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DESCRIPCION
Uso de perfusion para mejorar la produccion de un cultivo de células alimentado por lotes en biorreactores
Referencia cruzada con solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de Estados Unidos N° 60/954.922, presentada
el 9 de agosto de 2007.

Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento para mejorar la produccion de proteinas mediante células
cultivadas, por ejemplo, células animales. Mas especificamente, la invencion se refiere a un procedimiento de cultivo
celular en el que las células se perfunden durante un periodo de tiempo, de manera continua o intermitente, y
posteriormente se cultivan en un cultivo alimentado por lotes. El procedimiento de la invencién permite que el cultivo
celular alcance una densidad celular mas alta antes de que se inicie una fase de produccion de proteina. Como
resultado, se aumenta la cantidad de proteina producida durante la fase de produccion, facilitando, por ejemplo, la
produccién a escala comercial de la proteina. La invencién también se refiere a un aparato biorreactor de perfusion
que comprende un depdsito de medio nuevo conectado a un biorreactor por una bomba de alimentacién, un circuito
de recirculaciéon conectado al biorreactor, donde el circuito de recirculacion comprende un dispositivo de filtracion,
por ejemplo, ultrafiltracion o microfiltracion, y una bomba de permeacion que conecta el dispositivo de filtraciéon a un
contenedor de recoleccion del permeado.

Técnica antecedente relacionada

Una gran proporcion de productos biotecnolégicos, ya estén disponibles comercialmente o en desarrollo, son
terapéuticos de proteinas. Generalmente se requiere la maquinaria celular de una célula (por ejemplo, una célula
animal, una célula bacteriana) para producir muchas formas de agentes terapéuticos proteicos (por ejemplo,
proteinas glicosiladas, anticuerpos monoclonales producidos por hibridoma). Por consiguiente, existe una demanda
grande y creciente para la produccion de proteinas en cultivos celulares, por ejemplo, en cultivos de células
animales, y para procedimientos mejorados relacionados con dicha produccion.

En comparacion con los cultivos de células bacterianas, los cultivos de células animales tienen velocidades de
produccion mas bajas y tipicamente generan menores rendimientos de produccion. Por lo tanto, una cantidad
significativa de investigacion se centra en las condiciones y procedimientos de cultivo de células animales que
pueden optimizar el rendimiento de polipéptidos, es decir, condiciones y procedimientos que soportan una alta
densidad celular y un alto titulo de proteina. Por ejemplo, se ha determinado que la alimentacién restringida de
glucosa a cultivos de células animales en procesos alimentados por lotes controla la producciéon de lactato sin
requerir una alimentacion de glucosa a velocidad constante (véase la Publicacion de Solicitud de Patente de Estados
Unidos N° 2005/0070013).

Dos procesos de cultivo celular se usan principalmente para la produccion de proteinas a gran escala: el proceso
alimentado por lotes y el proceso de perfusion. Los objetivos principales de estos procedimientos son la adicion de
nutrientes, por ejemplo, glucosa, a medida que se consumen, y la eliminacion de productos de desecho metabdlicos,
por ejemplo, acido lactico y amoniaco, a medida que se producen. En el proceso alimentado por lotes, las células
reciben un medio de inoculaciéon que contiene glucosa al inicio del cultivo y en uno o mas puntos después de la
iniciacion, pero antes de la terminacion, del cultivo. Por ejemplo, un procedimiento alimentado por lotes es una
alimentacion invariante de glucosa a velocidad constante (Ljunggren y Haggstrom (1994) Biotechnol. Bioeng., 44:
808-18; Haggstrom y col. (1996) Annals NY Acad. Sci. 782: 40-52). Aunque esta alimentacion invariante a velocidad
constante de glucosa en un proceso alimentado por lotes puede ayudar a controlar la produccion de acido lactico
mediante células cultivadas a niveles relativamente bajos, no se alcanzan las concentraciones maximas de células,
velocidades de crecimiento y niveles de viabilidad celular (porque este procedimiento de proporcionar la glucosa
tipicamente da como resultado la inanicién de glucosa a medida que aumentan las concentraciones de células). En
consecuencia, la cantidad de producto producido no es 6ptima.

En el proceso de perfusion, las células también reciben medio base de inoculacion, y en el punto cuando las células
alcanzan una densidad celular deseada, se inicia la perfusion celular de manera que el medio consumido se
reemplaza por medio nuevo. El proceso de perfusion permite que el cultivo alcance una alta densidad celular y, por
lo tanto, permite la producciéon de una gran cantidad de producto. Sin embargo, al menos algunas formas del
proceso de perfusion requieren suministrar una gran cantidad de medio y dan lugar a que una porcién del producto
esté contenida en un gran volumen de medio consumido en lugar de concentrarse en una sola cosecha.

Por lo tanto, existe la necesidad de procedimientos alternativos de produccion de proteina a gran escala que
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maximicen la viabilidad celular, la concentraciéon celular y la cantidad de proteina producida, asi como también
minimicen el volumen del medio en el que esta contenido el producto proteico.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona diversos procedimientos relacionados con la mejora de la produccion de
proteinas en cultivos celulares, por ejemplo, cultivos de células animales, en los que el cultivo celular se perfunde
durante un periodo de tiempo, de forma continua o intermitente, y posteriormente se cultiva en un cultivo alimentado
por lotes. Por lo tanto, en al menos una realizacion, la divulgacion proporciona un procedimiento para la produccion
de un polipéptido que comprende las etapas de cultivar células en un cultivo celular hasta un primer nivel critico;
perfundir el cultivo celular, en el que la perfusién comprende reemplazar el medio consumido por medio nuevo, con
lo que se retiene al menos una porcion de las células y se elimina al menos un producto de desecho; cultivar células
en el cultivo celular hasta un segundo nivel critico; iniciar una fase de produccién de polipéptido; y mantener células
en un cultivo alimentado por lotes durante al menos una porcién de la fase de producciéon del polipéptido. En al
menos algunas realizaciones de la divulgacion, el cultivo celular es un cultivo de células animales, por ejemplo, un
cultivo de células de mamifero, por ejemplo, un cultivo de células CHO. La invencién proporciona un procedimiento
de cultivo celular para la produccion de un polipéptido que comprende las etapas de:

(a) cultivar células en un cultivo celular hasta un primer nivel critico en el que se alcanza dicho primer nivel critico a

- una densidad celular de aproximadamente 1 millén hasta aproximadamente 9 millones de células por mililitro,
- un nivel de concentracion de lactato de aproximadamente 1 g/l hasta aproximadamente 6 g/l o,
- en el dia 1 al dia 5 del cultivo celular;

(b) perfundir el cultivo celular, en el que la perfusiéon comprende reemplazar el medio consumido por medio nuevo,
con lo que se retiene al menos una porcion de las células y se elimina al menos un producto de desecho;

(c) cultivar células en el cultivo celular hasta un segundo nivel critico en el que dicho segundo nivel critico se alcanza
a

- una densidad celular de aproximadamente 5 millones hasta aproximadamente 40 millones de células por mililitro, o
- aproximadamente del dia 2 al dia 7 del cultivo celular;

(d) iniciar una fase de produccion de polipéptido por un cambio en la temperatura, pH u osmolaridad del cultivo
celular o combinacion de los mismos; y

(e) mantener las células en un cultivo alimentado por lotes durante al menos una porcion de la fase de produccion
del polipéptido,

en el que el cultivo de células de mamifero es un cultivo de células CHO.

En al menos algunas realizaciones, la invencion proporciona un procedimiento para la produccion de un polipéptido
en el que el primer nivel critico se alcanza a una densidad celular de aproximadamente 1 millén hasta
aproximadamente 9 millones de células por mililitro, por ejemplo, aproximadamente 2 millones de células por mililitro.
En al menos algunas realizaciones, el primer nivel critico se alcanza a una concentracion de lactato de
aproximadamente 1 g/l hasta aproximadamente 6 g/l, por ejemplo, aproximadamente 2 g/l. En al menos algunas
realizaciones, el primer nivel critico se alcanza aproximadamente del dia 1 al dia 5 del cultivo celular, por ejemplo,
aproximadamente el dia 2 del cultivo celular. En al menos algunas realizaciones adicionales, el primer nivel critico se
alcanza a una densidad celular de aproximadamente 1 millén hasta aproximadamente 9 millones de células por
mililitro y a una concentraciéon de lactato de aproximadamente 1 g/l hasta aproximadamente 6 g/l. En al menos
algunas otras realizaciones, el primer nivel critico se alcanza a una densidad celular de aproximadamente 1 millon
hasta aproximadamente 9 millones de células por mililitro y aproximadamente del dia 1 hasta aproximadamente el
dia 5 del cultivo celular.

En al menos algunas realizaciones, la invencion proporciona un procedimiento para la produccion de un polipéptido
en el que el segundo nivel critico se alcanza a una densidad celular de aproximadamente 5 millones hasta
aproximadamente 40 millones de células por mililitro, por ejemplo, aproximadamente 10 millones de células por
mililitro. En al menos algunas realizaciones, el segundo nivel critico se alcanza aproximadamente del dia 2 hasta
aproximadamente el dia 7 del cultivo celular, por ejemplo, aproximadamente el dia 5 del cultivo celular. En al menos
algunas realizaciones adicionales, el segundo nivel critico se alcanza a una densidad celular de aproximadamente 5
millones hasta aproximadamente 40 millones de células por mililitro, y aproximadamente del dia 2 hasta
aproximadamente el dia 7 del cultivo celular.

En al menos algunas realizaciones, la invencion proporciona un procedimiento para la produccion de un polipéptido
en el que al menos un producto de desecho es acido lactico o amoniaco. En al menos algunas realizaciones, el
cultivo celular es un cultivo de células a gran escala.

En al menos algunas realizaciones, la etapa de iniciar la fase de produccion del polipéptido comprende un cambio de
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temperatura en el cultivo celular. En al menos algunas realizaciones, la temperatura del cultivo celular se reduce de
aproximadamente 37 °C hasta aproximadamente 31 °C.

En al menos algunas realizaciones, la invencion proporciona un procedimiento para la produccion de un polipéptido
en el que al menos un producto de desecho se elimina pasando el medio consumido a través de un dispositivo de
microfiltracion. En al menos algunas realizaciones, la invencién comprende adicionalmente las etapas de recoger y
purificar el polipéptido del medio consumido. En al menos algunas realizaciones, al menos un producto de desecho
se elimina pasando el medio consumido a través de un dispositivo de ultrafiltracion.

En al menos algunas realizaciones, la invencion proporciona un procedimiento para la produccion de un polipéptido
en el que la etapa de perfusién comprende perfusion continua. En al menos algunas realizaciones, la etapa de
perfusion comprende perfusion intermitente. En al menos algunas realizaciones, la velocidad de perfusion es
constante, o la velocidad de perfusiéon aumenta o disminuye a una velocidad constante, o la velocidad de perfusion
aumenta o disminuye de forma escalonada.

En al menos algunas realizaciones, la invencion proporciona un procedimiento para la produccion de un polipéptido
en el que la etapa de perfusion finaliza cuando el cultivo celular alcanza el segundo nivel critico. En al menos
algunas realizaciones, la etapa de perfusion se continda durante un periodo de tiempo después de que el cultivo
celular alcanza el segundo nivel critico, por ejemplo, en el que el periodo de tiempo es de aproximadamente 2 dias.

En al menos algunas realizaciones, la invencion proporciona un procedimiento para la produccion de un polipéptido
en el que la etapa de perfusién comprende ademas administrar al menos una alimentacién en bolo al cultivo celular.
En al menos algunas realizaciones, la invencion proporciona un procedimiento para la produccion de un polipéptido
en el que la etapa de mantenimiento de las células en un cultivo alimentado por lotes se inicia cuando el cultivo
celular alcanza el segundo nivel critico. En al menos algunas realizaciones, la etapa de mantenimiento de células en
un cultivo alimentado por lotes se inicia después de que ha transcurrido un periodo de tiempo desde que el cultivo
celular alcanzé el segundo nivel critico, por ejemplo, en el que el periodo de tiempo es de aproximadamente 2 dias.

En al menos algunas realizaciones, la invencion proporciona un procedimiento para la produccion de un polipéptido
que comprende, ademas, después de la etapa de mantenimiento de las células en un cultivo alimentado por lotes,
una etapa de recogida del polipéptido producido por el cultivo de células. En al menos algunas realizaciones, la
invencion comprende, ademas, después de la etapa de recoger el polipéptido, una etapa de purificacion del
polipéptido. En al menos algunas realizaciones, el polipéptido producido por el cultivo celular es un anticuerpo. En al
menos algunas realizaciones, la invencion proporciona un procedimiento para la produccion de un polipéptido en el
que al menos una etapa tiene lugar en un biorreactor.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 demuestra un ejemplo de un aparato biorreactor de perfusiéon de la invencion, con el dispositivo de
ultrafiltracion (UF) o microfiltracion (MF) (que contiene, por ejemplo, un cartucho de fibra hueca de UF o MF)
conectado dentro del circuito de recirculacion externo (accionado por una bomba de recirculacion de circuito de
perfusion).

La FIG. 2 representa el curso de tiempo (en dias) para el aumento gradual en la velocidad de perfusion para el
Ejemplo 2.2. El diagrama superior representa el transcurso del tiempo para un experimento de "alta velocidad de
perfusion”; el diagrama inferior representa el curso del tiempo para un experimento de "baja velocidad de perfusion”.
La velocidad de perfusion se midié en volumen por dia (vvd); 1,0-2,0 vvd, intervalo para alta velocidad de perfusion;
0,5-1,0 vvd, intervalo para baja velocidad de perfusion. Los numeros (0-5) representan dias de cultivo. Los dias de
perfusion y alimentacion por lotes fueron los indicados; las lineas punteadas indican el momento del cambio de
temperatura.

La FIG. 3 muestra densidad de células viables (eje Y, millones de células/mL) en diferentes tiempos de cultivo (eje X,
dias [d]) para una alta velocidad de perfusidon seguida por cultivo alimentado por lotes (M), baja velocidad de
perfusién seguida de cultivo alimentado por lotes ([J), y cultivo alimentado por lotes Unicamente (@) para
experimentos en el Ejemplo 2.2. La linea vertical en el grafico indica el momento en que la temperatura se cambid
de 37 °C a 31 °C.

La FIG. 4 demuestra el porcentaje de células viables (eje Y) en diferentes tiempos de cultivo (eje X, dias [d]) para
una velocidad de perfusion alta seguida de un cultivo alimentado por lotes (H), una baja velocidad de perfusion
seguida de cultivo alimentado por lotes ([1), y cultivo alimentado por lotes Gnicamente (@) para experimentos en el
Ejemplo 2.2. La linea vertical en el grafico indica el momento en que la temperatura se cambié de 37 °C a 31 °C.

La FIG. 5 demuestra la concentracion de lactato (eje Y, g/l) para una alta velocidad de perfusion seguida de cultivo
alimentado por lotes (M), una baja velocidad de perfusion seguida de cultivo alimentado por lotes ([J), y cultivo
alimentado por lotes Unicamente (@) a diferentes tiempos de cultivo (eje X; dias [d]) para los experimentos en el
Ejemplo 2.2. La linea vertical en el grafico indica el momento en que la temperatura se cambié de 37 °C a 31 °C.

La FIG. 6 demuestra la concentracion de amonio (eje Y; mM) para una alta velocidad de perfusion seguida de un
cultivo alimentado por lotes (H), una baja velocidad de perfusion seguida de un cultivo alimentado por lotes ([J) y un
cultivo alimentado por lotes Gnicamente (@) a diferentes tiempos de cultivo (eje X, dias [d]) para los experimentos en
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el Ejemplo 2.2. La linea vertical en el grafico indica el momento en que la temperatura se cambié de 37 °C a 31 °C.
La FIG. 7 demuestra cambios en la osmolaridad (eje Y; mOsm/kg) para una alta velocidad de perfusion seguida de
un cultivo alimentado por lotes (), una baja velocidad de perfusion seguida de un cultivo alimentado por lotes ([1) y
un cultivo alimentado por lotes Unicamente (@) a diferentes tiempos de cultivo (eje X, dias [d]) para los experimentos
en el Ejemplo 2.2. La linea vertical en el grafico indica el momento en que la temperatura se cambi6 de 37 °C a 31
[o]

La FIG. 8 demuestra el titulo de anticuerpo monoclonal (eje Y: mg/l) para una alta velocidad de perfusion seguida de
cultivo alimentado por lotes (H), una baja velocidad de perfusion seguida de cultivo alimentado por lotes ([J) y un
cultivo alimentado por lotes Gnicamente (@) a diferentes tiempos de cultivo (eje X; dias [d]) para los experimentos en
el Ejemplo 2.2. La linea vertical en el grafico indica el momento en que la temperatura se cambié de 37 °C a 31 °C.
La FIG. 9 representa el curso de tiempo (en dias) para el aumento gradual en la velocidad de perfusion para el
Ejemplo 2.3. El diagrama superior representa el curso de tiempo para un experimento de alta velocidad de perfusion;
el diagrama inferior representa el curso del tiempo para un experimento de baja velocidad de perfusion. La velocidad
de perfusion se midioé en volumen por dia (vvd); 1,0-2,0 vvd, intervalo para alta velocidad de perfusion; 0,5-1,0 vvd,
intervalo para baja velocidad de perfusion. Los nimeros (0-5) representan dias de cultivo. Los dias de perfusion y
alimentacion por lotes fueron los indicados; las lineas punteadas indican el momento del cambio de temperatura.

La FIG. 10 demuestra densidad de células viables (eje Y; millones de células/mL) en diferentes tiempos de cultivo
(eje X; dias [d]) para una alta velocidad de perfusion con MF seguido de cultivo alimentado por lotes (H), una baja
velocidad de perfusion con MF seguido de un cultivo alimentado por lotes (1), y una alta velocidad de perfusion con
UF seguido de un cultivo alimentado por lotes (O) para los experimentos en el Ejemplo 2.3. La temperatura se
cambié de 37 °C a 31 °C aproximadamente el dia 4.

La FIG. 11 demuestra el porcentaje de células viables (eje Y) en diferentes tiempos de cultivo (eje X, dias [d]) para
una alta velocidad de perfusion con MF seguido de cultivo alimentado por lotes (), una baja velocidad de perfusion
con MF seguido de cultivo alimentado por lotes ([1), y una alta velocidad de perfusién con UF seguido de un cultivo
alimentado por lotes (O) para los experimentos en el Ejemplo 2.3. La linea vertical en el gréfico indica el momento
en que la temperatura se cambié de 37 °C a 31 °C.

La FIG. 12 demuestra el titulo de anticuerpo monoclonal (eje Y; mg/l) en diferentes tiempos de cultivo (eje X; dias
[d]) para una alta velocidad de perfusion con MF seguido de cultivo alimentado por lotes (B), una baja velocidad de
perfusion con MF seguida de cultivo alimentado por lotes ([]), y una alta velocidad de perfusion con UF seguido de
cultivo alimentado por lotes (O) para los experimentos en el Ejemplo 2.3. La linea vertical en el gréafico indica el
momento en que la temperatura se cambié de 37 °C a 31 °C.

La FIG. 13 representa un curso de tiempo (en dias) para los cambios por etapas en la velocidad de perfusion
("velocidad de perfusion moderada") para los experimentos de perfusion "continua” (la perfusion se continué durante
un dia adicional en comparacion con experimentos previos) del Ejemplo 2.4. La velocidad de perfusién se midié en
volumen por dia (vvd). Los numeros (0-6) representan dias de cultivo. Los dias de perfusion y alimentacion por lotes
fueron los indicados; la linea punteada indica el momento del cambio de temperatura.

La FIG. 14 demuestra densidad celular viable (eje Y, millones de células/mL) en diferentes tiempos de cultivo (eje X,
dias [d]) para un cultivo de perfusion moderada con MF y medio normal (R1; B), un cultivo de velocidad de perfusion
moderada con UF y medio concentrado (R2; @); un matraz de agitacion que contiene una muestra de R1 (SF1; [J);
y un matraz de agitacién que contiene una muestra de R2 (SF2; O) para experimentos en el Ejemplo 2.4. La linea
vertical en el grafico indica el momento en que la temperatura se cambié de 37 °C a 31 °C.

La FIG. 15 demuestra el porcentaje de células viables (eje Y) en diferentes tiempos de cultivo (eje X, dias [d]) para
un cultivo de velocidad de perfusién moderada con MF y medio normal (R1; H), un cultivo de velocidad de perfusion
moderada con UF y medio concentrado (R2; @); un matraz de agitacion que contiene una muestra de R1 (SF1; [J);
y un matraz de agitacién que contiene una muestra de R2 (SF2; O) para experimentos en el Ejemplo 2.4. La linea
vertical en el grafico indica el momento en que la temperatura se cambié de 37 °C a 31 °C.

La FIG. 16 demuestra la concentracion de lactato (eje Y; g/l) en diferentes tiempos de cultivo (eje X, dias [d]) para un
cultivo de velocidad de perfusién moderada con MF y medio normal (R1; H), un cultivo de velocidad de perfusion
moderada con UF y medio concentrado (R2; @); un matraz de agitacion que contiene una muestra de R1 (SF1; [J);
y un matraz de agitacién que contiene una muestra de R2 (SF2; O) para experimentos en el Ejemplo 2.4. La linea
vertical en el grafico indica el momento en que la temperatura se cambi6 de 37 °C a 31 °C.

La FIG. 17 demuestra la concentracion de amonio (eje Y; mM) en diferentes tiempos de cultivo (eje X, dias [d]) para
un cultivo de velocidad de perfusién moderada con MF y medio normal (R1; H), un cultivo de velocidad de perfusion
moderada con UF y medio concentrado (R2; @); un matraz de agitacion que contiene una muestra de R1 (SF1; [J);
y un matraz de agitacién que contiene una muestra de R2 (SF2; O) para experimentos en el Ejemplo 2.4. La linea
vertical en el grafico indica el momento en que la temperatura se cambié de 37 °C a 31 °C.

La FIG. 18 demuestra el titulo de anticuerpo monoclonal (eje Y, mg/l) para un cultivo de velocidad de perfusion
moderada con MF y medio normal (R1; H), un cultivo de velocidad de perfusion moderada con UF y medio
concentrado (R2; @); un matraz de agitacion que contiene una muestra de R1 (SF1; [J); y un matraz de agitacion
que contiene una muestra de R2 (SF2; O) para experimentos en el Ejemplo 2.4.

Descripcion detallada de la invenciéon
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La presente invencion es un procedimiento modificado de cultivo celular alimentado por lotes para la produccién de
polipéptidos. Proporciona un procedimiento de proteccion de polipéptidos, por ejemplo, produccion de polipéptidos a
gran escala, con una mayor viabilidad celular y una mayor cantidad del producto polipeptidico. La presente
descripcion también se refiere a un aparato biorreactor de perfusién que puede usarse en los procedimientos de
cultivo celular divulgados.

El procedimiento de cultivo de células alimentado por lotes combina tanto un procedimiento de cultivo de células
alimentado por lotes como un procedimiento de perfusion. Los términos "cultivo" y "cultivo celular" tal como se usan
en la presente memoria se refieren a una poblacién celular que esta suspendida en un medio de cultivo celular en
condiciones adecuadas para la supervivencia y/o el crecimiento de la poblacion celular. Como se usa en el presente
documento, estos términos pueden referirse a la combinacién que comprende la poblacion celular (por ejemplo, el
cultivo de células animales) y el medio en el que se suspende la poblacion.

El término "cultivo por lotes" tal como se usa en la presente memoria se refiere a un procedimiento de cultivo de
células en el que todos los componentes que finalmente se usaran para cultivar las células, incluyendo el medio, asi
como las células mismas, se proporcionan al comienzo del proceso de cultivo. Un cultivo por lotes tipicamente se
detiene en algun punto y las células y/o componentes en el medio se recolectan y opcionalmente se purifican.

El término "cultivo alimentado por lotes" como se usa en el presente documento se refiere a un procedimiento de
cultivo de células en el que se proporcionan componentes adicionales al cultivo en algin momento posterior al
comienzo del proceso de cultivo. Los componentes provistos tipicamente comprenden complementos nutricionales
para las células que se han agotado durante el proceso de cultivo. Un cultivo alimentado por lotes se detiene
tipicamente en algun punto y las células y/o componentes en el medio se recogen y opcionalmente se purifican.

El término "cultivo de perfusién" como se usa en el presente documento se refiere a un procedimiento de cultivo de
células en el que se proporciona medio nuevo adicional, ya sea de forma continua durante un periodo de tiempo o
intermitentemente durante un periodo de tiempo, al cultivo (posterior al comienzo del proceso de cultivo), y
simultaneamente se retira el medio usado. El medio nuevo generalmente proporciona complementos nutricionales
para las células que se han agotado durante el proceso de cultivo. El producto polipeptidico, que puede estar
presente en el medio consumido, se purifica opcionalmente. La perfusiéon también permite la eliminaciéon de los
productos de desecho celular (enjuague) del cultivo celular que crece en el biorreactor.

El término "biorreactor" como se usa en el presente documento se refiere a cualquier recipiente utilizado para el
crecimiento de un cultivo de células procariotas o eucariotas, por ejemplo, un cultivo de células animales (por
ejemplo, un cultivo de células de mamifero). El biorreactor puede ser de cualquier tamafio siempre que sea Util para
el cultivo de células, por ejemplo, células de mamifero. Tipicamente, el biorreactor sera al menos de 30 ml y puede
ser de al menos 1, 10, 100, 250, 500, 1.000, 2.500, 5.000, 8.000, 10.000, 12.0000 litros 0 mas, o cualquier volumen
intermedio. Las condiciones internas del biorreactor, que incluyen, pero no se limitan al pH y la temperatura, son
tipicamente controladas durante el periodo de cultivo. El término "biorreactor de produccién" como se usa en el
presente documento se refiere al biorreactor final utilizado en la produccion del polipéptido o proteina de interés. El
volumen de un biorreactor de produccion de cultivo celular a gran escala generalmente es superior a
aproximadamente 100 ml, tipicamente al menos aproximadamente 10 litros, y puede ser de 500, 1.000, 2.500,
5.000, 8.000, 10.000, 12.0000 litros o mas, o cualquier volumen intermedio. Un biorreactor o biorreactor de
produccion adecuado puede estar compuesto (es decir, construido de) cualquier material que sea adecuado para
contener cultivos celulares suspendidos en medios en las condiciones de cultivo de la presente invencion y es
propicio para el crecimiento y la viabilidad celular, incluyendo vidrio, plastico o metal; el(los) material(es) no deberan
interferir con la expresion o estabilidad del producto producido, por ejemplo, un producto polipeptidico. Un experto en
la técnica conocerd, y podra elegir, biorreactores adecuados para su uso en la practica de la presente invencion.

El término "densidad celular" tal como se usa en el presente documento se refiere al nimero de células presentes en
un volumen dado de medio. El término "densidad de células viables" tal como se usa en el presente documento se
refiere al numero de células vivas presentes en un volumen dado de medio en un conjunto dado de condiciones
experimentales.

El término "viabilidad celular" como se usa en la presente memoria se refiere a la capacidad de las células en cultivo
para sobrevivir bajo un conjunto dado de condiciones de cultivo o variaciones experimentales. El término como se
usa en el presente documento también se refiere a la porciéon de células que estan vivas en un momento particular
en relacion con el numero total de células, vivas y muertas, en el cultivo en ese momento.

Como se usa en el presente documento, las frases "polipéptido" o "producto polipeptidico” son sinénimos de los
términos "proteina" y "producto proteico”, respectivamente, y, como se entiende generalmente en la técnica, se
refieren a al menos una cadena de aminodacidos unidos a través de enlaces peptidicos secuenciales. En ciertas
realizaciones, una "proteina de interés" o un "polipéptido de interés" o similar es una proteina codificada por una
molécula de acido nucleico exdgeno que se ha transformado en una célula huésped. En ciertas realizaciones, en las
que un ADN exdgeno con el que se ha transformado la célula huésped codifica la "proteina de interés", la secuencia
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de acido nucleico del ADN exdgeno determina la secuencia de aminoacidos. En ciertas realizaciones, una "proteina
de interés" es una proteina codificada por una molécula de acido nucleico que es enddgena a la célula huésped. En
ciertas realizaciones, la expresion de dicha proteina de interés enddgena se altera transfectando una célula huésped
con una molécula de acido nucleico exdgeno que puede, por ejemplo, contener una o mas secuencias reguladoras
y/o codificar una proteina que potencia la expresion de la proteina de interés.

El término "titulo", como se usa en el presente documento, se refiere a la cantidad total de polipéptido de interés
producido por un cultivo celular (por ejemplo, un cultivo de células animales), dividido por una cantidad dada de
volumen de medio; por lo tanto, "titulo" se refiere a una concentracién. El titulo se expresa tipicamente en unidades
de miligramos de polipéptido por litro de medio. El cultivo alimentado por lotes modificado de la presente invencion
tiene un efecto de aumentar el titulo de producto polipeptidico en comparaciéon con otros procedimientos de cultivo
celular conocidos en la técnica.

El procedimiento modificado de cultivo de células alimentadas por lotes de la presente invencion comprende dos
fases, una fase de crecimiento celular y una fase de produccion de proteina. Durante la fase de crecimiento celular,
las células se mezclan primero (es decir, se inoculan) con un medio (es decir, medio de inoculacion) para formar un
cultivo celular. Los términos "medio", "medio de cultivo celular" y "medio de cultivo" como se usan en la presente
memoria se refieren a una solucion que contiene nutrientes que nutren células animales en crecimiento, por ejemplo,
células de mamifero, y también pueden referirse a un medio en combinacion con células. El término "medio de
inoculacion" se refiere al medio que se usa para formar un cultivo celular. El medio de inoculacién puede o no diferir
en la composiciéon del medio utilizado durante el resto de la fase de crecimiento celular. Tipicamente, las soluciones
de medio proporcionan, sin limitacion, aminoacidos esenciales y no esenciales, vitaminas, fuentes de energia,
lipidos y elementos traza requeridos por la célula para al menos un crecimiento y/o supervivencia minimos. La
solucion también puede contener componentes que mejoran el crecimiento y/o la supervivencia por encima de la
tasa minima, incluidas las hormonas y los factores de crecimiento. La solucién se formula preferiblemente a un pH y
concentracion de sal éptimos para la supervivencia y proliferacion celular. En al menos una realizacion, el medio es
un medio definido. Los medios definidos son medios en los que todos los componentes tienen una estructura
quimica conocida. En otras realizaciones de la invencién, el medio puede contener un aminoacido o aminoacidos
derivados de cualquier fuente o procedimiento conocido en la técnica, que incluye, pero no se limita a, uno o unos
aminoacidos derivados de una Unica adicion de aminoacidos o a partir de una adicién o adiciones de hidrolizado de
peptona o proteina (incluyendo una fuente o fuentes de origen animal o vegetal). En aun otras realizaciones de la
invencion, el medio usado durante la fase de crecimiento celular puede contener medio concentrado, es decir, medio
que contiene una concentracion de nutrientes mas alta que la normalmente necesaria y normalmente proporcionada
a un cultivo en crecimiento. Un experto en la técnica reconocera qué medio celular, medio de inoculacién, etc., es
apropiado para cultivar una célula particular, por ejemplo, una célula animal (por ejemplo, células CHO) y la cantidad
de glucosa y otros nutrientes (por ejemplo, glutamina, hierro, elementos D en trazas) o agentes disefiados para
controlar otras variables de cultivo (por ejemplo, la cantidad de espuma, osmolaridad) que debe contener el medio
(véase, por ejemplo, Mather, JP, y col., (1999) "Culture media, animal cells, large scale production", Encyclopedia of
Bioprocess Technology: Fermentation, Biocatalysis, and Bioseparation, Vol. 2: 777-85; Publicacién de la Solicitud de
Patente de los Estados Unidos N° 2006/0121568). La presente invencion también contempla variantes de dichos
medios conocidos, que incluyen, por ejemplo, variantes enriquecidas en nutrientes de dichos medios.

Un experto en la materia reconocera a qué temperatura y/o concentracion debe cultivarse una linea celular
particular. Por ejemplo, la mayoria de las células de mamifero, por ejemplo, células CHO, crecen bien dentro del
intervalo de aproximadamente 35 °C a 39 °C, preferiblemente a 37 °C, mientras que las células de insecto
tipicamente se cultivan a 27 °C.

La presente divulgacion puede usar células huésped recombinantes, por ejemplo, células huésped procariotas o
eucariotas, es decir, células transfectadas con un constructo de expresiéon que contiene un acido nucleico que
codifica un polipéptido de interés. La frase "células animales" abarca vertebrados no mamiferos invertebrados (por
ejemplo, aves, reptiles y anfibios) y células de mamiferos. Los ejemplos no limitantes de células de invertebrados
incluyen las siguientes células de insectos: Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes aegypti (mosquito), Aedes
albopictus (mosquito), Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) y Bombyx mori (gusano de seda/polilla de seda).

Una serie de lineas celulares de mamifero son células huésped adecuadas para la expresion recombinante de
polipéptidos de interés. Las lineas de células huésped de mamiferos incluyen, por ejemplo, COS, PER.C6, T\M4,
VEROO076, MDCK, BRL-3A, W138, Hep G2, MMT, MRC 5, FS4, CHO, 293T, A431, 3T3, CV-1, C3H10T1/2, Colo205,
293, Hela, células L, BHK, HL-60, FRhL-2, U937, HaK, células Jurkat, Rat2, BaF3, 32D, FDCP-1, PC12, M1x,
mielomas murinos (por ejemplo, SP2/0 y NS0) y células C2C12, asi como lineas celulares de primate transformadas,
hibridomas, células diploides normales y cepas celulares derivadas del cultivo in vitro de tejido primario y explantes
primarios. Cualquier célula eucariota que sea capaz de expresar el polipéptido de interés se puede usar en los
procedimientos de cultivo celular divulgados. Numerosas lineas celulares estan disponibles de fuentes comerciales,
como la American Type Culture Collection (ATCC). En una realizaciéon de la divulgacion, el cultivo celular, por
ejemplo, el cultivo celular a gran escala, emplea células de hibridoma. La construccion de células de hibridoma que
producen anticuerpos es bien conocida en la técnica. En una realizaciéon de la invencion, el cultivo celular, por
ejemplo, el cultivo celular a gran escala, emplea células CHO.
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Aunque en ciertas realizaciones el cultivo celular comprende células de mamifero, un experto en la técnica
entendera que es posible producir de manera recombinante polipéptidos de interés en eucariotas inferiores tales
como levadura, o en procariotas tales como bacterias. Un experto en la técnica sabra que las condiciones de cultivo
para levaduras y cultivos de células bacterianas diferiran de las condiciones de cultivo de las células de animales, y
comprendera como estas condiciones deberan ajustarse para optimizar el crecimiento celular y/o la produccion de
proteinas. Un experto en la técnica también sabra que el cultivo de células bacterianas o de levadura puede producir
productos de desecho distintos de los productos de desecho de mamiferos, por ejemplo, etanol, acetato, etc.

Las cepas de levadura adecuadas para la produccion de polipéptidos incluyen Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris, cepas de Kluyveromyces, Candida, o cualquier cepa de levadura
capaz de expresar el polipéptido de interés. Las cepas bacterianas adecuadas incluyen Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Salmonella typhimurium o cualquier cepa bacteriana capaz de expresar el polipéptido de interés. La
expresion en bacterias puede dar como resultado la formacién de cuerpos de inclusién que incorporan la proteina
recombinante. Por lo tanto, puede ser necesario replegar la proteina recombinante para producir material activo o
mas activo. En la técnica se conocen varios procedimientos para obtener proteinas heterdlogas plegadas
correctamente a partir de cuerpos de inclusion bacterianos. Estos procedimientos generalmente implican solubilizar
la proteina de los cuerpos de inclusién y luego desnaturalizar completamente la proteina usando un agente
caotrépico. Cuando los residuos de cisteina estan presentes en la secuencia primaria de aminoacidos de la proteina,
a menudo es necesario realizar el replegamiento en un entorno que permita la formacion correcta de enlaces
disulfuro (un sistema redox). Los procedimientos generales de replegamiento se conocen en la técnica y se
describen, por ejemplo, en Kohno (1990) Meth. Enzymol. 185: 187-95, EP 0433225, y la Patente de Estados Unidos
N° 5.399.677.

Después de la formacién del cultivo celular inicial, las células crecen hasta un primer nivel critico. El término "primer
nivel critico" se refiere a un punto durante la fase de crecimiento celular cuando la viabilidad celular puede verse
afectada por la mayor concentracion de productos de desecho (por ejemplo, inhibidores del crecimiento celular y
metabolitos toxicos, por ejemplo, lactato, amonio, etc.). En una realizacion de la invencion, en un cultivo de células
animales, por ejemplo, un cultivo de células de mamifero, el primer nivel critico se alcanza a una densidad celular de
aproximadamente 1 millén hasta aproximadamente 9 millones de células por mililitro, por ejemplo, aproximadamente
2 millones de células por mililitro. En otra realizacién de la invencién, el primer nivel critico se alcanza
aproximadamente del dia 1 al dia 5 del cultivo celular, por ejemplo, aproximadamente el dia 2 del cultivo celular. En
otra realizacion mas de la invencién, el primer nivel critico se alcanza a una concentraciéon de lactato de
aproximadamente 1 g/l hasta aproximadamente 6 g/l, por ejemplo, aproximadamente 2 g/l. Un experto en la materia
sabra que los niveles apropiados para tales diversos criterios pueden diferir para otros tipos de cultivos celulares, por
ejemplo, cultivos bacterianos o de levadura.

Cuando las células alcanzan el primer nivel critico, se inicia el proceso de perfusion. La perfusion de un cultivo
celular comprende reemplazar medio consumido (es decir, pobre en nutrientes, libre de células (o casi libre de
células) y medio que contiene productos de desecho celular) con medio nuevo (medio rico en nutrientes libre de
producto(s) de desecho celular), por lo que las células se retienen con el uso de un dispositivo de retencion celular y
los productos de desecho se eliminan. En una realizacién de la invencion, los productos de desecho se eliminan
haciendo pasar el medio a través de un dispositivo de microfiltracion (MF). En otra realizacion de la invencion, los
productos de desecho se eliminan haciendo pasar el medio a través de un dispositivo de ultrafiltracion (UF). O bien
un dispositivo MF o UF, o similar, esta conectado al biorreactor, por ejemplo, dentro de un circuito de recirculacion
externo que actua en paralelo al biorreactor (véase, por ejemplo, la Figura 1 y el Ejemplo 1). Los dispositivos MF y
UF pueden ser, por ejemplo, filtros de cartucho de fibra (membranas) que permiten que ciertas sustancias pasen,
mientras que retienen otras. En general, los dispositivos MF comprenden membranas con tamafos de poro que
varian, por ejemplo, de 0,1 a 10 um; los dispositivos de UF comprenden una gama de tamafios de poro mas
pequefios, por ejemplo, el limite de peso molecular de la membrana para una proteina globular puede estar entre
1.000 y 750.000 daltons. Pueden usarse diversas configuraciones de dispositivo de filtracion, por ejemplo, filtro de
fibra hueca conectado en linea, dispositivo de filtracion de flujo tangencial, etc. Tales configuraciones de dispositivo
de filtracién son conocidas por un experto en la técnica, al igual que otras formas de dispositivos de retencién celular
que pueden usarse con la presente invencion, por ejemplo, en el circuito de recirculacion o interno al biorreactor
(véase, por ejemplo, Woodside y col., (1998) Cytotechnol., 28: 163-75).

Como resultado de la filtracién, pueden desecharse sustancias (por ejemplo, productos de desecho, desechos
celulares, etc.) que son lo suficientemente pequefas para pasar a través de la membrana del filtro (por ejemplo,
dispositivo MF o UF), es decir, el permeado. Las sustancias que son demasiado grandes para pasar a través del
filtro (por ejemplo, células, proteinas de un cierto tamafo, etc.), es decir, material retenido, se retendran vy,
opcionalmente, se devolveran al biorreactor.

Dependiendo del procedimiento, por ejemplo, un procedimiento que permita que sustancias de bajo y alto peso
molecular pasen al permeado, por ejemplo, el procedimiento que utiliza un dispositivo de microfiltracion, el permeado
puede contener producto, por ejemplo, un producto polipeptidico (posiblemente en baja concentracion) que puede
capturarse para purificacion. En tales realizaciones, el permeado no se descarta, sino que se retiene y el producto
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polipeptidico del mismo se purifica, o al menos se purifica parcialmente. Alternativamente, el procedimiento que
utiliza el dispositivo de ultrafiltracion simultaneamente concentra y retiene el producto polipeptidico en el biorreactor,
de modo que puede recogerse posteriormente en una sola cosecha, posiblemente simplificando la purificacion del
producto polipeptidico.

El tamafio de poro del filiro determina qué sustancias pasaran al permeado y qué sustancias se retendran. En una
realizacion de la invencion, el dispositivo MF tiene un tamafio de poro de 0,2 micras. En ofra realizacion de la
invencion, el dispositivo UF tiene un tamafio de poro que permite que solo las proteinas menores de 50.000 Dalton
pasen al permeado. Por lo tanto, un experto en la técnica reconocera que el uso de un dispositivo UF con un tamafio
de poro de 50.000 Dalton retendra el 100 % o casi el 100 % del producto polipeptidico en un cultivo celular a gran
escala disefiado para la produccion de anticuerpos (porque el peso molecular de un anticuerpo es tipicamente de
aproximadamente 150.000 daltons). Un experto en la técnica también reconocera que el tamafio de poro del filtro
puede variarse dependiendo del tamafio del producto polipeptidico final (por ejemplo, para retener la cantidad 6ptima
del producto polipeptidico final) o del tamafio del producto de desecho a ser eliminado.

Por ejemplo, puede haber una ventaja adicional para mantener la viabilidad celular, retener proteinas producidas
celularmente distintas del producto polipeptidico, por ejemplo, proteinas protectoras contra el cizallamiento, factores
de crecimiento autocrino, etc. También puede ser necesario eliminar otras proteinas, por ejemplo, proteasas
producidas por células que se han acumulado en el cultivo. Por lo tanto, un experto en la técnica puede ajustar el
tamano de poro del filtro de acuerdo con las necesidades experimentales o de produccion.

En una realizacion de la invencion, el medio nuevo, que reemplaza el medio consumido durante la perfusion, es el
mismo medio que el medio de inoculacion. En otra realizacién de la invencion, el medio nuevo puede diferir del
medio de inoculacion, por ejemplo, el medio nuevo puede contener una mayor concentracion de nutrientes.

La velocidad de perfusion en la presente invencion puede ser cualquier velocidad apropiada para el cultivo celular.
Por ejemplo, la velocidad de perfusion puede variar de aproximadamente 0,1 vvd hasta aproximadamente 20 vvd, o
mas preferiblemente desde aproximadamente 0,5 vvd hasta aproximadamente 10 vvd, o lo mas preferiblemente
desde aproximadamente 0,5 vvd hasta aproximadamente 2,5 vvd. La velocidad de perfusién puede permanecer
constante durante un periodo de tiempo, o puede alterarse (es decir, aumentarse o reducirse) en el transcurso de un
periodo de perfusién, o cualquier combinacion de los mismos. Ademas, se puede aplicar un aumento o disminucién
en la velocidad de perfusion de cualquier manera conocida en la técnica, que incluye, pero no se limita a, una
alteracion constante en el tiempo, por ejemplo, un aumento constante durante un periodo de perfusiéon, o una serie
de alteraciones a lo largo del tiempo, por ejemplo, una serie de alteraciones estables, una serie de alteraciones
escalonadas (por ejemplo, la velocidad de perfusion podria aumentarse o disminuirse de forma escalonada), o
cualquier combinacién de los mismos. La perfusién se puede aplicar de manera continua o de manera intermitente,
como se indicé anteriormente. El momento del inicio y el cese de un periodo o periodos de perfusion, y de cualquier
alteracion de la perfusion, puede predeterminarse, por ejemplo, en un tiempo(s) o intervalo(s) determinados, o en
funcién del control de algun parametro o criterio.

Los experimentos realizados en este documento (Ejemplos) utilizaron perfusion continua durante la etapa de
perfusion. En la perfusion continua, las bombas agregan medio nuevo y retiran continuamente el medio consumido
del biorreactor (sin un cambio significativo en el volumen del biorreactor), proporcionando asi nutrientes adicionales y
manteniendo baja la concentracion o concentraciones de la sustancia o sustancias inhibidoras. Una alternativa a la
perfusion continua (denominada aqui "perfusion intermitente") puede ser util; por ejemplo, si se pueden lograr
velocidades suficientemente altas de adicion/eliminacion de medio, es posible realizar casi el mismo grado de (1)
adicion de nutrientes y (2) eliminacion de inhibidor(es) como se logra por perfusion continua en un periodo de tiempo
mas corto, por ejemplo, perfundiendo el biorreactor durante solo una fraccion de un dia (por ejemplo, cuatro, seis,
ocho o diez horas de perfusion por dia (es decir, perfusion intermitente) en lugar de 24 horas por dia (continuo)).
Dicha perfusion intermitente puede hacerse posible, por ejemplo, mediante un sobredimensionamiento del aparato
de filtracion/retencion celular en comparacion con el tamafo del biorreactor. Ademas, pueden usarse tecnologias
alternativas que incluyen, pero no se limitan a hidrociclones (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N°
6.878.545) para hacer posibles velocidades muy altas de perfusiéon a gran escala (usando perfusion continua o
intermitente como se describe en la presente memoria). La capacidad de perfundir, por ejemplo, varios volimenes
de reactor por dia en el lapso de varias horas (es decir, perfusion intermitente) puede proporcionar varias ventajas.
Una ventaja es una reduccion en el riesgo de contaminacion, en virtud del hecho de que la operacién de perfusion
no ocurriria durante todos los turnos de una operacién de fabricacion. Menos dafio por estrés de cizallamiento a las
células debido a un numero reducido de pasos a través del dispositivo de retencion celular, y la reduccion o
eliminacién de la necesidad de un tanque de retencion estéril para el medio de perfusion, son otras dos ventajas
potenciales de una operacién de perfusion intermitente.

La reduccién del volumen de un biorreactor antes de una perfusion intermitente es otro procedimiento para aumentar
potencialmente la eficacia de la perfusion. Por ejemplo, antes de la perfusion intermitente, el volumen del biorreactor
puede reducirse, por ejemplo, en un 50 % mediante la eliminacion del medio consumido (por ejemplo, medio
consumido sin células) sin la adicion de medio nuevo. La perfusion puede entonces realizarse (con ningin cambio
adicional en el volumen del biorreactor durante esta fase), y luego se puede agregar medio adicional al biorreactor
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para devolverlo al volumen original. Si un experto en la técnica utiliza el mismo volumen de medio para toda la
operacion para cada uno de los dos casos (es decir, perfusion realizada con reduccion previa del volumen del
reactor, en comparacion con la perfusion realizada sin reduccion previa del volumen del reactor), y suponiendo un
sistema bien mezclado, los calculos matematicos basicos dictan que la concentracion de cualquiera de los
compuestos inhibidor se reduciria en un 50 % adicional en el caso del biorreactor con reduccion previa del volumen.
Calculos similares pueden ser realizados por un experto en la técnica para determinar el valor de cualquier grado
particular de reduccién del volumen antes de la perfusion.

En algunas realizaciones de la invencién, puede ser necesario administrar al menos una alimentacién en bolo al
cultivo celular durante la perfusion. La alimentacién en bolo es una alimentaciéon de nutrientes concentrada, en la
que la alimentacién se administra de una sola vez. En general, tal alimentacion en bolo evita el agotamiento de
nutrientes sin requerir una modificacion o ajuste de la composiciéon del medio de perfusion. Un experto en la técnica
sabria en qué punto durante el cultivo celular administrar tal alimentacién o alimentaciones en bolo, por ejemplo,
controlando los niveles de nutrientes en el cultivo celular.

La etapa de perfusion del cultivo celular contintia hasta que el cultivo celular alcanza, por ejemplo, un segundo nivel
critico. El "segundo nivel critico" es un punto en la fase de crecimiento en el que la densidad celular del cultivo
celular es alta, pero la factibilidad de eliminar inhibidores del crecimiento celular y metabolitos toxicos, por ejemplo,
productos de desecho, por ejemplo, lactato y amoniaco, continuando la perfusion se vuelve limitada de tal forma que
los inhibidores del crecimiento y los metabolitos téxicos comenzaran a afectar la viabilidad y/o productividad de las
células. En una realizacion de la invencion, en un cultivo de células animales, por ejemplo, un cultivo de células de
mamifero, el segundo nivel critico se alcanza a una densidad celular de aproximadamente 5 millones hasta
aproximadamente 40 millones de células por mililitro, por ejemplo, aproximadamente 10 millones de células por
mililitro. En otra realizaciéon de la invencion, el segundo nivel critico se alcanza aproximadamente del dia 2 al dia 7
del cultivo celular, por ejemplo, aproximadamente el dia 5 del cultivo celular. Un experto en la materia sabra que los
niveles apropiados para tales diversos criterios pueden diferir para otros tipos de cultivos celulares, por ejemplo,
cultivos bacterianos o de levadura.

En esta etapa, la perfusiéon puede terminarse abruptamente o reducirse lentamente y continuarse durante un cierto
periodo de tiempo, de modo que los productos de desecho pueden seguir siendo eliminados. Como resultado de la
perfusion del cultivo celular, se eliminan los componentes toxicos del cultivo y se extiende el periodo de crecimiento
celular, aumentando el nimero maximo y sostenido de células viables disponibles para la produccion de proteinas.

Cuando el cultivo celular alcanza el segundo nivel critico, se inicia la fase de produccion de proteina. La fase de
produccion es la fase durante el cultivo celular, por ejemplo, cultivo celular a gran escala, cuando se produce y
recoge la mayoria del producto polipeptidico (aunque puede haberse producido algun producto polipeptidico antes
del inicio de la fase de produccion). La fase de produccion se inicia, por ejemplo, mediante un cambio, por ejemplo,
en temperatura (es decir, un cambio de temperatura), pH, osmolaridad, o un nivel de inductor quimico o bioquimico
del cultivo celular, o combinaciones de los mismos. La lista anterior es meramente de naturaleza ejemplar y no
pretende ser una mencién limitante. Los parametros caracteristicos de dicho cambio, que a veces se denomina
cambio metabdlico, son bien conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, un cambio de temperatura de un
cultivo de células CHO de 37 °C a 31 °C ralentiza el crecimiento del cultivo celular y puede tener un efecto de
disminucion de las cantidades de acido lactico y amoniaco producidas por el cultivo celular. Las ensefianzas con
respecto a diversos cambios en los cultivos celulares (que pueden producir un cambio metabdlico (por ejemplo, un
cambio de temperatura)) se pueden encontrar en la técnica (véase, por ejemplo, la Publicacion de la Solicitud de
Patente de Estados Unidos N° US 2006/0121568).

Un cambio de temperatura puede conducir al cese, o casi cesacion, de la produccion de amoniaco y acido lactico.
En algunos casos, tarde en el cultivo celular, el acido lactico y el amoniaco también pueden ser consumidos por el
cultivo celular. El cese de la produccion de acido lactico y amoniaco o el consumo de acido lactico y amoniaco
promueven la viabilidad celular, la productividad celular y tienen el efecto de aumentar el titulo del polipéptido del
producto.

En la presente invencién, un cultivo de células alimentado por lotes sigue un periodo o periodos de perfusion.
Ademas, la fase de produccion del polipéptido sigue un desplazamiento metabdlico, por ejemplo, un cambio de
temperatura. Como se demuestra en los Ejemplos, el periodo de perfusion del cultivo celular puede continuar mas
alla de un cambio de temperatura. Un experto en la técnica podria determinar el valor de continuar la perfusion mas
alla del cambio de temperatura, o cualquier cambio en el cultivo celular que pueda producir, por ejemplo, un cambio
metabdlico. Por lo tanto, un periodo de cultivo de células alimentadas por lotes puede comenzar en algun periodo de
tiempo después, por ejemplo, de un cambio de temperatura. En algin momento durante la fase de produccion del
polipéptido, las células se mantienen en un cultivo de células alimentadas por lotes, por ejemplo, una vez o mas de
una vez recibiendo alimentaciones de nutrientes. Un experto en la materia reconocera que la presente invencion se
puede aplicar a cualquier procedimiento que incorpore un cultivo de células alimentadas por lotes, es decir, que
incluya el uso de cualquier medio apropiado para dicho cultivo celular, y que incluya la produccién de cualquier
proteina mediante dicho cultivo celular. Un experto en la técnica también comprendera que, en algunas realizaciones
de la invencion, las células mantenidas en un cultivo alimentado por lotes pueden seguir creciendo y la densidad
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celular puede continuar aumentando. En otras realizaciones, el mantenimiento de las células en un cultivo
alimentado por lotes puede reducir significativamente la velocidad de crecimiento de las células de modo que la
densidad celular se estabilice.

Se conocen en la técnica diversos procesos de cultivo alimentado por lotes y se pueden usar en los procedimientos
de la presente invencion. Los ejemplos no limitantes de procesos alimentados por lotes que se usaran con los
procedimientos de la presente invencion incluyen: alimentacion invariante a velocidad constante de glucosa en un
proceso alimentado por lotes (Ljunggren y Haggstrom (1994) Biotechnol. Bioeng., 44: 808-18; Haggstrom y col.
(1996) Annals NY Acad. Sci. 782: 40-52); un proceso alimentado por lotes en el que la administracion de glucosa
depende del muestreo de glucosa (por ejemplo, a través del analisis de inyeccion de flujo, como el de Male y col.,
(1997) Biotechnol. Bioeng., 55: 497-504; Siegwart y col. (1999) Biotechnol. Prog. 15: 608-16, o mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), como el de Kurokawa y col. (1994) Biotechnol. Bioeng., 44: 95-103);
un proceso alimentado por lotes con medios disefiados racionalmente (Publicacion de la Solicitud de Patente de
Estados Unidos N° 2008/0108553); y un proceso alimentado por lotes que usa alimentacion de glucosa restringida
(Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 2005/0070013).

En ciertas realizaciones de la presente invencion, el especialista puede considerar que es beneficioso o necesario
controlar periédicamente las condiciones particulares del cultivo celular en crecimiento. Monitorear las condiciones
de cultivo celular permite al especialista determinar si el cultivo celular esta produciendo el polipéptido recombinante
de interés en niveles subdptimos o si el cultivo esta a punto de entrar en una fase de produccién subodptima. El
control de las condiciones de cultivo celular también permite al especialista determinar si el cultivo celular requiere,
por ejemplo, una alimentacién adicional. Para controlar ciertas condiciones de cultivo celular, puede ser necesario
eliminar pequefas alicuotas del cultivo para su andlisis. Un experto en la materia entendera que tal eliminacion
puede potencialmente introducir contaminacion en el cultivo celular, y tomara las precauciones adecuadas para
minimizar el riesgo de dicha contaminacion.

Como ejemplos no limitantes, puede ser beneficioso o necesario controlar, por ejemplo, la temperatura, el pH, la
densidad celular, la viabilidad celular, la densidad celular viable integrada, los niveles de lactato, los niveles de
amonio, la osmolaridad o el titulo del polipéptido expresado. Numerosas técnicas son bien conocidas por los
expertos en la técnica para medir tales condiciones/criterios. Por ejemplo, la densidad celular se puede medir
usando un hemocitémetro, un dispositivo automatico de conteo de células (por ejemplo, un contador Coulter,
Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA), o un examen de densidad celular (por ejemplo, CEDEX®, Innovatis, Malvern,
PA). La densidad celular viable se puede determinar mediante la tinciéon de una muestra de cultivo con azul de
tripano. Los niveles de lactato y amonio pueden medirse, por ejemplo, con el Analizador Quimico BioProfile 400
(Nova Biomedical, Waltham, MA), que toma mediciones en linea, en tiempo real, de nutrientes, metabolitos y gases
clave en medios de cultivo celular. La osmolalidad del cultivo celular puede medirse, por ejemplo, mediante un
osmometro de punto de congelacion. La HPLC puede usarse para determinar, por ejemplo, los niveles de lactato,
amonio o el polipéptido o proteina expresado. En una realizacion de la invencion, los niveles de polipéptido
expresado se pueden determinar usando, por ejemplo, HPLC de proteina A. Alternativamente, el nivel del
polipéptido o proteina expresado puede determinarse mediante técnicas estandar tales como tincién de Coomassie
de geles de SDS-PAGE, transferencia de Western, ensayos de Bradford, ensayos de Lowry, ensayos de Biuret y
absorbancia de UV. También puede ser beneficioso o necesario controlar las modificaciones postraduccionales del
polipéptido o proteina expresado, que incluyen la fosforilacion y la glicosilacion.

Al final de la fase de produccion, las células se recogen y el polipéptido de interés se recoge y se purifica. Las
formas solubles del polipéptido se pueden purificar a partir de medios acondicionados. Las formas unidas a la
membrana del polipéptido se pueden purificar preparando una fraccién total de membrana a partir de las células que
expresan y extrayendo las membranas con un detergente no iénico tal como TRITON® X-100 (EMD Biosciences,
San Diego, CA). Las proteinas citosdlicas o nucleares pueden prepararse mediante la lisis de las células huésped
(mediante fuerza mecanica, bomba Parr, sonicacion, detergente, etc.), eliminando la fraccién de la membrana celular
mediante centrifugacion y reteniendo el sobrenadante.

El polipéptido se puede purificar usando otros procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo,
un polipéptido producido por los procedimientos descritos puede concentrarse usando un filtro de concentracién de
proteina disponible comercialmente, por ejemplo, una unidad de ultrafiltracion AMICON® o PELLICON® (Millipore,
Billerica, MA). Después de la etapa de concentracion, el concentrado se puede aplicar a una matriz de purificacion
tal como un medio de filtracion en gel. Alternativamente, se puede emplear una resina de intercambio aniénico (por
ejemplo, una columna MonoQ, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ); dicha resina contiene una matriz o sustrato
que tiene grupos sobresalientes de dietilaminoetilo (DEAE) o polietilenimina (PEI). Las matrices utilizadas para la
purificacion pueden ser acrilamida, agarosa, dextrano, celulosa u otros tipos cominmente empleados en la
purificacién de proteinas. Alternativamente, puede usarse una etapa de intercambio catiénico para la purificacion de
proteinas. Intercambiadores de cationes adecuados incluyen diversas matrices insolubles que comprenden grupos
sulfopropilo o carboximetilo (por ejemplo, columnas S-SEPHAROSE®, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

La purificacion del polipéptido del sobrenadante de cultivo también puede incluir una o mas etapas de columna sobre
resinas de afinidad, tales como concanavalina A-agarosa, AF-HEPARING650, heparina-TOYOPEARL® o azul
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Cibacron 3GA SEPHAROSE® (Tosoh Biosciences, San Francisco, CA); columnas de cromatografia de interaccion
hidréfoba que usan resinas tales como fenil éter, butil éter o propil éter; o columnas de inmunoafinidad que usan
anticuerpos para la proteina marcada. Finalmente, se pueden emplear una o mas etapas de HPLC que emplean
medios de HPLC hidréfobos, por ejemplo, gel de silice que tiene grupos metilo sobresalientes u otros grupos
alifaticos (por ejemplo, columnas de Ni-NTA), para purificar adicionalmente la proteina. Alternativamente, los
polipéptidos pueden expresarse en forma recombinante en una forma que facilita la purificacién. Por ejemplo, los
polipéptidos pueden expresarse como una fusion con proteinas tales como proteina de unién a maltosa (MBP),
glutation S-transferasa (GST) o tiorredoxina (TRX); los kits para la expresion y purificacion de tales proteinas de
fusion estan disponibles comercialmente a través de New England BioLabs (Beverly, MA), Pharmacia (Piscataway,
NJ) e Invitrogen (Carlsbad, CA), respectivamente. Las proteinas también se pueden marcar con un pequefio epitopo
(por ejemplo, etiquetas His, myc o Flag) y posteriormente identificar o purificar usando un anticuerpo especifico para
el epitopo elegido. Los anticuerpos para epitopos comunes estan disponibles a partir de numerosas fuentes
comerciales. Algunas o todas las etapas de purificacion anteriores en diversas combinaciones o con otros
procedimientos conocidos, se pueden emplear para purificar un polipéptido de interés producido por los
procedimientos y medios de cultivo de células animales a gran escala descritos en este documento.

Los procedimientos y composiciones de la presente invencién se pueden usar para producir cualquier proteina de
interés incluyendo, pero sin limitarse a, proteinas que tienen propiedades farmacéuticas, de diagnéstico, agricolas
y/o cualquiera de una variedad de otras que son Utiles en aplicaciones comerciales, experimentales y/u otras
aplicaciones. Ademas, una proteina de interés puede ser una proteina terapéutica. A saber, una proteina terapéutica
es una proteina que tiene un efecto biolégico en una regién del cuerpo en la que actia o en una region del cuerpo
en la que actia remotamente a través de productos intermedios. En ciertas realizaciones, las proteinas producidas
usando procedimientos y/o composiciones de la presente invencién pueden procesarse y/o modificarse. Por
ejemplo, una proteina a producir de acuerdo con la presente invencion puede estar glicosilada.

La presente invencion se puede usar para cultivar células para la producciéon ventajosa de cualquier proteina
terapéutica, tal como enzimas, receptores, fusiones de receptores, anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos
monoclonales y/o policlonales), fragmentos de unién a antigeno de un anticuerpo, proteinas de fusion de Fc,
citoquinas, hormonas, factores reguladores, factores de crecimiento, factores de coagulacion/aglutinacion o agentes
de unién a antigeno farmacéutica o comercialmente relevantes. La lista anterior de proteinas es meramente de
naturaleza ejemplar, y no pretende ser una mencion limitante. Un experto en la materia conocera otras proteinas que
se pueden producir de acuerdo con la presente invencion, y podra usar los procedimientos descritos en la presente
memoria para producir tales proteinas.

En una realizacion de la invencién, la proteina se produce usando el procedimiento de la invencién en un anticuerpo
o un fragmento de unién a antigeno del mismo. Como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo”
incluye una proteina que comprende al menos uno, y tipicamente dos, dominios VH o porciones de los mismos, y/o
al menos uno, y tipicamente dos, dominios VL o porciones de los mismos. En ciertas realizaciones, el anticuerpo es
un tetramero de dos cadenas pesadas de inmunoglobulina y dos cadenas ligeras de inmunoglobulina, en el que las
cadenas de inmunoglobulina pesada y ligera estan interconectadas, por ejemplo, por enlaces disulfuro. Los
anticuerpos, o una porcion de los mismos, pueden obtenerse de cualquier origen, incluyendo, pero sin limitarse a,
roedores, primates (por ejemplo, primates humanos y no humanos), camélidos, tiburones, etc., o pueden producirse
de forma recombinante, por ejemplo, quiméricos, humanizados y/o generados in vitro, por ejemplo, por
procedimientos bien conocidos por los expertos en la técnica.

Los ejemplos de fragmentos de union abarcados dentro del término "fragmento de union a antigeno" de un
anticuerpo incluyen, pero sin limitarse a, (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los
dominios VL, VH, CL y CH1; (ii) un fragmento F(ab'),, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab
unidos por un puente disulfuro en la regién bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1; (iv)
un fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un Unico brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb,
que consiste en un dominio VH; (vi) un Fv monocatenario (scFv, ver a continuacion); (vii) un camélido o un dominio
variable de cadena pesada camelizado (VHH, véase a continuacion); (viii) un anticuerpo biespecifico (véase a
continuacion); y (ix) uno o mas fragmentos de una molécula de inmunoglobulina fusionados a una regién Fc.
Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, estan codificados por genes separados, se pueden
unir, usando procedimientos recombinantes, mediante un enlazador sintético que les permite formarse como una
sola cadena de proteina en la que las regiones VL y VH se aparean para formar moléculas monovalentes (conocidas
como Fv monocatenarias (scFv)); véase, por ejemplo, Bird y col. (1988) Science 242: 423-26; Huston y col. (1988)
Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 85: 5879-83). También se pretende que dichos anticuerpos monocatenarios estén
abarcados dentro del término "fragmento de unién a antigeno" de un anticuerpo. Estos fragmentos pueden
obtenerse usando técnicas convencionales conocidas por los expertos en la técnica, y los fragmentos se evaltian por
su funcién para determinar de la misma manera que los anticuerpos intactos.

En algunas realizaciones, el término "fragmento de unién a antigeno" abarca anticuerpos de dominio Unico. Los
anticuerpos de dominio Unico pueden incluir anticuerpos cuyas CDR son parte de un polipéptido de dominio unico.
Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos de cadena pesada, anticuerpos naturalmente desprovistos
de cadenas ligeras, anticuerpos de dominio Unico derivados de anticuerpos convencionales de cuatro cadenas,
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anticuerpos modificados genéticamente y estructuras de dominio Unico distintas de las derivadas de anticuerpos.
Los anticuerpos de dominio Unico pueden ser cualquiera de los conocidos en la técnica, o cualquier anticuerpo de
dominio unico futuro. Los anticuerpos de dominio Unico pueden derivarse de cualquier especie que incluye, pero no
se limita a, ratén, humano, camello, llama, cabra, conejo, bovino y tiburén. De acuerdo con al menos un aspecto de
la invencion, un anticuerpo de dominio Unico como se usa en este documento es un anticuerpo de dominio Unico
natural que se conoce como anticuerpo de cadena pesada desprovisto de cadenas ligeras. Tales anticuerpos de
dominio Unico se describen, por ejemplo, en la Publicacién de la Solicitud Internacional N° WO 94/04678. Este
dominio variable derivado de un anticuerpo de cadena pesada naturalmente desprovisto de cadena ligera se conoce
aqui como VHH o nanocuerpo, para distinguirlo de la VH convencional de las inmunoglobulinas de cuatro cadenas.
Tal molécula de VHH puede derivarse de anticuerpos producidos en especies Camelidae, por ejemplo, en camello,
llama, dromedario, alpaca y guanaco. Otras especies ademas de Camelidae pueden producir anticuerpos de cadena
pesada naturalmente desprovistos de cadena ligera; tales moléculas de VHH estan dentro del ambito de la
invencion.

El "fragmento de union a antigeno" puede, opcionalmente, incluir adicionalmente un residuo que potencia uno o mas
de, por ejemplo, la estabilidad, la funcion de la célula efectora o la fijacion del complemento. Por ejemplo, el
fragmento de unién a antigeno puede incluir adicionalmente un residuo pegilado, albumina o una region constante
de cadena ligera y/o pesada.

Aparte de los anticuerpos "biespecificos" o "bifuncionales”, se entiende que un anticuerpo tiene cada uno de sus
sitios de unién idénticos. Un anticuerpo "biespecifico” o "bifuncional” es un anticuerpo hibrido artificial que tiene dos
pares diferentes de cadena pesada/cadena ligera y dos sitios de unién diferentes. Los anticuerpos biespecificos se
pueden producir mediante una variedad de procedimientos que incluyen la fusion de hibridomas o el enlazamiento
de fragmentos Fab'; véase, por ejemplo, Songsivilai y Lachmann (1990) Clin. Exp. Immunol. 79: 315-21; Kostelny y
col. (1992) J. Immunol. 148: 1547-53. Los anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno anteriormente mencionados
se pueden producir usando los procedimientos de la presente invencion.

Ademas, los procedimientos de la presente invencién pueden usarse para producir farmacos inmunofarmacéuticos
modulares pequefios (SMIP™R) (Trubion Pharmaceuticals, Seattle, WA). Los SMIP son polipéptidos monocatenarios
compuestos por un dominio de union para una estructura afin tal como un antigeno, un contrarreceptor o similar, un
polipéptido de regién bisagra que tiene uno o ningun residuo de cisteina, y dominios CH2 y CH3 de inmunoglobulina
(véase también www.trubion.com). Los SMIP y sus usos y aplicaciones se describen, por ejemplo, en las
Publicaciones de Solicitud de Patente de los Estados Unidos Nos. 2003/0118592, 2003/0133939, 2004/0058445,
2005/0136049, 2005/0175614, 2005/0180970, 2005/0186216, 2005/0202012, 2005/0202023, 2005/0202028,
2005/0202534 y 2005/0238646, y miembros de la familia de patentes relacionados de los mismos.

Ejemplos

Los ejemplos que siguen se exponen para ayudar en la comprension de la invencién, pero no se pretende que
limiten el ambito de la invencion de ninguna manera, y no deben interpretarse como tal. Los ejemplos no incluyen
descripciones detalladas de procedimientos convencionales, por ejemplo, clonacion, transfeccion y aspectos basicos
de procedimientos para sobreexpresion de proteinas en lineas celulares. Tales procedimientos son bien conocidos
por los expertos en la técnica.

Ejemplo 1
Configuracion de un aparato biorreactor de perfusion

Un ejemplo de aparato biorreactor de la invencion se ilustra en la FIG. 1. Un biorreactor de tanque agitado tiene un
circuito de recirculacion externo instalado con un filtro de cartucho de fibra hueca MF o UF conectado en linea. La
bomba de recirculaciéon de circuito de perfusion extrae continuamente el medio que contiene células del biorreactor,
lo bombea a través del lado del tubo del dispositivo de fibra hueca y devuelve el medio con células ligeramente
concentradas al biorreactor. Una bomba de alimentaciéon suministra medio nuevo al biorreactor y una bomba de
permeado elimina el permeado libre de células del lado de la carcasa del filtro de cartucho de fibra hueca,
manteniendo el volumen del biorreactor a un nivel aproximadamente constante. Dependiendo del proceso, el
permeado puede contener producto que podria capturarse para purificacion. El caudal a través del circuito de
recirculacion es muchas veces el de la velocidad a la que la bomba de permeado extrae el medio.

Ejemplo 2
Proceso alimentado por lotes modificado
Ejemplo 2.1: Materiales y procedimientos

Se us6 una linea celular de ovario de hamster chino (CHO-K1), que produce un anticuerpo monoclonal anti-IL-22
humanizado, en los experimentos de cultivo. Se usé medio basado en al menos una formulacién incluida en la
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Publicacion de la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 2006/0121568 como medio de perfusion en los
Ejemplos 2.2 y 2.3 ("medio normal" o similar). En el Ejemplo 2.4, se utilizé el medio de los Ejemplos 2.2 y 2.3 para un
biorreactor, mientras que un biorreactor adicional utiliz6 una variante enriquecida en nutrientes del mismo, es decir,
medio que estaba mas altamente enriquecido en aminoacidos y vitaminas ("medio mas concentrado" o similar). Las
porciones de cultivo alimentado por lotes de los experimentos del biorreactor también usaron tales medios y/o
variantes de los mismos. Se equiparon biorreactores Applikon (Foster City, CA) de tres litros (volumen de trabajo de
2 litros) con controladores automaticos (Applikon BioController 1010) con circuitos de perfusion externos que
consisten en cartuchos de fibra hueca de microfiltracién (Spectrum Laboratories, Inc., Rancho Dominguez, CA, 0,2
micras C22M-021-01N) o ultrafiltracién (GE Healthcare, Piscataway, NJ, NMWC de 50 kDa, modelo UFP-50-C-5A).
Se hizo circular cultivo (que contiene células) al lado del tubo de los cartuchos de filtracién de fibra hueca con una
bomba peristaltica (Watson-Marlow, Wilmington, MA, modelo 505U) y se extrajo el medio consumido sin células del
lado de la carcasa usando una bomba peristaltica programable en Tandem modelo 1081 ChemTec (Scilog, Inc.,
Middleton, WI). La densidad celular y la viabilidad se controlaron mediante el procedimiento de exclusiéon de
colorante azul de tripano utilizando un dispositivo automatico de conteo de células, CEDEX modelo AS20 (Innovatis
GmbH, Bielefeld, Alemania). Los niveles de lactato y amonio se midieron usando un analizador automatico NOVA
Bioprofile 400 (Nova Biomedical Corp., Waltham, MA). La osmolalidad se midié usando un osmémetro automatico,
modelo 3900 (Advanced Instruments, Inc., Norwood, MA). El titulo (concentracion de anticuerpo) se midié usando
cromatografia analitica de afinidad de HPLC de proteina A (HP Series 1100 HPLC con una columna 2-1001-00 ProA
de Applied Biosystems, Hewlett-Packard GmbH, Waldbronn, Alemania, Applied Biosystems, Foster City, CA).

Ejemplo 2.2: Proceso de alimentacion por lotes modificado con dispositivo de microfiltracion

Estos experimentos investigaron el uso de perfusion continua durante un tiempo relativamente corto seguido de un
cultivo alimentado por lotes, y usaron un esquema de incrementos por etapas en la velocidad de perfusion
comenzando el dia 2 del cultivo celular inicial. EI medio utilizado para la perfusion fue el mismo medio que se usé
para la inoculacién inicial. Para los experimentos etiquetados como "alta velocidad de perfusion”, la perfusion del
biorreactor se inicié6 con 1 volumen del reactor por dia de perfusion (vvd) el dia 2, aumenté hasta 1,5 vvd el dia
siguiente y finalmente a 2 vvd el dia 4, para 24 horas adicionales (véase la FIG. 2). En este punto, es decir, el dia 5,
se detuvo la perfusién, se detuvo la recirculacién a través del circuito de recirculacién que contiene el dispositivo de
microfiltracion (filtro de tamario de poro de 0,2 micras de fibra hueca) y todas las células que todavia estaban en el
circuito de recirculacion se perdieron ya que el bucle de recirculacion fue taponado frente a las células al circuito
de recirculacion en el biorreactor. En otros experimentos, el biorreactor de "velocidad de perfusiéon baja" comenzé
con 0,5 volumenes de reactor por dia de perfusion, y se aumento a 0,75, luego a 1,0, de una forma similar (FIG. 2).
Se us6 una condicién de control usando un biorreactor alimentado por lotes con idéntica densidad de inoculacion y
medio para determinar el alcance de cualquier beneficio de la perfusién continua, a corto plazo, sobre un biorreactor
alimentado por lotes simple. La temperatura en todos los biorreactores se cambié de 37 °C a 31 °C el dia 5. El
cultivo de control alimentado por lotes también recibié diferentes alimentaciones concentradas de nutrientes,
comenzando el dia 3, de manera que los niveles de nutrientes se mantuvieron altos (para mantener el crecimiento
celular). Por lo tanto, es probable que los beneficios exhibidos en los reactores de perfusion resultaron de la
eliminacioén de los productos de desecho, por ejemplo, lactato y amonio.

Se alcanzaron densidades celulares viables significativamente mas altas, y se mantuvieron mas tiempo, en los
biorreactores que utilizan la perfusiéon a corto plazo en comparacion con el biorreactor de control alimentado por
lotes (FIG. 3). Las viabilidades celulares también fueron mas altas, y se mantuvieron mas tiempo, con perfusion a
corto plazo (FIG. 4). Ademas, una velocidad de perfusion mas alta extendio la viabilidad por mas tiempo (FIG. 4).

La perfusién continua iniciada el dia 2 suprimio la acumulacién de lactato y amonio en cultivos celulares (véanse las
FIGs. 5y 6). La alta velocidad de perfusion seguida por el cultivo alimentado por lotes suprimié el lactato y el amonio
en mayor medida. La fuerza osmética del medio también se mantuvo en un intervalo mas adecuado para el
crecimiento celular y la producciéon de proteinas mediante la introduccion de la perfusion (FIG. 7). El titulo de
anticuerpo final, que se correlaciona con la productividad del biorreactor, aumenté aproximadamente 86 %
(comparando el cultivo alimentado por lotes solo con cultivo de alto rendimiento de perfusion) mediante el uso de
perfusion a corto plazo (FIG. 8). El titulo de anticuerpo final recuperado del biorreactor de perfusion fue menor que el
anticuerpo real producido en el biorreactor de perfusion, ya que se perdié algo de anticuerpo en el permeado y no se
recogio ni recupero.

Ejemplo 2.3: Proceso alimentado por lotes modificado con dispositivo de ultrafiltracion

En estos experimentos, se iniciaron aumentos escalonados en la velocidad de perfusién en el dia 2 del cultivo
celular, y el cambio de temperatura de 37 °C a 31 °C se realiz6 en el dia 4 (FIG. 9). El dia 5, la perfusion se detuvo y
las células se mantuvieron como un cultivo de células alimentadas por lotes. No se realizé un control alimentado por
lotes para este experimento. Una condicion experimental adicional consistia en un biorreactor que funcionaba a una
alta velocidad de perfusion, excepto que el circuito de recirculacion contenia una fibra hueca de dispositivo de
ultrafiltracion (UF) con un corte de 50.000 daltons. Este dispositivo retuvo casi el 100 % del producto polipeptidico
(es decir, el anticuerpo anti-IL-22). Las densidades celulares en estos experimentos fueron significativamente
mayores que las densidades celulares de los cultivos en el Ejemplo 2.2 (véase la FIG. 10, véase la FIG. 3). El
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biorreactor conectado al dispositivo UF funciona de manera similar, si no mejor que, el biorreactor conectado al
dispositivo MF. Vale la pena sefialar que no hubo obstruccion, es decir, reduccion en el flujo de permeado,
observado en el circuito de recirculacion (es decir, dispositivo de retencion celular), posiblemente debido a las altas
viabilidades celulares logradas tanto en el biorreactor que funciona con el dispositivo MF como en el biorreactor que
funciona con el dispositivo UF (FIG. 11). Se obtuvieron titulos de anticuerpos muy altos; por ejemplo, el biorreactor
que funciona con el dispositivo de UF alcanzé una concentracion de anticuerpo de 4,5 g/l en solo nueve dias (véase
la FIG. 12).

Ejemplo 2.4: Proceso alimentado por lotes modificado con perfusion continua

En el experimento de perfusion "continuado" (es decir, extendido), la perfusion se extendié al dia 6 del cultivo, con
una velocidad de flujo de perfusion maxima a 1,5 vvd (véase la FIG. 13). Un biorreactor utilizaba medio normal y
tenia el circuito de recirculacion conectado a un dispositivo MF (R1), mientras que otro biorreactor utilizaba una
formulacién de medio mas concentrado y tenia el circuito de recirculacién conectado a un dispositivo UF (R2).

Para determinar la utilidad de la perfusién continua (por ejemplo, perfusion que se extiende dos dias después del
cambio de temperatura), las muestras se extrajeron de los biorreactores el dia del cambio de temperatura, es decir,
el dia 4 y se colocaron en matraces de agitacion de plastico estilo Erlenmeyer en una incubadora humidificada con 7
% de didxido de carbono a 31 °C. El matraz de agitacién 1 (SF1) contenia muestras de R1 y el matraz de agitacion 2
(SF2) contenia muestras de R2. Tales matraces de agitacion son generalmente conocidos por producir resultados
similares a las condiciones controladas del biorreactor de tanque agitado. Mientras que los matraces ya no se
sometieron a perfusion, se alimentaron con nutrientes concentrados de manera similar a los biorreactores de tanque
agitado.

Ademas, los nutrientes en bolo que se alimentan a los biorreactores en este experimento se iniciaron el dia 5,
precediendo al cese de la perfusion (véase la FIG. 13). Las alimentaciones también fueron mas frecuentes y mas
concentradas que en los Ejemplos 2.2 y 2.3. Para aproximar los niveles de nutrientes que permanecen en el cultivo
celular, las muestras del biorreactor se analizaron regularmente mediante un osmoémetro de punto de congelacion
para determinar la resistencia osmética. Si la alimentacion de nutrientes del dia anterior se habia consumido en gran
medida, es decir, la resistencia osmotica habia vuelto al valor alimentacién previa, el cultivo se complementé con
una alimentacion adicional.

Las densidades celulares en este experimento no fueron tan altas como en el Ejemplo 2.3, pero la viabilidad se
mantuvo durante mucho mas tiempo, dando como resultado una densidad celular viable integrada mas alta (datos
no mostrados). Al comparar el nimero de células viables en las muestras en los matraces agitados con los de los
biorreactores de los que se extrajeron, era evidente que la perfusion continua, es decir, la perfusion durante dos dias
después del cambio de temperatura en el dia 4, aumentaba ligeramente el pico de densidad de células viables en el
biorreactor que utiliza el medio mas concentrado y el dispositivo de retencién de células UF, pero no parece
beneficiar significativamente la densidad de células viable en el biorreactor utilizando el medio menos concentrado y
el dispositivo de retencion de células MF (véase la FIG. 14). Es posible que la tension de cizallamiento de la
recirculacion continuada de células a través del circuito de filtracion MF disminuya ligeramente la viabilidad del
cultivo mantenido en el biorreactor cuando se compara con el del matraz de agitacién de los dias 4 a 6 (véase la
FIG. 15).

La perfusién continua en los biorreactores suprimio la acumulacién de lactato y amonio, en comparaciéon con los
niveles en los matraces de agitacion no perfundidos, de los dias 4-6 (véanse las FIGs. 16 y 17). Sin embargo, las
células en los matraces agitados no perfundidos todavia convirtieron su metabolismo, y comenzaron a tomar acido
lactico y amoniaco alrededor del dia6 o 7.

Las concentraciones de producto para este experimento se muestran en la FIG. 18. Para todas las condiciones, los
titulos son mas altos que cualquiera que haya sido reportado en la literatura hasta la fecha para un proceso de
cultivo de células de mamifero alimentado por lotes. La condicion de UF con el medio concentrado alcanzo 8,9 g/l el
dia 14 y 9,9 g/l el dia 17. Hubo solo una ligera diferencia en la concentracion de producto en los matraces agitados
no perfundidos, lo que sugiere que la perfusion mas alla del dia 4 puede no haber sido necesaria para lograr una alta
productividad del biorreactor. Vale la pena sefialar que, si se utilizara un dispositivo UF como la metodologia de
retencion celular, tampoco se incrementaria el volumen de cosecha, que es una consideracion para una instalaciéon
con volumenes fijos de tanques de procesamiento (por ejemplo, ningin aumento en el volumen de recoleccion
simplificaria la purificacion).
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de cultivo celular para la produccién de un polipéptido que comprende las etapas de:
(a) cultivar células en un cultivo celular hasta un primer nivel critico en el que se alcanza dicho primer nivel critico a

- una densidad celular de 1 millén hasta 9 millones de células por mililitro,
- un nivel de concentracion de lactato de 1 g/l hasta 6 g/l o,
- en el dia 1 al dia 5 del cultivo celular;

(b) perfundir el cultivo celular, en el que la perfusiéon comprende reemplazar el medio consumido por medio nuevo,
con lo que se retiene al menos una porcién de las células y se elimina al menos un producto de desecho;

(c) cultivar células en el cultivo celular hasta un segundo nivel critico en el que dicho segundo nivel critico se alcanza
a

- una densidad celular de 5 millones hasta 40 millones de células por mililitro, o
- en el dia 2 al dia 7 del cultivo celular;

(d) iniciar una fase de produccion de polipéptido por un cambio de temperatura, de pH o de osmolaridad del cultivo
celular o una combinacioén de los mismos; y

(e) mantener las células en un cultivo alimentado por lotes durante al menos una porcién de la fase de produccion
del polipéptido,

en el que el cultivo celular es un cultivo de células CHO.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el primer nivel critico se alcanza a una densidad celular de 1
millén a 9 millones de células por mililitro.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el primer nivel critico se alcanza a una concentracién de lactato
de1g/la6gll

4. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que el primer nivel critico se alcanza en el dia 1 al dia 5 del cultivo
celular.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el segundo nivel critico se alcanza a una densidad celular de 5 a
40 millones de células por mililitro.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el segundo nivel critico se alcanza en el dia 2 al dia 7 del cultivo
celular.

7. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el cultivo celular es un cultivo celular a gran escala.

8. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la etapa de iniciar la fase de produccion del polipéptido
comprende un cambio de temperatura en el cultivo celular.

9. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la etapa de perfusion comprende ademas administrar al menos
una alimentacion en bolo al cultivo celular.

10. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la etapa de mantenimiento de las células en un cultivo
alimentado por lotes se inicia cuando el cultivo celular alcanza el segundo nivel critico.

11. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la etapa de mantenimiento de las células en un cultivo
alimentado por lotes se inicia después de que ha transcurrido un periodo de tiempo desde que el cultivo celular
alcanzo el segundo nivel critico.

12. El procedimiento de la reivindicacion 1, que ademas comprende, después de la etapa de mantenimiento de las
células en un cultivo alimentado por lotes, una etapa de recoleccion del polipéptido producido por el cultivo celular.

13. El procedimiento de la reivindicacién 12, que ademas comprende, después de la etapa de recoleccion del
polipéptido, una etapa de purificacion del polipéptido.

14. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 7, 12 y 13, en el que el polipéptido producido por el
cultivo celular es un anticuerpo.
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