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ES 2375780 T3

DESCRIPCION

un procedimiento para producir un biopolimero (por ejemplo un polipéptido) en un proceso de fermentacion en
continuo

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La invencién se refiere a un procedimiento para mejorar la productividad en fermentaciones microbianas y
reactores biolégicos de cultivo celular de mamiferos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Tradicionalmente, las células de mamiferos, asi como las células bacterianas, se cultivan principalmente
como cultivos en suspension en reactores biologicos, que se llaman también fermentadores. Las condiciones del
entorno pueden controlarse de manera precisa en tales recipientes. Un medio de agitacién mueve el medio de
cultivo en el interior del reactor y proporciona de esta manera una distribucion homogénea de las células.

[0003] El suministro de nutrientes a las células y la eliminacidon de materiales de desecho tienen lugar, en el caso
de cultivos liquidos en suspensién en reactores bioldgicos, de acuerdo con uno de los siguientes procedimientos:

En una operacion por lote, el reactor funciona de forma discontinua. Al comienzo de un lote, el medio de
cultivo normalmente contiene un medio con los nutrientes necesarios, por ejemplo glucosa, vitaminas,
aminoacidos y minerales. Durante la fermentacion, estos se consumen, de tal manera que el medio se
vuelve cada vez mas pobre en nutrientes. Al mismo tiempo, la concentracién de productos de desecho
aumenta, lo que finalmente da como resultado una detencién del crecimiento celular. La densidad celular
viable alcanza un valor maximo y después desciende de nuevo. En consecuencia, el cultivo se interrumpe
normalmente cuando se alcanza la densidad celular maxima o se alcanza una viabilidad celular minima. El
contenido del reactor se pasa después para procesamiento corriente abajo adicional.

[0004] Un procedimiento por lote podria mejorarse renovando repetidamente el medio de cultivo sin eliminar por
ello las células. Sin embargo, para este fin, debe afiadirse un medio recién preparado al cultivo celular durante la
fermentacion o como alternativa una parte del medio de cultivo debe eliminarse repetidamente incluso aunque no se
haya consumido en absoluto. Este procedimiento es caro porque especialmente el medio de cultivo de las células de
mamifero es dificil de desarrollar y de producir y en consecuencia es caro. En este sentido, el llamado
"procedimiento semi-continuo” (llamado como alternativa procedimiento de lote alimentado) es un procedimiento en
el que, durante el procedimiento de fermentacion, el medio de cultivo recién preparado no se suministra en su
totalidad sino que soélo se suministran los nutrientes consumidos. Sin embargo, en la practica este procedimiento no
proporciona ninguna ventaja sustancial debido a un aumento de los materiales de desecho que conduce a un
recorrido caracteristico de la densidad celular durante el procedimiento de cultivo de manera similar a la del caso del
procedimiento puramente en lote.

[0005] El tercer procedimiento es el procedimiento continuo. En este, las condiciones del entorno pueden ajustarse
uniformemente de tal manera que las células puedan crecer de manera éptima. Sin embargo, el procedimiento es
muy laborioso y caro porque el medio de cultivo debe suministrarse y eliminarse de forma continua (con células y
producto). Ademas, también en el caso de este procedimiento, no se ha alcanzado una densidad celular
sustancialmente mayor que en el caso de los procedimientos mencionados anteriormente porque las células también
se eliminan continuamente del reactor con la fuga del medio de cultivo celular.

[0006] Un ejemplo de un procedimiento continuo especial, es el llamado procedimiento de perfusion. En los
procedimientos de cultivo por perfusién de la técnica anterior, los desechos o impurezas en el medio se eliminan
continuamente del cultivo (se retienen las células mas el producto en el biorreactor) y el medio desplazado se
repone con medio recién preparado. La adicién constante de medio recién preparado y la eliminacién de productos
de desecho proporciona a las células el entorno que requieren para conseguir concentraciones altas de células y
con ello mayor productividad. De esta forma, es posible conseguir un estado de equilibrio en el que se mantengan la
concentracion celular y la productividad. El producto debe recogerse continuamente retirando medio (con células y
producto) o mediante una asi llamada purga.

[0007] Enresumen, en un procedimiento continuo el biorreactor muchas veces no comprende un filtro que permita
eliminar las impurezas mientras retiene las células y compuestos de alto peso molecular (por ejemplo, producto) en
el biorreactor. En un procedimiento continuo de perfusion el biorreactor comprende un filtro para eliminar impurezas
mientras retiene las células y el producto o un filtro que sélo retiene las células, es decir, tanto producto como
impurezas pasan a través del filtro. Dicho en otras palabras, los reactores biolégicos de la técnica anterior
comprenden solo un filtro.

[0008] EI documento US 6544424 describe un sistema de filtracion para fluidos bioldégicos creando un flujo
2
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tangencial alternativo (FTA) de fluido a través de un elemento de filtro en el que los fluidos de desecho pueden
eliminarse del medio por filtracidon y puede afadirse fluido recién preparado para reponer el fluido filtrado. En el
contexto actual esto puede verse como un ejemplo de un reactor con un filtro que permite eliminar impurezas
mientras retiene células y compuestos de alto peso molecular (por ejemplo, producto) en el biorreactor.

[0009] En la figura 1 en la presente memoria, puede verse un reactor de la técnica anterior como un reactor con
una sola unidad de filtrado UF para eliminar las impurezas o solo el filtro para eliminar producto e impurezas, es
decir, un reactor que no comprende ambos filtros, mostrados en la figura 1. En otras palabras, el reactor descrito en,
por ejemplo, el documento US 6544424 carece de la posibilidad de recoger productos bioldgicos de alto peso
molecular de un filtro (filtro de producto) a una velocidad de efluente adecuada eliminando simultaneamente
impurezas del recipiente de cultivo usando un segundo filtro (filtro de impurezas) a una velocidad de efluente
adecuada.

[0010] Los siguientes documentos de la técnica anterior:

Documento EP 270905A

Stark et al., Advances in biochemical Engineering/ Biotechnology 2003 vol. 80, 149-175;
Linardos et al., Biotechnology and Bioengineering 1992, vol. 39, 504-510

Poertner et al., Applied Microbiology and Biotechnology, 1998 vol. 50, 403-414

esencialmente describen reactores anteriores y sistemas de eliminacion de impurezas como se ha abordado
anteriormente y se ilustra en la figura 1, es decir, los reactores de la técnica anterior que carecen de la posibilidad de
recoger productos biolégicos de alto peso molecular de un filtro (filtro de producto) a una velocidad de efluente
adecuada eliminando simultaneamente impurezas del recipiente de cultivo usando un segundo filtro (filtro de
impurezas) a una velocidad de efluente adecuada.

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

[0011] El problema a solucionar por la presente invencion es proporcionar un procedimiento continuo (por ejemplo,
un procedimiento de perfusién continuo) para aumentar la productividad de un biorreactor, en el que la productividad
de un biopolimero (por ejemplo, un polipéptido) puede mejorarse debido a, por ejemplo, una densidad celular
aumentada en el reactor y en particular una concentracion significativamente mayor de biopolimero de interés en el
medio recogido.

[0012] La solucién se basa en que el presente inventor ha descubierto que teniendo una unidad de filtrado de
impurezas con base de membrana (por ejemplo, ultrafiltracion) y un mdédulo de recogida de producto diferente
acoplado en un biorreactor puede aumentar la densidad celular en el reactor durante un procedimiento continuo y en
particular puede conseguirse una concentracion significativamente mayor de biopolimero de interés en el medio de
recogida. El médulo de recogida de producto podria tener una unidad de filtrado con base de membrana (por
ejemplo, ultrafiltracién). En tal caso el médulo de recogida de producto se denomina en la presente memoria filtro de
producto.

[0013] Como se ilustra en la figura 1 en la presente memoria, la solucion de la presente invencion, que se refiere a
un procedimiento para regular independientemente la eliminacion de impurezas y recogida de productos es una
solucién en la que el biorreactor comprende una unidad de filtrado para permitir eliminar impurezas mientras retienen
las células y productos en el biorreactor y un médulo de recogida de producto (por ejemplo, un filtro de producto)
para permitir la eliminaciéon de producto e impurezas mientras se retienen las células en el biorreactor.

Los expertos en la materia conocen varios filtros de membrana adecuados (para mas detalles véase a continuacién).

[0014] Ademas, las dos unidades de filtrado independientes, por ejemplo, pueden regularse de tal manera que
pueden pasar tasas adecuadas de liquido a través de cada unidad de filtrado reduciendo asi el volumen recogido.
Esto brinda la posibilidad de recoger productos biolégicos de alto peso molecular a una velocidad de flujo adecuada
mientras se eliminan impurezas del recipiente de cultivo usando una velocidad de flujo diferente, adecuada y de este
modo la densidad celular y el rendimiento de producto puede aumentar drasticamente.

[0015] Esto se ilustra en los ejemplos de trabajo 1 y 3 en la presente memoria. En el ejemplo de trabajo 3 no
funciona ningun filtro de impurezas. En la etapa 3 del ejemplo 1 se usan dos filtros de acuerdo con la invencion,
como se describe en la presente memoria. Un filtro de impurezas y un filtro de producto. Esto proporciona una
mejora significativa en comparacion con el ejemplo 3, ya que se consigue un aumento en la densidad celular de
aproximadamente 45 millones de células/ml a una densidad celular de aproximadamente 60 millones de células/ml y
en particular una acumulacion de producto de aproximadamente 425 mg/l a aproximadamente 850 mg/l en la
corriente de recogida, cuando el efluente del medio se ha separado a través de dos unidades de filtrado (filtro de
impurezas Yy filtro de producto). De esta manera, el producto se concentra de aproximadamente 425 mg/l detectados
en el biorreactor en el ejemplo 3 a aproximadamente 850 mg/l obtenidos en la corriente de recogida de producto del
3
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ejemplo 1. Sin limitarse a la teoria, se cree que una razén para que se consiga un incremento en la densidad celular
en el ejemplo 1 en comparacién con el experimento de control en el ejemplo 3 (sin usar un filtro de impurezas) es
que se pierde menos cantidad de factores de crecimiento, hormonas y citocinas, tales como IGF, hidrocortisona e
insulina (recombinante) del biorreactor. Esto se debe a que el filtro de impurezas se selecciona con un tamafio de
poro tal que estos compuestos no pueden pasar facilmente el filtro y de esta manera, se retienen en el interior del
biorreactor mejorando por lo tanto la viabilidad de las células.

Los resultados y conclusiones de los ejemplos 1 a 3 se han confirmado en los ejemplos de trabajo 4 a 5.

[0016] En consecuencia, un primer aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento para producir un
biopolimero de interés en un procedimiento continuo de fermentacion por perfusion, en el que el biorreactor
comprende una unidad de filtrado de impurezas y un médulo de recogida de producto caracterizado por que:

() launidad de filtrado de impurezas permite eliminar impurezas con un PM inferior al PM del biopolimero
de interés mientras se retienen células y el biopolimero de interés en el biorreactor (llamado "filtro de
impurezas"); y

(i) el médulo de recogida de producto permite eliminar el biopolimero de interés e impurezas mientras se
retienen células en el biorreactor (llamado "modulo de recogida de impurezas");

en el que el procedimiento comprende las siguientes etapas:

(a) fermentar células que expresan el biopolimero de interés en el biorreactor en un medio adecuado en
condiciones adecuadas;

(b) durante la fermentacion, se eliminan impurezas mediante el filtro de impurezas;

(c) durante la fermentacion se recoge el biopolimero de interés mediante el mddulo de recogida de
impurezas;

(d) durante la fermentacion se aflade nuevo medio para reponer los nutrientes consumidos por las células
y para equilibrar el medio eliminado durante las etapas (b) y (c); y

(e) el biopolimero de interés se aisla del medio de recogida;

en el que la densidad celular en el biorreactor durante la fermentacion alcanza al menos 10 millones de células por
ml de medio, y

en el que se eliminan impurezas a través del filtro de impurezas mediante un caudal a través del filtro de impurezas
de la etapa (b) que es al menos 25 % del caudal a través del médulo de recogida de producto de la etapa (c).

DEFINICIONES:

[0017] Previo al andlisis de las realizaciones detalladas de la invencién se proporciona una definicion de términos
especificos relacionados con los principales aspectos y realizaciones de la invencién. Todos los términos se definen
de acuerdo con el entendimiento normal de los términos por los expertos en la materia.

[0018] La expresion cultivo de células por "perfusion” se refiere a que durante el cultivo se retienen células por un
dispositivo de separacién (por ejemplo, un filtro de membrana) en el que hay un efluente de liquido (que comprende,
por ejemplo impurezas) y en el que hay un flujo de entrada del medio de cultivo celular normalmente a través de una
entrada independiente conectada al biorreactor.

[0019] A continuacién se describen realizaciones de la presente invencioén, solo a modo de ejemplos.

FIGURAS

[0020]

Figura 1: Esta figura muestra un ejemplo de un nuevo biorreactor como se describe en la presente memoria. En el

lado izquierdo hay un "filtro de impurezas" (UF - elimina impurezas de bajo PM, por debajo 10.000 PM) y en el lado
derecho hay un "filtro de producto " (MF - recogida de producto).
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Biopolimero de interés

[0021] Los biopolimeros son una clase especial de polimeros producida por los organismos vivos. Los
biopolimeros, estan formados por unidades repetitivas llamadas monémeros. Los biopolimeros tienen de forma
inherente una estructura bien definida: La composicién quimica exacta y la secuencia en la que se disponen estas
unidades se llama estructura primaria. Muchos biopolimeros se pliegan espontdneamente en formas caracteristicas
compactas, que determinan sus funciones bioldgicas. El almiddn, proteinas y péptidos, ADN, y ARN son todos
ejemplos de biopolimeros, en los que las unidades monoméricas, respectivamente, son azlcares, amino acidos, y
acidos nucleicos.

[0022] En un ejemplo adecuado el biopolimero de interés tiene un PM de al menos 2.000 kDa, al menos 5.000
kDa, al menos 15.000 kDa, al menos 25.000 kDa, o al menos 50.000 kDa.

[0023] Los ejemplos adecuados de un biopolimero de interés incluyen un polipéptido, polisacéarido, hibrido de
polipéptido/polisacarido, polinucledtido, que son polimeros derivados de &cido ribonucleico (ARN) y A&cido
desoxirribonucleico (ADN), polihidroxibutirato, una clase de poliésteres producidos por algunas bacterias, cis-1,4-
poliisopreno el componente principal del latex del arbol del caucho.

[0024] En una realizacion preferida el biopolimero es un polipéptido de interés.

Polipéptido de interés

[0025] En principio cualquier polipéptido de interés puede producirse como se describe en la presente memoria.

[0026] Sin embargo, en un ejemplo adecuado el polipéptido de interés tiene un PM de al menos 5.000 kDa, al
menos 15.000 kDa, al menos 20.000 kDa o al menos 40.000 kDa.

[0027] Los ejemplos adecuados de un polipéptido de interés incluyen un anticuerpo, fragmento de anticuerpo,
hormona de crecimiento humana, hormona de estimulacién del foliculo, Factor VIII, eritropoyetina (EPO), factor de
estimulacién de colonias de granulocitos (G-CSF), alfa-galactosidasa A, alfa-L-iduronidasa (rhIDU; laronidasa), N-
acetilgalactosamina-4-sulfatasa (rhASB; galsulfasa), ADNasa, Activador de plasmindgeno tisular (APT),
Glucocerebrosidasa, Interferon (IF), Insulina, derivado de insulina, factor de crecimiento de tipo insulina 1,
Tenecteplasa, factor antihemofilico, factor de coagulacién humana, Etanercept, Trastuzumab, Infliximab, Basiliximab,
Daclizumab o Glucocerebrosidasa.

Biorreactor

[0028] La expresion "biorreactor" se refiere a cualquier dispositivo o sistema que mantiene un entorno
biol6gicamente activo. En un caso, pero sin limitacion, un biorreactor es un recipiente en el que se lleva a cabo un
procedimiento quimico que implica organismos 0 sustancias bioquimicamente activas derivadas de estos
organismos. Este procedimiento puede ser tanto aerébico como anaerobico. Los reactores biol6gicos normalmente
son cilindricos, variando en tamafio desde algunos litros a metros cubicos, y normalmente se fabrican de acero
inoxidable pero también pueden fabricarse de otros materiales tales como materiales desechables.

Un biorreactor puede también referirse a un dispositivo o sistema empleado para hacer crecer células o tejidos en el
contexto de cultivo celular. Basandose en el modo de operacién, un biorreactor puede clasificarse como por lote, lote
alimentado o continuo (por ejemplo, un modelo de reactor continuo de tanque agitado). Un ejemplo de un biorreactor
es el quimiostato. El biorreactor puede estar equipado con una 0 mas entradas para suministrar medio nuevo recién
preparado o concentrado a las células y una o mas salidas para recoger producto o vaciar el biorreactor.
Adicionalmente, el biorreactor puede estar equipado con una 0 mas salidas construidas de tal manera que pueden
acoplarse unidades de filtrado al biorreactor.

[0029] En una realizacion preferida el biorreactor tiene un volumen de al menos 50 I, mas preferentemente al
menos 100 |, incluso mas preferentemente al menos 250 | y lo méas preferentemente al menos 500 I.

Modulo de recogida de impurezas

[0030] Un elemento critico en un sistema de cultivo por perfusién como se describe en la presente memoria es el
separador célula/medio (llamado en la presente memoria médulo de recogida de productos). En general hay dos
clases principales de técnicas para la separacion de células del medio en reactores bioldgicos de perfusion, es decir,
mediante sedimentacion centrifuga o gravitacional, y mediante filtracion (por ejemplo, filtracion tangencial tal como
filtracion por rotacion axial o como filtros de centrifugacion o filtracion de flujo cruzado).
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[0031] En una realizacion el médulo de recogida de productos es un dispositivo de separacion basado en
sedimentacion centrifuga o gravitacional. Muchos de estos dispositivos de sedimentacidon se conocen en la técnica
(véase por ejemplo el documento US 5342781).

[0032] En una realizacion preferida el moédulo de recogida de productos es una unidad de filtrado. En tal caso,
puede llamarse filtro de producto en la presente memoria.

Unidades de filtrado de producto e impurezas

[0033] Se han desarrollado varios filtros especializados y procedimientos de filtracién para separar materiales de
acuerdo con sus propiedades fisicas y quimicas. Los filtros, que se han desarrollado en la técnica, incluyen filtros de
superficie plana, filtros plegados, modulos de unidades mudltiples, y formas tubulares tales como fibras huecas. Para
la invencion descrita en la presente memoria puede aplicarse cualquier sistema de tecnologia de ultrafiltracion
siempre que se pueda asegurar la esterilidad. Son ejemplos de sistemas de filtracion aplicables para su uso en la
produccién de polipéptidos y eliminacién de impurezas como se describe en la presente memoria sistemas como:
sistemas de cartucho, placa y cuadro y sistemas de fibra hueca. Los sistemas pueden funcionar bombeando liquido
sobre la membrana, mediante vibracién (como la que suministra PallSep) o alternando flujo tangencial (FTA) y
ambas membranas, polimérica y cerdmica son muy adecuadas para el procedimiento de filtracion. Un experto en la
materia conoce como seleccionar una membrana con las caracteristicas correctas.

[0034] Las membranas de fibra hueca se han empleado de manera satisfactoria en una amplia diversidad de
industrias, incluyendo, alimentacion, zumos, industria farmacéutica, metallUrgica, lechera, vinicola, y mas
recientemente, agua potable local. Dependiendo de la aplicacion, las membranas de fibra hueca pueden ser
alternativas muy préacticas y rentables a los procedimientos de separacion fisica y quimica convencionales. Las
membranas de fibra hueca ofrecen los beneficios exclusivos de altas densidades de empaquetamiento de
membrana, disefios sanitarios y, debido a su integridad estructural y construccion, pueden soportar contrapresiones
de permeacién permitiendo asi flexibilidad en el disefio y funcionamiento del sistema. Los cartuchos de fibra hueca
pueden funcionar desde el interior hacia el exterior durante la filtracién. Esto significa que el fluido del procedimiento
(retenido) fluye a través del centro de la fibra hueca y el permeado pasa a través de la pared de la fibra al exterior de
la fibra de membrana. El flujo tangencial puede ayudar a limitar la contaminacion de la membrana. Otras técnicas de
funcionamiento que pueden emplearse con sistemas de membrana de fibra hueca incluyen enjuague posterior con
permeado y flujo inverso de retenido.

[0035] En consecuencia, el filtro puede ubicarse en un mddulo de filtracion externo unido al biorreactor. Como
alternativa tanto el filtro de impurezas como el filtro de producto pueden ubicarse dentro del biorreactor. Las
unidades de filtrado pueden también contener bombas o sistemas para prevenir la contaminacién del filtro tales
como el sistema ATF descrito anteriormente o el sistema Pallsep en el que la oscilacién horizontal controlada mueve
los elementos de la membrana a través del fluido de alimentacion. La oscilacion genera energia vibratoria en la
superficie de la membrana, proporcionando una escision (mayor que la generada tipicamente en sistemas de
filtracion de flujo tangencial convencionales) que se limita a una pequefia capa limite por encima de la superficie de
la membrana, y que no se aplica a la masa del fluido. Esto asegura que incluso en corrientes de alimentacion de
sélidos grandes, las membranas no se apelmazan con las especies retenidas. Los fluidos se procesan de una
manera muy suave a través de un paso de flujo abierto con caida de presion minima e incluso distribucion de
presiéon transmembrana.

[0036] El sistema puede depender de los metabolitos que se necesita eliminar del procedimiento y que el producto
en cuestion esté equipado con membranas con un valor de punto de corte molecular de pocos cientos a decenas de
miles. Con frecuencia se usan membranas con un punto de corte entre 1.000 y 20.000. El beneficio de usar una
membrana con un punto de corte de 10.000 o inferior, preferentemente de aproximadamente 5.000, es que factores
de crecimiento como insulina e IGF-1 se retendran en el biorreactor.

[0037] Ademas, durante un funcionamiento prolongado, se puede cambiar un filtro y reesterilizar el sistema sin
detener la fermentacion.

[0038] Los expertos en la materia conocen cual podria ser un tipo de filtro adecuado para eliminar impurezas y
recoger el producto y un tamafio de poro con un punto de corte de peso molecular nominal de membrana (NMWC)
adecuado con respecto a permitir que perfundan impurezas fuera del filtro de impurezas y recoger el polipéptido de
interés a través del filtro de producto.

[0039] No obstante, el filtro de impurezas con frecuencia se selecciona dentro del intervalo de 2.000 a 30.000
NMWC, tal como por ejemplo en el intervalo de 2.000 a 20.000 NMWC o en el intervalo de 2.000 a 15.000 NMWC.
Generalmente hablando se prefiere que el filtro de impurezas tenga una separacién menor de 20.000 NMWC).

[0040] EI filtro de producto con frecuencia se selecciona dentro del intervalo de 50.000 NMWC a 2 um o de

100.000 NMWC a 1 pm.

[0041] Como saben los expertos en la materia, un punto de corte de filtro de producto adecuado en la presente

memoria dependera del tamafio, por ejemplo, del polipéptido de interés. Si es, por ejemplo, Eritropoyetina (EPO) que
6
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tiene un PM de aproximadamente 30 kDa entonces un punto de corte de filtro de producto adecuado podria ser
50.000 NMWC. Sin embargo, incluso para una proteina tal como EPO se usaria normalmente un valor de punto de
corte mayor tal como por ejemplo 500.000 NMWC ya que a este valor de punto de corte se seguiran manteniendo
células hospedadoras de produccion convencional en el medio del biorreactor.

En una realizacion preferida el filtro de producto tiene un tamafio de poro de punto de corte de peso molecular
(NMWC) de al menos 1,5 veces el PM del biopolimero (por ejemplo, polipéptido) de interés. Por ejemplo si el PM del
polipéptido de interés es de 100.000, el punto de corte preferido del filtro de producto es al menos 150.000 NMWC.
Incluso méas preferentemente, el filtro de producto tiene un tamafio de poro de punto de corte de peso molecular
(NMWC) de al menos 2 veces el PM del polipéptido de interés.

[0042] En una realizacion preferida el filtro de impurezas tiene un tamafio de poro de punto de corte de peso
molecular (NMWC) de un maximo de 80 % del PM del biopolimero (por ejemplo polipéptido) de interés. Por ejemplo
si el PM del polipéptido de interés es de 100.000, el punto de corte maximo preferido del filtro de impurezas es de
80.000 NMWC. Incluso mas preferentemente, el filtro de impurezas tiene un tamafio de poro de punto de corte de
peso molecular (NMWC) de un méaximo de 50 % del PM del polipéptido de interés.

[0043] Puede ser una ventaja que el NMWC del filtro de impurezas sea relativamente bajo si el medio comprende
compuestos Utiles tales como por ejemplo insulina, que tiene un PM de aproximadamente 6 kDa. En consecuencia,
si por ejemplo la insulina esta presente en el medio el NMWC del filtro de impurezas es preferentemente 10.000 o
menor.

[0044] En la ilustracion ejemplar en la figura 1 estan las dos unidades de filtrado diferentes, por ejemplo basadas
en membrana situadas en dos aparatos de soporte de filtro separados fisicamente. También podria estar en un
aparato de soporte de filtro, en el que se podria cambiar el valor del punto de corte del filtro de membrana de
acuerdo a si se usara como filtro de impurezas o filtro de producto en el procedimiento de produccién del polipéptido
como se describe en la presente memoria. Preferentemente, estan las dos unidades de filtrado basadas en
membrana diferentes situadas en dos aparatos de soporte de filtro separados fisicamente.

Fermentacién de células en un medio adecuado en las condiciones adecuadas

[0045] Los expertos en la materia conocen cual podria ser el medio adecuado y las condiciones adecuadas con
respecto a células de expresion especifica y polipéptido de interés.

[0046] EI término "medio" generalmente se refiere a un medio de cultivo celular, que puede comprender sales,
aminoécidos, vitaminas, lipidos, detergentes, tampones, factores de crecimiento, hormonas, citocinas, elementos
traza e hidratos de carbono. Los ejemplos de sales incluyen sales de magnesio, por ejemplo MgCl, x 6H,0O y sales
de hierro, por ejemplo FeSO4 x 7 H,0O, sales de potasio, por ejemplo KH,PO4, KCI; sales de sodio, por ejemplo
NaH,PO, o Na;HPO, y sales de calcio, por ejemplo CaCl, x 2H,O. Son ejemplos de aminoacidos los 20
aminoacidos proteinégenos conocidos, por ejemplo histidina, glutamina, treonina, serina, metionina. Los ejemplos de
vitaminas incluyen: ascorbato, biotina, colina, mioinositol, y pantotenato-D, riboflavina. Los ejemplos de lipidos
incluyen: acidos grasos, por ejemplo acido linoleico y acido oleico; peptona de soja y etanol amina. Los ejemplos de
detergentes incluyen Tween 80 y Pluronic F68. Un ejemplo de un tampon es HEPES. Los ejemplos de factores de
crecimiento/hormonas/citocinas incluyen IGF, hidrocortisona e insulina (recombinante). Los ejemplos de elementos
traza se conocen por los expertos en la materia e incluyen Zn, Mg y Se. Los ejemplos de hidratos de carbono
incluyen glucosa, fructosa, galactosa y piruvato.

El pH, temperatura, concentracion de oxigeno disuelto y osmolaridad del medio de cultivo celular en principio no son
criticos y dependen del tipo de célula elegida. Preferentemente, el pH, temperatura, concentracion de oxigeno
disuelto y osmolaridad se seleccionan de tal manera que son éptimos para el crecimiento y productividad de las
células. Los expertos en la materia conocen como encontrar el pH, temperatura, concentracion de oxigeno disuelto y
osmolaridad éptimos para el cultivo por perfusion. Usualmente, el pH 6ptimo est4 entre 6,6 y 7,6, la temperatura
optima entre 30 y 39 °C, la osmolaridad 6ptima entre 260 y 400 mOsm/kg. Como alternativa, pueden afiadirse al
medio durante la fermentacién, desespumantes y antiespumantes a base de silicio o tensioactivos no iénicos tales
como copolimeros de monémeros de bloque de mondmeros de 6xido de etileno/éxido de propileno. El medio puede
ser agua

[0047] Los expertos en la materia conocen numerosas células de expresion adecuadas. En una realizacion
preferida, la célula que expresa el biopolimero (por ejemplo, un polipéptido) de interés es al menos una célula
seleccionada entre el grupo que consiste en: E. coli, Bacillus, levaduras del género Saccharomyces, Pichia,
Aspergillus, Fusarium, Kluyveromyces, células CHO (Ovario de Hamster Chino), hibridomas, células BHK (rifién de
cria de hamster) células de mieloma, células HEK-293, células linfoblastoides humanas, y una célula de ratén, por
ejemplo una célula NSO.
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Eliminacién de impurezas durante la fermentacion

[0048] EI término "impurezas" deberia entenderse como los expertos en la materia lo entenderian en el presente
contexto. Las impurezas se entienden como compuestos quimicos o bioldgicos producidos por las células presentes
en el biorreactor, que limitan el crecimiento de las células. Las impurezas también pueden surgir de células que
mueren o se rompen durante el procedimiento de fermentacion. Las impurezas pueden comprender alcohol etilico,
alcohol butilico, acido lactico, acetona, etanol, compuestos gaseosos, péptidos, lipidos, amoniaco, compuestos
aromaticos y fragmentos de ADN y ARN.

Aislamiento de biopolimero de interés

[0049] De acuerdo con la etapa (e) del primer aspecto, el biopolimero (por ejemplo, un polipéptido) de interés se
aisla del medio de recogida. Esto puede hacerse de acuerdo con la técnica.

[0050] EI reactor también puede comprender una asi llamada purga, en la que se puede extraer el medio “entero”
gue comprende tanto polipéptido de interés con células. Esto puede usarse para la purificacion corriente abajo
adicional del producto de interés o simplemente desecharse.

Ya que la invencion como se describe en la presente memoria da como resultado una alta densidad celular se puede
usar ventajosamente el medio con alta densidad celular para empezar de nuevo (por ejemplo, siembra) una nueva
fermentacion.

[0051] EI biopolimero aislado (por ejemplo, polipéptido) normalmente se formula en una composicion comercial
final relevante de interés (por ejemplo una composicion farmacéutica de interés). Ademas normalmente se envasa
en un contenedor adecuado.

Densidad celular

[0052] Las células que ventajosamente se someten al procedimiento de la invencién, pueden ser cualquier tipo de
célula que se beneficie de este procedimiento, es decir, que se cultiva a una alta densidad celular viable.

[0053] De acuerdo con el procedimiento de la invencion, una alta densidad celular viable es preferentemente una
densidad de al menos 15 millones de células/ml, preferentemente al menos 20 millones de células/ml, mas
preferentemente al menos 25 millones de células/ml, incluso més preferentemente al menos 30 millones de
células/ml y lo més preferente al menos 50 millones de células/ml.

Regulacién de los caudales de liquido

[0054] Esta seccion se hace referencia a dos unidades de filtrado. Dicho en otras palabras, un filtro de producto
ilustra el modulo de recogida de producto. Sin embargo, un dispositivo de sedimentacion centrifuga o gravitacional
podria haber ilustrado también el médulo de recogida de producto.

[0055] En un ejemplo adecuado las dos unidades de filtrado independientes pueden regularse de tal manera que
pueden pasar a través de dos unidades de filtrado cantidades iguales de liquido. Esto proporciona la posibilidad de
concentrar el polipéptido de interés en el biorreactor en comparacién con una situacién en la que el biorreactor
funciona sin un filtro de impurezas (como se ilustra mediante los ejemplos de trabajo 1 y 3). Cuando aumenta la
densidad celular y por lo tanto también los niveles de impurezas, la perfusion del liquido a través del filtro de
producto puede iniciarse asi como el medio recién preparado puede suministrarse con la misma velocidad para
reponer los nutrientes consumidos y medio expulsado.

[0056] Cuando se alcanza el criterio de partida para la recogida, el efluente a través del filtro de impurezas también
empieza de tal manera que velocidades iguales de medio perfunden fuera del filtro de impurezas y el producto y el
sistema se reajustan de tal manera que el medio recién preparado se alimenta con la misma proporcién que la suma
del efluente a través del filtro de impurezas y el filtro de producto.

[0057] Esto proporciona una mejora significativa en el rendimiento de producto, ya que el efluente del medio se
separa a través de dos unidades de filtrado (filtro de impurezas y filtro de producto) de tal manera que el producto
gueda concentrado, por ejemplo, con un factor de dos, comparado con si el producto y las impurezas se recogieran
solo a través de una sola unidad de filtrado facilitando por lo tanto ademés el procesamiento corriente abajo y los
costes implicados.

[0058] En otro ejemplo apropiado las dos unidades de filtrado independientes pueden regularse de tal manera que
diferentes proporciones de liquido pueden pasar a través de cada unidad de filtrado reduciendo de este modo el flujo
de recogida. Esto proporciona la posibilidad de recogida de los productos bioldgicos de alto peso molecular a una
velocidad de flujo mientras se eliminan impurezas del recipiente de cultivo usando una velocidad de flujo diferente y
por lo tanto la densidad celular y rendimiento de producto pueden aumentar drasticamente.
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[0059] Esto se ilustra en el los ejemplos de trabajo 1 y 2 en la presente memoria. En la etapa 3 del ejemplo de
trabajo 1 los parametros del efluente del liquido se ajustan de tal manera que 4 I/h perfunden fuera del filtro de
impurezas y 4 I/h perfunden como producto recogido fuera del filtro de producto. En el ejemplo 2 se repite el ejemplo
1 con la unica diferencia de que en la etapa 3; 6 I/h perfunden fuera del filtro de impurezas y 2 I/h perfunde como
producto recogido fuera del filtro de producto. El resultado es que la acumulacion de producto en la corriente de
recogida se incrementa desde 850 mg/l hasta 1250 mg/I.

[0060] En consecuencia, las impurezas se eliminan mediante el filtro de impurezas por un caudal a través del filtro
de impurezas de la etapa (b) del primer aspecto que es al menos 25 % del caudal a través del filtro de producto de la
etapa (c) del primer aspecto. Mas preferentemente, las impurezas se eliminan mediante el filtro de impurezas por un
caudal a través del filtro de impurezas de la etapa (b) del primer aspecto que es al menos la misma que el caudal a
través del filtro de producto de la etapa (c) del primer aspecto; incluso mas preferentemente las impurezas se
eliminan a través del filtro de impurezas mediante un caudal a través del filtro de impurezas de la etapa (b) del primer
aspecto que es al menos dos veces el caudal a través del filtro de producto de la etapa (c) del primer aspecto.

[0061] Durante el inicio de la fermentacién cuando el nivel de producto e impurezas son bajos, el filtro de
impurezas y el filtro de producto pueden cerrarse de tal manera que no pase liquido a través de las unidades de
filtrado. Cuando la densidad celular aumenta, por lo tanto también los niveles de impurezas, puede iniciarse la
perfusién del liquido fuera a través del filtro de impurezas, asi como puede suministrarse el medio recién preparado
con la misma velocidad para reponer los nutrientes consumidos y el medio expulsado. La velocidad de purga de
permeado y la velocidad de alimentacion pueden ajustarse en consecuencia al nivel de impurezas acumuladas.
Cuando se alcanza el criterio de partida para la recogida, el efluente a través del filtro de producto se inicia y el
sistema se reajusta de tal manera que el medio recién preparado se alimenta con una velocidad que corresponde a
la suma del efluente a través del filtro de impurezas vy el filtro de producto. De esta manera, el efluente de impurezas
a través del filtro de impurezas puede ajustarse de acuerdo con la velocidad con la que se acumulan tales
impurezas. De la misma manera, el efluente del producto a través del filtro de producto puede ajustarse de acuerdo
con la velocidad en la que el producto se acumula y en consecuencia, el medio recién preparado se alimenta con
una velocidad que corresponde a la suma de efluente a través del filtro de impurezas y el filtro de producto.

[0062] Por lo tanto, hasta que el sistema se estabiliza y se alcanza un estado estable el producto se acumula en el
biorreactor a menor concentracion que cuando se alcanza la maxima densidad celular. En consecuencia, deberia
ser beneficioso emplear el sistema con menor velocidad de efluente a través del filtro de producto que a través del
filtro de impurezas de tal manera que el producto se obtiene en una solucidn més concentrada. En muchos casos
esto facilitara ademas el procesamiento corriente abajo y los costes implicados. Otra ventaja es por ejemplo, que los
polipéptidos inestables que pueden inactivarse o degradarse durante un tiempo prolongado consumidos en el
biorreactor pueden recogerse ya a una densidad celular baja a través del filtro de producto a bajas velocidades de
efluente mientras se emplea el filtro de impurezas a una velocidad de efluente alta. De forma similar, los productos,
gue sélo se expresan a bajos niveles, pueden también concentrarse por encima mediante el filtro de producto de tal
manera que el coste de la purificacion corriente abajo puede optimizarse significativamente.

[0063] Cuando el biorreactor es de al menos 50 | se prefiere que en la etapa (d) del primer aspecto se afiadan al
menos 12 | de medio recién preparado al dia que se elimina/recoge mediante el filtro de impurezas y el filtro de
producto de acuerdo con las etapas (b) y (c) del primer aspecto.

En varias situaciones, se puede afadir ventajosamente mas medio recién preparado tal como, por ejemplo, al
menos 1 vez el volumen diario del biorreactor.

EJEMPLOS:

Ejemplo 1:
[0064]

1. Un biorreactor de volumen de trabajo de 100 |, con 50 | de medio Ex-cell se inocula con 15 | de CHO-
K1 que expresan un anticuerpo 1gG.

El sistema esta equipado con un moédulo ATF 6 con una membrana de 0.45 micrémetros (filtro de producto)
para la recogida del producto y un médulo ATF 6 con una membrana de 10.000 NMWC (filtro de impurezas)
para la perfusién de bajo peso molecular. Después de una semana de expansién y 5 dias de fermentacion del
producto la densidad celular alcanz6 aproximadamente 15 millones de células/ml en un volumen de trabajo
de 100 I, el criterio de partida para el uso de recogida para el procesamiento corriente abajo.

2. El biorreactor se alimenta con 150 | de medio al dia, hasta los 100 | de volumen de trabajo y se obtiene
un estado estable después de 10 dias de recogida con una concentracion celular viable de aproximadamente
30 millones de células/ml y una productividad de aproximadamente 45 gramos de anticuerpo al dia. La
concentracién de anticuerpo en la corriente de recogida fue de aproximadamente 300 mg/l. Todo el medio
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anadido perfundié fuera a través del filtro de producto.

3. El dia 10 de recogida se inicia el ATF de NMWC 10.000 y los parametros se reajustan de tal manera
gue el dia 12 se afiaden 8 I’h (192 | al dia) de medio perfundiendo 4 I/h fuera del ATF de 10.000 NMWC y
perfundiendo 4 I/h como producto recogido fuera del ATF de 0.45 micrémetros. El dia 20, el sistema se
estabiliza a una densidad celular viable de aproximadamente 60 millones de células/ml y alcanza una
productividad de aproximadamente 85 gramos por dia. La concentracion de anticuerpo en la recogida se
incrementa al mismo tiempo hasta aproximadamente 850 mg/I.

[0065] EI producto recogido se carga en una columna MabSelect sin ningun ajuste de volumen o conductividad
con un rendimiento del 90 % en el eluato MabSelect para purificar el anticuerpo IgG.

Conclusién de los resultados

[0066] En la etapa 2 solo se usa un filtro, que es el filtro de producto y se consigue una densidad celular de
aproximadamente 30 millones de células/ml y una acumulacion de producto de aproximadamente 300 mg/l en el
medio y por lo tanto en la corriente de recogida.

[0067] En la etapa 3 se usan dos filtros de acuerdo con la invencion como se describe en la presente memoria, un
filtro de impurezas y un filtro de producto. Esto proporciona una mejora significativa ya que se proporciona una
densidad celular de aproximadamente 60 millones de células/ml y en particular una acumulacién de producto de
aproximadamente 850 mg/l en la corriente de recogida, ya que el efluente de medio se ha separado a través de dos
unidades de filtrado (filtro de impurezas y filtro de producto) de tal manera que el producto queda concentrado desde
aproximadamente 300 mg/l detectados en el biorreactor antes de que se inicie el filtro de recogida de producto hasta
aproximadamente 850 mg/l después de que el filtro de producto se ajuste para funcionar.

Ejemplo 2:

[0068] Se repite el ejemplo 1 anterior con la Unica diferencia de que en la etapa 3; perfunden 6 I/h del ATF de
NMWC 10.000 y perfunden 2 I/h como producto recogido fuera del ATF de 0,45 micrometros.

[0069] EI resultado fue que la acumulacion de producto en la corriente de recogida aumenta desde
aproximadamente 850 mg/l hasta aproximadamente 1250 mg/l mediante el funcionamiento del efluente de liquido a
través del filtro de impurezas tres veces la velocidad del efluente de liquido a través del filtro de producto.

Ejemplo 3:

[0070] Se repite el Ejemplo 1 anterior con la Unica diferencia de que en la etapa 3 no funciona el ATF de NMWC
10.000 (filtro de impurezas), y todo el medio afiadido 8 I/h se recoge fuera del ATF de 0,45 micrémetros (filtro de
producto).

[0071] EI dia 20 el sistema se estabiliza a una densidad celular viable de aproximadamente 45 millones de
células/ml y alcanza una productividad de aproximadamente 60 gramos por dia. La concentracion de anticuerpo en
la recogida desciende al mismo tiempo hasta aproximadamente 425 mg/l.

[0072] Esto demuestra que usando el filtro de impurezas en la etapa 3 se mejoran tanto la densidad celular como
el rendimiento de producto.

Ejemplo 4:

[0073] Este ejemplo se realiz6 esencialmente como se ha descrito para el ejemplo 1 anterior.
[0074] Se hizo lo siguiente.

1.  Un biorreactor de volumen de trabajo de 3,0 I, relleno con medio CD- CIM1 se inocula con una linea
celular DG44 CHO que expresa un anticuerpo 1gG a una densidad de siembra inicial viable de 0,5 millones
de células/ml.

El sistema se equipa con un médulo ATF 2 con una membrana de 0,2 micrémetros (filtro de producto) y un
moédulo ATF 2 con una membrana de NMWC 10.000 (filtro de impurezas) para la perfusion de pesos
moleculares bajos. En el dia 2 la densidad celular viable fue de 3,0 millones de células/ml y los dos filtros
iniciaron la recogida del perfusado.

2. El medio de alimentacién en el biorreactor aumenté hasta 4,5 | de medio al dia basandose en
mantener una velocidad de perfusado especifica de 0,3 nl/células*dia y se obtiene un estado estable. Se
eliminan 2,25 | de perfusado a través del filtro de recogida y se eliminan 2,25 | de perfusado a través del
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filtro de impurezas. Después de 9 dias de recogida la concentracion celular viable es de 80 millones
células/ml y una productividad de 935 mg de anticuerpo por litro de volumen de trabajo del biorreactor. La
concentracién de anticuerpo en la corriente de recogida es de 765 mg/l.

Conclusién de los resultados

[0075] Las conclusiones técnicas de este ejemplo estuvieron esencialmente de acuerdo con las conclusiones del
ejemplo 1 anterior.

[0076] En la etapa 2 del ejemplo 4 se usan 2 filtros de acuerdo con la invencién como se describe en la presente
memoria, un filtro de impurezas y un filtro de producto. Esto proporciona una mejora significativa ya que el
biorreactor es capaz de conseguir una densidad celular de aproximadamente 80 millones de células/ml y una
acumulacion de producto de 765 mg/l en la corriente.

[0077] Ya que el flujo del medio se ha separado a través de dos unidades de filtrado (filtro de impurezas vy filtro de
producto) el producto se concentra entre 260 mg/l detectados en la corriente de recogida sin la instalacion de dos
filtros (véase ejemplo 5) hasta 765 mg/lI cuando se usaron dos filtros. Ademas la densidad celular aument6 desde 50
millones de células/ml cuando se uso6 solo el filtro de producto (ejemplo 5) hasta 80 millones de células/ml cuando se
usaron tanto el filtro de impurezas como el filtro de producto.

Ejemplo 5:

[0078] Se repite el Ejemplo 4 anterior con la Unica diferencia de que en la etapa 3 el filtro de impurezas no
funcionaba, y todo el medio afiadido se recogi6 fuera del filtro de producto

Conclusiones de los resultados

[0079] Las conclusiones técnicas de este ejemplo estuvieron esencialmente de acuerdo con las conclusiones del
ejemplo 3 anterior.

[0080] Al dia 9 de la recogida se consiguié una densidad celular viable de 50 millones de células/ml y se alcanzé
una productividad de aproximadamente 525 mg de anticuerpo por litro de volumen de trabajo del biorreactor.
Comparado con el ejemplo 4, la concentracidn de anticuerpo en la recogida fue al mismo tiempo solo de 260 mg/l.

[0081] Esto demuestra que usar el filtro de impurezas del ejemplo 4 mejor6 tanto la densidad celular y la
productividad como la concentracion de producto en la recogida.

REFERENCIAS

1: Documento US 6544424

2: Documento EP 270905A

3: Stark et al., Advances in biochemical Engineering/ Biotechnology 2003 vol. 80, 149-175.
4: Linardos et al., Biotechnology and Bioengineering 1992, vol. 39, 504-510.

5: Poertner et al., Applied Microbiology and Biotechnology, 1998 vol. 50, 403-414.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2375780 T3

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la produccion de un biopolimero de interés en un proceso de fermentacién en continuo por
perfusion, en el que el biorreactor comprende una unidad de filtrado de impurezas y un modulo de recogida de
producto, caracterizado porque:

(i) la unidad de filtrado de impurezas permite eliminar impurezas con un PM inferior al PM del biopolimero de
interés mientras se retienen células y el biopolimero de interés en el biorreactor (llamado “filtro de
impurezas"); y

(ii) el médulo de recogida de producto permite eliminar el biopolimero de interés e impurezas mientras se
retienen células en el biorreactor (llamado "mddulo de recogida de impurezas");

en el que el procedimiento comprende las siguientes etapas:

(a) fermentar células que expresan el biopolimero de interés en el biorreactor en un medio adecuado en
condiciones adecuadas;

(b) durante la fermentacion se eliminan impurezas mediante el filtro de impurezas;

(c) durante la fermentacion se recoge el biopolimero de interés mediante el médulo de recogida de producto;
(d) durante la fermentacién se aflade medio recién preparado para reponer nutrientes consumidos por las
células y equilibrar el medio eliminado durante las etapas (b) y (¢); y

(e) aislar el biopolimero de interés del medio de recogida; y

en el que la densidad celular en el biorreactor durante la fermentacién alcanza al menos 10 millones de células por
ml de medio; y

en el que se eliminan impurezas a través mediante impurezas por un caudal a través del filtro de impurezas de la
etapa (b) que es al menos un 25 % del caudal a través del mddulo de recogida de producto de la etapa (c).

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que se eliminan impurezas mediante el filtro de impurezas por un
caudal a través del filtro de impurezas de la etapa (b) de la reivindicacion 1 que es al menos el doble del caudal a
través del modulo de recogida de producto de la etapa (c) de la reivindicacion 1.

3. El procedimiento de las reivindicaciones 1 6 2, en el que el biopolimero de interés es un polipéptido de interés y
en el que el médulo de recogida de producto es una unidad de filtrado (llamada “filtro de producto ").

4. El procedimiento de las reivindicaciones 1 6 2, en el que el biopolimero de interés es un polipéptido de interés y
en el que el moédulo de recogida de producto se basa en sedimentacion centrifuga o gravitacional.

5. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que:

- el polipéptido de interés tiene un PM de al menos 20.000 kDa;

- el biorreactor tiene un volumen de al menos 50 L;

- las dos unidades de filtrado diferentes (filtro de impurezas y producto) son filtros de membrana y se sitdan
en dos aparatos de soporte de filtro separados fisicamente;

- el filtro de impurezas tiene tamafio de poro con un punto de corte nominal de peso molecular de membrana
(NMWC) en el intervalo de 2000 a 15.000 NMWC; y

- el filtro de producto en el intervalo de 50.000 NMWC a 2 pm.

6. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,

en el que el filtro de impurezas tiene un tamafio de poro de punto de corte de peso molecular (NMWC) de un maximo
de 80 % del PM del biopolimero (por ejemplo un polipéptido) de interés, es decir, si el PM del polipéptido de interés
es 100.000 el punto de corte maximo del filtro de impurezas es 80.000 NMWC; y

en el que el filtro de producto de la reivindicacion 2 tiene un tamafio de poro de punto de corte de peso molecular
(NMWC) de al menos 1,5 veces el PM del biopolimero (por ejemplo un polipéptido) de interés, es decir, si el PM del
polipéptido de interés es 100.000 el punto de corte preferido del filtro de producto es al menos 150.000 NMWC.

7. El procedimiento de cualquiera de la reivindicaciones 2 a 6, en el que el polipéptido de interés es un anticuerpo,
fragmento de anticuerpo, hormona del crecimiento humana, hormona de estimulacién de foliculo, Factor VIII,
eritropoyetina (EPO), factor de estimulacion de colonias de granulocitos (G-CSF), alfa-glactosidasa A, alfa-L-
iduronidasa (rhIDU; laronidasa), N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (rhASB; galsulfasa), ADNasa, Activador de
plasmindgeno tisular (APT), Glucocerebrosidasa, Interferon (IF), Insulina, derivados de insulina, factor de crecimiento
similar a insulina 1, Tenecteplasa, factor antihemofilico, factor de coagulacién humana, Etanercept, Trastuzumab,
Infliximab, Basiliximab, Daclizumab o Glucocerebrosidasa.

8. El procedimiento de cualquiera de la reivindicaciones 1 a 7, en el que la célula que expresa el polipéptido de
interés es al menos una célula seleccionada del grupo que consiste en E. coli, Bacillus, levadura del género
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Saccharomyces, Pichia, Aspergillus, Fusarium, Kluyveromyces, célula CHO (Ovario de Hamster Chino), hibridomas,
célula BHK (Rifidon de Cria de Hamster), célula de mieloma, célula HEK-293, célula linfoblastoide humana y una
célula de raton.

9. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el biorreactor es de al menos 50 L y
en la etapa (d) de la reivindicacién 1 se afiaden al menos 12 L de medio recién preparado al dia que se
eliminan/recogen mediante el filiro de impurezas y el médulo de recogida de producto de acuerdo con las etapas (b)
y (c) de la reivindicacion 1.

10. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el polipéptido de interés aislado de

la etapa (e) de la reivindicacién 1 se formula en una composicién final comercial relevante de interés, tal como una
composicion farmacéutica de interés.

13



ES 2375780 T3

opiB6o9oal ojonpoud
Y/l 0C

ojje Nd

dIN

u/l o¥

| einbi4

y/l 0C

X SOIpaAl

14



ES 2375780 T3

REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION
Esta lista de referencias citadas por el solicitante es Unicamente para la comodidad del lector. No forma parte del

documento de la patente europea. A pesar del cuidado tenido en la recopilacion de las referencias, no se pueden
5 excluir errores u omisiones y la EPO niega toda responsabilidad en este sentido.

Documentos de patentes citados en la descripcion

10« s B544424 B [0008] [0009] [0082] «  US5342781 A [0031]
«  EP 270305 & [0010] [0082]

15 Literatura diferente de patentes citadas en la descripcién

«  STARK et al. Advances in bischemical Engineer  +  LINARDOS et al. Slotechnology and Bioengineer-
ing/Bictechnology, 2002, vol. B0, 143-175 [0010] ing, 1982, vol. 33, 504-510 [D010] [0082]
20 [0082] « POERTNER et al. Applisd Microbiology and Sio-
technology, 1998, vol. 50, 403-414 [0010] [0082]
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