrédo con el proceso de

extraccién de particula continuo; y

(e} purificar la proteina de interés desde el fluido de
cultivo de tejido clarificado en el proceso de purificacién

continuo;

caracterizado porque el promedio de flujo especifico de la

mezcla a través del proceso de fermentacidén por perfusidn,

87
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proceso de extraccién de particula continuo y el proceso de

purificacién continua se mantiene sustancialmente constante.

En aun otro aspecto de la invencién, el proceso es un
proceso semicontinuo para purificar una proteina de interés desde
una mezcla heterogénea de fluido de cultivo de tejido que

comprende:

(a) producir mediante proceso de fermentacién por perfusién
continua una mezcla de fluido de cultivo de tejido heterogénea

que contiene una proteina de interés;

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

sistema de fermentacién por perfusién continua;

(c) extraer los contaminantes de particulas desde el fluido
de cultivo de tejido en el proceso de extracciédn de particula
continuo para producir un fluido de cultivo de tejido clarificado

que contiene la proteina de interés;

Y24



13

{d) transferir el fluido de cultivo de tejido clarificado a

un recipiente de onda integrado con el proceso de extraccién de

particula continuo; y

(e) purificar la proteina de interés desde -el fluido de
cultivo de tejido clarificado en el sistema de purificacién para
producir un productc parcialmente purificado, 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 fermentacién por perfusién
continua y el proceso de extraccidén de particula continuo se

mantiene sustancialmente constante.

La presente invenciétn ademas se dirige a un aparato para
separar una proteina de interés de la mezcla de fluido de
cultivo de tejido heterogénea. En un aspecto de la invencidén, el
aparato comprende: (a) sistema de fermeﬁtacién por perfusidn
continua; (b) un sistema de extraccién de particula continua
integrada con el sistema de fermentacién por perfusién; y (c) un
sistema de purificacién continua integrado con el sistema de
extraccién de particula, caracterizado porque el aparatec se

adapta para mantener condiciones estériles.
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En otro aspecto de la invencidn, el aparato comprende: (a)
sistema de fermentacidén por perfusién continua; (b) ‘un sistema de
extraccién de particula continua integrado con el sistema de
fermentacién por perfusién; y (c) un sistema de purificaciédn
intermitente integrado con el sistema de extraccién de particula,
caracterizado porque el aparato se adapta para mantener

condiciones estériles.

El sistema de purificacién puede, por ejemplo, ser un
sistema de ultrafiltracién o un sistema de absorcién/ desorcién
convectiva, o cualquier otro 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 proceso y aparato de la invencidén se adaptan para
permitir el procesamiento continuo de una mezcla de fluido
heterogénea, como por ejemplo un fluido de cultivo celular, en un
promedio de flujo sustancialmente constante. En un aspecto
particular de la invencién, el proceso y aparato de la invencién
se adaptan para el permitir procesamiento continuo de una célula
heterogénea o mezcla de fluido de cultivo de tejido en un

promedio de flujo sustancialmente constante debajo del punto de
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transicion de la proteina en la regién dependiente de presidn del
flujo versus la curva de TMP durante un periodo continuo vy

durante todo el proceso de purificacién.

Estos y otros aspectos de la invencién se describen en
detalle a continuvacién en la siguiente memoria descriptiva de

dicha invencién.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las figquras que acompafian, que se incorporan y constituyen
parte de la memoria descriptiva, ilustran incorporaciones de la
invencién, vy, ijunto con la descripcién detallada de 1la
incorporacién, sirven para explicar los principios de la

invencién y sus beneficios.

FIG 1: Representacién esquemitica del proceso de perfusién
continuo convencional seguido por 3 pasos de proceso de
aislamiento segregadc fisica y logisticamente (recoleccidén de
cosecha en serie, extraccidén de particula en serie Yy

concentracién/ purificacién en serie).

FIG 2: Representacidén esquemAtica de 2 incorporaciones de un
dispositive inventivo A para fabricacién estéril, integrada vy
continua. Representacién esquematica de 1la incorporacién Al
mostrada en el lateral izquierdo y representacién esquematica de

la incorporacidn A2 mostrada en el lateral derecho.

FIG 3: Representacién esquematica de 2 incorporaciones del
dispositivo inventivo B para fabricacién estéril, integrada vy

continua. Representacién esquemdtica de incorporacién Bl mostrada
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en el lateral izquierdo y representacién esquemdtica de 1la

incorporacién B2 mostrada en el lateral derecho.

FIG 4: Representacién esquemdtica de la incorporacién del
sistema inventivo de extraccidén de particula continua integrada
(100), un elementc del dispositivo inventivo A y del dispositivo

inventiveo B.

FIG 5: Representaciones esquemdticas de las incorporaciones
adicionales del dispositive inventivo A que combina elementcs
miltiples para aumentar la capacidad de planta total (A3) o el

rendimiento de concentracidédn y separacidén (A4).

FIG 6: Representaciones esquemdticas de incorporaciones

adicionales del dispositivo inventivo B.

FIG 7: Incorporacién adicional de dispositivos inventivos
que combinan los elementos del dispositivo A y dispositivo B en
serie para aumentar el rendimiento de la concentracién total y

separacién.

FIG 8: Comparacién ejemplo de las capacidades de carga total

por 10” de <céapsula de filtro para . procesos en serie



convencionales e incorporacidén del dispositivo inventivo y método
para extraccidén de particula continua (procesos de filtracién
continua integrada) utilizando capsulas de filtro comercial
idénticas. Método ejemplo que produce Factor VIII recombinante de

coagulacidédn mostrado.

FIG 9: Ejemplo de curva de presién- flujo (flujo de permeato
especifico en LMH= litros/ hora/ m? sobre presidén transmembrana)
y determinacidén de punto de operacién. El1 circulo muestra el
punto de operacién tipico que se ajustara mediante TMP para
procescs en serie convencionales. El rectdngulo muestra la regiodn
operacional preferida que se ajustard mediante la bomba de

permeato segin el método para utilizar el -dispesitivo inventivo

A.

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

de retencién, 2 LMH de flujo de permeato.
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FIG 1l: Ejemplo de separacién de rFVIII desde fermentacién
por perfusién continua libre de plasma- proteina utilizando una
incorporacién del dispositivo inventivo A. Comparacién del
rendimiento de aislamiento promedio de un método continuo
inventivo comparado con el rendimiento promedio de aislamiento en
serie, incluyendo una propagacién de desviacién. estdndar. 3
series consecutivas se utilizaron para determinar el rendimiento
en serie, mientras que 3 puntos consecutivos (dias) se utilizaron

para el proceso continuo.

FIG 12: Ejemplos de rendimiento del paso inventivo A. La
presién transmembrana y el flujo especifico de sistema de
ultrafiltracién continua integrada (300) como una funcién del
tiempo de proceso continuo para 3 ejemplos diferenfes mostrados.
Tridngulos = 100 kD de membrana, Factor VIII recombinante de
coagulacién (rFVIII); Cuadrados= 10 kD de membrana, interleucina
-2 recombinante; Circulos= 50 kD de membrana, glicoproteina
creado por ingenieria genética (Mr >100 kD). Todos los ejemplos
mostrados son fermentacién por perfusién continua libre de plasma

proteina.

FIG 13: Ejemplo de rendimiento a largo plazo del dispositivo

inventivo A directamente acoplado para la fermentacién por
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perfusién continua de los 2 productos proteicos que co expresan
linea celular (proteina fluorescente verde GFP y IL-2SA). Presién
de transmembrana y flujo especifico de sistema de ultrafiltracién
continua inventiva (300) como una funcién 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 fermentaciébn por
perfusiébn continua de los 2 productos proteicos que co expresan
linea celular (proteina fluorescente verde GFP y IL-2SA). 10kD de
membrana se utilizaron. El factor de concentracién de ambos
productos proteicos, como se determina mediante los ensaycs
especificos, y factor de concentracién volumétrica mostrado como

una funcién de tiempo de proceso continuo.

FIG 15: Ejemplo de rendimiento del dispositivo inventivo B.
Rendimiento y caida de presidén sobre cerca de 100 ciclos de
adsorcién/ desorcidén con el adsorbedor convectivo (proteina
objetivo: variante de Factor FVIII de coagulaciédn producide con
ingenieria genética; adsorbedor convectivo: adsorbedor comercial,

Mustang Q, Pall Corporation).
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FIG 16: Ejemplo de rendimiento del dispositivo inventivo B.
UV y perfil de conductividad durante un ciclo de adsorcién /
desorcidébn tipica <c¢on el adsorbedor convectivo {proteina
objetivo: variante de Factor FVIII de coagulacidéon producido con
ingenieria genética; adsorbedor convectivo: adsorbedor comercial,

Mustang Q, Pall Corporation).

FIG 17: Ejemplo de rendimiento de dispositivo inventive B,
gel SDS- Page (mancha con color plata) de Carga = cosecha
clarificada continuamente dejando el sistema de extraccién de
particula (100) y semi continuamente cargada en el sistema del
adsorbedor convectivo (400) y levigacién de adsorcién / desorcién
tipica mostrada. Proteina objetivo: variante de Factor de
coagulacién de FVIII producida por ingenieria genética;
adsorbedor convectivo: adsorbedor comercial, Mustang @, Pall
Corporation). La levigacién se diluydé nuevamente para cargar

concentracién antes de realizarla sobre gel.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones
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Excepto como se define expresamente en la presente, la
terminologia utilizada en la presente solicitud es estdndar 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
estin incluidos de los nimeros que definen el campo e incluyen y
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 encabezamientos de 1la
seccidén utilizada en la presente se encuentran con motivos
organizacionales y no pretenden limitar el objeto descrito. Todos
los documentos, o partes de documentos, citados eﬁ 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 totalidad por cualquier

propésito.

El término “eclarificacién” y “elarificado” significa la
extraccién de la particula desde una solucién de manera que la

solucién remanente pase a través de 0,2 um de membrana.
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El término “fermentacién por perfusidém continua” se refiere
a un sistema o proceso de fermentaciédn de estado firme que cpera
sin interrupcién y en el cual las células o micrqorganismos se
mantienen en cultivo en 1la fase de crecimiento exponencial
mediante la adicién continua del medio fresco que se equilibra
mediante la extraccién de 1l1la suspensidén celular desde el

bioreactor.

Los términos “ecultivando” “ereciendo”, “‘manteniendo’,
“respaldando” y “expandiendo” son sindénimos en el sentido de que

las células permanecen viables y capaces de producir progenie.

El término “concentraciédn”, en su forma verbal, significa
extraccién de agua desde una solucién de manera que la cantidad
de una molécula de interés por volumen de solucién remanente
aumenta.

El término “ polarizacién de concentracién” significa la
acumulacién de moléculas retenidas (capa de gel) en la superficie
de la membrana producida por una combinacidén de factores: presidn
transmembrana, velocidad del flujo cruzade, viscosidad de 1la

muestra, y concentracién de soluto.
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El término “econtinuo” significa ininterrumpido en tiempo,
secuencia y/o operacién durante periodos prolong;dos. Como se
utiliza en referencia con la fermentacién, procesos de
clarificaciébn y filtracién de la presente invencién, “continuo”
significa que los procesos se integran fisica y logisticamente
como para permitir la operacidén sin interrupcié4n durante un
periocdo prolongado suficiente para producir un producto aislado
parcialmente purificado, estéril, libre de particulas vy
concentrado que contiene la proteina de interés. El1 término
continuo, como se utiliza en referencia a los procesos de la
invencién, se entiende ademids que significa un proceso que no rce
realiza en serie o de manera verdaderamente continua. Los
procesos de la presente invencidén son capaces de tener operacidn
continua, por ejemplo, durante periodos p;olongados gue oscilan
entre 1 dia a varios meses sin interrumpir 1la operacién o
secuencia de los procesos. Como se utiliza en la presente
invencién, los procesos se operan durante un periodo continuo
mayor a 2, 3, 4, 5, 6, 6 7 dias, 2, 3, 4, 5, 6, 7 6 8 semanas, o

3, 4, 5, 6, 0o mas meses.

Los términos “semicontinuo” e “intermitente” significa que
uno o mas procesos o elementos de un sistema integradoc operan de

manera discontinua o en serie, mientras que otros procesos o
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elementos del sistema integrado operan de manera continua. Por
ejempleo, en algunas incorporaciones de la invencién, el proceso
de purificacién es un proceso de adsorcibén/ desorcién convectiva,
que comunmente requiere de adsorcién de la mezcla heterogénea de
un sustrato de adsorcidon, eventualmente resultande en 1la
saturacién del sustrato, y la cual requiere terminacién del
proceso de adsorcién y desorcidén o liberacién de la fraccién
unida. Dicho proceso es intrinsecamente intermitente, aunque
capaz de estar integrado con procesos de corriente ascendente que

son continuos.

El término “adsorcién/ desorcién convectiva” significa un
proceso cromatogriéfico en el cual sucede la transferencia de masa
fundamentalmente mediante conveccién. La adsorcién/ desorcién
convectiva es un proceso en el cual una fraccién ae una mezcla
que contiene una molécula de interés se separa de otra fraccién
de la mezcla, mediante adsorcién de una fraccién a un sustrato

seguido por desorciédn de aquella fraccién desde el sustrato.

E1l término “flujo cruzade” o “flujo cruzado fluido”
significa el flujo de fluido a través de la parte superior de la

superficie de la membrana.
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El término "“integrado” comc se utiliza en referencia a
miltiples sistemas y/o procesos, significa.que los sistemas y/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 invencidn, que se dirige a un
sistema continuo o semicontinuo integrado para producir una
proteina de interés libre de particula, concentrada vy
parcialmente purificada, un sistema integrado conectaré
diferentes compcnentes directamente de manera suficiente para
mantener condiciones estériles entre los diferentes componentes

del sistema.

Los términos “medios” (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 exclusidén del otro.

El término “me=cla” significa una combinacién heterogénea
de moléculas y compuestos que contienen una molécula de interés,
como por ejemplo, una proteina, y varios contaminantes. Una
mezcla preferida de la presente invencién es un fluido de cultivo
de tejido comprendido por una mezcla heterogénea de proteinas que

incluyen una proteina exégena de interés que se obtierne
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inicialmente desde un proceso de fermentacidn por perfusién

centinua.

El término “capa de gel” significa un delgada capa
microscédpica de moléculas que pueden formarse en la parte
superior de una membrana. Puede afectar la retencién de moléculas
mediante obstruccién de la superficie de ‘la membrana y de ese
modo reduce el flujo del filtrado, o, en operacidén de flujo

constante, aumenta TMP.

El término “molécula de interés” significa particulas u otra
especie de moléculas que se gseparan de una solucidn o suspensién
en un fluido (por ejemplo, un liquido). Las particulas o
moléculas de interés se separan del fluido, y, en la mayoria de
los casos, de otras particulas o moléculas en el fluido. El
tamafio de la molécula de interés a separarse determinard el
tamafio del poro de la membrana a utilizarse. Preferentemente, las
moléculas de interés son de origen biolégico o "bioquimico o
producidas por procesos transgénicos o in vitro e incluyen
proteinas, péptidos, polipéptidos, anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos. Ejemplos de origenes de vapor de alimentacién
preferidos incluyen cultivo celular de mamifero y cultiveo celular

de nmicroorganismo como por ejemplo, bacterias, hongos, ¥y
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levadura. Deberia notarse que las especies que se filtran
incluyen péptidos no deseables, proteinas, componentes celulares,
ADN, coloideos, micoplasma, endotoxinas, virus, carbohidratos, y

ctras moléculas de interés biolégico, ya sea glicosilatados ¢ no.

El término “permeato” se utiliza como sinénimo de filtrado.

El término ‘“producto aislado” significa " un producto
parcialmente purificado y concentrado que contiene una proteina
de interés. Un productc aislado es un producto que ha logrado un
grado de purificacién y concentracién comparable con el logrado
mediante proceso de ultrafiltracién o adsorcidén / desorcién
convectiva. Un producto aislado no es necésariamente homogéneo,
pero sera sustancialmente purificado en relacién 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” ya que
se relaciona con el filtrado. El1 promedio de flujo retenido
especifico es el promedio de flujo de retencién normalizado en la

membrana utilizada.
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Cuando se utiliza en relacién con el flujo, el término
“suastancialmente constante” significa que el flujo se mantiene a
un nivel generalmente constante durante un periodo sustancial

durante el curso de la filtracién.

El término “fluido de cultivo de tejido” significa una
mezcla heterogénea de componentes derivados de un medio de
cultivo de tejido. En los aspectos preferidos de la invencidn, el
fluido de cultivo de tejido deriva de un proceso de fermentacién
por perfusidén continua. Un fluido de cultivo de tejido
“clarificado” es un fluido de cultivo de tejido que ha sido
filtrade previamente para extraer desechos celulares y otras

macromoléculas grandes.

El término “presién de transmembrana” y su sigla “TMP”
significa la presién promedio aplicada desde la alimentacién al
lateral de filtrado de la membrana. TMP se calcula mediante
TMP [barra]=[(PF + PR)/2]- Pf donde PF es la presién de
alimentacién, PR es la presidén de retencién, y Pf es la presidn

del filtrado.

El término “recuperacidn” significa una cantidad de una

molécula de interés gque puede recuperarse luego del proceso.
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Usualmente expresado como un porcentaje del material inicial o

rendimiento.

El término “retencibébm” significa la parte de la muestra que
no pasa a través de la membrana, también conocido como el

concentrado.

El término “ultrafiltracidémn” significa wuna forma de
filtracién que utiliza membranas de microporos o semipermeables
para preferentemente separar fluidos e iones sobre la base del
tamafio diferencial o peso molecular. La ultrafiltracién
cominmente se utiliza para filtrar moléculas que tienen un peso

molecular mayor a aproximadamente 10.000 daltones.

La presente invencién se dirige a un proceso integrado,
continuo y estéril que comprende fermentacién por perfusidn
continua, extraccidén de particulas y purificacién/ concentracion.
En un aspecto de la invencién, el proceso comprende filtrar la
mezcla de cultivo de tejido mediante un proceso de separacién que
selectivamente separa la proteina de interés de la mezcla en un
punto establecido operacional debajo del punto de transiciémn de
la proteina en la regién dependiente de presién del flujo versus

la curva de TMP para producir un producto aislado, estéril, libre
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de particulas, concentrado y parcialmente purificado, donde el
promedio de flujo especifico a través del proceso de separacién
se mantiene sustancialmente constante a niveles menores que el

punto de transicién de la proteina.

En otro aspecto de la invencién, el proceso es un proceso
continuc que comprende: (a) producir continuamgnte mediante
fermentacién por perfusién continua una mezcla de fluido de
cultivo de tejido heterogénea que contiene una proteina de
interés; (b) transferir continuamente la mezcla del fluido de
cultivo de tejido a un proceso de extraccién de particula
integrado con el sistema de fermentacién por perfusidén continua;
(c) extraer continuamente los contaminantes del precipitado del
fluido de cultivo de tejido en el proceso de extraccién de
particula para producir continuamente un fluido de cultivo de
tejide clarificado que contiene 1la proteina de interés; (d)
transferir continuamente el fluido de cultive de tejido
clarificado a un proceso de purificacién integrado con el sistema
de extraccién de particula; y (e) separar continuamente la
proteina de interés del fluido de cultivo de tejido en el sistema
de purificacién para producir continuamente un producte aislado
estéril, 1libre de particulas, concentrado y parcialmente

purificado que contiene la proteina de interés.
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En inclusive otro aspecto de la invencién, el proceso es un
proceso semicontinuo que comprende: (a) producir continuamente
mediante fermentacidén por perfusién 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 fermentacién por perfusién continua:
(c) extraer continuamente los contaminantes del precipitado del
fluido de cultivo de tejido en el proceso de extraccidén de
particula para producir continuamente un fluido de cultivo cde
tejido clarificado que contiene la proteina de interés; (c)
transferir continuamente el fluido de tejido de cultivo
clarificado al recipiente de onda integrado con el procesc de
extraccién de particula; (e) transferir intermitentemente el
fluido de <cultivo de tejido clarificado a un proceso de
purificacién integrado con el recipiente de onda y (e) separar
continuamente la proteina de interés del fluido de cultivo de
tejideo en el sistema de purificacién para producir continuamente
un producto aislado estéril, libre de particulas, concentrado vy
parcialmente purificado que contiene la proteina de interés,
caracterizado porque el promedio de flujo especifico de la mezcla
a través del proceso de fermentacién por perfusidén continua y

proceso de extraccién de particula continua se mantiene
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sustancialmente constante, y en un promedio igual a la produccién
promedioc en tiempo del proceso de purificacién semicontinvo

integrado.

Dispositivos para Practicar Métodos de la Invencidn

La presente invencién ademas se dirige a un aparato para
separar una proteina de interés de una mezcla de fluide ae
cultivo de tejide heterogénea. Generalmente, el aparato
comprende: (a) un sistema de fermentacién por perfusibébn continua;
(b) un sistema de extraccién de particula continua integrado ccn
el sistema de fermentacidén por perfusién; y (¢) un sistema de
purificacién continua integrado con el sistema de extraccién de
particula, caracterizado porque el aparato estd adaptado para
mantener las condiciones estériles. En  otro aspecto de la
invencidén, el aparato comprende: (a) un sistema de fermentacidn
por perfusidén continua; (b) un sistema de extraccidn de particula
continua integrado con el sistema de fermentacién por perfusién;
y (c) un sistema de purificacién intermitente integrado con el
sistema de extraccién de particula, caracterizado porque el
aparato estd adaptado para mantener las condiciones estériles. El
sistema de purificacién puede, por ejemplo, ser un sistema de

ultrafiltracién o un sistema de desorcién /.adsorcién convectiva,
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o cualquier 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.

El proceso y aparato de la invencién se adaptan para
permitir procesamiento continuo de una mezcla de fluido de
cultivo de tejido heterogéneoc en un promedio de flujo
sus;ancialmente constante. En un particular aspecto de la
invencién, el proceso y aparato de la invencién se adaptan para
permitir el procesamiento de una mezcla de fluido de cultivo de
tejido heterogéneo en un promedioc de flujo sustancialmente
constante debajo del punto de transicién Ae la proteina en la
regién dependiente de presién del £flujo versus la curva de TMP
durante un periodo continuo y a través del proceso de

purificacidn.

En incorporaciones especificas, la invencién proporciona dos
dispositivos nuevos (A, B) que se componen de 3 elementos
distintos pero altamente integrados, todos tienen un rol esencial
y Jjuntos forman una plataforma de sistema de aislamiento de
proteina continuo, excepciconalmente eficaz que resuelve los

problemas del arte previo anteriormente mencionados.
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Los tres elementos distintos de cada dispositivo son en
primer lugar un sistema de extraccidén de particulas continua
(100), en segundo lugar un recipiente de onda estéril (200) y en
tercer lugar un sistema de concentracién / purificacién integrado
(300, 400, respectivamente). Todos estos tres elementos y asi los
nueves dispositivos y métodos desarrollados para utilizar estos

dispositivos se describen en detalle en la presente.

Para proporcionar purificacién/ concentracién continua o
semicontinua integrada del producte proteico, el dispositivo
inventivo A (de los cuales se muestran dos incorporaciones en la
Figura 2) comprende un sistema de ultrafiltracién estéril,
continuo integrado (300) mientras que el dispositivo inventivo B
(de los cuales 2 incorporaciones se muestran en la Figura 3)
comprende un sistema de adsorcién / desorcidén convectiva

semicontinuo integrado (400).

Los dispositivos de la invencidén se integran directamente
con uno o mas fermentadores por perfusién continua y asi forman

una plataforma de fabricacién integrada, continua, nueva.
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DISPOSITIVO A
Sistema de Extraccién de Particula Continuo Integrado (100)

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

del sistema de fermentacidédn por perfusidén continua (1).

La Figura 4 muestra una representacién esquemdtica mas
detallada de una incorporacién del sistema de extraccién de
particulas continuo integrado inventivo (100) que esta formado
por una bomba (101), un indicador de presién o transmisor,
respectivamente (107), un colector de conexién (102) y un montaje
de varios trenes de filtros (103). Todog los componentes ce

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 la tuberia de la bomba tienen un tamarfio dado para
entregar el promedio de flujo de la cosecha deseado del sistema

de fermentacién de cultivo celular, que es hasta 15 volumenes de
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bioreactor por dia, por ejemplo, hasta 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 o transmisor de presién (107) estéd
diseflado de manera tal que puede estabilizarse mediante autoclave
o irradiacién. En el disefio actual, se utiliza ya sea un
transmisor piezoresistivo reutilizable en un alojamiento de acero
inoxidable o© un indicador de presién de acero inoxidable
reutilizable. Sin embargo, futuras mejoras pueden incluir el uso
de transmisores descartables que pueden ser facilmente

esterilizados mediante irradiacién.

En una presente incorporacién de colector de conexién (102)
estd formado por una tuberia flexible, con pinzas de tuberia (o
vadlvulas) y conectores estériles adecuados para. permitir la
conexién de montajes de tren de filtro adicionales sin
comprometer la esterilidad del sistema. Preferentemente, los
didmetros de tuberia tienen un tamafio como para proporcionar
velocidades de fluido lineales de aproximadamente 2 m/s o menores
en promedios de flujo deseades, asi evitaﬁdo altas presicnes y
recortes. En otra presente incorporaciédn, en lugar de conectores

estériles se usan piezas de tuberia flexible especial que pueden
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soldarse con soldadores de tuberias comerciales sin comprometer
la esterilidad. Dichas piezas de tuberias se realizan con PVC u

otros polimeros adecuados.

El montaje de tren de filtro (103} esta formado por al menos
dos, preferentemente miltiples trenes de filtros idénticos (como
se muestra en representaciones esquemiticas) con soclamente uno de
los trenes de filtro abiertos en cualquier momento, como se

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

Cada tren de filtro esta formado por al menos un filtro,
preferentemente un prefiltro y un filtro final en serie (como se
muestra en la Figqura 4). Si se quiere aumentar la- capacidad de
una aplicacién especifica, cada tren de filtro (105, 106 etc)
puede también estar formado de mualtiples filtros o trenes de

filtro en paralelo (no mostrado).

En una incorporacién de la invencidé4n 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, Ia funcién del
disco de ruptura o la clavija de ruptura, es automAticamente

abrir el paso del flujo al segundo tren de filtro (107) una vez
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que la presién en el primer tren de filtro (105) alcance un
limite especifico, asi asegurando continuacién ininterrumpida del
proceso de filtracién. Discos de ruptura éomercialmente
disponibles se utilizan en el sistema inventivo, que son de otra
manera utilizados para proporcionar liberacién de presién de
seguridad. En una presente incorporacidén, los discos de ruptura o
clavijas de ruptura con un limite de presién de ruptura
especifico o no mas de 16 PSI se utilizan, ios cuales prueban ser

muy eficaces. 8Sin embargo, un registro 1limite de presién

especificada es posible.

Cada tren de filtro adicional del montaje de tren de filtro
también se separa mediante una vdlvula manual o automdtica y otro
disco de ruptura o clavija de ruptura. Una vez que el segundo
tren de filtro (106) est4 en funciconamiento, la vélvula del
siguiente disco de ruptura o clavija de ruptura, respectivamente,
se abre, de manera tal que el siguiente tren de filtro pueda

actuar como respaldo, etc.

En una incorporacién alternativa, las valvulas accionadas
automdticamente se utilizan exclusivamente, y en funcionamiento,
un sistema de control acciona las valvulas basados en el aporte

del sensor de presidén piezoresistivo (107) que puede ser

/7
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esterilizado mediante autoenclave. Sin embargo, los solicitantes
descubrieron que el presente diseflo que comprende el disco de
ruptura o clavija de ruptura, respectivamente, proporciona

impresionante solidez en el funcionamiento a largo plazo.

El promedio final del filtro es al menos 3 pm © menor,
preferentemente 0,45 pm y aun mas preferentemente 0,2 yum. El1l tren
de filtro en funcionamiento (6) ademas retiene las células
remanentes, asi como también, desechos celulares importantes vy
otras particulas, resultando en una corriente de salida libre de
particulas (9), el fluido de cultivo de tejido clarificado

(cTCF) .

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

pueden ser esterilizadas mediante autoenclave o irradiacién.

Como un ejemplo de una presente incorporacién del
dispositivo inventivo, disefiado para un promedio de flujo de 1

litro/ minuto, cada tren de filtro (105, 106, etc) del montaje
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(103) estd formado por 3 30°° capsulas de prefiltro (Kleenpak
Ultipleat, Pall Corp., 4,5 pm, 0,75 m? cada uno) seguido por 3
20°° capsulas de filtro final (Sartobran P, Sartorius, 0,45
pm/0,2 pm, 1,3 m? cada uno). Esta incorporacidén particular ha
demostrado ser particularmente eficaz para fabricacién en gran
escala de Factor de coagulacién recombinante FVIII, asi como

también, variantes de FVIII producido mediante ingenieria

genética incluyendo FVIII de dominio B borrado.

Sin embargo, los solicitantes han descubierto que cuando se
utiliza el dispositivo y método inventivo, la eficacia de la
extraccién de particulas con wuna variedad de materiales de
filtros disponibles y confiquraciones de diferentes fabricantes
(Pall, Sartorius, Cuno) aumenta consistente y significativamente
en comparacién con los procesos en serie respectivos

convencionales.

Ademas, el dispositivo y proceso nuevos inventivos serdan
beneficiosos para el uso con los nuevos tipos de filtros vy
geometrias, por ejemplo, con tipos de filtros que aumentan el
drea de filtro disponible por cépsula, asi como también, con

tipos de filtros que proporcionan un modelo de flﬁjo cruzado u
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otros medios para minimizar la construccién de tortas, como por

ejemplo vibracién o rotacién del elemento de filtro.

En otra incorporacién del proceso 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 miltiples trenes de
filtros para el funcionamiento. Este primer tren de filtro del
montaje opera hasta que un volumen de carga predeterminado
especifico ha sido procesado, luego de dicha operacién se
intercambia (manual o automaticamente) hasta el siguiente tren ce
filtro en el montaje. El1 volumen de carga especifico es
especificado de manera tal que bajo condiciones de funcionamiento
normales el limite de presién el disco de ruptura o la clavija de
ruptura no se excede. Sin embargo la presién aumenta mas que lo
usual durante la filtracién, por ejemplo, -debido a una inusual
filtracién baja de la cosecha, el tren de filtro de refuerzo
asegura nuevamente que una filtracién continua sin interrupciones
abriendo una vez la presién especificada se excede. '‘Siguiendo con
la abertura del tren de filtro de refuerzo, la filtracidén se pasa
a otro tren de filtro del montaje y otro tren de filtro de
refuerzo con el disco de ruptura o clavija de ruptura instalada

sin comprometer la esterilidad del sistema.
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Los expertos en el tema saben que para mantener tanto los
costos del filtro y los tiempos de procesamiento para procesos de
extraccién de particulas en serie al minimo, los trenes de filtro
tienen que tener un tamafic tal como para tener el &rea de filtro
lc mas pequefia posible requerida para proporcionar el promedic de
flujo absoluto deseado (en litros / hora) y presién maxima. E1
promedio de flujo absoluto deseadc en cambio tiene que ser 1lo
suficientemente alto como para proporcionar tiempos de
procesamiento posibles para el volumen en serie deseado. Esto
necesita intrinsecamente un alto promedic de flujo especifico (

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

En oposicién al sistema de filtracién en serie optimizaco
comparable, el dispositivo inventivo estd disefado para varias
veces el promedio de flujo especifico bajo, que se mantiene
constante (en litros/ hora/ m? del 4rea de filtro instalada) de
manera tal gque el promedio de flujo absolutoc es iguél al promedio

de flujo de la cosecha de la fermentacién por perfusidén continua.

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

promedios de flujo ajustados en procesos en series.
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Es importante notar que en procesos de aislamiento en serie
convencionales, tales promedios de flujo especificos bajos
deberian no ser posibles debido a sus 4&areas extremas de
filtracién ( y por ende, costos) o demasiados bajos en un
promedic de flujo absoluto. Esto es en primer lugar porque la
mayoria del tiempo, el equipo de extracciédn de particula en serie
no trabaja mientras que la cosecha se recoge para la sigquiente
serie. Ademas, el sorpresivo desproporcional aumento en la
capacidad alcanzable de filtro del método inventivo permite una
importante reduccién en el consumo de filtro y asi en los costos

de fabricacién.

Recipiente de onda (200)

La salida del sistema de extraccié4n de particula continuo
integrado se conecta directa y constantemente con un recipiente
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 y un puerto de salida, este Wdltimo
preferentemente en la parte inferior del recipiente. Un campo

amplio de tamafios y disefios de recipientes puede utilizarse. Sin
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embargo, el recipiente de onda tiene un tamafio preferentemente
pequeflo en comparacién con el diseflo volumétrico a través de todo
el sistema para mantener el tiempo de residencia del producto en
el recipiente al minimo, es decir, debaje de 24 horas,
preferentemente, debajo de 8 horas, y aun mas preferentemente

debajo de 4 horas.

Los solicitantes <descubrieron que tales tiempos de
resistencia bajos del producto, unicamente posible debido a los
dispositivos inventivos, permiten un aumento importante en el
rendimiento para productos proteicos intrinsecamente inestables,

asi resolviendo uno de los problemas del arte previo.

En algunas incorporaciones de los dispositivos inventivos,
el recipiente de onda se ubica en una célula de carga o
equilibrio (202), como se muestra para el dispositivo Bl y B2 en
la Figura 3. Esta célula de carga o equilibrio proporciona una
sefial de peso para un sistema de control computarizado (ro

mostrado) .

Ademds, en una incorporacién de dispositivos inventivos(B2),
el recipiente amortiguador (204) se conecta mediante una bomba

peristéltica (203) al recipiente de onda. En funcionamiento, esta
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estructura se ajusta a las propiedades de la corrieﬁte de cosecha
libre de particulas, comé por ejemplo, la conductividad (fuerza
idénica) o pH, agregando un amortiguador o diluyente adecuado. En
este caso, un sistema de mezcla opcional (2035) y los sensores
para controlar la condicién deseada (206), como por ejemplo el pH
o conductividad, se utilizan. En el presente disefio, un mezclador
acoplado magnéticamente se utiliza; sin embargo, otros sistemas
de mezcla, como por ejemplo batidores o dispositivos de pulsacién

podrian también ser utilizados.
Concentracién/ purificacién continua integrada (300)

Dispositivo A, del cual se muestran dos incorporaciones en
la Figura 2, comprende un sistema de uitrafiltracién estéril
continua integrada (300). Las incorporaciones del sistema de
ultrafiltracién estéril continua comprende una bomba de recicladc
(301) y un circuito de reciclado (306), uno o mas médulos de
ultrafiltracidn de flujo cruzado estéril (303), una bomba de
permeato (305), un recipiente que recibe permeato estéril (307)
en una célula de carga o© equilibrio (309) y una bomba de
retencién (311). Ademds, comprende instrumentacidén en forma de un
indicador de presién de entrada o un transmisor (302), el

indicador de presién de permeato o transmisor (304), el indicador
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de presidén 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 y concentrado que puede recogerse

continuamente, congelarse o procesarse adicionalmente.

La incorporacién inventiva A2 comprende ademds 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 concentradoc en el circuito de reciclado, como por ejemplo
sensores para el pH y conductividad (315, 316} . En
funcionamiento, esta estructura se utiliza para ajustar las
propledades de la corriente de cosecha libre de particulas, como
por ejemplo conductividad (fuerza idénica) o pH, agregado
amortiguador o diluyente adecuado. Esta estructura también pueae
utilizarse para agregar estabilizadores proteicos. Aunque en la
incorporacidén inventiva A2 el circuito de reciclado actia como
una cémara mezcladora, el acondicionamiento puede
alternativamente también realizarse agregande un recipiente de
onda como se muestra para el dispositivo B (incorporaciédn B2},

comprendiendo componentes (203, 204, 205, 206) como se discutira
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posteriormente en esta revelacién (véase descripcidén del

dispositivo B).

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

algoritmo de control predefinido.

Todas 1las bombas {301, 305, 311, 313)  son bombas
peristdlticas, que permiten bombear las respectivas bombas de
corrientes de fluidos sin rotar partes o sellos que contienen la
corriente del producto estéril. Los solicitantes descubrieron que
es preferible proporcionar un funcionamiento a largo plazo
sélido, estéril. Sin embargo, otros diseflos de bombas estériles
pueden en principic utilizarse. La bomba de reciclade (301) y su
tuberia de bombas tiene un tamafio que permite un ajuste sélido de
los promedios de flujo cruzado deseados de entre 80 a 800 litros
/ hora por m? del &rea de membrana instalada, dependiendo de las
caracteristicas de transferencia de masa del médulo de

ultrafiltracién utilizado. La bomba de permeato tiene un tamaiflo
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que permite ajuste sélido preciso de un flujo. de permeato
especifico de entre 90% a 99% del promedio de flujo de cosecha
desde una fermentacién por perfusién continua. La bomba de
retencién tiene un tamafio para permitir un ajuste sélido y
preciso del flujo de retencién entre 1% y 10% del promedio de

flujo de cosecha desde la fermentacién por perfusién continua.

Los médulos de ultrafiltracién encapsulados (303) =se
utilizan para permitir un funcionamiento .estéril- sélido y se
esterilizan mediante autoenclave o irradiacién. El1 recorte del
peso molecular nominal 6éptimo se elige basado en el peso
molecular del producto proteico de interés y tiene que
confirmarse mediante experimentos estdndares conocidos por los
expertos en el Area. Una variedad de materiales de membrana, como
por ejemplo, polietersulfona, polietersulfona hidrofilizada o
celulosa regenerada puede utilizarse, siempre que todo gl médulo
de la membrana pueda esterilizarse mediante irradiacién y/o
autoenclave sin daflar la membrana. Se espera que los materiales
hidrofilicos puedan aumentar 1la eficacia debido a su baja

tendencia contaminante.

Los solicitantes descubrieron que el dispositivo A es

eficiente Gnicamente si el Area en metros cuadrados de membrana
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de ultrafiltraciédn 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 1litros / hora. Por
ejemplo, para un promedio de flujo de cosecha por perfusidén de 1
litrce/ hora, el Area de membrana total instalada deberia ser
entre 0,1 y 2 metros cuadrados. Los solicitantes degcubrieron gLe
el dispositivo A es aun mas eficaz, si el area en metros
cuadrados de membrana de ultrafiltracidn total instalada es igual
al campo entre 0,3 a 1 vez el promedio de flujo volumétrico ce
la cosecha desde la fermentacién por perfusidn continua en litrcs

/ hora.

En una incorporacién de la invencidén, se utilizan médulos de
membrana de fibra hueca “descartable” disponible comercialmente
(GE Healthcare, ex Amersham Biosciences). 8Sin embargo wuna
variedad de membranas encapsuladas y disefios de médulos pueden
utilizarse, como por ejemplo médulcs de herida espiral, cassettes
encapsulados o cdpsulas con transferencia de masa aumentada
debido a modelos de flujo secundariocs ( por ejempleo, flujo de
vértice), elementos giratorios ( por ejemplo, filtros de disco
dinamico) o filtros vibratorios. Se espera que los casgsettes de
ultrafiltracién especialmente encapsulados pueden ser utilizados

beneficiosamente en los dispositivos inventivos ya que
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proporcionan cceficientes de transferenzia de masa altds a ur
promedls de flujo cruzado reeguerlido relalivamente bajo, asi
reduciends la capacidad de la bomba, misentray que manlisne la

complejidad del sistena y los c¢ostes de inversidn bajos.

£l dispositivo inventlve parmize no sclc un funclenamierto
continue sino también wealmente extéril, en contraste ecn une
simple epuracién aséplica. Los solicilantes descubris-on esto
disefiandc todos Joa componenLes del sistema contectando el
producte para resistir nc solamente a ia limpieza, sino también a
la estcrilizacidén mmdiante auzoenclave o qamma- irradiacién. br
1as prosentes incarporacinnes ‘os mGdulss onespsulados
descartablea se utilizan para extraer particulas continuus (lv0},
asi comc también, ultrafiltrascidn conlinua (300). Las bombas
peristaliicas se ytllizan para evitar cuslyuier coentacsto del
producto con los elemenLos rotathivos Y .ua sellos mecd-icos.
Ademds, en las presentes incorporaciones, zubteris doscartacle Y
ritajes de bolsas se wiilizan en lugar de caferias d.ras. Lex
corpoientes qus contactan productos descartables {por ejemnlo,
lLubexria, bolsas, mddulos) o© grupos de conponentes se premontaa y
astarilizan “unzos, asi simplificando -3 astruibLuza Y
[.ncionamiente. Los sistemaz se disenan para mantener cualquler’

fertura potenclal de' sistema estiéril a) arbiente (por ejemplo,
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gancho de flujo laminar), como para muestra, bolsa o intercambio
de instrumentacién a un minimo. En presentes incorporaciones del
dispositivo, los colectores se diseflan redundantes para permitir
el intercambio desde un componente estéril (por ejemplo, bolsa
receptora del producto) al siguiente sin abertura. El intercambio
adicional de 1la tuberia, médulos o Dbolsas se realiza
preferentemente utilizando soldadores de tuberia estéril antes

que conectores estériles.

Otras incorporaciones de los dispositivos podrian ademds
comprender componentes como por ejemplo recipientes de acero
inoxidable, alojamientos de filtro o tuberias que pueden ser
esterilizadas in situ, solo o en combinacién con los componentes
descartables, siempre que la solidez y esterilizacién en el

funcionamiento a largo plazo se asequren.

Las incorporaciones del dispositive inventivo A se disefian
para procesar el material desde fermentadores miltiples en
plantas de fabricacidén mads grandes (A3). Un ejemplo se muestra en
la representacién esquemdtica en la  Figura 5. Otras
incorporaciones se disefian para aumentar el factor de

concentracién total y el rendimiento de separacidén combinando 2
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etapas de los sistemas de ultrafiltracién continua (300) en

series (A4 mostrado esquemdticamente en la Figura 35).

DESCRIPCION DEL METODO PARA UTILIZAR EL DISPOSITIVO A

Las fermentaciones por perfusidédn continua se realizan sobre
un periodo prolongado (una campafia), cominmente entre 2 semanas
y 6 meses o mas. El producto 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 concentrado (el “producto
aislado”) se produce y deja continuamente el dispositivo en su
salida (312). Utilizando la bomba (10l1l) del sistema de extraccién
de particula estéril, continua (100) la cosecha se bombea
continuamente a través del montaje de filtraciénm (103) en un
promedio de flujo de cosecha por perfusién deseada Qh de 1la

fermentacién.

IL.a corriente de salida del sistema de filtracibén continua,
es decir, el fluido de cultivo de tejide clarificado (cTCF) 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 promedio de flujo iguval al
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promedio de flujo que viene de la fermentacidén por perfusién
continua. Debido al pequefio tamafic del recipient; de onda en
relacién 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

horas y aun mas preferentemente debajo de 2 horas.

El flujo cruzado adecuado y asi la transferencia de masa se
ajusta en el médulo de ultrafiltracién mediante la bomba de
reciclado {301). El1 promedio de flujo de retencién se ajusta y
controla utilizando la bomba de retencién (311), asi
proporcionando un promedio de flujo Qi continuo y constante del
producto aislado concentrado dejando al dispositivo A en su
salida (312). La bomba de permeato (305) se usa para ajustar y
controlar el promedio de flujo Qp del permeato, que se extrae
continuamente del permeato de los médulos de ultrafiltracién, vy
que esta formado por agua y componentes .de solucidn
suficientemente pequeflas como para pasar a través de la membrana

de ultrafiltracién (por ejemplo, sales, proteinas pequeifias).

Los promedios de flujo de permeato (Qp) y retencién/ aislado

(Qi) se ajustan cuidadosamente y se controlan para combinar el
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promedio de flujo de cosecha Qh de la fermentacidén de manera tal

que:

Qp + Qi= Qh

Al mismo tiempo, los promedios de flujo 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
concentracién de cosecha inicial, Qi se controla en Qi=1/10 * Qh
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
automaticamente extrae un flujo de Qp + Qi desde un pequefio

recipiente de onda (201).



56

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

flujo se controlan ademés en

Qp + Qi= Qh + Qb
Ademas, las proporciones de promedic de -flujo pueden
elegirse de manera tal que un factor de concentracién deseada cf
se logra satisfaciendo Qi=l/cf * (Qh + Qb). Alternativamente,
este proceso puede utilizarse para solamente alterar condiciones

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

El método nuevo para utilizar el dispositivo A también
contrasta con los procesos en serie UF (arte previo) en términos
de punto de establecimiento operacional de la misma
ultrafiltracién. Los procesos UF en serie convencicnales se
diseflan para una cierta produccién a través de un A&area de

membrana bajo en un corto periodo. UF en serie es asi
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generalmente operado en un punto de transicién de presién
dependiente a la regién 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, cuando la polarizacién de
concentracién conduce répidamente a una presibén 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 1la
membrana. Esta contaminacién adem&s reduce el flujo de permeato

durante un tiempo.

Los solicitantes sorpresivamente descubrieron que con el
dispositivo A, muchas veces las capacidades de carga mayores
totales por Area de membrana de ultrafiltracién instalada se
logran operando en el extremo bajo de la curva de presiédn - flujo

(véase Figura 9):

La pared de concentracién normalizada de un componente

completamente retenido puede describirse de la siguiente manera:
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Con

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

kd: coeficiente de transferencia de masa en litros/ hora/
m?.

cvolumen= concentracién del componente en el volumen de 1la
soluciédn

Como en UF en serie, UF continuo se opera en un coeficiente
de transferencia en masa optimizado para pinimizar la
polarizacién de concentracién. Sin embargo, en contraste con la
ultrafiltracién en serie, los solicitantes ajustan el flujo de
permeato J para que sea un extremo bajo de la curva presidén-
flujo (véase Figura 98). Como resultado de 1la relacidén
exponencial, la pared de concentracién cpared en la superficie de
la membrana es ademds significativamente menor que lo gue seria
en la ultrafiltracién en serie. Por ejemplo, 1la presente
incorporacién del método inventivo ajusta un flujo de permeato

especifico objetivo de aproximadamente 1/10 del coeficiente de

7%



59

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 dispositive A (incorporacién Al) para el aislamiento
continue de un producto proteico desde un fermentador de escala

de desarrcllo:

Tabla 1

Ejemplo de método para utilizar una presente 'incorporacibn
del dispositivo A para el aislamiento continuo de un producto

proteico desde una fermentacidédn por perfusién continua
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Parametro Opcional Objetivo

Promedio de flujo de cosecha|5 litros/ hora
Qh desde una perfusién| (120 litros / dia)
continua (controlado con

bomba 101)

Promedio de flujo de permeatoc|4,75 litros/ hora

QP {(controlado con bomba 305)

Retencién (producto aislado)|0,25 litros/ hora
promedio de flujo Qi

(controlado con bomba 311)

Flujo de permeato especifico|2 litros/ hora/ m‘

J

Factor de concentracién cf 20 veces

Para cada molécula de producto individual, un criteric puede
definirse por una estructura de ultrafiltracién continua estéril,
por ejemplo, basado en la presién transmembrana. Una vez que se
excede el limite de presién transmembrana, la estructura de
ultrafiltracidén estéril continua se cambia con otra estructura
idéntica sin comprometer la integridad y 1la esterilidad del
sistema. Esto puede hacerse en analogia con la estructura de

filtracién estéril continua usando ya sea colectores o conectores
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estériles, o usando tuberias descartables flexibles y soldadores

de tuberia estériles.
DISPOSITIVO B
Sistema de extraccién de particulas continuo integrado (100)

La Figura 3 muestra 2 incorporaciones del dispositivo
inventivo B. El1 sistema de extraccién de particula continuo
integrado (100) se conecta directamente con el lado de cosecha
del sistema de fermentacidén por perfusién continua (1). Esta
parte del dispositivo B es idéntica a la del dispositivo A (véase

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

Recipiente de onda (200)

La salida del sistema de extraccién de particula continuo
integrado se conecta directa y constantemepte con un recipiente
de onda (201), como se muestra en la Figura 3. 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 y un puerto de salida, este dltimo

preferentemente en la parte inferior del recipiente. Un campo
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amplio de tamafios y diseflos de recipientes puede utilizarse. Sin
embargo, el recipiente de onda tiene un tamafic preferentemente
pequeiic en comparacién con la produccién volumétric; a través del
sistema para mantener el tiempo de residencia del producto en el
recipiente al minimo, es decir, debajo de 26 horas,
preferentemente, debajo de 12 horas, y aun mas preferentemente

debajo 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 céluia de carga o
equilibrio proporciona una sefial de peso para un sistema de

control computarizado (no mostrado).

Ademas, en una incorporacién del dispositivo inventive (B2),
un recipiente amortiguador (204) se conecta mediante una bomba
peristaltica (203) al recipiente de onda. En funcicnamiento, esta
estructura se ajusta a las propiedades de la corriente de cosecha
libre de particulas, como por ejemplo, la conductividad (fuerza
iénica) O PpH, agregandc componentes para modificar 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
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este caso, una presente incorporacién también comprende un
sistema de mezcla opcional (205) y los sensores para controlar la
condiciédn deseada (206), como por ejemplo el pH o conductividad,
se utilizan. En la presente incorporacién, se wutiliza 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 dispesitive inventivo, 2
recipientes de onda se utilizan. En un tiempo dadc, un recipiente
de onda conectado con sistema de extraccién de particula continuo
(100), asi recibiendo fluido clarificado, mientras que el otro se
conecta con el sistema semicontinuo de concentracién /
purificacién (400), asi alimentando un ciclc de adsorcién/
desorcién 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 que el

volumen maximo de relleno se alcanza.
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Concentracién/ purificacidédn semicontinua integrada (400)

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

semicontinua integrada (400).

El sistema de adsorcién/ desorcién convectiva semicontinuo
se disefla y tiene un tamafio tal comoc para que su promedio de
flujo de carga (Qcarga) es significativamente mayor al promedio
de flujo del proceso de filtracién continua y cosecha por

perfusién continva (Qh), es decir Carga >> Qh.

Las incorporaciones del sistema de concentracién /
purificacién semicontinua (400) comprende una bomba de carga
(401) , un montaje de valvula de puertos miltiples (402) y varios
recipientes amortiguadores (404), una véalvula de 3 direcciones
(403) conectada con un recipiente receptor de desecho estéril
(413) y uno o mas médulos de adsorcién convectiva (406),
conectores ¢ transmisores de presiétn de entrada y salida (405,
408), instrumentacién adicional como por ejemplo sensor UV (409),
pH y sensores de conductividad (409, 410), medidor de £flujo

(412), asi como también, otra valvula de 3 direcciones (407)
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conectada con el recipiente de desechos (413) y la salida de

levigacién del producto (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) que
ingresan desde la instrumentacién (por ejemplo, pero sin limitar,
presiones, UV, pH, conductividad, peso de recipiente de onda) y
controles de las vadlvulas automatizadas y la bomba de acuerdo con

los protocolos programados.

La bomba de carga (401) es preferentemente una bomba
peristaltica para evitar un contacto directo de un producto o
amortiguadores estériles con cualquier parte mecéanica o de
sellos. Los solicitantes descubrieron que es preferible
proporcionar un funcionamiento a largo plazo estéril firme. Sin
embargo, otros diseflos de bomba estéril pueden en principic ser
utilizados. La bomba de carga tiene un tamafic que depende del
volumen de matriz instalado del adsorbedor convectivo (406) para
permitir un ajuste sélidoc de al menos 12 voluimenes de matriz /
minuto. Por ejemplo, en una presente incorporacién, se utilizan
cdpsulas de adsorbedor de membrana Mustang (Pall Corp) que tienen

un volumen aproximadc de 0,3 litros. Ademds, la bomba de carga
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tiene un tamafioc que permite cargar los promedios de flujo de

hasta 3,6 litros / minuto.

La funcidén del montaje de valvula de miltiples puertos (40Z)
es permitir el intercambio entre el producto que contiene la
carga extraildo del recipiente de onda (201) y cada uno de 1los
amortiguadores estériles y soluciones de 1limpieza de 1los
recipientes amortiguadores estériles (404) Las presentes
incorporaciones del dispositivo B utilizan una serie de vdlvulas
de perforacién accionadas automdticamente que 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 perforqcién proporcionan una
solucibébn particularmente beneficial para el dispositivo B ya que
permiten gue cualquier producto se contacte y asi no necesite ser
limpiado o esterilizado. Sin embargo, un amplio 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 direcg¢iones
(403-407) son vélvulas de membrana accionadas de forma

autoclavable. Sin embargo, una variedad de valvulas comerciales
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adecuadas para el procesamiento estéril puede en principio ser

utilizada, incluyendo por ejemplo, vélvulas de perforaciédn.

El médulo adsorbedor convectivo (406) contiene una matriz
cromatografica con una trasferencia de masa convectiva
predominantemente del producto de superficie de adsorcién y en
contraste con la cromatografia convencional, se esteriliza antes
gue se opere mediante autoenclave o irradiacidén. La transferencia
de masa predominantemente convectiva permite, en contraste con la
cromatografia de cama embalada convenciocnal, muy bajos tiempos de
ciclo de adsorcién/ levigacién/ regeneracién, que los
solicitantes utilizan en el dispositivo inventivo bara realizar

el funcionamiento semicontinuo.

En la presente incorporacién del dispositivo inventivo, el
adsorbedor convectivo (406) estd formado por una ¢ mias cdpsulas
adsorbedoras de membrana comercialmente disponibles con ura
guimica intercambiable de idén (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 ejemplo matrices monoliticas, dado

que en contraste con embalaje de resina por cromatografia
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convencional se elimina y las matrices pueden generalmente

encapsularse en médulos listos para utilizar.

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

dispositivo inventivo.

En una incorporacién del dispositive inventivo, los mdéduloes
adsorbedores convectivos miltiples se utilizan en el dispeositivo
en forma de un montaje de trenes- adsorbedores convectivos en
paralelo, similar al sistema de extraccién de particula continueo
(100) . Todo el montaje con todos los adsorbedores- trenes para
unc nuevo deberian primero alcanzar el fin Qe su vida atil, segun
se determina, por ejemplo, mediante un criterio predefinido como
por ejemplo presién durante carga o nimero méximo de ciclos de
operacién realizados. Cada absorbedor- tren esté fprmado por ya
sea un médulo individual o médulos adsorbedores convectivos
miltiples en paralelo y/o en serie para aumentar la capacidad de

unidén y/0 mejorar la utilizacidén de capacidad.

Es importante destacar que el dispositivo inventivo permite

no solo un funcionamiento continue sino también realmente
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estéril, en contraste con una simple operacidén aséptica. Los
sclicitantes descubrieron esto disefiande 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 médulos encapsulados descartables se utilizan
para extraer particulas continuas (100), asi éomo también,
adsorcidén/ desorcién convectiva estéril semicontinua (400). Las
bombas peristdlticas se utilizan para evitar cualquier contacto
del producto con los elementos rotativos y los sellos mecénicos.
Ademas, en las presentes incorporaciones tuberia descartable y
montajes de bolsas se utilizan en lugar dé cafierias duras. Los
componentes que contactan productos descartables (por ejemplo,
tuberia, bolsas, médulos) o grupos de componentes se premontan y
esterilizan juntes, asi simplificando la éstructura Y
funcionamiento. Los sistemas se diseflan para mantener cualquier
abertura potencial del sistema estéril al ambiente ( por ejemplo,
gancho de flujo laminar), como para muestra, bolsa o intercambio
de instrumentacién al minimo. En presentes incorporaciones del
dispositivo, los colectores se disefian redundantes para permitir
el intercambio desde un componente estéril (por ejemplo, Dbolsa
receptora del producto) al siguiente sin abertura. El intercambio

adicional de la tuberia, médulos © bolsas se realiza
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preferentemente utilizando soldadores de tuberia estéril antes

que conectores estériles.

Otras incorporaciones de los dispositivos inventivos podrian
ademds comprender componentes como por ejemplo recipientes de
acero inoxidable, alojamientos de filtro o tuberias que pueden
ser esterilizadas in situ, s0lo o en combinacién con los
componentes descartables, siempre que la solidez y esterilizacién

en el funcionamiento a largo plazo se aseguren.

Las incorporaciones adicionales del dispositive inventivo B
se disefian para procesar el material desde "fermentadores
miltiples en plantas de fabricacién mas grandes (B3). Un ejemplo
se muestra en la representacién esquematica en la Figura 6. Otras
incorporaciones del dispositivo inventivo B se diseflan para
aumentar el factor de concentracién total y el rendimiento de
separacidén combinando los sistemas de adsorcién/ desorcidn
convectiva semicontinua (400) en series, con respecto a los
recipientes de onda estériles en entre (200) (Véase Figura 6,

B4) .

Aun otras incorporaciones de dispositivos inventivos se

diseflan para aumentar el factor de concentracién total y el
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rendimiento de separacién combinando un  sistema de
ultrafiltracidén continuo (300) r en--"series con un sistema de
adsorcién/ desorcidn convectiva semicontinua (400) mediante un
recipiente de onda adicional. Un ejemplo de una incorporacién se

muestra esquemdticamente en la Figura 7.

DESCRIPCION DEL METODO PARA UTILIZAR EL DISPOSITIVO B

Las fermentaciones por perfusién continua se realizan sobre
un periodo prolongado (una campafa), cominmente entre 2 semanas
y 6 meses o mas. El producto que contiene el fluido de cultivo
de tejido (TCF), las células y los desechos celulares se procesa
continuamente utilizando el dispositivo B. Una corriente de
producto purificado parcialmente y concentrado (el ™“producto
aislado”) se produce y deja continuamente el dispositivo en su
salida (312). Utilizando la bomba (10l1) del sistema de extraccidn
de particula estéril, continua (100) la cosecha se bombea
continuamente a través del montaje de filtracién (103) en un
promedic de flujo de cosecha por perfusién deseada Qh de la

fermentacidn.
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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
predefinido, un peso o seflal de nivel provoca automidticamente un
ciclo de adsorcién/ desorcién del sistema de cohcentracién /
purificacién semicontinuo estéril integrado. El material
recolectado en el recipiente de onda se carga rédpidamente en la
estructura del adsorbedor, es decir, dentro de 4 |horas,
prefe;entemente dentro de 2 horas, y més preferentemente dentro

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

En las presentes incorporaciones mostradas en la Figura 3,
la ‘recoleccién del fluido de cultivo de tejido clarificado libre
de particulas (cTCF) continGa tedo el tiempo, en el pequefio
recipiente de onda. El volumen en el pequeflo recipiente de onda
ademids varia entre un valor maximo y un valor minimo. En otra
incorporacién descrita en el texto antericrmente, la recoleccién

se intercambia una y otra vez entre 2 recipientes de onaa

idénticos.
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Mientras que cTICF continta recolectandoc en el recipiente de
onda, el adsorbedor cargadoe sufre mas paso de un protocolo
cromatografico predefinido, diseflado para adsorber el producto
objgtivo en forma purificada, concentrada y para preparar el
adsorbedor para el siguiente ciclo de carga. Asi, el ciclo total
comprende carga, lavado, levigacién, regeneracién y reequilibrio,

cada uno con uno o mas amortiguadores adecuados.

Dado que nuevamente los promedios de flujo durante estos
pasos pueden ser altos debidos a su naturaleza de adsorbedores
convectivos, el tiempo 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. Ademds, el sistema integrado
es diseflado de manera tal que la estructura adsorbedora esté
lista para el siguiente ciclo de carga antes de que el recipiente
de onda se llene nuevamente, asi permitiendo el funciocnamiento

semicontinuo.

La siguiente Tabla 2 muestra un ejemplo de un método para
utilizar una presente incorporacién del dispositivo inventivo B
para el aislamiento del Factor VIII recombinante de coagulacién
de sangre humana {(datos mostrados a gran escala). E1l método probé

ser Unicamente beneficial. los rendimientos de cada ciclo de
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adsorcién / desorcidédn fueron similares en serie,_ con todo el
ren&imiento del producto total aumentado por mas de 10% debido al
menor tiempo de residencia del producto y asi minimizé 1la
degradacién del producto. El mismo método probé ademds ser muy
beneficial para el aislamiento de variantes de FVIII modificados
por ingenieria genética, incluyendoc FVIII de dominio B borradc,
que es significativamente diferente del FVIII de longitud plena
en tamafilo y otras caracteristicas. Se espera que sea eficaz para

la produccién de otras proteinas y biomoléculas también.

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

utilizarse con incorporaciones del dispositivo inventivo.

Tabla 2

Ejemplo de método para utilizar una presente incorporacidn
del dispositivo B para el aislamiento continuo de FVIII vy

variantes de FVIII desde una fermentacién por perfusiébn continua
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Parametro Objetivo
Promedio de f£lujo promedio de cosecha Qh de|2000
perfusién continua [1/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 2&0
dispositivo B [ml]

Promedic de flujo de <carga [volumenes de(l2
matriz/min}

Volumen de carga [1] 156
Tiempo de carga [1] 50
Tiempo cromatografico total ({h] (protocole que|l,5
comprende cargar, lavar, levigar y varios pasos
delregeneracién/ reequilibrio)

Tiempo de inactividad del adsorbedor/ciclo [h] 0,372
Ciclos/ periodo de 24 horas 12,8
Tiempo de recoleccién [h] 1,872
Tiempo de residencia de producto medio aprox. en|2,7

dispogitivo (tiempo de recoleccién + tiempo de

carga + tiempo de levigacidn)
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Para cada molécula del producto individual, un criterio se
define para la estructura de adsorbedor convectivo, por ejemplo,
basado en la presién durante la carga, o recuperacién. Cominmente
un numero maximo de ciclos nmax se especifica y valida. Una vez
qué la estructura del adsorbedor ha sido utilizada en la
operacidén 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 analogia con la estructura de
filtracion estéril, continua utilizando colectores y conectores
estériles, o utilizando tuberia flexible descartable y soldadores
de tuberia esteéril.

Cuando se utiliza la incorporacidén del dispositive inventivo
mostrado en la Figura 3, lateral derecho, una corriente estéril
de amortiguador, solucidn de ajuste de pH, solucién
estabilizadora o agua para inyeccién se agrega ya sea
continuamente o intermitentemente desde un recipiente estéril
(204) wutilizando una bomba de adicién amortiguadora (203).
Ademds, las condiciones de cTCF pueden ademas ajustarse
libremente, por ejemplo, en términos de fuerza. iénica, pH,

adicién de estabilizadores, etc.
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Beneficios de la Invencién

Los dispositivos inventivos y los métodos respectivos para
utilizar los dispositivos solucionan los problemas de procesos de
aislamiento convencionales delineados anteriormente (véase

antecedente general de la invencién).

En todas las incorporaciones de los dispositivos A y B y
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 biolégicos complejos
intrinsecamente inestables. La capacidad de planta puede

aumentarse y los costos de los productos reducirse.

Ademds, los dispositivos y métodos respectivos eliminan 1la
necesidad de tener grandes instalaciones de habitaqiones frias o
reéipientes frios para el almacenamiento intermedio de grandes
volimenes de cosecha, asi reduciendo los costos de inversién de
planta y realizando completamente la ventaja de ser compacto y

movible de la fermentacién por perfusién.
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Las incorporaciones de los dispositivos inventivos y 1los
métodos respectivos reducen los costos de mano de obra en
comparacién con el procesamiento en serie convencional que
requiere intensiva manc de obra debido al intrinsecamente alto
grado de automatizacién. Los dispositivos nuevos permiten la
operacién continua, 24 horas por dia, sobre periocdos prolongados,
magimizando la produccién volumétrica y la utilizacién del

equipo.

Ademds, los dispositivos inventivos eliminan las
dificultades 1logisticas en ©plantas de wuno o miltiples
fermentadores. Las incorporaciocnes puede procesar material desae

unco o mas fermentaciones por perfusién continua.

Relevantemente, dado que los dispeositivos y métodos nuevos
permiten una operacidén completamente estéril, asuntos de carga
microbial, asi comc también, asuntos de endotoxina se eliminan,
lo cual podria no lograrse mediante procesamiento aséptico

sequido por filtracién estéril simple.

Ademas, los dispositivos inventivos permiten evitar o
minimizar la necesidad de validacién de limpieza debido a la

utilizacién de elementos descartables. A través de las
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caracteristicas uUnicas de los dispositivos y métodos inventivos,
médulos descartables, asi como también,’ tuberias, bolsas vy
montajes pueden ser utilizados durante un largo periodo (hasta
toda 1la extesnsién de la campafia), asi dramaticamente
disminuyendo los costos y realizando la utilizacidén de elementos
descartables altamente atractivos desde un punto de vista

econbmico.

Las presentes incorporaciones de los dispositives inventivos
A y B y los métodos respectivos han probade ser especialmente
eficaces para la fabricacidén de Factor VIII recombinante de
coagulacién, asi como  también, versiones realizadas por
ingenieria genética de FVIII incluyendo, pero sin limitar, FVIII
de dominoc B borrado. Sin embargo, las invenciones pueden
claramente esperarse que sean Ssimilarmente eficaces para la
produccidén 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 Dispositive A y Matodo Respactivo

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

elemento de extraccidon de particulas continuo integrado (100).

La Figura 10 muestra una distribucién de tiempo de
residencia tipico y tiempo de residencia medio del producto en el
sistema UF medio continuo (300) de una incorporacién del paso
inventivo A, segin se determina mediante adsorcién UV del
reténido a 280nm, con una proteina modelo bajo condiciones
tipicas. Como puede verse, el tiempo de residencia medio del
producto en el sistema es solamente aproximadamente 40 minutos.
Ademéds, el tiempo de residencia total del producto en esta
presente incorporacién del dispositivo Af desde la linea de
cosecha del fermentador hasta el retenido final concentrado
(aislado) se mantiene entre 1-2 horas 5 menos. Esto es entonces
menos de 1/10 de tiempo de residencia de 28 horas o mas en un
pro;eso de aislamiento en serie convencional, en el cual el
producto {cosecha)} se reccge durante al menos 24 horas (a varios
dias), luego de lo cual el producto se procesa cominmente durante

al menos 4-10 horas.
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La Figura 11 muestra una comparacién de los rendimientos de
aislamiento total resultante de factor de coagulacién
recombinante (rFVIII) desde la fermentacidén por perfusidén
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 fabricacién

aumentadas y costos de fabricacién reducidos.

Durante el método inventivo de usc del dispositivo A, la
presién transmembrana de la ultrafiltracidédn continua integrada va
a aumentar, con tiempo, mientras que el flujo de membrana
especifico (en litros/hora/m?/barra) disminuye en una produccién
volumétrica constante. Es comin para todos los procesocs de
ultrafiltracién y se debe a sus efectos come polarizacidén de
concentracién, formacién de capa de gel y contaminacién. Sin
embargo, en contraste con la ultrafiltracién en serie, como puede
verse en el ejemplo mostrado en la Figura 12, los cambios de
presién y el flujo especifico son extremadamente bajos con el
dispositivo A, permitiendo la operacién continua durante semanas

a la vez, antes de que las membranas necesiten ser limpiadas o
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reemplazadas. Adicionalmente, el promedio dc cambio y rendimiente
tot4al del yistema a8 muy insensible al producte producido o lu
“inea cel:zlar usada en la fermern.acién por pecfusién conl.izua
iFigura 12). Ademfa, el dispositivo inventive A y <l néteoco
respect ivo se ubica idealmente ceng una platiforma genérica para
-3 rdpida produccién de varias protcinas dade que agtléa 8dlida vy
predecicieneonte  cton varias preoteinas opjerivo desde diterentes

lineas colulares.

Sororesivamente, los splicitantes descubrieran guue 108
afcctos negativos de la  formacibdn de capa de gel y el
conl.uminante w«stidr de hecho mucho mas minimizados con «l
dispositiva A, cue un volumen total micho nsy grande por area do
ultrafiltro Iinstalada opucde prosesarse, antes guc lirpiar ¢
reemplarvar los filtecs se=a necesario. La Figura 13 muestra el
rendimiento s6lids del disposizivo inveartivo R en un largo plazo.
Luego de  aproximadamente 25 dias, s presldn Leansnennrana
sorpregsivamente parccid establilizarse en un estado casi “frme,
sugi-iendo un rendimientoe a:in mayor a larzgo p azo. =l dia 27, e.
oromedio de €lujs de retencioén se dobld deliberadamente para
probar wl efecto de una mayer producaién, Luego de 34 dias, e
enfuagd rdpidanenle con 0,5 M de KeOH essérll. Luego de estc, THP

nuaRvanenie ac¢ estabilizbé, 5 al menos aumentd xolamente an un
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promedio extremadamente bajo. Luego de 70 horas de operacién
estable continua, el promedio de flujo de reciclado se redujo
de;iberadamente a la mitad para probar el efecto sobre el
rendimiento del sistema. Como se esperaba, TMP comenzdé a aumentar
con un promedio un poco mas altc debido a la transferencia de
masa reducida y asi aumentdéd la concentracién de pared en la
superficie de la membrana. Sin embargo, 95 dias de operacidén se
completaron exitosa y sélidamente antes de que el sistema se
apague. Un total de cierre de 4500 litros ha sido procesado por
m’ de &rea de membrana, con una mano de obra manual minima
(sclamente muestrec diario). En comparacién, el proceso de
ultrafiltracién en Serie convencional optimizado para la misma
aplicacién tiene 45 veces menos capacidad de carga, a

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

tiempo completo.

También sorpresivamente, 1la selectividad del dispositivo
inventivo A, en particular su sistema de ultrafiltracidén continua
integrada (300), probd ser significativamente mayor luego la
selectividad del proceso en serie convencional. Los expertos en
el tema saben que en la ultrafiltracién en serie convencional,
una membrana secundaria se forma desde macromoléculas retenidas

durante la etapa inicial del proceso (capa de gel), que reduce la
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reduccién del peso molecular aparente. El resultadd es que tanto
la molécula objetivo como las proteinas contaminantes pequefias
son retenidas, lo cual hace que la purificacién simultanea sea
imposible. AdemAs, con ultrafiltracién en serie convencional es
posible separar proteinas que sean menores a un factor de 10
aparte en términos de su peso molecular. Sin embargo, como puede
verse desde la Figura 14, con el procesc de ultrafiltracién
continuo integrado es posible ajustar condiciones para
eficazmente separar IL-2SA (aproximadamente 16 kﬁ) Yy proteina
fluorescente verde GPF (27-30 kD). Este rendimiento de
separacién mas alta esperada permite 1la concentracién vy

purificacién simultanea.
Beneficios del Dispositivo B y Método respectivo

La Figura 15 ilustra el rendimiento del dispesitivo
invéntivo B. Utilizando un adsorbedor convectivo comercial
(Munstang Q, Pall Corporation, médulo de capa 15), cerca de 100
ciclos de adsorcidén / desorcién convectiva han sido
desarrollados, asi concentrando y purificando variante FVIII
recombinante desde un cultivo por perfusién continua. El
rendimiento promedio lograde fue de aproximadamente  95%

(resultados obtenidos de la variacién del ensayo) mientras que la
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presidén permanecidé relativamente constante sobre el numero entero
de ciclos realizados. Ademas, se puede especificar que al menos
100 ciclos consecutivos pueden realizarse antes de cambiar la

estructura del adsorbedor.

Como se ha mostrado en la descripcién detallada del método
para utilizar el dispositivoc inventivo B, el tiempo de residencia
medio total del producto en una incorporacién presente es menor a
3 horas, antes de que se levigue en forma concentrade,
estabilizada y purificada en el amortiguador adecuado. Esto es
significativamente menor entonces mas de 24horas de tiempo de
residencia en un proceso de separacién en serie convencional
realizadc una vez al dia y asi resulta en rendimientos
sigpificativamente mayores de los productos proteicos
intrinsecamente labiles. En una presente incorporacién descrita
anteriormente, 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 funcionamiento.

La Figura 16 muestra un ejemplo de UV 'y perfil de

conductividad sobre un ciclo de regeneracién y adsorcién /
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desorcién dGnica tipica con el dispositivo B. Puede notarse que
mas de 450 volimenes de adsorbedor (CVs) pueden cargarse,
mientras que el producto se leviga en un pico muy agudo. Los
contaminantes se extraen significativamente en el 'flujo durante
la fase de carga, asi como también, durante el lavado y la fase

de regeneracién.

La Figura 17 ilustra el desarrollo de purificacién del
proceso inventivo que comprende adsorcién / desorciédn convectiva
semicontinua. Un ejemplo de gel de variante FVIII aislado se
muestra. Como puede verse, las fracciones de levigacién, que
incluyen 95% de la variante cargada FVIII (segin se determina
mediante el ensayo de actividad separada), contiene
significativamente menos proteina que la carga y son asi
purificadas. No son visibles otras bandas de degradacién
adicional en el levigado (aislado), lo que indica excelente

calidad del producto.

En resumen, el dispositivo inventivo B es capaz de lograr
rendimiento de purificacién similar en comparaéién con los
procesos en serie, mientras que al misme tiempo minimizan
pérdidas de rendimiento para productos proteicos intrinsecamente

inestables, asi como también, temas relacionados con la calidad
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del producto, debido a la minimizacién del tiempo de residencia
del producto. Al mismc tiempo, los costos de traba&o se reducen
dramidticamente debido al intrinsecamente alto grado de
automatizacién del proceso inventivo, requiriendo de minima

intervencién de operadores.

Aunque la presente invencién ha sido descrita en detalle
mediante ilustracién y ejemplo con el fin de que se pueda
comprender, serid evidente para los expertos en la materia que
ciértos cambios y modificaciones pueden realizarse. Ademas, la
descripcién y ejemplos no pretenden limitar el alcance de la

invencién que se ve delineada en las reivindicaciones adjuntas.

De tal manera, se entiende que las incorporaciocnes de la
invencién en la presente que proporcionan un método mejorado de
filtracién para generar un alto rendimientc de una molécula de
interés desde una corriente de alimentacién dada son meramente
ilﬁstrativas de la solicitud de los principios de la invencidn.
Sera evidente desde la presente invencién que cambios de forma,
métodos de uso, y aplicaciones de los elementos de lo revelado
pueden realizarse sin alejarse del espiritu de la invencién, o

del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIOMES

l. Un proceso para purificar una molécula de interés desde una

mezcla de fluido clarificada heterogénea, que comprende:

filtrar una mezcla de fluido clarificada heterogénea mediante
ultrafiltracién continua en un promedico de flujo especifico
debajo del punto de transicién de la molécula de interés en la
regidén dependiente de presién del flujo versus curva de TMP,
caracterizado porque el promedio de flujo especifico se mantiene
sustancialmente constante a través de la  ultrafiltracién

continua.

2. El1 proceso de acuerdo con la reivindicacidon 1, ademés
comprende filtrar la mezcla clarificada en un promedio de flujo
especifico qgue produce una concentracién de pared menor a 20%

aproximadamente mayor que la concentracién de la retencién.

3. El1 proceso de acuerdo con 1la reivindicacién 1, ademés
comprende filtrar la mezcla clarificada en un promedio de flujo
especifico que produce una concentracién de pared menor a 15%

aproximadamente mayor que la concentracién de la retenciédn.
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4. El1 proceso de acuerdo con 1la reivindicacién 1, ademas
comprende filtrar la mezcla clarificada en un promedio de flujo
especifico que produce una concentracién de pared menor a 10%

aproximadamente mayor gque la concentracion de la retenciédn.

5. El1 proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, ademas
comprende: filtrar la mezcla de fluido clarificado a través de
una membrana de ultrafiltracién que tiene un &area en metros
cuadrados de aproximadamente igual a 0,1 a 2 veces el promedio de
flujo volumétrico de la mezcla de fluido clarificado en litros /

hora.

6. El1 proceso de acuerdo con la reivindicacién 5,.caracterizado
porgque la membrana de ultrafiltracién tiene un é&rea en metros
cuadrados de aproximadamente igual a 0,3 a 1 vez el promedio de
flujo volumétrico de la mezcla de fluido clarificado en litros/

hora.

7. Un proceso para purificar una proteina de interés desde una

mezcla de fluido de cultivo de tejido heterogénec que comprende:
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{(a) producir mediante proceso de fermentacién por perfusién
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 extraccidén de particula continuo integrade con el

proceso de fermentacién por perfusidn continua;

(c) extraer los contaminantes de particulas desde el fluico
de cultivo de tejido en el proceso de extraccién de particula
continuo para producir un fluido de cultivo de tejido clarificado

que contiene la proteina de interés;

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

extraccién de particula continuo; y

(e) purificar la proteina de interés desde el fluido de
cultivo de tejido clarificado en el proceso de purificacién

continuo;

caracterizado porque el promedio de flujo especifico de la

mezcla a través del proceso de fermentacién por perfusién,
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proceso de extraccién de particula continuo y el proceso de

purificacién continua se mantiene sustancialmente constante.

8. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 7 caracterizado

porque el proceso de purificacién continua es ultrafiltracién.

9. El1 procesc de acuerdo con la reivindicacién 8, ademas
comprende filtrar la mezcla de cultivo de tejido clarificada en
un promedioc de flujo especifico que produce una concentracién de
pared menor a 20% aproximadamente mayor que la concentracién de

la retencidn.

10. El1 proceso de acuerdo con 1la reivindicacién 8, ademds
comprende filtrar la mezcla de cultivo de tejido clarificada en
un promedio de flujo especifico que produce una concentracién de
pared menor a 15% aproximadamente mayor que la concentracién de

la retencién.

11. E1 proceso de acuerdo con la reivindicacién B8, ademas
comprende filtrar la mezcla de cultivo de tejido clarificada en
un promedio de flujo especifico que produce una concentracién de
pared menor a 10% aproximadamente mayor que la concentracién de

la retencién.
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12. El1 proceso de acuerdo con la reivindicacién 8, ademis
comprende: filtrar la mezcla de cultivo de tejido clarificada a
través de una membrana de ultrafiltracién que tiene un Aarea en
metros cuadrados de aproximadamente igual a 0,1 a 2 veces el
promedio de flujo volumétrico de la mezcla de fluido clarificado
en litros / hora.

13. El1 proceso de acuerdo con la reivindicacién B8, ademss
comprende: filtrar la mezcla de cultivo de tejido clarificada a
través de una membrana de ultrafiltracién que tiene un é&rea en
metros cuadrados de aproximadamente igual a 0,3 a 1 vez el
promedio de flujo volumétrico de la mezcla de fluido clarificado

en litros / hora.

14. Un proceso para purificar una proteina de interés desde una

mezcla de fluido de cultivo de tejido heterogéneo que comprende:

(a) producir mediante proceso de fermentacién por perfusidén
continua una mezcla de fluido de cultivo de tejido heterogénea

que contiene una proteina de interés;

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

proceso de fermentacién por perfusidén continua;
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(c) extraer los contaminantes-‘de particulas desde el fluido
de cultivo de tejido en el proceso de extraccién de particula
continuo para producir 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; y

(e) purificar la proteina de interés desde el fluido de
cultivo de tejido clarificado en el sistema de purificacidén para
producir un producto aislado estéril, 1libre de particula,
concentrado y parcialmente purificado que contiene la proteina de

-

interés;

caracterizado porque el promedio de flujo especifico de la
mezcla a través del proceso de fermentacién por perfusién
continua y el proceso de extracciébn de particulas continua se

-

mantiene sustancialmente constante.

L
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15. El1 proceso de acuerdo con la reivindicacién 14 caracterizado
porque el proceso de purificacién continua es adsorcidn/

desorcién convectiva.

16. Un aparto para separar una proteina de interés de una mezcla

de cultivo de tejido heterogénea, que comprende:

(a) un sistema de fermentacién por perfusién continua;
(b) un sistema de extraccién de particula continua integrado ccn

el sistema de fermentaciédn por perfusién; y

(c) un sistema de purificacién continuo integrado con el sistema
de extraccidén de particula
caracterizado porque el aparato se mantiene bajo condiciones

estériles.

17. El1 aparato de acuerdo con la reivindicacién 16 que comprende:

(a) sistema de fermentaciédn por perfusién continua adaptado
para continuamente producir un fluido de cultivo de tejido
gue contiene una proteina de interés en un promedio de flujo

volumétrico sustancialmente constante;
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(b) un sistema de extraccién de particula continua
integrada y adaptadﬁ“ﬁgra-coﬁtindhm;nte recibir el fluido de
cultivo de tejido desde el sistema de fermentacién por
perfusién y continuamente producir un fluide de cultivo

clarificado; y

(c) un sistema de purificacién continua integrada adaptada
para continuamente recibir el fluido de cultive de tejido
clarificado desde el sistema de extraccién de particula vy
continuamente producir un producto aislade que contiene la
proteina de interés, caracterizadc porque el aparato se

mantiene bajo condiciones estériles.

18. El1 aparto de acuerdo con la reivindicacidén 17, caracterizado
porque el sistema de ultrafiltracién comprende una membrana de
ultrafiltracién que tiene un 4&rea en metros cuadrados de
aproximadamente iqual a 0,1 a 2 veces el promedio de flujo

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

19. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 17, .caracterizado
porque el sistema de ultrafiltracién comprende una membrana de

ultrafiltracién que tiene un 4&rea en metros cuadrados de
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aproximadamente igual a 0,3 a 1 vez el promedio de flujo

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

20. Un aparato para la separacién de una proteina de interés

desde una corriente de fluido de cultivo de tejido, que

comprende:

{(a) un sistema de fermentacién por perfusién continua;

(b) un sistema de extraccién de particulas continua integrado con

el sistema de fermentacidén por perfusidn; y

(c) un sistema de purificacién intermitente integrado con el

sistema de extracciédn de particulas;

caracterizado porque el aparato se mantiene bajo condiciones

estériles.

21. El1 aparato de acuerdo con la reivindicacién 20 que comprende:

{a) un sistema de fermentacidén por perfusién adaptado para

producir continuamente un fluido de cultivo de tejido que

contiene una proteina de interés;
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{b) un sistema de extraccidén de particula integradoc y adaptado
para continuamente recibir el fluido de cultivo de tejidoc desde
un reactor y continuamente producir un fluido de cultivo de

tejido clarificado;

(c) un recipiente de onda integrado y adaptado para continuamente
recibir el fluido de cultivo de tejido clarificado desde el
sistema de extraccién de cultivo y semicontinuamente liberar el

fluido de cultivo de tejido clarificado, y

(d) un sistema de purificacién Integrado y adaptado para
semicontinuamente recibir el fluido de cultivo de tejido

clarificado desde el recipiente de onda;

caracterizado porque el aparato estd adaptado para mantenerse

bajo condiciones estériles.

22. El1 aparato de la reivindicacién 20, caracterizado porque el
sistema de purificacién comprende un sistema de adsorciémn/

desorcién convectiva.
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RESUMEN

La presente invencidén se relaciona con un proceso y aparato
para purificar una molécula de interés desde una mezcla de fluido
clarificade heterogéneo. El aparato de la invencidén generalmente
comprende un sistema de fermentacién por perfusidén continua, un
sistema de extraccién de particula continua integrada con el
sistema de fermentacién por perfusién; y un sistema de
purificacién continua inteqgrade con el sistema de extracciédn de
particulas que se mantiene bajo condiciones estériles. El proceso
comprende filtrar una mezcla de fluido clarificado heterogéneo
mediante wultrafiltracién continua en un promedio de flujo
especifico debajo del punto de transicién de la molécula de
interés en la regitn dependiente de presidn del flujo versus la
curva de TMP, caracterizado porque el promedic de flujo
especifico se mantiene sustancialmente constante a través de la

ultrafiltracién continua.
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T 11 mramam-. Dep. o miecrEaciones Industria y Comerci

Eva: 579 FASERAD
AtATt PRESENT A SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION [d]/ MODELO DE UTILIDAD | ]

€ Indicacién de que se solicita la concesién de una patents |3 4
€ Datos de identificacion del solicitante o de Ia persona que presenta la solicitud [4/
€ Descripcion de la Invencién -
¢ Dibujos de ser estos pertinentes P

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas C el
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

DISERO INDUSTRIAL [ ]

Indicacion de que se sdlicita el registro de Disefio Industrial

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion gréafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del
material que incorpora el disefio

Comprobante de pago de las tasas establecidas

® ¢ o

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO | ]

® Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [
¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [
9 Representacion grafica del esquema trazado [
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas {

COMPLET INCOMPLETA [ 1
Firma R a
B
Fecha 28 5% 20 Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7 y 10
Conmutador: 3 82 08 40
Fax: 35052 20
E-mall: Info@sic.gov.co
www.sic.gov.co

Bogotd, D.C., Colombia



REPUBLICA DE COLOMBIA lq &_
SUPERINTEMDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogotéi,
2020

Doctor {(a)
MAYA RODRIGQUEZ CARLOSB ORLANDO

REFERENCIA Radicacifn No. 7 31230
Solicitud internacicnal PCTUS2005/035364
Fecha inicio fase naciocmal 30/04/2007

Tr&mite 11
Evento a7?s
Actuacién

Oficio No. - L;-;_;\., ..%‘9774

Como resultado del examen de forma, realizado con Ffundamento em el articulo 38 de
la DecisiSn 486 de la ComisiSn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cocperacitn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. 81 fuere el caso, el solicitante debe adjuntar la traduccién de los anexos del
reporte de examen preliminar internacional (Art. 36.2.b) del tratado PCT.

2. La sgolicitud no contiena la copia del documento en que consta la cesifn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Dacisién 486.

3. La solicitud no contienes el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del C&6digo de
Procedimiento Civil. Adiciomalmente, deberd presentar el documento que acredita la

existencia y representacifm legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Dacisibn 486, se le
requiere para que dentro del término da dos meses sigulentes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
cansiderarf abandonada y perderi su prelaciém.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispueato el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENZA 8B DE VERGEL

El anterio requerimiento

focha 1M 28

fue notificedo por fijaciém en 1lista de




