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Campo da invencgédo

Esta invencdo se refere a um método e um sistema
5 aperfeigoados para purificar uma molécula de interesse de
uma mistura heterogénea de moléculas. Mais particularmente,
esta invencdo é dirigida a métodos de purificacdo de uma
proteina de interesse em um fluxo de alimentacdo de fluido
de cultura de tecido proveniente de um processo de

10 perfusdo.

Antecedente da invencéao

E bem conhecido por especialistas familiarizados com a
area que, nos ultimos anos, varios processos continuos de
cultura de célula, também chamados de processos de perfusao

15 continua, estabeleceram grande éxito comercial. Entretanto,
0 processo de 1isolamento apds a fermentagdo da perfusao
continua é geralmente um processo de lote e é fisica e
logisticamente separado do processo de fluxo ascendente
continuo. Nesses processos, a finalidade principal da etapa

20 de isolamento é capturar o produto fora de volumes elevados
de sobrenadante de cultura relativamente diluida. A
concentragcdo do produto foi enfatizada em relagdo a
logistica do processo e exigéncias de espag¢o, enguanto a
remocao simultéanea de contaminantes (purificacéao) é

25 importante para minimizar o numero exigido de etapas
adicionais de purificacgdo de fluxo ascendente.

A figura ‘1 mostra um esquema de um processo de
isolamento inovador de uma fermentagcdo de perfusao
continua, como é bem conhecido por profissionais

30 familiarizados na 4&rea. O sistema de fermentacdo de
perfusdo continua consiste em um dispositivo de retengdo da
célula (1), que mantém a maioria das células gerando o
produto no sistema de fermentacdo. Um fluxo de colheita

continua do sistema de perfusdo continua, que contém
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algumas células, fragmentos e outras particulas é bombeado
usando uma bomba de colheita (2) em grandes tanques de
coleta (3), como tanques de aco inoxidavel. Esses tanques
de armazenamento de colheita geralmente tém que ser
resfriados para manter as perdas de produto em razdo da
degradacdo em um possivel intervalo.

Apbés um determinado volume ter sido coletado,
geralmente apds 1-4 dias ou mais, os tanques de coleta de
colheita sao desconectados do tanque de fermentacao
estéril, e o material coletado é designado como um lote de
colheita. A etapa seguinte se destina a remover células,
fragmentos e particulas (etapa 2). Em escala industrial,
isso geralmente ¢é feito por meio da centrifugagao (4),
seqguida pela filtracdo de membrana sem saida (5) ou pela

filtracdo profunda sem saida (6) seguida pela filtracao de

membrana sem saida (7). Outra técnica ocasionalmente usada
¢ a microfiltracdo de fluxo tangencial (ou “fluxo
cruzado”). Em qualquer caso, o produto do processo de

remogcado da particula é um lote de fluido de cultura de
tecido clarificado, ou cTCF (8). Mais detalhes sobre a
separacdo de particula para produtos biotecnoldédgicos podem
ser encontrados nos livros de texto padréo, como
Biotechnology, Vol. 3, Bioprocessing, Wiley-VCH, 2 edition
(1996), ISBN: 3527283137.

Na etapa seguinte (etapa 3), o lote de fluido de
cultura de tecido <clarificado ¢é ainda processado para
concentrar e, se possivel, purificar o produto. Geralmente,
isso é feito pela ultrafiltracdo de fluxo cruzado ou pela
cromatografia de leito empacotado.

No caso de ultrafiltracdo de fluxo cruzado, o cTCF é
bombeado para o tanque de reciclagem (9) do sistema. Uma
bomba ¢é wusada (10) para empurrar o material por um
ultrafiltrador de fluxo cruzado. O produto é retido pela

membrana e reciclado como retentado no tanque de
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reciclagem, enquanto a agua e os contaminantes menores sao
empurrados atra&és da membrana para o permeado (11) em
razao da pressdao da transmembrana gerada pela queda de
pressao no mébdulo de ultrafiltragdo. Em cada passagem
através do filtro, o cTCF se torna mais concentrado, e o
volume de cTCF total ¢é reduzido até que um fator de
concentracdo desejado seja obtido. Depois que o fator
desejado de concentragdo é obtido, o processo &
interrompido, e o volume concentrado restante (isolado) é
drenado do sistema e coletado. Mais detalhes sobre a
ultrafiltracéo para concentracgao de produtos
biotecnoldédgicos podem ser encontrados nos livros de texto
padrao, como Biotechnology, Vol. 3, Bioprocessing, Wiley-
VCH, 2 edition (1996), ISBN: 3527283137.

No caso de cromatografia de leito empacotado, o cTCF é
bombeado por uma coluna de cromatografia (12) que contém um
leito de resina empacotado. O produto se liga a resina e é
eluido na forma geralmente concentrada e ©purificada
(isolado, 13), usando um tampdo de eluigdo adequado (14),
apds o qual a coluna é limpa e regenerada, usando tampdes e
solugdes de limpeza (14) adequados.

Outras variantes de cromatografia que foram propostas
para concentracdo/purificacdo de cTCF s&o cromatografia de
leito expandido e cromatografia de membrana. A
cromatografia de leito expandido pode processar solug¢des
que contém particulas. Entretanto, a filtragdo do isolado
apbds a cromatografia ainda é necessaria, embora as areas de
filtracdo sejam reduzidas. A cromatografia de membrana usa
pilhas de membranas de microfiltracdo modificadas em vez de
leitos de resina empacotados. A vantagem é que a
transferéncia de massa ¢é amplamente convectiva, e néo
difusiva, o que permite separacdo mails rapida. Por outro
lado, o processo é normalmente equivalente a cromatografia

de leito empacotado padrao. Mais detalhes sobre a
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cromatografia paia concentragdo e purificacdo de produtos
biotecnoldégicos podem ser encontrados em livros de texto
padrao como Protein Purification, Principles, High-
Resolution Methods, and Applications, Wiley- VCH, 2 Edition
(1998), ISBN 0-471-18626-0.

Muitas vezes, o 1isolado de massa ¢ congelado e
armazenado para uso posterior nas etapas de purificacdo de
fluxo descendente.

Portanto, conforme descrito acima, o processo de
isolamento apds é geralmente um processo de lote e é fisica
e logisticamente separado do processo de fluxo ascendente
continuo. Além disso, embora a fermentacdo tenha que ser
realizada de maneira estéril, o isolamento (ou seja, a
remogdo e a concentragdo/purificacdo de particulas) é
essencialmente realizado de maneira limpa, mas n&o estéril.

Os processos inovadores, conforme descritos acima, tém
inUmeros problemas:

Pl. Perdas de rendimento e redugdo da qualidade
potencial em razdo do elevado tempo de permanéncia do
produto. A colheita proveniente da fermentacdo de perfuséo
continua precisa ser coletada e armazenada por periodos
significativos, conforme explicado anteriormente, antes do
processamento de um lote de isolamento. A colheita
coletada, embora refrigerada, ainda fornece um ambiente
prejudicial para produtos de proteina complexos e
peculiarmente instaveis. Portanto, as perdas significativas
de produto ocorrem, o que reduz a capacidade da fébrica e
aumenta o custo das mercadorias. Além disso, a qualidade do
produto pode ser afetada desfavoravelmente.

P2. Grandes instalacdes com areas de resfriamento ou
tanques refrigerados s&o necessdrias para intermediar o
armazenamento de grandes volumes de colheita, levando a
custos de capital elevado e anulando a vantagem da

compacidade e da mobilidade mencionada dos fermentadores de
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perfuséo.

P3. Tecnologias de concentracao/purificacao
convencional (por exemplo, ultrafiltracdo, cromatografia de
leito empacotado) tém rendimento volumétrico relativamente
baixo, tempos de execugao significativos e mao-de-obra
relativamente intensa. Como resultado, geralmente ndo é
realizado mais de um processo de lote por dia.

P4. Além disso, 0s processos e métodos de isolamento
atuais tém dificuldades logisticas ao lidar com os volumes
de processo variaveis nas fabricas de fermentagcdo que
envolvem mais de um fermentador. Em fabricas de perfusao
continua em larga escala, um numero variavel de
fermentadores é operacional.

P5. Os processos de isolamento inovadores sdao operados
de maneira limpa, mas n&o podem ser operados de maneira
estéril. Isso sempre leva a um numero significativo de
lotes rejeitados em razd&o de questdes de carga microbiana.

P6. O uso de descartaveis, como filtros descartéaveis,
conjuntos, bolsas, etc, embora muito desejados na produgao
de produtos parenterais humanos (por exemplo, para evitar a
limpeza e a validagdo de limpeza e outras questdes) é muito
dispendioso e, na verdade, nem sempre é econdmico.

Portanto, é um objeto desta invencdo fornecer um
processo de separacgdo de proteina integrado e continuo que
seja capaz de operar por periodos sustentados sob condigdes
estéreis.

Sumadrio da invencgao

Esta invencdo se destina a um novo aparelho e processo
para purificar moléculas de uma mistura fluida heterogénea.
Mais particularmente, a invengao se destina a um processo
para purificacdo de uma molécula de interesse proveniente
de uma mistura fluida clarificada heterogénea da qual
contaminantes particulados foram removidos. O processo

consiste na etapa de filtragcdo de uma mistura fluida

{0



10

15

20

25

30

6/54 -

clarificada e heterogénea pela ultrafiltragdo continua a
uma taxa de fluxo especifica abaixo do ponto de transicgéao
da molécula de interesse na regido de fluxo que depende da
pressdo em relagcdo a curva TMP, em que a taxa de fluxo
especifica é mantida consideravelmente constante durante
toda ultrafiltracdo continua.

Em representag¢des especificas, o processo da invencao
consiste na filtracdo da mistura fluida clarificada através
de uma membrana de ultrafiltragcdo que tem uma &rea em
metros quadrados aproximadamente igual a 0,1 a 2 vezes a
taxa de fluxo volumétrico da mistura fluida clarificada em
litros/hora. Em outra representacdo, o processo da invencao
consiste na filtracdo da mistura fluida clarificada através
de uma membrana de ultrafiltracdo que tem uma Aarea em
metros quadrados aproximadamente igual a 0,3 a 1 vez a taxa
de fluxo volumétrico da mistura fluida <clarificada em
litros/hora.

O processo da invencgdo permite, de maneira vantajosa,
filtrar a mistura <clarificada a uma taxa de fluxo
especifica que produz uma concentracdo de parede inferior a
aproximadamente 20%, inferior a 15% ou inferior a 10%,
maior que a concentragcdo de retentado, sem polarizagdo de
concentracao.

Em uma representacdo mais especifica, a invenc¢do se
destina a um processo integrado, continuo e estéril para
fermentacdo de perfusdo continua, remocdo particulada e
purificacdo/concentracdo. Em um aspecto da 1invengao, o
processo consiste em filtracdo da mistura de cultura do
tecido por um processo de separacao que separa
seletivamente a proteina de interesse da mistura em um
ponto de ajuste operacional abaixo do ponto de transicgdo da
proteina na regido do fluxo que depende da pressao em
relagcdo a curva TMP para produzir um produto isolado

estéril, livre de particulas, concentrado e parcialmente

//
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purificado, no qual a taxa de fluxo especifica por meio do
processo é mantida consideravelmente constante em um nivel
inferior ao do ponto de transicdo da proteina.

Em outro aspecto da invengdo, o processo é um processo
continuo para purificar uma proteina de interesse
proveniente de uma mistura fluida de cultura de tecido
heterogénea, caracterizado por:

(a) producdo por um processo de fermentacdo de
perfusdo continua de uma mistura fluida de cultura de
tecido heterogénea que contém uma proteina de interesse;

(b) transferéncia da mistura fluida de cultura de
tecido para um processo de remocdo continua de particula
integrado ao processo de fermentacdo de perfusdo continua;

(c) remocdo de contaminantes particulados do fluido de
cultura de tecido no processo de remogdo continua de
particula para produzir um fluido de cultura de tecido
clarificado que contém a proteina de interesse;

(d) transferéncia do fluido de cultura de tecido
clarificado para um processo de purificacdo continua
integrado ao processo de remogdo continua de particula; e

(e) purificagcdo da proteina de interesse proveniente
do fluido de cultura de tecido clarificado no processo de
purificacdo continua.

em que a taxa de fluxo especifica da mistura, através
do processo de fermentagcdo de perfusao continua, processo
de remocdo continua de particula e processo de purificacdo
continua, é mantida consideravelmente constante.

Em outro aspecto da invengdo, o processo é um processo
semicontinuo para purificar uma proteina de interesse
proveniente de uma mistura fluida de cultura de tecido
heterogénea, caracterizado por:

(a) producdo por um processo de fermentagao de
perfusdo continua de uma mistura fluida de cultura de

tecido heterogénea que contém uma proteina de interesse;

/7,
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(b) transferéncia da mistura fluida de cultura de
tecido para um processo de remocdo continua de particula
integrado ao sistema de fermentacdo de perfusdo continua;

(c) remocdo de contaminantes particulados do fluido de
cultura de tecido no processo de remogdo continua de
particula para produzir um fluido de cultura de tecido
clarificado que contém a proteina de interesse;

(d) transferéncia do fluido de cultura de tecido
clarificado para um tanque de amortecimento integrado ao
processo de remogdo continua de particula;

(e) transferéncia com intermiténcia do fluido de
cultura de tecido <clarificado para um ©processo de
purificacdo integrado ao tanque de amortecimento; e

(e) purificagdao da proteina de interesse proveniente
do fluido de cultura de tecido clarificado no sistema de
purificagdo para produzir um produto isolado estéril, livre
de particulas, concentrado e parcialmente purificado que
contém a proteina de interesse;

em que a taxa de fluxo especifica da mistura, através
do processo de fermentacdo de perfus&o continua e processo
de remocao continua de particula, é mantida
consideravelmente constante.

Esta invengdo também se destina a um aparelho para
separar uma proteina de interesse de uma mistura fluida de
cultura de tecido heterogénea. Em um aspecto da invengdo, o
aparelho consiste em: (a) um sistema de fermentacdo de
perfusdao continua; (b) um sistema de remogdao continua de
particulas integrado ao sistema de fermentac¢do de perfuséo;
e (c) um sistema de purificacdo continua integrado ao
sistema de remogdo de particula, em que o aparelho é
adaptado para manter condigdes estéreis.

Em outro aspecto da invencdo, o aparelho consiste em:
(a) um sistema de fermentagdo de perfusdo continua; (b) um

sistema de remocdo continua de particulas integrado ao

13
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sistema de fermentacdo de perfusdo; e (c) um sistema de
purificacdo intermitente integrado ao sistema de remocao de
particula, em que o aparelho ¢é adaptado para manter
condicdes estéreis.

O sistema de purificacdo pode, por exemplo, ser um
sistema de wultrafiltragdo ou um sistema convectivo de
adsorg&o/dessorgdo, ou gqualquer outro sistema capaz de
purificar ou purificar parcialmente uma proteina de
interesse proveniente de uma mistura heterogénea em um
sistema integrado, continuo ou semicontinuo estéril
conforme descrito aqui.

O processo e o aparelho da invencao sdo adaptados para
permitir o processamento continuo de uma mistura fluida
heterogénea, como um fluido de cultura de célula, a uma
taxa de fluxo consideravelmente constante. Em um aspecto
particular da invencgdo, o processo e o aparelho da invencéao
sdo adaptados para permitir o processamento continuo de uma
mistura fluida de cultura de célula ou de tecido
heterogénea a uma taxa de fluxo consideravelmente constante
abaixo do ponto de transigdo da proteina na regidao do fluxo
que depende da pressao em relagdo a curva de TMP por um
periodo continuo e durante todo o processo de purificacgao.

Esses e outros aspectos da invengdo sdo descritos
detalhadamente a sequir, na descrigcao detalhada da
invencao.

Breve descricdo dos desenhos

Os desenhos anexos, e que constituem parte da
especificagcdo, 1ilustram as representag¢des da invengao e,
juntamente com a descrigcdo detalhada da representacgao,
servem para explicar os principios da 1invengcdo e seus
beneficios.

FIG. 1: esquema de processo de perfusdo continua
convencional seguida por 3 etapas do processo de isolamento

fisica e logisticamente segregado (coleta da colheita de

/
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lote, remocao da particula do lote e
concentracao/purificacdo do lote).

FIG. 2: representacdo esquemadtica de 2 representacgdes
do dispositivo inventivo A para fabricac&o continua,
integrada e estéril. Esquema da representacdo Al, mostrada
no lado esquerdo e esquema da representacdo A2, mostrada no
lado direito.

FIG. 3: representacdo esquematica de 2 representacdes
do dispositivo inventivo B para fabricag¢do continua,
integrada e estéril. Esquema da representacdo Bl, mostrada
no lado esquerdo e esquema da representacdo B2, mostrada no
lado direito.

FIG. 4: -esquema de uma representacdo de sistema
inventivo de remogao continua de particulas integrado
(100), um elemento do dispositivo inventivo A e dispositivo
inventivo B.

FIG. 5: representacgdes esquemdticas de representagdes
adicionais de dispositivo inventivo A que combinam varios
elementos para aumentar a capacidade geral da fabrica (A3)
ou desempenho de concentragcao e separacado (A4).

FIG. 6: representagdes esquematicas de representacgdes
adicionais do dispositivo inventivo B.

FIG. 7 representacdo adicional de dispositivos
inventivos que combina elementos do dispositivo A e do
dispositivo B em série para aumentar o desempenho geral de
concentracdo geral e de separagéo.

FIG. 8: comparacdo de exemplo das capacidades de carga
total de acordo com 10” de capsula de filtro para o
processo de lote convencional e representacao de
dispositivo inventivo e método para remogdo continua de
particulas (processo integrado de filtragao continua) que
usa cépsulas de filtro comercial idénticas. Método de
exemplo de producdo de Fator VIII de coagulagdo sangiinea

recombinante mostrado.

5
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FIG 9: exemplo de curva de pressdo-fluxo (fluxo
permeado especifico em LMH = litros/hora/m? na pressao de

transmembrana) e determinagdo do ponto de operacdo. O
circulo mostra o ponto de operagdo comum que serd ajustado
por meio de TMP para processos de lote convencionais. O
retédngulo mostra a regido operacional preferida que sera
ajustada por meio da bomba de permeado de acordo com o
método de uso do dispositivo inventivo A.

FIG. 10: exemplo de distribuicdao do tempo de
permanéncia e tempo de permanéncia médio do sistema UF
continuo integrado (300), de acordo com o método de uso do
dispositivo 1inventivo A. Medido para sistema continuo
descartavel com médulo de 290 cm? (62,5 cm de comprimento),
fluxo cruzado de 120 LMH, fluxo retentado de 0,2 LMH, fluxo
de permeado de 2 LMH.

FIG. 11: exemplo de isolamento de rFVIII da
fermentacao de perfusdao continua livre de plasma que
utiliza wuma representacdo do dispositivo inventivo A.
Comparagdao de produgdao de 1isolamento médio de método
continuo inventivo comparado a producdo média de isolamento
do lote, incluindo uma difusdo de desvio padrdo. Foram
usados trés lotes consecutivos para determinar a produgédo
de lote, enquanto trés pontos (dias) consecutivos foram
usados para o processo continuo.

FIG. 12: exemplos de desempenho de dispositivo
inventivo A. Pressdo de transmembrana e fluxo especifico de
sistema de ultrafiltracao continua integrado (300) como uma
funcdo de tempo do processo continuo para trés exemplos
diferentes mostrados. Triédngulos = membrana de 100 kD,
Fator VIII de coagulacgd&o sangliinea recombinante (rFVIII);
Quadrados = membrana de 10 kD, interleucina-2 recombinante;
Circulos = membrana de 50 kD, glicoproteina geneticamente
projetada (Mr > 100 kD). Todos os exemplos mostrados sao de

fermentacdo de perfusdo continua 1livre de proteina de
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plasma.

FIG. 13: exemplo de desempenho de 1longo prazo de
dispositivo inventivo A ligado diretamente & fermentacao de
perfusao continua de dois produtos de proteina de co-
expressdo de linhagem celular (proteina fluorescente verde
GFP e IL-2SA). Pressdao da transmembrana e fluxo especifico
do sistema inventivo de ultrafiltracdo continua (300) como
uma funcdo de tempo de processo continuo mostrada. A
membrana de 10kD foi usada.

FIG. 14: exemplo de desempenho de 1longo prazo de
dispositivo inventivo A ligado diretamente a fermentacdo de
perfusao continua de dois produtos de proteina de co-
expressdo de linhagem celular (proteina fluorescente verde
GFP e IL-2SA). A membrana de 10kD foi usada. Fator de
concentracdo de produtos de proteina, conforme determinado
por ensaios especificos e fator de concentracdo volumétrica
mostrado como uma fungao de tempo de processo continuo.

FIG. 15: exemplo de desempenho do dispositivo
inventivo B. A producdo e a pressdo caem proéximas a 100
ciclos de adsorcdo/dessorcdo consecutivos com adsorvente
convectivo (proteina-alvo: variante do Fator FVIII de

coagulacdo sanglinea projetada geneticamente; adsorvente

convectivo: adsorvente comercial, Mustang Q, Pall
Corporation) .
FIG. 16: exemplo de desempenho do dispositivo

inventivo B. Perfil de UV e condutividade durante um ciclo
de adsorcgdo/dessorcdo comum com adsorvente convectivo
(proteina-alvo: variante do Fator FVIII de coagulacgao
sangliinea projetada geneticamente; adsorvente convectivo:
adsorvente comercial, Mustang Q, Pall Corporation).

FIG. 17: exemplo de desempenho de dispositivo
inventivo B. Gel SDS-page (mancha prata) de carga =
colheita clarificada que sai continuamente do sistema de

remocdo de particula (100) e carregada de modo semicontinuo
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no sistema adsorvente convectivo (400) e eluado de
adsorcédo/dessorcdo comum mostrado. Proteina-alvo: variante
do Fator FVIII de coagulacéo sangiinea projetada
geneticamente; adsorvente convectivo: adsorvente comercial,
Mustang Q, Pall Corporation). O eluado foi diluido de volta
na concentracao de carga antes de ser misturado no gel.

Descricdo detalhada da invencéao

Definicdes

Exceto se definido expressamente aqui, a terminologia
usada nessa aplicagcdo é o padrdo da arte. As definicgdes a
seguir de determinados termos sdo fornecidas aqui para
garantir a clareza e a exatiddo do significado das
reivindicacdes.

As unidades, os prefixos e os simbolos podem ser
denotados em sua forma aceita SI. Intervalos numéricos
mencionados aqui incluem os numeros que definem o intervalo
e incluem e sustentam cada inteiro no intervalo definido.

Exceto se observado de outra maneira, os termos “um” ou

AN} 4

uma’” devem ser interpretados como “pelo menos um de”. Os
titulos de segdo usados aqui se destinam apenas a fins de
organizagdao e nao devem ser interpretados como limitadores
do objeto descrito. Todos os documentos, ou partes de
documentos, citados neste requerimento, incluindo, mas né&o
limitados a patentes, requerimentos de patente, artigos,
livros e estudos, s&o expressamente incluidos aqui para
referéncia integralmente para qualquer fim.

O termo “clarificacado” e “clarificado” significa a
remocdo de matéria particulada de uma solugdo para que a
solucdo restante passe através de uma membrana de 0,2 pm.

O termo “fermentacdao de perfusdo continua” se refere a
um sistema de fermentacdo de estado estavel ou processo que
opera sem interrupgdo e no qual as células ou

microorganismos - sdao mantidos em cultura na fase de

crescimento exponencial pela adig¢do continua de meio fresco
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que é equilibrado pela remocdo de suspensdo de célula do
biorreator.

Os termos “cultivo”, “cultura”, “crescimento”,
“manutencgdo”, “suporte” e ‘“expansdo” sdo sindénimos no
significado de que as células permanecem vidveis e capazes
de produzir progénie.

O termo “concentragdo”, em sua forma verbal, significa
a remocgdo de &gua de uma solucdo de modo que a gquantidade
de uma molécula de interesse por volume de solucdo restante
aumente.

O termo ‘“polarizagdo de concentracao” significa o
acumulo de moléculas retidas (camada de gel) na superficie
da membrana causado por uma combinacao de fatores: presséao
da transmembrana, velocidade de fluxo cruzado, viscosidade
da amostra e concentracdo dissolvida.

O termo “continuo” significa periodo, seqiiéncia e/ou
operacdo ininterrupta por periodos prolongados. Conforme
usados em referéncia a fermentacao, processos de
clarificacao e de filtragcdo da presente invencgéo,
“continuo” significa que os processos sao fisica e
logisticamente integrados de modo a permitir a operacao sem
interrupcdo por um periodo prolongado o suficiente para
produzir um produto isolado estéril, livre de particulas,
concentrado e parcialmente purificado que contém proteina
de interesse. @) termo continuo, conforme usado em
referéncia aos processos da inveng¢do, também significa que
um processo ndo é realizado em lote ou de maneira realmente
continua. Os processos desta invengcdo sdo capazes de
realizar operacdo continua, por exemplo, por periodos
prolongados de 1 dia a varios meses sem interromper a
operacdo ou sequiéncia do processo. Conforme usado nesta
invengdo, Os pfocessos sdo operados por um periodo continuo
superior a 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 dias, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8

semanas ou 3, 4, 5, 6 ou mais meses.
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Os termos “semicontinuo” e “intermitente” significam
que um ou mais processos ou elementos de um sistema
integrado operam de maneira descontinua ou em lotes,
enquanto outros processos ou elementos do sistema integrado
operam de maneira continua. Por exemplo, em algumas
representa¢des da invengdo, o processo de purificacdo é um
processo de adsorgdo/dessorcdo convectivo, que geralmente
requer adsorcdao da mistura heterogénea de um substrato de
adsorcao, que resulta na saturacao do substrato e que
requer o término do processo de adsorcdo e dessorgao ou
liberagdo da fragdo ligada. Tal processo é peculiarmente
intermitente, embora capaz de ser integrado com o©Os
processos de fluxo ascendente, que sao continuos.

O termo “adsorgdo/dessorgdao convectiva” significa um
processo cromatografico em que a transferéncia de massa
ocorre principalmente por convecgdo. A adsorcdo/dessorcao
convectiva é um processo no qual uma fragdo de uma mistura
que contém uma molécula de interesse é separada de outra
fracdo da mistura, por meio de adsorgcdo de uma fracdo para
um substrato, sequida pela dessorgdo dessa fragdao do
substrato.

O termo “fluxo cruzado” ou “fluxo cruzado de fluido”
significa o fluxo do fluido pelo topo da superficie da
membrana.

O termo “integrado”, conforme usado em referéncia a
varios sistemas e/ou processos, significa que os sistemas
e/ou processos sdo fisica e logisticamente conectados de
modo a constituirem um sistema unificado capaz de operar
continuamente. No contexto do sistema da presente invengao,
que se destina a um sistema integrado continuo ou
semicontinuo para produzir uma proteina de interesse livre
de particulas, concentrada e parcialmente purificada, um
sistema integrado conectara diferentes componentes

diretamente e de maneira suficiente para manter condigdes

J0
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estéreis entre os diferentes componentes do sistema. Os
termos “meios” (plural) e “meio” (singular) sao sindénimos e

sdo usados de maneira intercampidvel aqui, e o uso de uma
forma do termo ndo implica na exclusdo da outra forma.

O termo "“mistura” significa combinag¢do heterogénea de
moléculas e compostos que contém uma molécula de interesse,
como uma proteina e varios contaminantes. Uma mistura
preferida da invengdo atual é um fluido de cultura de
tecido que consiste em uma mistura heterogénea de proteinas
que inclui uma proteina de exdégena de interesse, que ¢é
obtida 1inicialmente de um processo de fermentacdo de
perfusdo continua.

0 termo “camada de gel” significa a camada
microscopicamente fina de moléculas que pode formar a parte
superior de uma membrana. Ela pode afetar a retencao de
moléculas, obstruindo a superficie da membrana e, dessa
forma, reduzir o fluxo do filtrado ou, em operacdo de fluxo
constante, aumentar a TMP.

O termo “molécula de interesse” significa particulas
ou outra espécie de molécula que deva ser separada de uma
solucdo ou suspensdo em um fluido (por exemplo, um
liquido). As particulas ou moléculas de interesse sao
separadas do fluido e, na maioria dos casos, de outras
particulas ou moléculas no fluido. O tamanho da molécula de
interesse a ser separada determinara o tamanho do poro da
membrana a ser utilizada. Preferencialmente, as moléculas
de interesse sdo de origem bioldgica ou bioquimica ou
produzidas por processos transgénicos ou in vitro e incluem
proteinas, peptideos, polipeptideos, anticorpos ou
fragmentos de anticorpos. Exemplos de origens de fluxo de
alimentacdo preferenciais incluem cultura de célula
mamifera e cultura de célula de microorganismo como
bactérias, fungos e levedura. Também deve ser notado que a

espécie a ser filtrada inclui polipeptideos nao desejaveis,
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proteinas, componentes celulares, DNA, coldbides,
micoplasmas, endotoxinas, virus, carboidratos e outras
moléculas de interesse bioldgico, glicosiladas ou néo.

O termo ‘“permeado” é usado como sinénimo para
filtrado.

O termo “produto isolado” significa um produto livre
de particula, concentrado e parcialmente purificado que
contém uma proteina de interesse. Um produto isolado é um
produto que atingiu um grau de purificacdo e concentracao
comparavel ao atingido por um processo de ultrafiltracdo ou
adsorgao/dessorgcdo convectiva. Um produto isolado ndo &
necessariamente homogéneo, mas seréa purificado
consideravelmente em relacdo ao produto de massa inicial
produzido pelo processo de fermentacgao.

O termo “taxa de fluxo especifica” é usado de modo
intercampbiavel com o termo “fluxo do filtrado”, pois se
refere ao filtrado. A taxa de fluxo especifica do retentado
¢ a taxa de fluxo do retentado normalizado na &rea de
membrana usada.

Como é usado em relacao ao fluxo, le) termo
“consideravelmente constante” significa que o fluxo &
mantido em um nivel geralmente constante durante um periodo
considerdvel no curso da filtracao.

O termo “fluido de cultura de tecido” significa uma
mistura heterogénea de componentes derivados de um meio de
cultura de tecido. Em aspectos preferenciais da invengao, o
fluido de cultura de tecido é derivado de um processo de
fermentacdo de perfusdo continua. Um fluido de cultura de
tecido “clarificado” é um fluido de cultura de tecido que
foi pré-filtrado para remover fragmentos de célula e outras
macromoléculas grandes.

O termo “pressdo da transmembrana” e seu acrdédnimo
“TMP” significam a pressdo média aplicada do suprimento

para o lado do filtrado da membrana. A TMP é calculada por
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TMP [bar]= [(PF +PR)/ 2] - Pf em que PF é a pressdo de
suprimento, PR a pressdo de retentado e Pf é a pressao do
filtrado.

O termo “recuperagdo” significa a quantidade de uma
molécula de 1interesse que pode ser recuperada apds o
processamento. Geralmente expressada como um percentual de
material inicial ou producgao.

O termo “retentado” significa uma parte da amostra que
ndao passa pela membrana, também conhecido como concentrado.

O termo “ultrafiltracdo” significa wuma forma de
filtracédo que utiliza microporos de membranas
semipermeaveis para separar preferencialmente os fluidos ou
ions na base do tamanho diferencial ou peso molecular. A
ultrafiltracdo geralmente é usada para filtrar moléculas
que tém um peso molecular superior a 10.000 daltons.

Esta 1invengao se destina a um processo integrado,
continuo e estéril que consiste na fermentacdo de perfuséo
continua, remogd&o particulada e purificacdo/concentracéao.
Em um aspecto da invencdo, o processo consiste em filtracéao
da mistura de cultura do tecido por um processo de
separagcdo que separa seletivamente a proteina de interesse
da mistura em um ponto de ajuste operacional abaixo do
ponto de transigcdo da proteina na regido do fluxo que
depende da pressao em relagdao a curva TMP para produzir um
produto isolado estéril, livre de particulas, concentrado e
parcialmente purificado, no qual a taxa de fluxo especifica
por meio do processo é mantida consideravelmente constante
em um nivel inferior ao do ponto de transicdo da proteina.

Em outro aspecto da invengcdo, O processo & um pProcesso
continuo que consiste em: (a) produgcdo continua por
fermentacdo de perfusao continua e mistura fluida de
cultura de tecido heterogénea que contém uma proteina de
interesse; (b) transferéncia continua da mistura fluida de

cultura de tecido para um processo de remogdo de particula
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integrado ao sistema de fermentacdo de perfusdo continua;
(c) remogdo continua de contaminantes particulados do
fluido de cultura de tecido no processo de remocdo de
particulas para produzir continuamente um fluido de cultura
de tecido clarificado que contém a proteina de interesse;
(d) transferéncia continuamente do fluido de cultura de
tecido clarificado para um ©processo de purificacdo
integrado com o sistema de remocdo de particula; e (e)
separagao continua da proteina de interesse do fluido de
cultura de tecido clarificado no sistema de purificacéao
para produzir continuamente um produto isolado estéril,
livre de particula, concentrado e parcialmente purificado
que contém a proteina de interesse.

Ainda em outro aspecto da invencdo, o processo é um
processo semicontinuo que <consiste em: (a) producao
continua por fermentacdo de perfusdo continua de uma
mistura fluida de cultura de tecido heterogénea que contém
uma proteina de interesse; (b) transferéncia continua da
mistura fluida de cultura de tecido para um processo de
remocgdo de particula integrado com o sistema de fermentacao
de perfusao continua; (c) remocdo continua de contaminantes
particulados do fluido de cultura de tecido no processo de
remogdo de particula para produzir continuamente um fluido
de cultura de tecido clarificado que contém a proteina de
interesse; (d) transferéncia continua do fluido de cultura
de tecido <clarificado para um tanque de amortecimento
integrado com o processo de remogdo de particula; (e)
transferéncia intermitente do fluido de cultura de tecido
clarificado para um processo de purificacd&o integrado com o
tanque de amortecimento; e (e) separacdao da proteina de
interesse do fluido de cultura de tecido clarificado para
produzir um produto isolado estéril, livre de particula,
concentrado e parcialmente purificado que contém a proteina

de interesse, em que a taxa de fluxo especifica da mistura

v,
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através do processo de fermentacdo de perfusdo continua e
processo de remocao continua de particula ¢é mantida
consideravelmente constante e em média igual ao rendimento
pela média de tempo do processo de purificacido integrado
semicontinuo.

Dispositivos para pratica dos métodos da invencao

Esta invencdo também se destina a um aparelho para

separar uma proteina de interesse de uma mistura fluida de

cultura de tecido heterogénea. Em geral, o aparelho
consiste em: (a) um sistema de fermentacdo de perfuséao
continua; (b) um sistema de remocd&o continua de particulas

integrado ao sistema de fermentacdo de perfusdo; e (c) um
sistema de purificacdo continua integrado ao sistema de
remogdo de particula, em que o aparelho é adaptado para
manter condicdes estéreis. Em outro aspecto da invengdo, o
aparelho consiste em: (a) um sistema de fermentagdo de
perfusdo continua; (b) um sistema de remogdo continua de
particulas integrado ao sistema de fermentag¢do de perfusao;
e (c) um sistema de purificacdo intermitente integrado ao
sistema de remocdo de particula, em gque o aparelho ¢é
adaptado para manter condigdes estéreis. O sistema de
purificagcao pode, por exemplo, ser um sistema de
ultrafiltracao ou um sistema convectivo de
adsorcdo/dessorgcdo, ou qualquer outro sistema capaz de
purificar ou purificar parcialmente uma proteina de
interesse proveniente de uma mistura heterogénea em um
sistema integrado, continuo ou semicontinuo estéril
conforme descrito aqui.

O processo e o aparelho da invengdo sdo adaptados para
permitir o processamento continuo de uma mistura fluida de
cultura de tecido heterogénea a uma taxa de fluxo
consideravelmente constante. Em um aspecto particular da
invenc¢do, o processo e o aparelho da invencao sao adaptados

para permitir o processamento continuo de uma mistura
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fluida de cultura de tecido heterogénea a uma taxa de fluxo
consideravelmente constante abaixo do ponto de transicdo da
proteina na regido do fluxo que depende da pressao em
relagcdo a curva de TMP por um periodo continuo e durante
todo o processo de purificacao.

Em representagdes especificas, a invencdo fornece dois
novos dispositivos (A, B) que s&o compostos de trés
elementos distintos, mas totalmente integrados, todos com
uma fungdo essencial e que, Jjuntos, formam uma plataforma
de sistema de isolamento continuo de proteina que soluciona
os problemas com a arte antecedente descrita acima.

Os trés elementos distintos de cada dispositivo sao,
em primeiro lugar, um sistema integrado de remoc¢do continua
de particula (100), em segundoc lugar, um tanque de
amortecimento estéril (200) e, em terceiro lugar, um
sistema integrado de concentracéo/purificacao (300, 400,
respectivamente). Todos os trés elementos e os dispositivos
e métodos recentes desenvolvidos para uso desses
dispositivos sdo descritos em detalhes a seguir.

Para fornecer concentragdo/purificagdo continua ou
semicontinua do produto de ©proteina, o dispositivo
inventivo A (do qual s&o mostradas duas representacgdes na
Figura 2) consiste em um sistema de ultrafiltracdo estéril
integrado continuo (300), enquanto o dispositivo inventivo
B (do qual s&o mostradas duas representag¢des na Figura 3)
consiste em um sistema de adsorgdo/dessorgao integrado
semicontinuo convectivo (400).

Os dispositivos da invencdo estdao diretamente integrados
com um ou mais fermentadores de perfus&o continua e, assim,
formam uma plataforma de fabricacdo integrada continua.

DISPOSITIVO A

Sistema integrado de remog¢ao continua de particula (100)

A figura 2 mostra duas representagdes do dispositivo

inventivo A. O sistema integrado de remogdo continua de

oIz
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particula (100) estd diretamente conectado no lado da
colheita do sistema de fermentacdo de perfusdo continua
(1) .

A figura 4 mostra uma representacdo esquemdtica mais
detalhada de wuma representagcdo do sistema integrado de
remogdo continua de particula (100), qgque consiste em uma
bomba (101), um mandémetro ou transmissor, respectivamente
(107), um coletor (102) e um conjunto de varias séries de
filtros (103). Todos os componentes estdo conectados com
tubulacédo flexivel e/ou tubulacédo rigida.

A bomba (101) é uma bomba peristdltica, que permite
bombeamento suave da colheita de cultura de célula sem
qualquer parte giratdria ou vedagdo entre em contato com o
produto estéril. A Dbomba e a tubulagdo da bomba ¢é
dimensionada para fornecer a taxa de fluxo de colheita
desejada do sistema de fermentagdo de cultura de célula,
que é de até 15 volumes de biorreator por dia, por exemplo,
até 9,4 litros/hora para um fermentador de 15 litros e até
125 litros/hora para um fermentador de 200 litros.

O mandmetro ou transmissor de pressao (107) é
designado de modo que possa ser esterilizado com uso de

autoclave ou irradiacdo. No projeto atual, ¢é wusado um

transmissor piezorresistivo reutilizéavel em um
compartimento de ago inoxidavel ou um mandémetro
reutilizéavel de aco inoxidavel. Entretanto,
aperfeicoamentos futuros podem incluir o uso de

transmissores descartdveis que podem @ ser facilmente
esterilizados por irradiacéao.

Em uma representagcdo atual o coletor de conexdo (102)
consiste em tubulacdo flexivel, com bracadeiras de
tubulacdo (ou valvulas) e conectores estéreis apropriados
para permitir a conexdo de conjuntos de série de filtros
adicionalis sem comprometer a esterilidade do sistema.

Preferencialmente, 0s dié&metros da tubulacéao sdo
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dimensionados para produzir velocidades de fluido linear de
aproximadamente 2 m/s ou menos com taxas de fluxo
desejadas, evitando pressdes de retorno elevadas e corte.
Em outra representacdao atual, em vez dos conectores
estéreis, sdo usadas pecgas de tubulacdo flexivel especial
que podem ser  soldadas com soldadores de tubulacéao
comerciais sem comprometer a esterilidade. Essas pecas de
tubulagdo s&o fabricadas em PVC ou outros polimeros
adequados.

O conjunto de série de filtros (103) consiste em pelo
menos duas, preferencialmente varias séries de filtros
idénticas (conforme mostrado no esguema), COMmM apenas uma
das séries de filtros aberta em um determinado periodo,
conforme mostrado em um exemplo na Figura 4 (105).

Cada série de filtros consiste em pelo menos um
filtro, preferencialmente um pré-filtro e um filtro final
em série (conforme mostrado na Figura 4). Caso seja
necessario aumentar a capacidade para uma aplicagao
especifica, cada série de filtro (105, 106, etc.) também
pode consistir em varios filtros ou séries de filtros
paralelamente (ndo mostrados).

Em uma representacdo da invengdo mostrada na Figura 4,
a segunda série do filtro do conjunto (106) é fechada por
um disco de ruptura sensivel a pressao, ou pino de ruptura,
respectivamente (104). Em operagao, a fungao do disco de
ruptura, ou pino de ruptura, ¢é abrir automaticamente o
caminho de fluxo para a segunda série de filtros (107) uma
vez que a pressdo na primeira série de filtros (105) atinge
um limite especificado, assegurando a continuacéo
ininterrupta do processo de filtracdo. Os discos de ruptura
ou pinos de ruptura comercialmente disponivels @ sao
utilizados no sistema inventivo, que s&o wusados para
fornecer alivio de pressdo de seguranca. Na representacao

atual, os discos de ruptura ou pinos de ruptura com um

&
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limite de pressdo de ruptura especificado de ndo mais que
16 PSI s&o usados, o gque provou ser muito util. Entretanto,
um intervalo de limite de pressdo especificada é possivel.

Cada série de filtros do conjunto de série de filtros
também é separada por uma valvula manual ou automatica e
outro disco de ruptura ou pino de ruptura. Depois que a
segunda série de filtros (106) estd em operacdo, a valvula
para o préximo disco de ruptura ou pino de ruptura,
respectivamente, ¢é aberta para que a prdéxima série de
filtros possa atuar como uma reserva e assim por diante.

Em uma representacdo alternativa, as valvulas operadas
automaticamente sdo usadas exclusivamente e, em operagao,
um sistema de controle opera as valvulas com base na
entrada de um sensor de pressdao piezorresistivo (107) que
também pode ser esterilizado por autoclave. Entretanto, os
requerentes constataram que este projeto, que consiste no
disco de ruptura ou pino de ruptura, respectivamente,
fornece robustez notavel em operagao de longo prazo.

A classificagdo do filtro final é de pelo menos 3 pum
ou menor, preferencialmente 0,45 nm e, ainda
preferencialmente, 0,2 pm. A série de filtros operacionais
(6) retém todas as células restantes, bem como, fragmentos
de célula relevantes e outras particulas, resultando em um
fluxo de salda livre de particulas (9), o fluido de cultura
de tecido clarificado (cTCF).

Diferentes materiais de filtro disponiveis
comercialmente podem ser usados. No projeto atual, as
cépsulas de filtro descartaveis sdo usadas, como céapsulas
de pré-filtro Sartopure ou Sartoclear (Sartorius,
Goettingen) e cépsulas de filtro final Sartobran
(Sartorius, Goettingen), que podem ser esterilizadas por
autoclave e irradiacgdo.

Como exemplo de uma representagdo atual do dispositivo

inventivo, designado para uma taxa de fluxo de 1 litro/min,
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cada série de filtros (105, 106, etc.) do conjunto (103)
consiste em 3 capsulas de pré-filtro de 30” (Kleenpak
Ultipleat, Pall Corp., 4,5 um classificado, 0,75 m® cada)
seguido por 3 céapsulas de filtro final de 20" (Sartobran P,
Sartorius, 0,45 um/0,2um classificado, 1,3 m? cada). Esta
representacao em particular foi considerada particularmente
util para fabricacdo em larga escala de Fator VIII de
coagulagcdo sangiinea recombinante, bem como variantes de
FVIII geneticamente projetadas que incluem o FVIII excluido
de dominio B.

Entretanto, os requerentes constataram que, ao usar o
dispositivo e o método inventivos, a eficiéncia da remocgdao
de particula, com varios materiais de filtro disponiveis e
configuracdes de diferentes fabricantes (Pall, Sartorius,
Cuno), é consistente e significativamente melhorada quando
comparada aos respectivos processos convencionais por lote.

Portanto, os novos dispositivo e processo inventivos
também serdo benéficos para uso com novos tipos e
geometrias de filtro, por exemplo, com tipos de filtro que
aumentem a area de filtro disponivel por cépsula, bem como
com tipos de filtro que forne¢am um padrdo de fluxo cruzado
ou outros meios para minimizar o solidificado composto,
como vibracdo ou rotagdo do elemento do filtro.

Em outra representagdo do processo 1inventivo, o
conjunto da série de filtros (103) consiste apenas em uma
série de filtros de reserva estéreis fechada por um disco
de ruptura ou pino de ruptura, respectivamente, mas varias
séries de filtros fixos para operacdo. A primeira série de
filtros do conjunto ¢é operada até que um volume de
carregamento predeterminado especificado tenha sido
processado, apdés o qual a operagdo é comutada (manual ou
automaticamente) para a préxima série de filtros no
conjunto. o) volume de carregamento especifico é

especificado para que, sob condigdes operacionais normais,
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o limite de pressdo do disco de ruptura ou pino de ruptura
nao seja excedido: Entretanto, se a pressao aumentar acima
do normal durante a filtracdo, por exemplo, em razdo de uma
capacidade de filtracdo raramente baixa da colheita, a
série de filtros de reserva garante novamente a filtracao
continua ininterrupta, abrindo-se, uma vez que a pressao
especificada seja excedida. Apdés a abertura da série de
filtros de reserva, a filtracdo é comutada para outra série
de filtros do conjunto, e outra série de filtros de reserva
com disco de ruptura ou pino de ruptura é instalada sem
comprometer a esterilidade do sistema.

E de conhecimento por especialistas na &rea que, para
manter os custos do filtro e os tempos de processamento
para processos de: remogdo de particula em lote no minimo,
as séries de filtros em lote precisam ser dimensionadas
para que tenham a menor Area de filtro possivel necessaria
para fornecer a taxa de fluxo absoluta desejada (em
litros/hora) e pressdo méxima. A taxa de fluxo absoluta
desejada, por sua vez, deve ser alta o suficiente para
fornecer tempos de processamento praticaveis para o volume
de lote desejado. Ela deve ser uma taxa de fluxo elevada
especifica (em litros/hora/m? ou area de filtro).

Em contraste a um sistema de filtracdo em lote
otimizado comparavel, o dispositivo inventivo é designado
para taxa de fluxo especifica varias vezes menores, dque &
mantida constante (em litros/hora/m?> de &rea de filtro
instalada) para que a taxa de fluxo absoluta seja igual a
taxa de fluxo de colheita da fermentacdao de perfusao
continua.

Os requerentes constataram inesperadamente gque nessas
baixas taxas de fluxo especificas o volume que pode ser
processado por meio de um filtro ¢é desproporcionalmente
mais alto do que as taxas de fluxo ajustadas em processos

de lote.
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E importanté notar que em processos de isolamento de
lote convencionais, essas taxas de fluxo especificas baixas
ndo seriam praticdveis em razdo de A4reas de filtracao
extremas (e, portanto, custos extremos) ou muito baixas
para uma taxa de fluxo absoluta. Isso ocorre principalmente
porque, na maioria das vezes, o equipamento de remocdo de
particula em lote permanece inativo enquanto a colheita é
realizada para o préximo lote. Além disso, o surpreendente
aumento desproporcional na capacidade de filtro que pode
ser atingida do método inventivo permite uma reducgao
significativa no consumo de filtro e, portanto, nos custos
de fabricacao.

Tanque de Amortecimento (200)

A saida do sistema integrado de remogdo continua de
particulas é direta e constantemente ligada a um tanque de
amortecimento (201), conforme mostrado na Figura 2. Esse
tanque de amortecimento é um tanque estéril, como uma bolsa
descartavel ou um tanque de aco inoxidavel com pelo menos
uma porta de entrada e uma porta de saida, a ultima
preferencialmente na parte inferior do tanque. Uma ampla
variedade de tamanhos e projetos de tanques pode ser
utilizada. Entretanto, o tanque de amortecimento é
preferencialmente dimensionado para que seja pequeno se
comparado ao rendimento volumétrico do sistema, para manter
o tempo de permanéncia do produto no tanque o minimo
possivel, ou seja, menos de 24 horas, preferencialmente,
menos de 8 horas e, na melhor das hipdteses, menos de 4
horas.

Os requerentes constaram que esses baixos tempos de
permanéncia do produto, exclusivamente em razao dos
dispositivos inventivos, permitem o aumento significativo
na producdo para produtos de proteina peculiarmente
instaveis, solucionando os problemas da arte antecedente.

Em algumas representagdes dos dispositivos inventivos,
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0 tanque de amortécimento estd localizado em uma célula de
equilibrio ou de carga (202), conforme mostrado para o
dispositivo Bl e B2 na Figura 3. Essa célula de equilibrio
ou carga fornece um sinal de peso a um sistema de controle
computadorizado (ndo mostrado).

Além disso, em uma representacdo dos dispositivos
inventivos (B2), um tanque de tamponamento (204) esta
conectado por meio de uma bomba peristaltica (203) ao
tanque de amortecimento. Na operagdo, essa configuracado é
usada para ajustar as propriedades do fluxo de colheita
livre de particulas, como condutividade (resisténcia
idnica) ou pH, acrescentando tampdo ou diluente adequado.
Neste caso, sdo usados um sistema de mistura opcional (205)
e sensores para monitorar a condigcao desejada (206), como
pH ou condutividade. No projeto atual, um agitador
conectado magneticamente ¢é usado; mas outros sistemas de
mistura, como dispositivos batedores ou pulsadores poderiam
ser usados também.

Concentracdo/purificacdo continua integrada (300)

O dispositivo A, duas representacgdes das quais séao
mostradas na figura 2, consiste em um sistema de
ultrafiltracdo continua, estéril e integrado (300). As
representagdes do sistema de ultrafiltracdo continua
estéril consistem em uma bomba de reciclagem (301) e um
conjunto de reciclagem (306), um ou mais mdbédulos de
ultrafiltracdo de fluxo cruzado estéril (303), uma bomba de
permeado (305), wum tanque de recebimento de permeado
estéril (307) em uma célula de equilibrio ou carga (309) e
uma bomba de retentado (311). Além disso, consiste em
instrumentacdo na forma de um mandmetro ou transmissor de
entrada (302), mandémetro ou transmissor de permeado (304),
mandmetro ou transmissor de saida (308), bem como um
medidor de fluxo de reciclagem (310). Na operacido, a saida

do sistema (312) fornece um fluxo continuo de produto
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concentrado e pércialmente purificado, que pode ser
coletado, congelado ou processado continuamente.

A representagcdo inventiva A2 consiste ainda em um
tanque de tampohamento ou diluente (314), uma bomba
peristadltica de adicdo de tampdo/diluente (313), além de
sensores através de fluxo para monitorar o condicionamento
do concentrado no conjunto de reciclagem, como sensores
para pH e condutividade (315, 316). Na operacdo, essa
configuracdo é usada para ajustar as propriedades do fluxo
de colheita line de particulas, como condutividade
(resisténcia iénica) ou PpH, acrescentando tampdo ou
diluente adequado. Essa configuracdo também pode ser usada
para adicionar estabilizadores de proteina. Embora na
representagao inventiva A2 o préprio conjunto de reciclagem
atue como uma camara de mistura, o condicionamento também
pode ser executado como alternativa, usando uma
configuragcdo de tanque de amortecimento conforme mostrada
para o dispositivo B (representacdo B2), que consiste nos
componentes (203, 204, 205, 206) conforme serd& descrito
posteriormente nesta divulgagcdo (consulte a descrigao do
dispositivo B).

As representagdes do dispositivo inventivo também
consistem em um sistema de controle programavel e de
registro de dados que registra os sinais de dados de
entrada provenientes dos instrumentos (como pressdes, taxa
de fluxo, peso do tanque, pH, condutividade, sem se limitar
a eles) e controla as velocidades da bomba de acordo com o
algoritmo de controle predefinido.

Todas as bombas (301, 305, 311, 313) sao bombas
peristdlticas que permitem o bombeamento dos respectivos
fluxos de fluido sem que qualquer parte giratdédria ou
vedacdo entre em contato com o fluxo de produto estéril. Os
requerentes constataram que esse procedimento é

preferencial para fornecer operagdo estéril de longo prazo.
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Entretanto, outros projetos de bombas estéreis podem ser
principalmente utilizados. A bomba de reciclagem (301), e
sua tubulacgdo de bomba, € dimensionada para permitir ajuste
rigoroso de taxas.de fluxo cruzado desejadas entre 80 e 800
litros/hora por m? de 4&rea de membrana instalada,
dependendo das caracteristicas de transferéncia de massa do
médulo de ultrafiltracdo usado. A bomba do permeado é
dimensionada para permitir ajuste rigoroso e preciso de um
fluxo de permeado especifico entre 90% e 99% da taxa de
fluxo de colheita proveniente da fermentacdo de perfusao
continua. A bomba do retentado é dimensionada para permitir
ajuste rigoroso e preciso de um fluxo de retentado
especifico entre 1% e 10% da taxa de fluxo de colheita
proveniente da fermentacao de perfusdo continua.

Os mdédulos de ultrafiltracao encapsulada (303) sao
usados para permitir operagdo estéril rigorosa e séo
esterilizados por autoclave ou irradiagdo. O corte ideal de
peso molecular nominal ¢é escolhido com base no peso
molecular do produto de proteina de interesse e deve ser
confirmado por experimentos padrao conhecidos por
especialistas na arte. Varios materiais para membrana, como
polietersulfona, polietersulfona hidrofilizada ou celulose
regenerada, podem ser usados, enquanto o médulo de membrana
inteiro pode ser esterilizado por irradiagao e/ou autoclave
sem danificar a membrana. E esperado que os materiais
hidrofilicos possam aumentar a eficiéncia em razdo de suas
baixas tendéncias de entupimento.

Os requerentes constataram que o dispositivo A sera
exclusivamente eficiente se a area em metros quadrados da
membrana de ultrafiltracdo total instalada for igual a um
intervalo entre 0,1 a 2 vezes a taxa de fluxo volumétrico
da colheita proveniente da fermentagd&o de perfusdo continua
em litros/hora. Por exemplo, para uma taxa de fluxo de

colheita de perfusdo de 1 litro/hora, a é&rea de membrana
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total instalada déve estar entre 0,1 e 2 metros quadrados.
Os requerentes constataram que o dispositivo A serd ainda
muito eficiente se a area, da membrana de ultrafiltracgéo
instalada, em metros quadrados, for igual a um intervalo
entre 0,3 a 1 vei a taxa de fluxo volumétrico da colheita
proveniente da 'fermentagéo de perfusao continua em
litros/hora.

Em uma representacdo da invenc¢do, os médulos de
membrana de fibra ocos “descartaveis” (GE Healthcare,
anteriormente Amersham Biosciences) sdo usados. Entretanto,
varios projetos de membranas e mdédulos encapsulados podem
ser usados, como mdédulos enrolados espirais, cartuchos
encapsulados ou  capsulas com transferéncia de massa
aprimorada em razdo de padrdes de fluxo secundarios (por
exemplo, fluxo de vértice), elementos giratdérios (por
exemplo filtros de disco dindmicos) ou filtros de vibracéo.
E esperado que os cartuchos de ultrafiltracdo encapsulados
possam ser usados beneficamente nos dispositivos
inventivos, pois fornecem coeficientes elevados de
transferéncia de massa com taxa de fluxo cruzado necessaria
relativamente baixa, reduzindo a capacidade da bomba,
enquanto mantém a complexidade do sistema e baixos custos
de investimento.

O dispositivo inventivo permite operagdo, ndo apenas
continua, mas também realmente estéril, ao contrario da
operacado apenas asséptica. Os requerentes obtiveram 1isso
projetando componentes de sistema de contato com o produto
para resistir ndo apenas a limpeza, mas também a
esterilizacdo por autoclave, vapor ou irradiagdo gama. Nas
representacgdes atuais, os médulos encapsulados descartaveis
sdo usados para remogdo continua de particula (100), bem
como ultrafiltracdo continua (300). As bombas peristéalticas
sao usadas para evitar que qualquer produto entre em

contato com os elementos giratdérios e vedagdes mecéanicas.
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Além disso, nasx representacdes atuais, a tubulacao
descartavel e os conjuntos da bolsa sao usados no lugar da
tubulacdo rigida. Os componentes descartdveis que entram em
contato com o produto (por exemplo, tubulacdo, bolsa,
médulos) ou grupos de componentes s&o pré-montados e
esterilizados Jjuntos, simplificando a inicializagdo e a
operacdo. Os sistemas sdo projetados para manter qualquer
abertura potencial do sistema estéril para o ambiente (por
exemplo gabinete de fluxo laminar) como para troca de
amostragemn, bolsa ou instrumentacéao no minimo. Nas
representacgdes presentes do dispositivo, os coletores séo
projetados de forma redundante para permitir a comutacgdo de
um componente estéril (por exemplo, bolsa de recebimento de
produto) para o prdéximo sem abrir. A troca adicional de
tubulacdo, médulos ou bolsas é preferencialmente realizada
usando soldadores de tubulacdo estéreis, e ndo conectores
estéreis.

Outras representacdes futuras de dispositivos
inventivos também podem consistir em componentes como
tanques de aco inoxidavel, compartimentos ou tubulagdao de
filtro que possam ser esterilizados no lugar, isoladamente
ou em combinagdo com componentes descartdveis, para que O
vigor e a esterilidade em operacdo de longo prazo sejam
garantidos.

As representagdes adicionais de dispositivo inventivo
A foram projetadas para processar material de varios
fermentadores em faAbricas maiores (A3). Um exemplo ¢&
mostrado na figura 5 em um esquema. As representagdes
adicionais s&o projetadas para aumentar o fator de
concentragdo geral e o desempenho de separagdo, combinando
2 estdgios de sistemas de ultrafiltragao continua (300) em
série (A4, mostrado no esquema da figura 5).

Descricdo de método de uso do dispositivo A

As fermentacgdes de perfusdo continua sao operadas por
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um longo periodo (pma campanha), geralmente entre 2 semanas
e 6 meses ou mais; O fluido de cultura de tecido (TCF) que
contém o produto, células e fragmentos de célula ¢é
continuamente processado, usando o dispositivo A. Um fluxo
de produto estéril, 1livre de particulas, concentrado e
parcialmente purificado (o “produto isolado”) é produzido e
sal continuamente do dispositivo e sua saida (312). Usando
a bomba (101) do sistema de remogdo continua de particulas
estéreis (100) a éolheita ¢ bombeada continuamente através
do conjunto de fiitragéo (103) na taxa de fluxo de colheita
de perfusdo desejada Qh da fermentacao.

O fluxo de saida do sistema de filtracao continua, ou
seja o fluido de cultura de tecido clarificado (cTCF),
entra continuamente no tanque de amortecimento (201). Do
tanque de amortecimento, o cTCF é continuamente processado
por um sistema de ultrafiltracdo continua, estéril (300) a
uma taxa de fluxo igual a taxa de fluxo proveniente da
fermentagdo de perfusdo continua. Em razdo do tamanho
pequeno do tanque de amortecimento em relacdo as taxas de
fluxo ajustadas, o tempo de permanéncia do médio do produto
no tanque é mantido no minimo, ou seja, abaixo de 12 horas,
preferencialmente, abaixo de 4 horas e, na melhor das
hipbéteses, abaixo de 2 horas.

O fluxo cruzado adequado e a transferéncia de massa
sdo ajustados no mdédulo de ultrafiltracdao por meio de bomba
de reciclagem (301). A taxa do fluxo retentado é ajustada e
controlada usando a bomba de retentado (311l), produzindo
uma taxa de fluxo constante e continua Qi do produto
isolado concentrado que sai do dispositivo A por sua sailda
(312). A bomba de permeado (305) é usada para ajustar e
controlar a taxa de fluxo Qp do permeado, que ¢é retirado
continuamente pela lateral do (s) médulo (s) de
ultrafiltracdo de permeado e que consiste em agua e

componentes de solucdes pequenos o suficiente para passar
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através da membrana de ultrafiltracdo (por exemplo, sais,
pequenas proteinas). As taxas de fluxo de permeado (Qp) e
de retentado/isolado (Qi) sao cuidadosamente ajustadas e
controladas para corresponder a taxa de fluxo de colheita
Oh da fermentagdao para que:

Qp + Qi = Oh

Ao mesmo tempo, as taxas de fluxo sd&o ajustadas e
controladas para que um fator de concentracdo desejado cf
seja obtido, de modo que:

Qi = 1/cf * Qh

Por exemplo, para atingir o fator de concentracao de
produto desejado de 10 vezes no isolado na concentragao de
colheita inicial, Qi é controlado a Qi = 1/10* Qh, usando a
bomba de retentado/isolado (311), enquanto Qp é controlado
a Qp = 0,9* Qh, usando a bomba de permeado (305).

Visto que as taxas de fluxo de saida s&do controladas
pelas bombas (305) e (311), o sistema de ultrafiltracéo
retira automaticamente um fluxo de Qp + Qi do pequeno
tanque de amortecimento (201).

No caso de usar a representagao A2 (consulte a Figura
2 no lado direito), um fluxo estéril de tampdo ou agua para
injecdo proveniente do tanque 314 é acrescentado ao sistema
de ultrafiltracdo continua a uma taxa de fluxo constante
QOb, usando a bomba de adicao de tampao (313). Portanto, as
condicdes do isolado podem ser livremente e continuamente
ajustadas, por exemplo em termos de resisténcia idbnica, PpH,
adicdo de estabilizadores, etc. As taxas de fluxo séo
controladas a
Op + Qi = Qh + Qb

Além disso, as proporgdes da taxa de fluxo podem ser
escolhidas para que um fator de concentragao desejado cf
seja obtido, de modo que Qi = 1/cf* (Qh + Qb). Como
alternativa. este processo pode ser wusado para apenas

alterar condicdes (por exemplo, PH, condutividade),
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ajustando Qi = Qh + Qb.

O novo método de uso do dispositivo A também contrasta
com os processos em lote UF (arte antecedente) em termos de
ponto de ajuste operacional da prépria ultrafiltracdo. Os
processos UF em lote convencionais sdo projetados para um
determinado rendimento por meio da &rea de membrana
inferior em um curto periodo. O UF em lote geralmente &
operado no ponto de transicdo de pressé&o dependente para a
regido controlada pela transferéncia de massa (consulte a
Figura 9). 1Isso leva a um fluxo especifico inicial
desejavelmente alto, que cai significativa e rapidamente
durante o curso de segundos ©para minutos, pois a
polarizacdo da concentracdo leva rapidamente a pressdo de
retorno osmbética e a formacdo de camada de gel de limitacgéao
(membrana secundéaria) . Tal concentracao elevada de
macromoléculas na parede também leva a uma adsorgdo maior
de compostos para a superficie interna e externa da
membrana, ou seja para entupimento da membrana. Esse
entupimento reduziria o fluxo do permeado com o passar do
tempo.

Os requerentes constataram surpreendentemente que com
o dispositivo A, muitas vezes, as capacidades de
carregamento geral mais elevadas por A&area de membrana de
ultrafiltracéao instalada sao obtidas, operando-se na
extremidade inferior da curva de fluxo de pressao (consulte
a figura 9):

A concentracdo normalizada da parede cparede de um

componente totalmente retido pode ser descrita como segue:

=g -C

pareds masaa
com
J = fluxo de permeado especifico em litros/hora/m?

kd = <coeficiente de transferéncia de massa em
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cmassa = concentragdo do componente na massa da
solucéo

Como no UF em 1lote, o UF continuo é operado no
coeficiente de transferéncia de massa otimizado para
minimizar a polarizacdo da concentracdo. Entretanto, em
contraste com a wultrafiltragdao em lote, o0s requerentes
ajustam o fluxo do permeado J para a extremidade inferior
da curva de fluxo de pressao (consulte a Figura 9). Como
resultado da relagcdo exponencial, a concentracdo da parede
cparede na superficie da membrana ¢é significativamente
menor do que seria na ultrafiltragcdo em lote. Por exemplo,
a presente representagcdo do método inventivo ajusta um
fluxo de permeado especifico de destino de aproximadamente
1/10 do coeficiente de transferéncia de massa que pode ser
obtido, ajustando uma concentragcdo de parede de apenas 10%
acima da concentracdo de massa (ou retentado) ajustada.

A Tabela 1 a seqguir mostra um exemplo de um método
para usar o dispositivo A (representacdo Al) para
isolamento continuo de um produto de proteina de um
fermentador de escala de desenvolvimento:

Tabela 1
Exemplo de método para usar uma representagdao atual de
dispositivo A para isolamento continuo de um produto de

proteina de fermentacdo de perfusdo continua.

Pardmetro operacional Alvo

Taxa de fluxo de colheita Qh|5 litros/hora
de perfuséo continua| (120 litros/dia)

(controlada com bomba 101)

Taxa de fluxo de permeado Qp|4,75 litros/hora

(controlado com bomba 305)

Retentado (isolado de|0,25 litros/hora
produto) taxa de fluxo Qi

(controlado com bomba 311)

O
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Fluxo permeado especifico J 2 litros/hora/m*

Fator de concentracao cft 20 vezes

Para cada molécula de produto individual, os critérios
de vida util podem ser definidos para a configuracao de
ultrafiltracdo continua estéril, ou seja, com base na
pressdo da transmembrana. Depois de exceder o limite de
pressdo da transmembrana, a configuracao de ultrafiltracgao
estéril continua ¢é intercambiada com outra configuracao
idéntica sem comprometer a integridade e a esterilidade do
sistema. Isso pode ser feito em analogia a configuragdo de
filtracdo continua, estéril, usando os coletores e os
conectores estéreis ou usando a tubulacgéo flexivel
descartavel e os soldadores de tubulacdo estéril.

Dispositivo B

Sistema integrado de remogdo continua de particula (100)

A figura 3 mostra duas representagdes do dispositivo
inventivo B. O sistema integrado de remog&do continua de
particula (100) estd diretamente conectado no lado da
colheita do sistema de fermentagdo de perfusao continua
(1). Essa parte do dispositivo B é idéntica ao dispositivo
A (consulte a descricdo detalhada do dispositivo A e a
Figura 4, acima).

Tanque de Amortecimento (200)

A saida do sistema integrado de remogao continua de
particulas é direta e constantemente ligada a um tanque de
amortecimento (201), conforme mostrado na Figura 3. Esse
tanque de amortecimento é um tanque estéril, como uma bolsa
descartdvel ou um tangque de a¢o inoxidavel com pelo menos
uma porta de entrada e uma porta de saida, a ultima
preferencialmente na parte inferior do tanque. Uma ampla
variedade de tamanhos e projetos de tanques pode ser
utilizada. Entretanto, o tanque de amortecimento é
preferencialmente dimensionado para que seja pequeno se

comparado ao rendimento volumétrico do sistema, para manter
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o tempo de permanéncia do produto no tanque baixo, ou seja,
menos de 26 horas, preferencialmente, menos de 12 horas e,
na melhorgdas hipéteses, menos de 4 horas.

No dispositivo B, o tanque de amortecimento esté
localizadb em uma célula de equilibrio ou de carga (202),
conforme mostrado para as representag¢des Bl e B2 na Figura
3. Essa célula de equilibrio ou carga fornece um sinal de
peso a um sistema de controle computadorizado (ndo
mostrado) .

Além disso, em uma representacdo do dispositivo
inventivo (B2), um tanque de tamponamento (204) esta
conectado por meio de wuma bomba peristéaltica (203) ao
tanque de amortecimento. Em operacgdo, essa configuracgdo é
usada para ajustar as propriedades do fluxo de colheita
livre de particula, como condutividade (resisténcia idnica)
ou pH, acrescentando componentes para modificar as
propriedades do tecido clarificado cultivado, recebido do
sistema de remogdo de particulas, como um tampao ou
diluente adequado, ou um estabilizador de proteina
adequado. Neste caso, wuma representacdo atual também
consiste em um sistema de mistura (205) e sensores para
monitorar a condicgao desejada (200), como pH ou
condutividade. Na representacdo atual, um agitador
conectado magneticamente é usado; mas outros sistemas de
mistura, como dispositivos batedores ou pulsadores poderiam
ser usados também.

Em outra representacdo do dispositivo inventivo, séo
usados ddis tanques de amortecimento. Em qualquer periodo,
um tanque de amortecimento ¢é conectado diretamente ao
sistema de remocdo continua de particula (100), recebendo
fluido ciarificado, enquanto o outro estd conectado ao
sistema de concentragédo/purificacao semicontinuo (400),
alimentando um ciclo de adsorcado/dessorcao convectivo. A

comutacdo entre ambos € realizada por meio de um sistema de
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controle, usando o peso do tanque de recebimento para
acionar uma troca depois que o volume maximo de
preenchimento é atingido.

Concentracao/purificacdo semicontinua integrada (400)

O dispositivo B, duas representacdes das quais séao
mostradas na figura 3, consiste em um sistema de
adsorcdo/dessorgcdo convectiva semicontinua integrada (400).

o) sistema de adsorcao/dessorcgao convectiva
semicontinua integrado é projetado e dimensionado para que
sua taxa de fluxo de carga (Qcarga) seja significativamente
mais elevado do que a taxa de fluxo do processo de colheita
por perfusdo continua e filtracdo continua (Qh), ou seja
Qcarga >> Qh.

As representacdes do sistema de
concentracdo/purificacéo semicontinua integrado (400)
consistem em uma bomba de carga (401), um conjunto de
valvula de varias portas (402) e varios tanques de
tamponamento (404), uma valvula de trés vias (403)
conectada a um tanque de recebimento de refugo estéril
(413) e um ou mais mdédulo adsorvente convectivo (406),
mandmetros ou transmissores de entrada e saida (405, 408),
instrumentacdo adicional como sensor UV (409), sensores de
pH e de condutividade (409, 410), medidor de fluxo (412),
bem como outra valvula de trés vias (407) conectada também
ao tanque de refugo (413) e a saida de eluado do produto
(414) .

As representacgdes do dispositivo inventivo também
consistem em um sistema de controle programavel e de
registro (ndo mostrado) que registra os sinais de dados de
entrada provenientes dos instrumentos (como pressées, UVs,
pH, condutividade, peso do tanque de amortecimento, sem se
limitar a eles) e controla as valvulas e a bomba
automaticas de acordo com os protocolos programados.

A bomba de carga (401) é preferencialmente uma bomba
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peristaltica para evitar contato direto do produto ou dos
tampdes estéreis com qualquer vedagdo ou peca mecanica. Os
requerentes constataram que esse procedimento é
preferencial para fornecer operagdo estéril de longo prazo.
Entretanto, outros projetos de bombas estéreis podem ser
principalmente utilizados. A bomba de carga é dimensionada,
dependendo do volume matriz instalado do adsorvente
convectivo (406) para permitir ajuste rigoroso de pelo
menos 12 volumes/minuto da matriz. Por exemplo, em uma
representagao atual, as capsulas adsorventes Mustang (Pall
Corp.) da membrana sdo usadas para que tenham um volume
matriz de aproximadamente 0,3 litros. Portanto, a bomba de
carga ¢é dimensionada para permitir as taxas de fluxo de
carregamento de até 3,6 litros/minutos.

A fungdo do conjunto de valvula de varias portas (402)
€ permitir a comutacdo entre a carga que contém o produto
retirada do tanque de amortecimento (201) e cada um dos
tampdes estéreis e solugdes de limpeza dos tanques de
tamponamento estéreis (404). As representacdes atuais do
dispositivo B usam uma série de valvulas de pingamento, que
pincam a tubulagdo flexivel conectada a cada tanque de
tamponamento de fora para fechar e abrir cada 1linha. Os
requerentes constataram que essas valvulas de pingamento
fornecem uma solucgd&o particularmente Dbenéfica para o
dispositivo B visto que evitam que qualquer produto entre
em contato e, portanto, nao precisa ser limpo ou
esterilizado. Entretanto, uma ampla faixa de valvulas
comerciais adequadas para O processamento estéril e
conhecida por profissionais familiarizados com a area podem
ser usadas, como valvulas atuadas de membranas.

Na representacdo atual, as valvulas de trés vias (403,
407) sao valvulas atuadas de membrana que podem ser
esterilizadas por autoclave. Entretanto, varias valvulas

comercials adequadas para o processamento estéril podem ser

SN
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principalmente usadas, incluindo valvulas de pincamento.

O mdédulo adsorvente convectivo (406) contém uma matriz
cromatogrédfica com transferéncia de massa predominante
convectiva do produto para a superficie adsortiva e, em
contraste com a cromatografia convencional, é esterilizado
antes da operacao por autoclave, vapor ou irradiacdo. A
transferéncia de massa predominantemente convectiva
permite, em contraste a cromatografia de leito empacotado
convencional, tempos de ciclo de
adsorcdo/eluicdo/regeneracao muito baixos, que 0s
requerentes usam no dispositivo inventivo para realizar a
operagdo semicontinua.

Na representacao atual do dispositivo inventivo, o
adsorvente convectivo (406) consiste em uma ou mais cépsula
adsorvente da membrana disponivel comercialmente com
quimica de troca de 1ions (Mustang, Pall corporation ou
Sartobind, Sartorius). Entretanto, o dispositivo pode usar
outros materiais e geometrias adsorventes da membrana e
matrizes convectivas novas como matrizes monoliticas, visto
que o contraste com a embalagem de resina de cromatografia
convencional é eliminada, e as matrizes geralmente podem
ser encapsuladas em médulos prontos para O uso.

Além disso, outras quimicas, inclusive matrizes de
afinidade convectivas que consistem em ligantes de ligacgéo
do produto, também proporcionar&do desempenho benéfico
exclusivo no dispositivo inventivo.

Em uma representacdo do dispositivo inventivo, varios
médulos adsorventes convectivos s&o usados no dispositivo
na forma de um conjunto de séries de adsorventes
convectivos paralelamente, semelhante ao sistema de remogéao
continua de particulas (100). O conjunto inteiro com todas
as séries adsorventes é esterilizado Jjunto, permitindo
comutacdo de operacgdao de uma série de adsorventes para um

mais novo se o primeiro chegar ao fim de sua vida util,



10

15

20

25

30

42/54‘

conforme determinado, por exemplo, por um critério
predefinido como pressdo de retorno durante o carregamento
ou numero méximo de ciclos operacionais realizados. Cada
série de adsorventes consiste em um médulo individual ou em
varios moédulos adsorventes convectivos paralelamente e/ou
série para aumentar a capacidade de ligagdo e/ou
aperfeicoar o uso da capacidade.

E importante enfatizar que o dispositivo inventivo
permite operagdo, nao apenas continua, mas também realmente
estéril, ao contrdrio da operacdo apenas asséptica. Os
requerentes obtiveram 1isso projetando componentes de
sistema de contato com o produto para resistir ndo apenas a
limpeza, mas também a esterilizacdo por autoclave, vapor ou
irradiagdo gama. Nas representacdes atuais, os mddulos
encapsulados descartadveis sdo usados para remog¢do continua
de particula (100), bem como adsorgdo/dessorcdo convectiva
estéril semicontinua (400). As bombas peristédlticas séo
usadas para evitar que qualquer produto entre em contato
com o0s elementos giratdérios e vedagdes mecénicas. Além
disso, nas representacdes atuais, a tubulacdo descartéavel e
os conjuntos da bolsa sao usados no lugar da tubulagéo
rigida. Os componentes descartaveis que entram em contato
com o produto (por exemplo, tubulagdo, bolsa, mdédulos) ou
grupos de componentes sdo pré-montados e esterilizados
juntos, simplificando a inicializagdo e a operagao. Os
sistemas sdo projetados para manter qualquer abertura
potencial do sistema estéril para o ambiente (por exemplo
gabinete de fluxo laminar) como para troca de amostragem,
bolsa ou instrumentacdo no minimo. Nas representag¢des
presentes do dispositivo, os coletores sdao projetados de
forma redundante para permitir a comutacdo de um componente
estéril (por exemplo, bolsa de recebimento de produto) para
o préximo sem abrir. A troca adicional de tubulagao,

mdédulos ou bolsas é preferencialmente realizada usando



10

15

20

25

30

43/54

soldadores de tubulacéao estéreis, e nao conectores
estéreis.

Outras representacgdes futuras de dispositivos
inventivos também podem consistir em componentes como
tanques de ag¢o 1inoxidavel, compartimentos ou tubulacdo de
filtro que possam ser esterilizados no lugar, isoladamente
ou em combinagdo com componentes descartdveis, para que o
vigor e a esterilidade em operagdo de longo prazo sejam
garantidos.

As representag¢des adicionais de dispositivo inventivo
B foram projetadas para processar material de varios
fermentadores em fabricas maiores (B3). Um exemplo &
mostrado esquematicamente na figura 6. Representacdes
adicionais do dispositivo B inventivo s&do projetadas para
aumentar o desempenho do fator de concentracdo e de
separacgao geral, combinando varios sistemas de
adsorgao/dessorgcdo convectiva (400) em série, em relacao
aos respectivos tanques de amortecimento estéreis
intercalados (200) (consulte a figura 6, B4).

Representagdes adicionais de dispositivos inventivos
sao projetadas para aumentar o desempenho do fator de
concentracdo geral e separagao, combinando um sistema de
ultrafiltracdo continua (300) em série com um sistema de
adsorcdo/dessorcdo convectiva semicontinua (400) por meio
de um tanque adicional de amortecimento. Um exemplo de uma
representacdo é mostrado de maneira esquemdtica na figura
7.

Descricdo de método de uso do dispositivo B

As fermentacgdes de perfusdao continua sdao operadas por
um longo periodo (uma campanha), geralmente entre 2 semanas
e 6 meses ou mais. O fluido de cultura de tecido (TCF) que
contém o produto, células e fragmentos de célula ¢é
continuamente processado, usando o dispositivo B. Um fluxo

de produto estéril, 1livre de particulas, concentrado e
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parcialmente purificado (o “produto isolado”) é produzido e
sal continuamente do dispositivo e sua saida (414). Usando
a bomba (101) do sistema de remoc¢do continua de particulas
estéreis (100) a colheita é bombeada continuamente através
do conjunto de filtragdo (103) na taxa de fluxo de colheita
de perfusdo desejada Qh da fermentacao.

O fluxo de saida do sistema de filtracdo continua, ou
seja o fluido de cultura de tecido clarificado (cTCF),
entra continuamente no tanque de amortecimento (201).

Sempre que o tanque de amortecimento encher até um
nivel predefinido, um peso de sinal de nivel aciona
automaticamente um ciclo de adsorcdo/dessorcdo do sistema
integrado de concentragdo/purificacdo semicontinua estéril.
O material coletado no tanque de amortecimento é carregado
rapidamente na configuragdo do adsorvente, ou seja, em 4
horas, preferencialmente em 2 horas e, na melhor das
hipdéteses, em 1 hora ou menos, esvaziando o tanque de
amortecimento.

Nas representag¢des atuais mostradas na Figura 3, a
coleta do fluido de cultura de tecido clarificado livre de
particulas (cTCF) continua o tempo todo, no mesmo tanque de
amortecimento pequeno. O volume no tanque de amortecimento
pequeno varia entre um valor minimo e m&ximo. Em outra
representacdo descrita no texto anterior, a coleta é
comutada para tras e para frente entre dois tanques de
amortecimento idénticos.

Enquanto o cTCF é continuamente coletado no tanque de
amortecimento, o adsorvente carregado passa por mais etapas
de um protocolo cromatogradfico predefinido, projetado para
dessorcdo do produto-alvo em forma concentrada, purificada
e para preparar o adsorvente para o préoximo ciclo de carga.
Portanto, o ciclo geral «consiste no carregamento, na
lavagem, na eluicdo, na regeneragdo e no reequilibrio, cada

um com um ou mais tampdes adequados.
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Como novamente as taxas de fluxo durante essas etapas
podem ser elevadas em razao da natureza de adsorventes
convectivos, o tempo de ciclo total ¢é mantido baixo, ou
seja abaixo de 6 horas, preferencialmente abaixo de 3 horas
e, na melhor das hipdteses, abaixo de 1,5 hora. Portanto, o
sistema integrado é projetado para que a configuracdo do
adsorvente esteja pronta ©para o proéoximo ciclo de
carregamento antés de o tanque de amortecimento ser
preenchido novamente, permitindo a operacdo semicontinua.

A TAbela 2 a seguir mostra um exemplo de um método de
uso de uma representagdo atual do dispositivo inventivo B
para 1isolamento do Fator VIII de coagulagcdo sangiiinea
humana recombinante (dados mostrados em larga escala). O
método provou ser exclusivamente benéfico. As produgdes e o
desempenho de <cada <ciclo de adsorcado/dessorcdo foram
semelhantes as em lote, com a produgdo geral do produto
aumentada em mais de 10%, em razdo do baixo tempo de
permanéncia do produto, o© que minimizou a degradacao do
produto. O mesmo método também provou ser muito benéfico
para o 1isolamento de variantes de FVIII geneticamente
projetadas, inclusive FVIII excluido do dominio B, que ¢é
significativamente diferente do FVIII completo no tamanho e
em outras caracteristicas. E provavel que também seja util
para produgdo de outras proteinas e biomoléculas.

O préprio protocolo cromatografico (quimicas de tampao
e seqléncia, volumes de carregamento e taxas de fluxo) pode
ser desenvolvido em experimento de cromatografia de lote
para cada molécula individual e pode ser prontamente
transferido para ser usado com representacodes do
dispositivo inventivo.

Tabela 2
Exemplo de método para usar uma representagao atual de
dispositivo B para isolamento continuo de FVIII e variantes

de FVIII de fermentacdo de perfusdo continua.
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Parametro . Alvo

Taxa de fluxo da taxa de|2000
colheita Qh de perfusao

continua [1/d]

Tanque de amortecimento: [200
volume maximo de

funcionamento Vs [1]

Volume de ‘carregamento| 600

[Volumes da matriz]

Volume de matriz de|260
adsorvente instalado no

dispositivo B [mi]

Taxa de fluxo de carregamento |12

[Volumes de matriz/min]

Volume de carregamento [1] 156

Tempo de carga [min] 50

Tempo cromatografico total|l,5
[h] (protocolo qgue consiste
em carga, lavagem, eluicao e
varias etapas de

regeneracdo/reequilibrio)

Tempo ocioso de|0,372

adsorvente/ciclo [h]

Ciclos/periodo de 24 horas 12,8

Tempo de coleta [h] 1,872

Tempo médio aproximado de|2,7
permanéncia do produto (tempo

de coleta + tempo de carga +

tempo de eluicéo)

Para cada molécula de produto individual, um critério
de vida util é definido para a configuracdo de adsorvente
convectivo, por exemplo, com base na pressdo durante o
carregamento ou'recuperagéo. Em geral, um numero maximo de

ciclos nmax ¢é especificado e validado. Depois que a
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configuracao do adéorvente é usada em operacgdo semicontinua
através de <ciclos nmax, ela € intercambiada com outra
configuragdo de adsorvente idéntica sem comprometer a
integridade e a esterilidade do sistema. Nas atuais
representagdes, 1isso é feito em analogia a configuracdo de
filtracao continua, estéril, usando os coletores e os
conectores estéreis ou usando a tubulacéao flexivel
descartavel e os soldadores de tubulacdo estéril.

Ao usar a representacao do dispositivo inventivo
mostrado na figura 3, lado direito, um fluxo estéril de
tampdo, solugcao de ajuste de pH, solucdo estabilizadora ou
dgua para injecdo, ¢é acrescentado de maneira continua ou
intermitente a partir de um tanque estéril (204) que usa
uma bomba de adicdo de tampdo (203). Portanto, as condigdes
do cTCF podem ser livremente ajustadas, por exemplo, em
termos de resisténcia iénica, PH, adigao de
estabilizadores, etc.

Beneficios da invencao

Os dispositivos inventivos e os métodos respectivos de
uso dos dispositivos solucionam os problemas de processos
de isolamento convencional esbocados anteriormente
(consulte os antecedentes gerais da invencgéo).

Em todas as representacdes dos dispositivos A e B e
métodos respectivos de uso dos dispositivos, o tempo de
permanéncia do produto no ambiente potencialmente
prejudicial ¢é exclusivamente minimizado, o que aumenta
significativamente a produgdo e a qualidade de produtos
biolégicos complexos peculiarmente instaveis. A capacidade
da fébrica pode ser aumentada, e os custos das mercadorias,
reduzidos.

Além disso, os dispositivos e os respectivos métodos
eliminam a necessidade de grandes instalagdes frias ou
tanques refrigerados para intermediar o armazenamento de

brandes volumes de <colheita, reduzindo os custos de
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investimentos da fébrica e proporcionando integralmente a
vantagem da compacidade e da mobilidade da fermentacdao de
perfusao.

As representagdes dos dois dispositivos inventivos e
métodos respectivos reduzem os custos de mdo-de-obra quando
comparados a processamento em lote mao-de-obra intensiva em
razdao do alto grau de automagdo necessdria. Os dispositivos
recentes permitem operagdo continua, 24 horas por dia, por
longos periodos, maximizando o rendimento volumétrico e o
uso do equipamento.

Além disso, os dispositivos inventivos eliminam
dificuldades logisticas em fabricas de um ou varios
fermentadores. As representacdes podem processar material
de uma ou varias fermentagdes de perfusdo continua.

Como os dispositivos e os métodos recentes permitem
operacao completamente estéril, as emissdes de carga
microbiana, bem como as emissdes de endotoxina s&o
eliminadas, o que n&o poderia ser obtido por processamento
asséptico seguido de filtragdo estéril simples.

Além disso, os dispositivos inventivos permitem evitar
ou minimizar a necessidade de validagao de limpeza em razdo
do uso de descartédveis. Por intermédio das caracteristicas
exclusivas dos dispositivos e métodos inventivos, os
médulos descartaveis, bem como tubulacéao, bolsas e
conjuntos podem ser usados por um longo periodo (até a
duracao total da campanha), reduzindo consideravelmente os
custos e tornando o uso de descartaveis altamente atrativos
sob um ponto de vista econdmico.

As representagdes atuais de dispositivos inventivos A
e B e métodos respectivos provaram ser especialmente uteis
para fabricacdo de Fator VIII de coagulagcdo sangiinea
recombinante, bem como versdes projetadas geneticamente de
FVIII, incluindo,;mas ndo se limitando a, FVIII excluido de

dominio B. Contudo, as invengdes podem ser similarmente
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Utels para a produgdo de outras proteinas e moléculas
bioldégicas, em determinadas proteinas complexas
peculiarmente instaveis como Fator VII, Fator IX, Fator X e

outras.

Beneficios do dispositivo A e método respectivo

A figura 8 mostra um exemplo de aumento na capacidade
de filtro que os requerentes constataram para o elemento
integrado de remocdo continua de particula (100).

A figura 10 mostra a distribuicado do tempo de
permanéncia comum e o tempo de permanéncia médio do produto
no sistema UF continuo (300) de wuma representacdao de
dispositivo A inventivo, conforme determinado pela adsorcao

UV do retentado a 280nm, com uma proteina de modelo sob

condig¢cdes tipicas. Como pode ser visto, o tempo de
permanéncia médio do produto no sistema é de
aproximadamente 40 minutos. Portanto, o tempo de

permanéncia total do produto na atual representacao do
dispositivo A, da linha de colheita do fermentador até o
final, retentado concentrado (isolado) ¢é mantido em 1-2
horas ou menos. Isso é menos do que 1/10 do tempo de
permanéncia de 28 horas ou mais em um processo de
isolamento em lote convencional, em que o produto
(colheita) é coletado por pelo menos 24 horas (até varios
dias), apdés o que o produto é processado geralmente por
pelo menos 4-10 horas.

A figura 11 mostra uma comparag¢do das produgdes de
isolamento totais resultantes de fator de coagulagao
sanguinea recombinante (rFVIII) de fermentagdo de perfusao
continua livre de proteina de plasma para um processo de
isolamento em lote convencional (filtracd&o em lote e UF em
lote) e wusando o dispositivo A inventivo e o método
respectivo. Como pode ser visto da figura, o processo
continuo invéntivo obtém produgé&o de produto

significativamente mais alta, o que pode levar a
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capacidades de fabricacdo elevadas e custos de fabricacéao
reduzidos.

Durante o método inventivo de uso do dispositivo A, a
pressao da transmembrana da ultrafiltracao continua
integrada aumentard com o tempo, enquanto o fluxo de
membrana especifico (em litros/hora/m?/bar) diminuira no
rendimento volumétrico constante. Isso é comum a todos os
processos de ultrafiltragcdo e ocorre em razdo de efeitos
como polarizagdo de concentracgédo, formagdo de camada de gel
e entupimento. Entretanto, em contraste com a
ultrafiltragcdo em lote, como pode ser visto no exemplo
mostrado na Figura 12, as alteracdes da pressdo e o fluxo
especifico s&o extremamente lentos com o dispositivo A,
permitindo operacdao continua por semanas de uma vez, antes
que as membranas precisem ser limpas ou substituidas. Além
disso, a taxa de alteragdao e de desempenho geral do sistema
é quase imperceptivel ao produto produzido ou a linhagem de
célula usada na fermentacdao de perfusdo continua (figura
12). Portanto, o dispositivo inventivo A e o método
respectivo também estdo adaptados de modo ideal como uma
plataforma genérica para produgdo rapida de varias
proteinas, visto que ¢é executado de maneira rigorosa e
previsivel com varias proteinas-alvo de diferentes
linhagens de célula.

Surpreendentemente, 0s requerentes constataram que os
efeitos negativos da formacdo da camada de gel e de
entupimento na verdade s&o muito minimizados com ©
dispositivo A, que um volume total muito maior de acordo
com a Aarea de ultrafiltro instalada pode ser processado,
antes da limpeza ou substituicao de filtros se tornar
necessaria. A figura 13 mostra o desempenho rigoroso do
dispositivo inventivo A em longo prazo. Depois de
aproximadamente 25 dias, a pressdo da transmembrana

surpreendente mente pareceu estabilizar em um estado quase
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fixo, sugerindo desempenho de longo termo ainda mais alto.
No dia 27, a taxa de fluxo do retentado foi
intencionalmente dobrada para testar o efeito de rendimento
mais elevado. Depois de 34 dias, um fluxo mais curto foi
realizado com NaOH 0,5 M estéril, sem abrir o sistema e
enquanto eram mantidas a integridade e a esterilidade
completas do sistema. Depois disso, o TMP estabilizou
novamente ou pelo menos aumentou apenas a uma taxa
extremamente baixa. Depois de 70 dias de operacdo continua
estéril, a taxa de fluxo da reciclagem foi intencionalmente
reduzida pela metade para testar o efeito no desempenho do
sistema. Conforme esperado, o TMP comecou a aumentar com
uma taxa um pouco mais alta em razdo da transferéncia de
massa reduzida e, portanto, aumentou a concentracao da
parede na superficie da membrana. Contudo, 95 dias de
operacdo foram concluidos com éxito e com rigor antes de o
sistema ser desativado. Um total de aproximadamente 4500
litros foi processado por m? de &rea de membrana, com
trabalho manual minimo (somente amostragem diaria). Em
comparagao, o processo de ultrafiltracéao em lote
convencional otimizado para a mesma aplicagdo tem 45 vezes
menos capacidade de carga, a aproximadamente 100 1/m* e
requer pelo menos 1-2 operadores em tempo integral.

A seletividade do dispositivo inventivo A, em
particular seu sistema integrado de ultrafiltragdo continua
(300), provou ser significativamente mais alta do que a
seletividade de um processo em lote convencional. E bem
conhecido por profissionais familiarizados com a area que,
na ultrafiltracdo em lote convencional, uma segunda
membrana ¢é formada de macromoléculas retidas durante o
estdgio inicial do processo (camada de gel), que reduz o
corte do peso molecular aparente. O resultado é que a
molécula-alvo e as proteinas menores contaminantes sao

retidas, o que torna a purificagdo simultanea significativa
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praticamente impossivel. Portanto, com a ultrafiltracdo em
lote convencional, raramente é possivel separar proteinas
que sejam que possuam menos de um fator 10 em termos de
peso molecular. Entretanto, como pode ser visto da figura
14, com o processo integrado de ultrafiltracdo continua, é
possivel ajustar condigdes para separar de maneira
eficiente IL-2SA (aproximadamente 16 kD) e a proteina
fluorescente verde GFP (27-30 kD). Esse alto desempenho de
separagdo esperado permite concentragcdo e purificacao
simultéaneas.

Beneficios do dispositivo B e método respectivo

A figura 15 ilustra o desempenho do dispositivo
inventivo B. Usando um adsorvente convectivo comercial
(Mustang Q, Pall Corporation, méddulo de 15 camadas), gquase
100 ciclos consecutivos de adsorcgdo/dessorcgao foram
executados, concentrando e purificando uma variante de
FVIII recombinante de cultura de perfusdo continua. A
producdo média obtida foi de aproximadamente 95%
(resultados expandidos de variagado de ensaio), enquanto a
pressao permaneceu relativamente constante durante todo o
numero de ciclos executados. Portanto, pode ser
especificado que pelo menos 100 ciclos consecutivos podem
ser executados antes de trocar a configuragdao do
adsorvente.

Como foi mostrado na descricdo detalhada do método de
uso do dispositivo inventivo B, o tempo de permanéncia
médio total do produto em uma representagdo atual é
inferior a 3 horas, portanto, ele é eluido na forma
concentrada, purificada e estabilizada em um tampado
apropriado. Esse tempo ¢é significativamente inferior ao
tempo de permanéncia de 24 horas em um processo de
isolamento em lote convencional desempenhado diariamente e,
portanto, resulta em produgdes significativamente mais

elevadas dos produtos de proteina peculiarmente instaveis.

/2
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Em uma representacao atual descrita anteriormente,
aproximadamente 13 ciclos sao executados por dia, o que
significa, no contexto da figura 15, que o conjunto de
adsorvente semicontinuo precisaria ser intercambiado
somente a cada 7-8 dias, o que é feito sem comprometer a
esterilidade e a continuidade da operacao.

A figura 16 mostra um exemplo do perfil de UV e de
condutividade em um ciclo simples comum de
adsorcao/dessorcdo e regeneragdo com o dispositivo B. Pode
ser notado que mais de 450 volumes de adsorvente (CVs)
podem ser carregados, enquanto o produto elui em um pico
muito acentuado. Os contaminantes sdo removidos
significativamente no fluxo durante a fase de carregamento,
bem como durante a lavagem e a retirada (fase de
regeneracgao) .

A figura 17 ilustra o desempenho de purificagdo do
processo inventivo que consiste em adsorcao/dessorcao
convectiva semicontinua. Como exemplo, o gel SDS-page de um
isolado de variante de FVIII é mostrado. Como pode ser
visto, as fracdes do eluado, que incluem 95% da variante de
FVIII carregada (conforme determinado pelo ensaio de
atividade separada), contém significativamente  menos
proteina do que a carga e, portanto, sao purificadas.
Nenhuma faixa de degradacao é visivel no eluado (isolado),
o que indica excelente qualidade de produto.

Resumindo, o dispositivo inventivo B é capaz de obter
desempenho de purificagdao similar gquando comparado aos
processos em lote, enquanto ao mesmo tempo minimiza as
perdas de produg&o para produtos de proteina peculiarmente
instdveis, bem como problemas de qualidade do produto, em
razdo da minimizacdo do tempo de permanéncia do produto. Ao
mesmo tempo, os custos de mao-de-obra s&o reduzidos
consideravelmente em razdao do alto grau de automagao do

processo inventivo, que exige intervencdo minima do
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operador.

Embora a invencdo anterior tenha sido descrita com
alguns detalhes por meio da ilustracdo e do exemplo para
fins de compreens&o, serd aparente para os especialistas na
arte que determinadas alteragdes e modificagdes poderdo ser
praticadas. Portanto, a descricdo e o0s exemplos nao devem
ser considerados limitadores do escopo da invencado, que &
representada pelas reivindicacdes anexas.

Conseqliientemente, deve ser compreendido que as
representacodes da invencao que fornecem um método
aperfeicoado de filtracdo para gerar uma produgdo elevada
de uma molécula de interesse de um fluxo de alimentacéao
determinado s&o simplesmente ilustrativas para a aplicacgédo
dos principios da invencdo. Sera evidente, com base na
descricdo anterior, que as alteragdes na forma, nos métodos
de uso, e nas aplicagdes dos elementos da divulgagao podem
ser aplicadas sem se afastarem dos principios da invengao

ou do escopo das reivindicagdes anexas.
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REIVINDICACOES

1. Processo para purificar uma proteina de interesse
proveniente de uma mistura fluida de cultura de tecido

heterogénea, caracterizado por compreender:

(a) producao por um processo de fermentacdo de perfusao
continua de uma mistura fluida de <cultura de tecido
heterogénea que contém uma proteina de interesse;

(b) transferéncia da mistura fluida de cultura de tecido
para um processo de remocdao continua de particula integrado
ao processo de fermentacdo de perfusado continua;

(c) remocao de contaminantes particulados do fluido de
cultura de tecido no processo de remocao continua de
particula para produzir um fluido de cultura de tecido
clarificado que contém a proteina de interesse;

(d) transferéncia do fluido de cultura de tecido
clarificado para um processo de purificacdo continua
integrado ao processo de remocdo continua de particula, em
que © processo de purificacdo continua é ultrafiltracao e o
fluido de cultura de tecido clarificado é filtrado a uma
taxa de fluxo especifica que produz uma concentracado de
parede 1inferior a 20% maior do que a concentracao de
retentado; e

(e) purificacao da proteina de interesse proveniente do
fluido de cultura de tecido clarificado no processo de
purificacao continua,

em que a taxa de fluxo especifica da mistura, através
do processo de fermentacao de perfusdo continua, processo de
remocdao continua de particula e processo de purificacao

continua, é mantida consideravelmente constante.
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2. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pela mistura de cultura de tecido clarificada

ser filtrada a uma taxa de fluxo especifica que produz uma
concentracao de parede inferior a 15% maior do que a
concentracao de retentado.

3. Processo, de acordo com a reivindicacado 1,

caracterizado pela mistura de cultura de tecido clarificada

ser filtrada a uma taxa de fluxo especifica que produz uma
concentracdo de parede 1inferior a 10% maior do que a
concentracao de retentado.

4, Processo, de acordo com a reivindicacéao 1,

caracterizado pela mistura de cultura de tecido clarificada

ser filtrada através de uma membrana de ultrafiltracdo que
tem uma area em metros quadrados entre 0,1 a 2 vezes a taxa
de fluxo volumétrico da fermentacdo de perfusdo continua em
litros/hora.

5. Processo, de acordo com a reivindicacéao 1,

caracterizado pela mistura de cultura de tecido clarificada

ser filtrada através de uma membrana de ultrafiltracao que
tem uma area em metros quadrados entre 0,3 a 1 vezes a taxa
de fluxo volumétrico da fermentacdo de perfusdo continua em
litros/hora.

6. Aparelho para separar uma proteina de interesse da
mistura fluida de cultura de tecido heterogénea,

caracterizado por compreender:

(a) um sistema de fermentacdao de perfusao continua;
(b) um sistema de remocdo continua de particula
integrado com o sistema de fermentacdo de perfusédo; e

(c) um sistema de purificacdo continua, que é
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ultrafiltracdo, 1integrado com o sistema de remocdo de
particula;

em que O aparelho é mantido sob condicdes estéreis.

7. Aparelho, de acordo com a reivindicacdo 6,

caracterizado por compreender:

(a) um sistema de fermentacao de perfusao continua
adaptado para produzir continuamente um fluido de cultura de
tecido que contém uma proteina de interesse a uma taxa de
fluxo volumétrico consideravelmente constante;

(b) um sistema de remocdo continua de particula
integrado a, e adaptado para receber continuamente, o fluido
de cultura de tecido do sistema de fermentacdo de perfuséo
e produzir continuamente o fluido de cultura de tecido
clarificado; e

(c) um sistema de purificacdo continua, que é
ultrafiltracao, integrado ao, e adaptado para receber
continuamente, o fluido de cultura de tecido clarificado do
sistema de remocdo de particula e produzir continuamente um
produto isolado gque contém a proteina de interesse;

em que O aparelho é mantido sob condicdes estéreis.

8. Aparelho, de acordo com a reivindicacao 7,

caracterizado pelo sistema de ultrafiltracao compreender uma

membrana de ultrafiltracdo gque tem uma &rea, em metros
quadrados, entre 0,1 a 2 vezes a taxa de fluxo volumétrico
da fermentacdo de perfusdo continua em litros/hora.

9. Aparelho, de acordo com a reivindicacao 7,

caracterizado pelo sistema de ultrafiltracao compreender uma

membrana de ultrafiltracdo que tem uma &rea, em metros

quadrados, entre 0,3 a 1 vezes a taxa de fluxo volumétrico
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da fermentacdo de perfusdo continua em litros/hora.
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Figura 1: esquema de processo de -perfusdo corntinuwa <convencional
seguida por 3 etapas do processo de isolamento fisica e
logisticamente segregado (coleta da colheita de lote, remogdo da
particula do lote e concentracdo/purificacdo do lote).
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ﬁA? Estéril
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purificagao
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Figura 2: represehtacéo esquemdtica de 2 representac¢des do dispositivo
inventivo A para fabricacdo continua, integrada e estéril. Esquema da

representagdo Al, -mostrada no lado esquerdo e esquema da representacgédo
A2, mostrada no lado direito.
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Figura 3: representacdo esquematica de 2 representacdes do dispositivo
inventivo B para fabricagdo continua, integrada e estéril. Esquema da

representacido Bl, mostrada no lado esquerdo e esquema da representagao
B2, mostrada no lado direito.
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Figura 5: representagdes esquemdticas de representagdes adicionais de
dispositivo inventivo A que combinam varios elementos para aumentar a
capacidade geral da fébrica (A3) ou desempenho de concentragao e
separagao (A4).
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Figura 6: representacdes esquematicas de representacgdes

adicionais do dispositivo inventivo B.
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Figura 7: representagdo adicional de dispositivos inventivos que
combina elementos do dispositivo A e do dispositivo B em série para
aumentar o desempenho geral de concentracgdo geral e de separagdao.
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Figura 8: comparacdo de exemplo das -capacidades de carga totdal de
acordo com 10”de ' cépsula de filtro para o processo de lote
convencional e representacdo de dispositivo inventivo e método para
remogdo continua de particulas (processo integrado de filtracgéo
continua) que usa cépsulas de filtro comercial idénticas. Método de
exemplo de produgdo de Fator VIII de <coagulagdo sangiinea
recombinante mostrado.
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Figura 9: exemplo de curva de pressdo-fluxo (fluxo permeado especifico
em LMH = litros/hora/m?’ na pressdo de transmembrana) e determinacdo do
ponto de operagdo. O circulo mostra o ponto de operagdo comum que sera
ajustado por meio de TMP para processos de lote convencionais. O
retédngulo mostra a regido operacional preferida que serd ajustada por
meio da bomba de permeado de acordo com o método de uso do dispositivo
inventivo A.
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Figura 10: exemplo de distribuigdo do tempo de permanéncia e tempo de
permanéncia médio do sistema UF continuo integrado (300), de acordo
com o método de uso do dispositivo inventivo A. Medido para sistema
continuo descartavel com médulo de 290 cm® (62,5 cm de comprimento),
fluxo cruzado de 120 LMH, fluxo retentado de 0,2 LMH, fluxo de
permeado de 2 LMH.
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Figura 11: exemplo de isolamento de rFVIII da fermentagdo de perfusao
continua livre de plasma que utiliza uma representagdo do dispositivo
inventivo A. Comparagdo de produgdo de isolamento médio de método
continuo inventivo comparado a produgdo média de isolamento do lote,
incluindo wuma difusdo de desvio padrdo. Foram usados trés lotes
consecutivos para determinar a produgdo de lote, enquanto trés pontos
(dias) consecutivos foram usados para o processo continuo.
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Figura 12: exemplos de desempenho de dispositivo inventivo A. Pressido de
transmembrana e fluxo especifico de sistema de ultrafiltracdo continua
integrado (300) como uma fungdo de tempo do processo continuo para trés
exemplos diferentes mostrados. Tridngulos = membrana de 100 kD, Fator VIII de
coagulagdo sangiinea recombinante (rFVIII); Quadrados = membrana de 10 kD,
interleucina-2 recombinante; Circulos = membrana de 50 kD, glicoproteina
geneticamente projetada (Mr > 100 kD). Todos os exemplos mostrados sido de
fermentacdo de perfusdo continua livre de proteina de plasma.
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Figura 13: exemplo de desempenho de longo prazo de dispositivo
inventivo A ligado diretamente a fermentacdo de perfusdo continua de
dois produtos de proteina de co-expressdo de linhagem celular
(proteina fluorescente verde GFP e IL-2SA). Pressio da transmembrana e
fluxo especifico do sistema inventivo de ultrafiltragcdo continua (300)
como uma fungdo de tempo de processo continuo mostrada. A membrana de
10kD foi usada.

VA



14/17
By ——
AL
@ GFP
22 . 0 conc.
< volumetrica

Fator de concentracgao

P yradadptacay

0% 10152 % 30 % 2045 80 56 20 65 70 15 0 8 & %

Tempo do processo [dias]

Figura 14: exemplo de desempenho de longo prazo de dispositivo inventivo A
ligado diretamente a fermentacdo de perfusdo continua de dois produtos de
proteina de co-expressdo de linhagem celular (proteina fluorescente verde
GFP e IL-2SA). A membrana de 10kD foi usada. Fator de concentracdo de
produtos de proteina, conforme determinado por ensaios especificos e fator
de concentracgdo volumétrica mostrado como uma fungcdo de tempo de processo
continuo.
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Figura 15: exemplo de desempenho do dispositivo inventivo B. A produgdo e
a pressdo caem préximas a 100 ciclos de adsorcido/dessorcdo consecutivos
com adsorvente convectivo (proteina-alvo: variante do Fator FVIII de
coagulacdo sangliinea projetada geneticamente; adsorvente convectivo:
adsorvente comercial, Mustang Q, Pall Corporation).
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Figura 16: exemplo de desempenho do dispositivo inventivo B. Perfil de UV
e condutividade durante um ciclo de adsorcgdo/dessorcdo comum com
adsorvente convectivo (proteina-alvo: variante do Fator FVIII de
coagulacdo sangiinea projetada geneticamente; adsorvente convectivo:
adsorvente comercial, Mustang Q, Pall Corporation).
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Figura 17: exemplo de desempenho de dispositivo inventivo B. Gel SDS-page
(mancha prata) de carga = colheita clarificada que sai continuamente do
sistema de remogdo de particula (100) e carregada de modo semicontinuo no
sistema adsorvente convectivo (400) e eluado de adsorcdo/dessorcdao comum
mostrado. Proteina-alvo: variante do Fator FVIII de coagulacdo sangliinea
projetada geneticamente; adsorvente convectivo: adsorvente comercial,
Mustang Q, Pall Corporation). O eluado foi diluido de wvolta na
concentragcdo de carga antes de ser misturado no gel.
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