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DESCRIPCION

Procedimiento para la preparacién de material virico.
El campo técnico

La invencidn se refiere a un procedimiento para la preparacién de suspensiones de virus. La invencion se refiere en
particular a un procedimiento para la preparacion de suspensiones de virus de titulacién elevada en cultivos celulares.
Los procedimientos preferidos comprenden un aumento de volumen del cultivo celular antes de la infeccién con
material virico y otras etapas o aumentos de volumen sucesivos, hasta llegar a un volumen final que es claramente
superior al volumen maximo del cultivo antes de la infeccion.

Estado actual de la técnica

En el estado actual de la técnica se conocen varios procedimientos para la preparaciéon de material virico. En
particular, se conocen procedimientos en los que el material virico se prepara a partir de cultivos celulares animales.

El experto diferencia entre las lineas celulares de crecimiento adherente, es decir, las lineas celulares que crecen
con preferencia sobre superficies sélidas, de las lineas celulares que crecen preferentemente en suspension. Las lineas
celulares de crecimiento adherente se cultivan o bien directamente sobre la superficie del recipiente de cultivo usado o
crecen sobre particulas s6lidas (por ej. sobre microsoportes (microcarriers)), que por su parte pueden estar presentes
en suspensioén en un medio de cultivo.

Se conocen procedimientos para la preparacion de material virico que usan lineas celulares que crecen en suspen-
sién, asi como también aquellos procedimientos que usan lineas celulares de crecimiento adherente.

En la preparacion de suspensiones de virus con cultivos celulares tiene una gran importancia la composicion del
medio. En muchos casos es necesario afiadir suero fetal de ternera (FCS) y factores de crecimiento de origen animal o
vegetal. Ademads de las oscilaciones de las cargas y de los componentes proteinicos perturbadores en el procesamiento,
el uso de suero significa un riesgo de seguridad biolégico (BSE/TSE, micoplasmas, priones, etc.). Por lo tanto, ha de
darse preferencia a los medios libres de suero y a ser posible sintéticos [MERTEN ET AL. 1994].

En particular al usar células adherentes, como por €j. en el caso de los cultivos sobre microsoportes, ademads de las
tipicas barreras técnicas del aumento de escala, como por ej, el mantenimiento de un suministro suficiente de oxigeno,
la eliminacién del CO, o una homogeneizacién suficiente del cultivo de fermentos con un esfuerzo de cizallamiento
minimo, surgen también y de manera especial problemas en la inoculacién de la siguiente escala del proceso de mayor
dimensién [GLACKEN ET AL. 1990, J.B. GRIFFITHS ET AL. 1985, AMERSHAM 2001].

La “migracién directa” de un soporte a otro de células de crecimiento adherente puro sélo puede producirse me-
diante una manipulacién del proceso, de suerte que debido a la manipulacion las células pierden su adherencia al
menos en parte. El experto conoce estrategias para eliminar la adherencia de células de crecimiento adherente y las
enzimas que se usan para ello [E. LINDNER ET AL. 1987, AMERSHAM 2001, DURRSCHMID ET AL. 2003] y
deben tenerse en cuenta en el desarrollo del proceso en lo que respecta a la separacion o la inactivacidn de las enzimas
usadas. A una escala menor, en las décadas de 1970 y 1980 se llevaron a cabo con éxito experimentos para la migracién
celular directa desde la superficie de recipientes a microsoportes en botellas de cultivo rotatorias, placas Petri y frascos
T. El experto conoce la migracién con éxito de células de crecimiento adherente de un soporte a otro inicamente en
reactores de lecho fijo siendo necesario resefiar, limitdndolo, que en este caso se trata de lineas celulares que crecen
tanto en suspension como también de modo adherente [AMERSHAM 2001, DURRSCHMID ET AL. 2003].

El modo en que se lleva a cabo el proceso, en especial, desempefia un gran papel. En la literatura se describen
diferentes procedimientos tales como, por ejemplo, los cultivos por lotes o por perfusion. Los cultivos por perfusion
se usan para desacoplar el tiempo de permanencia de la tasa de crecimiento especifica y para evitar los inhibidores o
limitadores del medio de cultivo y aumentar de este modo la productividad, manteniéndose estos cultivos a menudo
a lo largo de varios meses en el modo de “cultivo celular de alta densidad” (“High Density Cell Culture” (HDCC)).
Sin embargo, estos sistemas requieren periodos de arranque complejos y lentos ademds de complicados dispositivos
periféricos (separadores, filtros spin, retencién celular con ultrasonidos, etc.) [M. REITER ET AL. 1989, GLACKEN
ET AL. 1990, GRIFFITHS ET AL. 1985, AMERSHAM 2001, DURRSCHMID ET. AL. 2003A].

Una posibilidad adicional para conseguir un suministro suficiente de nutrientes lo constituye el aporte al cultivo
celular de soluciones de sustrato muy concentradas. En particular con la modalidad HDCC, las inhibiciones resultantes
del aporte, como por ejemplo amonio y/o lactato, pueden dar lugar a productividades y rendimientos mds bajos. Hasta
la fecha, para evitar las concentraciones inhibidoras se recomiendan los sistemas de perfusién o de dialisis.

En el campo de la preparacién de material virico por medio de cultivos celulares animales, en la que deben tenerse
en cuenta las complejas cinéticas acopladas de las células y del virus, pueden surgir problemas en la realizacién del
proceso en especial cuando se usan cultivos celulares sobre microsoportes.
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Asi por ejemplo, resulta cuestionable el aprovechamiento mediante perfusién compleja de la propagacién de un
virus causante de un CPE (efecto citopatico) ya que los virus destruyen o lisan las células por lo general en un plazo
breve (en parte inferior a los 3 a 7 dias siguientes a la infeccién).

En Ia literatura se describen procesos por lotes para la multiplicacion de virus a escala piloto y de produccién (50 a
1.000:1). En todos los procesos de microsoporte descritos, la multiplicacidn de los virus se lleva a cabo con densidades
celulares relativamente pequefas. Después de la infeccidn con el virus que hay que propagar, hasta la recoleccién la
infeccion transcurre aproximadamente al volumen final tardio de la escala de producciéon [B. MONTAGNON ET AL.
1984, BAIJOT ET AL. 1987]. En algunos casos se han descrito cultivos por perfusioén para virus lentos o no lisantes a
escala de laboratorio. En un caso se describe un cambio del medio hasta el volumen original. [AMEMHAM 2001].

Los documentos US 6,455,298-B1 y US 6,656,720-B2 describen un procedimiento para la preparacién de material
virico de la influenza con lineas celulares creciendo en suspension. El procedimiento dado a conocer comprende una
primera fase de cultivo en la que el material celular se multiplica en un cultivo en suspension, una etapa de infeccién
y a continuacién una segunda fase de cultivo en la que se produce el virus. Durante esta fase se puede diluir més el
cultivo afiadiendo medio o bien llevandolo a cabo del mismo modo que un cultivo por perfusién. Lo ventajoso de este
procedimiento es el hecho de que la capacidad del procedimiento no se ve circunscrita por la extension limitada de la
superficie interior de los recipientes de cultivo.

Sin embargo, resulta desventajoso que en el cultivo en suspension no pueden alcanzarse densidades celulares tan
altas como las que son posibles con los procedimientos basados en microsoportes para la produccién de virus. Ademads,
la separacién del material celular del medio de cultivo en los cultivos en suspension es mucho mds laboriosa que en
el caso de los procedimientos basados en microsoportes. En el procedimiento conforme a la presente invencion se
soslayan estas desventajas, puesto que aqui se usan lineas celulares de crecimiento adherente sobre microsoportes
para la preparacién del material virico.

Los documentos US 6,726,907 y WO 95/24468 describen procedimientos para la preparacién de material virico
que comprenden una primera fase de cultivo para la multiplicacién del material celular, una etapa de infeccién y a
continuacién una segunda fase de cultivo en la que se produce el material virico. A diferencia del procedimiento
conforme a la invencién, en la segunda etapa de cultivo no se lleva a cabo ningtin aporte de medio de cultivo, de tal
manera que el volumen del cultivo no aumenta mas durante la segunda etapa de cultivo. El resultado es un volumen
de recoleccidn relativamente bajo, presentando ademds el cultivo una titulacién de virus mds pequefia en comparacién
con el procedimiento conforme a la invencién.

Los documentos US 5,994,134, US 5,719,051 y US 6,194,210 dan a conocer procedimientos basados en micro-
soportes para la preparacion de material virico que igualmente comprenden una primera fase de cultivo, una etapa de
infeccidn y una segunda fase de cultivo. A diferencia del procedimiento conforme a la presente invencion, esta segun-
da fase de cultivo no va acompafiada de un aumento del volumen del cultivo, sino que esta segunda fase de cultivo
se lleva a cabo como un cultivo por perfusion. Se produce un aporte continuo de medio de cultivo fresco mientras
que al mismo tiempo se extrae una corriente de igual volumen de medio de cultivo, de tal manera que el volumen de
cultivo se mantiene constante. Frente a los procedimientos con lineas celulares en suspensién que se han descrito an-
teriormente, en este procedimiento resulta ventajoso que, por un lado, pueda conseguirse una mayor densidad celular
y que, por otro lado, se puedan recolectar a lo largo de un periodo prolongado grandes cantidades de medio de cultivo
que contiene virus. Sin embargo, este procedimiento para la preparaciéon de material virico basado en microsoportes
tiene la desventaja de que los medios de cultivo que contienen virus que se obtienen presentan una titulacion de virus
(particulas viricas por unidad de volumen) menor en comparacion con el procedimiento conforme a la invencién. Esto
dificulta el aislamiento del material virico y con ello eleva los costes del producto. Ademads, el aporte de medio de
cultivo fresco y la extraccién simultdnea de caldo de cultivo que contiene virus supone una gran exigencia en cuanto
a la técnica estéril y aumenta el riesgo de contaminaciones. El uso de procedimientos para la preparacion de material
virico con una segunda fase de cultivo en el modo de perfusién no es posible si el virus que hay que producir provoca
la lisis de las células productoras y causa con ello un efecto citopatico (CPE).

Esto tiene igualmente validez para el complejo procedimiento de la didlisis externa o interna, en el intercambio de
sustancias a través de membranas semipermeables con un limite especifico de exclusiéon molecular. Para ello, el medio
usado debe separarse de las células antes de que a través de una membrana dispuesta externamente se dialice frente
a medio de cultivo fresco, en un procedimiento de contracorriente o de corriente continua. Ademds del bloqueo de la
membrana dentro del médulo a causa de los residuos celulares, etc., resultan problemadticos sobre todo el empleo de
aparatos y el aumento de la escala.

Breve descripcion de la invencion

Teniendo en cuenta el estado actual de la técnica que se ha descrito anteriormente, el objetivo técnico que constituye
la base de la presente invencion es facilitar un procedimiento de preparacion para material virico con el que, en
un tiempo relativamente corto, puedan producirse grandes cantidades de suspension virica que contengan una alta
concentracion de material virico.

Este problema técnico se resuelve conforme a la invencién por medio de un procedimiento para la preparacion de
material virico en un cultivo celular sobre microsoportes, que comprende (a) una primera fase de cultivo que compren-
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de un aumento del volumen del cultivo celular mediante la adicién de medio de cultivo y material de microsoporte,
alcanzdndose un primer volumen maximo de cultivo celular; (b) una etapa de infeccién que tiene lugar después de la
mencionada primera fase de cultivo y que comprende la adicién de material virico infeccioso al mencionado cultivo
celular con microsoportes; (c) una segunda fase de cultivo que tiene lugar después de la mencionada etapa de infeccién
y que comprende un aumento adicional del volumen del cultivo celular hasta un segundo volumen de cultivo celular
maximo, generdndose material virico durante la segunda fase de cultivo; y (d) una etapa de recoleccién para obtener el
material virico a partir del cultivo celular con microsoportes, estando caracterizado el procedimiento porque el men-
cionado segundo volumen de cultivo maximo es de dos a siete veces mayor que el mencionado primer volumen de
cultivo maximo.

Con el procedimiento conforme a la invencién resulta ventajoso en especial el hecho de que la titulacién de virus
del caldo de cultivo se puede aumentar 10 veces en relacion al proceso por lotes mediante el aporte de medio de cultivo
después de la etapa de infeccidn. Resulta especialmente ventajoso el hecho de que este aumento de la titulacién de
virus también puede conseguirse si no se aporta medio de cultivo concentrado después de la etapa de infeccidn, de tal
modo que durante la segunda fase de cultivo se vuelve a aumentar de manera considerable el volumen de cultivo. De
esta manera, frente al procedimiento conforme a la invencién con aporte de concentrado se puede volver a aumentar
de manera considerable la cantidad absoluta de material virico producido.

Otras formas adicionales de realizacion de la invencién las puede deducir el experto estudiando los ejemplos y
explicaciones que se indican mds adelante.

Ilustraciones
Figura 1: Representacién a modo de ejemplo del procedimiento conforme a la invencién con variaciones de volu-
men de 10 litros a 800 litros pasado por 50 litros y 200 litros. La infeccién se lleva a cabo a la escala de 200 litros.
(Abreviaturas: pre, cultivo previo; inf, infeccién; H/DP, recoleccidn/preparacion).
Descripcion detallada de la invencion
La invencién se refiere a un procedimiento para la preparacién de suspensiones de virus. Los procedimientos
conforme a la invencién presentan como minimo 2 fases de cultivo. Durante la primera fase de cultivo (antes de la
etapa de infeccidn) se aumenta el volumen de cultivo varias veces o de manera continua. En el procedimiento conforme
a la invencidn después de la etapa de infeccidn se aumenta el volumen del cultivo de manera continua o por etapas,
de tal manera que el volumen final que hay que recolectar es notablemente mayor que el volumen de cultivo mdximo
antes de la infeccién.
La invencién se refiere a:
1. Un procedimiento para la preparacidn de material virico en un cultivo celular con microsoportes, que comprende
(a) una primera fase de cultivo que comprende un aumento del volumen del cultivo celular mediante la adi-
cién de medio de cultivo y material de microsoporte, alcanzdndose un primer volumen de cultivo celular
maximo;

(b) una etapa de infeccidn que tiene lugar después de la mencionada primera fase de cultivo y que comprende
la adicién de material virico infeccioso al mencionado cultivo celular con microsoportes;

(c) una segunda fase de cultivo que tiene lugar después de la mencionada etapa de infeccién y que comprende
un aumento adicional del volumen del cultivo celular hasta un segundo volumen de cultivo celular méximo,
generandose material virico durante la segunda fase de cultivo; y

(d) una etapa de recoleccion para obtener el material virico a partir del cultivo celular con microsoportes,

caracterizado porque

el mencionado segundo volumen de cultivo mdximo es de dos a siete veces mayor que el mencionado primer
volumen de cultivo maximo.

2. Un procedimiento conforme al punto 1, siendo el mencionado segundo volumen de cultivo mdximo de tres a
cuatro veces mayor que el mencionado primer volumen de cultivo maximo.

3. Un procedimiento conforme a uno de los puntos 1 a 2 en el que el mencionado aumento del volumen del cultivo
celular se consigue mediante la adicién de medio de cultivo no concentrado.

4. Un procedimiento conforme a uno de los puntos 1 a 3 en el que se usa un medio de cultivo libre de suero.

5. Un procedimiento conforme a uno de los puntos 1 a 4 en el que en la etapa de infeccion se usa una multiplicidad
de infeccion (MI) de 0,001 a 2.
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El nicleo de la invencidn es un aumento secuencial o continuo significativo del volumen de produccién de manera
preferente con medio de cultivo del mismo tipo, o con medio de cultivo de tipo similar. El aumento de la eficien-
cia en comparacion con el procedimiento cldsico se describe a continuacién con el ejemplo de la propagacién de
Parapoxvirus ovis.

Ejemplos
Ejemplo 1

Se cultivé primero una linea celular Bovine Kidney adherente conocida en cultivos estacionarios (cubetas de cultivo
apilables, botellas rotatorias) o en cultivo celular con microsoportes por lotes. Se us6 para ello una concentracién
de microsoportes de 1 a 8 g/l, con preferencia de 3 a 7 g/l. La inoculacién del reactor se realizé con 1 a 6%10°
células/ml. Después de que se hubieran consumido los nutrientes, durante esta fase de multiplicacion celular se llevo
a cabo un cambio de medio de cultivo a través de la sedimentacién de los microsoportes. Después de alcanzarse el
nimero mdximo de células de 0,2 a 2*107 células/ml, con preferencia de 0,3 a 0,7*107 células/ml, en el caso del
cultivo con medios que contienen suplementos nutrientes para reducir la concentracién de suplementos tales como
por ejemplo FCS, hormonas del crecimiento, etc., se llevaron a cabo etapas de lavado a través de una sedimentacién
muiltiple y sustitucion del sobrenadante con medio de cultivo sin suplementos o con una concentracién de suplementos
notablemente inferior. A continuacion se realizd la infeccion con una multiplicidad de infeccién (MI) de entre 0,001 y
2, con preferencia de entre 0,005y 0,1.

La infeccidn se realizé en un volumen de cultivo del 10 al 100% del volumen de fermentador. La infeccién tras-
currié sin ninguna manipulacién adicional en el modo de lotes durante aproximadamente de 3 a 15 dias, con prefe-
rencia de 7 a 11 dias. Al alcanzarse un efecto citopatico (CPE) de las células infectadas de entre el 40 y el 100%, con
preferencia del 40-90%, se procedi6 a recolectar el cultivo.

La aplicaciéon de gas se lleva a cabo por ejemplo aplicdndolo a través de una membrana sin producir burbujas y
con poca desviacion. El pO, se ajusta entre el 15 y el 65%, con preferencia entre el 25 y el 55%.

El pH se ajusta con bicarbonato sédico, hidréxido sédico y/o gas CO, a pH 6,6 a pH 7,6, con preferencia pH 6,9 a
pH 7.5. La temperatura asciende a entre 32°C y 37°C. Los pardmetros ajustados en la fase de crecimiento celular y en
la fase de propagacidn del virus pueden ser diferentes.

Se puede conseguir una optimizacién adicional del rendimiento de virus mediante el aporte de concentrados de
medio de cultivo o concentrados de sustratos individuales durante la fase de propagacién del virus. Este tipo de
realizacién del proceso se ha descrito y ha adquirido carta de naturaleza para distintos sistemas. No obstante, en caso
de usarse lineas celulares adherentes para la propagacién de virus en cultivos con microsoportes, la determinacién de
las tasas de consumo especifico esencialmente necesarias resulta ser extraordinariamente dificil, lo cual estd en parte
en correlacion con los problemas del recuento de células que conocen los expertos. Incluso si se conocen las tasas de
consumo individuales para los sustratos, se plantea la cuestion adicional de las inhibiciones del cultivo. En la literatura
se han descrito sobre todo limitaciones por amonio o lactato. Puesto que no existe ningtin valor umbral de validez
general, hay que determinarlo de manera especifica para el sistema biolégico usado.

Si se detecta una limitacién/inhibicion, hay que soslayarla para conseguir una titulacién alta del producto. Por lo
tanto, en los dltimos afios se han usado cultivos por perfusion o didlisis, en especial en el campo del HDCC, cuyas
desventajas acerca de la propagacién de un virus causante de CPE ya se han discutido.

Ejemplo 2

A continuacién se va a comparar el procedimiento en lotes alimentados de volumen ampliado (‘“volume-expanded-
fed-batch”) (VEF) conforme a la invencion con el procedimiento conocido del estado actual de la técnica.

El ya mencionado aumento de volumen secuencial por medio de la dilucién del cultivo con medio de cultivo fresco
después de la infeccion (por ejemplo en la siguiente escala del proceso: 1:2-1:7, con preferencia 1:3-1:5), de manera
asombrosa no mostré la esperada disminucién de la titulacién de virus sino que de manera sorprendente se pudo
aumentar la titulacién en promedio de 8 a 13 veces, a pesar de la dilucién. Esto se consigui6 a pesar de que el volumen
se habfa aumentado en el factor 2 a 7, con preferencia en el factor 3 a 4, en comparacién con el procedimiento por
lotes descrito. El resultado de todo ello es un rendimiento de virus mejorado de forma considerable.

Con los procedimientos de comparacién descritos y llevados a cabo varias veces tales como por ejemplo diélisis,
aporte de concentrados, perfusién y/o mediante simple disminucion del nimero de células, no se pudieron alcanzar o
aumentar estos rendimientos (Tabla 1).
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TABLA 1

Comparacion de los procedimientos conocidos con el procedimiento en lotes alimentados de volumen ampliado,
comenzando por ejemplo en el reactor de 3,5 litros. Se representan a modo de ejemplo pasadas con un tiempo de
paso equiparable y un niimero de células equiparable para la propagacion del PPVO por medio de una linea celular
BK adherente. Las condiciones de cultivo ya se han mencionado anteriormente en la descripcion del procedimiento
por lotes y son vdlidas también para los otros procedimientos. Para la didlisis se usé un médulo con una exclusion de
peso molecular de 20 kD, llevdndose a cabo el cultivo previo en el modo de perfusion. La didlisis se realizo en el
procedimiento de contracorriente. Se representan valores relativos con relacion al cultivo por lotes

Por lotes Dialisis En lotes En lotes
alimentados [con  alimentados de
medio de cultivo volumen

concentrado] ampliado [con

medio de cultivo
no concentrado]
TCIDs [con 1 10 9 10
relacion al lote]
Volumen final 1 1 1 4
[con relacion al
lote]
Productividad 1 10 9 40
[con relacion al
lote]

Ademas del considerable aumento en el rendimiento de virus, pueden observarse también efectos positivos resul-
tantes sobre todo en los procesos downstream. Estos dltimos se traducen sobre todo en menores impurezas celulares
tales como proteinas de la célula huésped, proteinas y ADN por unidad de dosis (de especial importancia en el uso de
agentes terapéuticos humanos similares a vacunas), asi como en menores pérdidas de rendimiento después del filtrado.
Por término medio, por ejemplo con una filtracién con 20 um se consigue una pérdida de ~ 0,6-1 log TCIDs, en el
modo por lotes. Como comparacion, en lotes alimentados de volumen ampliado sélo cabe resefiar una pérdida de ~
0,1-0,4 log TCIDs,.

El aumento del volumen ejerce igualmente una influencia positiva sobre las barreras técnicas ya descrita del aumen-
to de la escala. En el caso del suministro de oxigeno, por ejemplo mediante el procedimiento de aplicarlo a través de
una membrana que evita producir burbujas y produce poca desviacién, con sucesivos aumentos de volumen a través
de una dilucién puede conseguirse un aumento significativo de la escala (resultante de los pardmetros fisicos de los
reactores), puesto que con la disminucién del nimero de células a causa de la dilucién y de la lisis provocada por el
virus hay que aportar menos oxigeno al sistema. Para que se entienda mejor, en la Figura 1 se muestra a modo de
ejemplo el procedimiento en una escala relevante para la produccién. En los experimentos se confirmaron las etapas
representadas, en particular con respecto a la frecuencia y la eficiencia de la migracién directa con la transferencia
directa de las células BK en la siguiente escala de fermentacion. No se observé ningtin efecto sobre la productividad.

La representacién a modo de ejemplo comienza con la inoculacién del reactor de 10 litros. El proceso se lleva
a cabo de la misma manera que ya se ha descrito con anterioridad para el modo de lotes. Después de alcanzarse la
confluencia, se produce una dilucién directa 1:5 en la escala de 50 litros con microsoportes frescos en la misma o
equiparable proporcién al medio de cultivo que en la escala de 10 litros. Después de alcanzarse otra vez la confluencia,
se inocula con el mismo procedimiento el reactor de 200 litros. Puede ser ventajosa una breve sedimentacién con o sin
agitacion interna.

Si durante la fase de crecimiento se hubiera usado un medio de cultivo que tuviera suero/proteinas, se realizan
etapas de lavado con medio de cultivo libre de suero y proteinas para reducir la concentracién de suplementos. La
infeccion se lleva a cabo con la MI descrita lo mismo que en el procedimiento por lotes.

10-36 horas después de la infeccion se realiza entonces el procedimiento en lotes alimentados de volumen amplia-
do. Se trata de una dilucién segura y robusta de la suspension con medio de cultivo fresco, pudiendo realizarse esto en
el mismo reactor o en reactores mds grandes. Para ello sélo hace falta un pequefio esfuerzo. La suspension de células-
virus de 200 litros se aumenta por etapas a intervalos apropiados y/o de manera continua por ejemplo a 400 litros,
después a 600 litros y por ultimo a 800 litros. De manera sorprendente esto no condujo, tal como ya se ha descrito y
se ha representado en la Tabla 1, a un empeoramiento de la productividad de virus.

No pudieron detectarse diferencias entre células cultivadas en medios que contenian suero, medios que contenian
proteinas y medios sintéticos. En el ejemplo de las lineas celulares Bovine Kidney adaptadas a condiciones sintéticas
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y libres de suero, no se constat6 ninguna diferencia en lo que respecta a la migracién de un soporte a otro, el niimero
de células y la productividad. Esto significa que el procedimiento puede usarse para medios de cultivo que contiene
suero, que contienen proteinas y sintéticos.

TABLA 2

Comparacion a modo de ejemplo del TCIDs de la linea celular BK adaptada a condiciones con suero, libres de
suero y sintéticas para la propagacion del virus PPVO con distintos procedimientos en relacion a la titulacion
normalizada (aqui con contenido de suero)

Con suero Con proteina Sintético
Botella rotatoria 1 0,9 1
Cultivo por lotes 1 1,1 1
Lote alimentado de 1 0,9 1,1

volumen aumentado

Las ventajas conforme a la invencién del procedimiento de “lotes alimentados de volumen aumentado” descrito
frente a los procedimientos conocidos y ya establecidos pueden resumirse de la siguiente manera: (1) Se trata de un
procedimiento seguro, robusto y eficiente para la propagacién de virus. (2) Se consiguen rendimientos de virus mas
elevados. (3) No hay ninguna necesidad de un mayor equipamiento. (3) El procedimiento se lleva a cabo de una manera
relativamente sencilla. (4) La necesidad de personal para vigilar los procesos es reducida. (5) Se mejora la calidad del
producto con respecto a las etapas de procesamiento posteriores. (6) Se pueden usar fermentadores mds grandes. (7)
Se puede escalar de manera sencilla. (8) El procedimiento puede adaptarse a distintos medios de cultivo que contengan
suero, que estén libres de suero, que contengan proteina y que sea sintéticos.

Ejemplo 3

Propagacion del PPVO en la caldera de agitacion de 10 | mediante cultivo celular con microsoportes usando un
medio de cultivo que contiene proteina

La linea celular Bovine Kidney adaptada a condiciones libres de suero pero con contenido de proteina se cultivo,
partiendo del banco de células, primero en frascos T y después en botellas rotatorias. El cultivo se llevo a cabo a 37°C
y un valor de pH de 7,2 +/- 0,2 en estufa de incubacién a la que se aplicé gas CO,. La recoleccién del material celular
se realiz6 mediante tripsinizacién.

La concentracién de los microsoportes Cytodex 3 de la empresa Amersham, Suecia, preparados conforme a las
instrucciones del comerciante ascendia a 3 g/l. La inoculacién se llevé a cabo en 10 litros con un nimero de células
de 2 EO5 cel./ml. Durante la fase de cultivo celular y mediante sedimentacién se llevé a cabo un cambio de medio de
cultivo a una concentracién de glucosa ¢ < 0,5 g/l1. El reactor se agité con ayuda de un agitador inducido con 30 rpm.
El pO, se ajust6 al 40% +/- 10%. El valor del pH ascendia a 7,2 +/- 0,2.

Después de 10 dias se alcanz6 un nimero de células de 3,1 E06 Z/ml, encontrandose las células en la fase de
crecimiento estacionario. Después de tres etapas de lavado con medio de cultivo sin suplementos se llevo a cabo la
infecciéon con PPVO (MI = 0,01) en el volumen final.

Durante la posterior propagacién del virus no se realizé ninguna manipulacién. Al cabo de 8 dias se alcanz6 una

MI del 90%. La fermentacién se interrumpid después de la sedimentacion mediante filtrado con 20 um. En la Tabla 3
se representa el TCIDs, en el momento de la recoleccion y después de la recoleccion.

TABLA 3

TCIDs, en fermentacion por lotes descrita a modo de ejemplo

Antes de la Después de Volumen
recoleccion la recoleccién
log10 (TCIDso) 6,7 +/- 0,3 6,0 +/- 0,3 ~10L

[logio (1/ml)]




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2341 352 T3

Ejemplo 4

Propagacion del PPVO en la caldera de agitacion de 3,5 | mediante cultivo celular con microsoportes en lotes ali-
mentados de volumen aumentado (transferencia en reactor de 15 litros) usando un medio de cultivo que contiene
proteina

La linea celular Bovine Kidney adaptada a condiciones libres de suero pero con contenido de proteina se cultivo,
partiendo del banco de células, primero en frascos T y después en botellas rotatorias. El cultivo se llevé a cabo a 37°C
y un valor de pH de 7,2 +/- 0,2 en estufa de incubacién a la que se aplicé gas CO,. La recoleccion del material celular
se realiz6 mediante tripsinizacion.

La concentracion de los microsoportes Cytodex 3 de la empresa Amersham, Suecia, preparados conforme a las
instrucciones del comerciante ascendia a 5 g/l. La inoculacién se llevé a cabo en 3,5 litros con un nimero de células
de 3 x 10° 1/ml. Durante la fase de cultivo celular y mediante sedimentacion se llevé a cabo un cambio de medio de
cultivo a una concentracion de glucosa ¢ < 0,5 g/l. El reactor se agit6 con ayuda de un agitador inducido con 45 rpm.
El pO, se ajusté al 40% +/- 10%. El valor del pH ascendia a 7,2 +/- 0,2.

Después de 10 dias se alcanzé un nimero de células de 7,1 x 10° 1/ml, encontrdndose las células en la fase de
crecimiento estacionario. Después de tres etapas de lavado con medio de cultivo sin suplementos se llevé a cabo la
infeccién con PPVO (M1 =0,01) en 1,7 litros durante 2 h a n = 14 rpm antes que se llenara a 3,5 litros y las revoluciones
del agitador se aumentaran a n = 45 rpm.

16 h después de la infeccion se transfirié todo el cultivo al reactor de 15 litros y se llen6 con 7 litros (dilucién 1:2).
En el reactor de 15 litros se ajustaron los mismos parametros.

46 h después de la infeccion se diluyé a 10,5 litros (dilucién 1:3 referido a 3,5 1). El CPE ascendia aproximadamente
al 30% referido al niimero de células en el reactor de 3,5 litros y teniendo en cuenta la dilucién.

70 h después de la infecciéon se aument6 el volumen a 12,5 litros antes de que finalmente 94 h después de la
infeccién se aumentara a 13,8 litros (dilucién 1:3,9).

7 dias después de la infeccién (2,5 dias después de la tltima dilucién) se interrumpié la fermentacién mediante
sedimentacién y posterior filtracién con 20 um del cultivo (CPE = 93%).

En la Tabla 4 se representa el TCIDs, en el momento de la recoleccion y en la recoleccion.

TABLA 4

TCIDs, en lotes alimentados de volumen ampliado conforme a la invencion

Antes de la Después de Volumen
recolecciébn  la recoleccién
logo (TCIDso) 7,7 +/- 0,3 7,6 +/- 0,3 14 litros

[logio (1/ml)]

Ejemplo 5

Propagacion del PPVO en la caldera de agitacion de 3,5 | mediante cultivo celular con microsoportes en lotes ali-
mentados de volumen aumentado (transferencia en reactor de 15 litros) usando un medio de cultivo libre de proteina
y libre de suero

La linea celular Bovine Kidney adaptada a condiciones sintéticas se cultivd, partiendo del banco de células, primero
en frascos T y después en botellas rotatorias. El cultivo se llevé a cabo a 37°C y un valor de pH de 7,2 +/- 0,2 en estufa
de incubacién a la que se aplicé gas CO,. La recoleccion del material celular se realiz6 mediante tripsinizacion.

La concentracion de los microsoportes Cytodex 3 de la empresa Amersham, Suecia, preparados conforme a las
instrucciones del comerciante ascendia a 5 g/l. La inoculacién se llevé a cabo en 3,5 litros con un nimero de células
de 3,8 x 10° 1/ml. Durante la fase de cultivo celular y mediante sedimentacién se llevé a cabo un cambio de medio de
cultivo a una concentracion de glucosa ¢ < 0,5 g/l1. El reactor se agit6 con ayuda de un agitador inducido con 45 rpm.
El pO, se ajust6 al 40% +/- 10%. El valor del pH ascendia a 7,2 +/- 0,2.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2341 352 T3

Después de 13 dias se alcanz6 un nimero de células de 5,6 E06 cel./ml, encontrandose las células en la fase de
crecimiento estacionario. Después de tres etapas de lavado con el mismo medio de cultivo se llevé a cabo la infeccién
con PPVO (MI = 0,01) en 3,5 litros, n = 40 rpm.

20 h después de la infeccidn se transfirié todo el cultivo al reactor de 15 litros y se llend con 7 litros (dilucién 1:2).
En el reactor de 15 litros se ajustaron los mismos pardmetros.

49 h después de la infeccion se diluyé a 11 litros (dilucién 1:3 referido a 3,5 1). El CPE ascendia aproximadamente
al 30% referido al ntimero de células en el reactor de 3,5 litros y teniendo en cuenta la dilucién.

69 h después de la infeccién se aumentd el volumen a 12,5 litros antes de que finalmente 86 h después de la
infeccién se aumentara a 13 litros (dilucién 1:3,9).

7 dias después de la infeccién se interrumpi6 la fermentacién mediante sedimentacion y posterior filtracién con 20
pm del cultivo (CPE = 93%).

En la Tabla 5 se representa el TCIDs, en el momento de la recoleccién y después de la recoleccion.

TABLA 5

Representacion del TCIDs, alcanzado en la la fermentacion por lotes alimentados de volumen ampliado con la linea
celular sintética

Antes de la - Después de la Volumen
recoleccion recoleccion
logo (TCIDso) 7,8 +/-0,3 7.4 +/-0,3 ~14 litros
[TCIDso (1/ml)]
Ejemplo 6

Para obtener preparados viricos de alta pureza se usaron cosechas de virus libres de microsoportes. La propagacion
de los virus se llevé a cabo por ej. tal como se describe en los ejemplos 1 a 5. Primero se realizé una microfiltracién
cuidadosa con la cosecha de virus. Para este fin puede usarse por €j. un soporte para cassettes de la empresa Sartorius
(Alemania) con un cassette de membrana de la empresa Sartorius (Alemania). De forma alternativa pueden usarse tam-
bién médulos de fibra hueca de la empresa Minntech (EE.UU.) o de la empresa Pall (EE.UU.). Para la microfiltracién
se usan de manera preferente membranas o fibras huecas con un tamafio de poro de 0,1 yum. La etapa de microfiltracién
sirve para una reduccion del volumen de 5 a 20 veces, el acondicionamiento del pH (de manera preferente pH 7,5 a
9,0) y el empobrecimiento de sustancias acompafiantes de la fermentacién de bajo peso molecular. El concentrado de
virus obtenido de esta manera se inactivd quimicamente con etilenimina a un pH 8,6. Para la activacion de los virus
se usd una concentracion de etilenimina de 3 a 20 mM. La inactivacion se llevé a cabo en dos etapas. La mezcla de
reaccion se incub6 primero durante 3 a 6 h a 37°C con control del pH y a continuacién se finalizé la inactivacién de
los virus en otro recipiente de reaccion a 37°C durante la noche. Afiadiendo un exceso 1,5 a 3,0 molar de tiosulfato
sodico se neutralizé la suspension de virus inactivada. A continuacién de la neutralizacién se llevé a cabo una centri-
fugacion a bajas revoluciones a 4.000 a 8.000 g durante 2 a 4 h. Este primer paso de purificacion sirvié para separar las
particulas viricas de la solucién de inactivacién neutralizada. Las particulas viricas inactivadas se pueden almacenar
interinamente después de esta primera etapa de purificacion a 2-8°C o a <-65°C hasta el posterior procesamiento. La
segunda etapa de purificacién puede llevarse a cabo por ej. mediante una centrifugacién a bajas revoluciones usando un
colchoén de sacarosa del 20%. De forma alternativa se pueden usar también adsorbedores de membrana de la empresa
Sartorius (Alemania) o de la empresa Pall (EE.UU.). La segunda etapa de centrifugacién se realizaria a 4.000 a 8.000
g durante la noche. El balance del procedimiento de purificacidn se llevé a cabo por medio de fraccionamiento flujo-
campo-flujo asimétrico (andlisis AF4) y refractometria, asi como microscopia electrénica cuantificante. En las tablas
6 y 7 se representan los desarrollos del rendimiento tipicos.
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TABLA 6

Balance del procedimiento de purificacion descrito anteriormente por medio de fraccionamiento flujo-campo-flujo
asimétrico (andlisis AF4) y refractometria

N2 de ensayo

508623

508624

508627

Etapa del
proceso
3,0/0,8 um
Filtracion de
particulas
Etapa de
centrifugacion
1
Etapa de
centrifugacion
2
3,0/0,8 um
Filtracion de
particulas
Etapa de
centrifugacion
1
Etapa de
centrifugacion
2
3,0/0,8 um
Filtracion de
particulas
Etapa de
centrifugacion
1
Etapa de
centrifugacion
2

Muestra

Inicio
Filtrado

Inicio

Sedimento
Inicio
Sedimento
Inicio
Filtrado

Alimentacion

Sedimento
Alimentacion

Sedimento
Inicio
Filtrado

Alimentacion

Sedimento
Alimentacion

Sedimento

Particulas

totales
59E13
2,5E13
2,5E13

5,5E12
55E12

3,6E12
6,6E13
2,3E13
2,3E13

5,9E12
5,9E12

3,6E12
6,6E13
1,5E13
1,5E13

3,1E12
3,1E12

2,0E12

Rendimiento

medio

Rendimiento
acumulativo [%]
100
42

100
35

100
43

[6, &)

10
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TABLA 7
Balance del procedimiento de purificacion descrito anteriormente por medio de microscopia electrénica
cuantificante
N¢ de ensayo Etapa del Muestra Particulas Rendimiento
proceso totales acumulativo [%]
508623 3,0/0,8 um Inicio 1,5E13 100
Filtracion de Filtrado s.d. -
particulas
Etapa de Alimentacion s.d. -
centrifugacion
1 Sedimento 4,4E12 30
Etapa de Alimentacion 4 5E12
centrifugacion
2 Sedimento 4,2E12 29
508624 3,0/0,8 um Inicio 2,4E13 100
Filtracion de Filtrado s.d. -
particulas
Etapa de Alimentacion s.d. -
centrifugacion
1 Sedimento 4,6E12 19
Etapa de Alimentacion 4,6E12
centrifugacion
2 Sedimento 3,2E12 13
508627 3,0/0,8 um Inicio 7,3E13 100
Filtracién de Filtrado s.d. -
particulas
Etapa de Alimentacion s.d. -
centrifugacion
1 Sedimento 2,3E12 31
Etapa de Alimentacion 2,3E12 -
centrifugacion
2 Sedimento 3,5E12 49
Rendimiento 13- 48
medio

Mediante un ensayo de proteina de las células huésped especifico se determiné el contenido de proteina en las
células huésped en etapas del proceso seleccionadas y se us6 para la determinacion de los factores de empobrecimiento.

50

55

60

65

En la tabla 8 se representan los resultados de empobrecimiento tipicos.

11
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TABLA 8

Empobrecimiento de proteinas de las células huésped en el curso de la purificacion de virus

N¢ de ensayo Etapa del Muestra Contenido de Empobreci--
proceso HCP [pg/1E10 miento to HCP
PV] acumulativo
508623 3,0/0,8 um Prefiltracion 58 -
Filtracion de Postfiltracién s.d. -
particulas
Etapa de Alimentacion s.d. -
centrifugacién
1 Sedimento 3,5 17
Etapa de Alimentacion 3,5 -
centrifugacion
2 Sedimento 3 19
508624 3,0/0,8 um Prefiltracion 80 -
Filtracién de Postfiltracién s.d. -
particulas
Etapa de Alimentacion s.d. -
centrifugacién
1 Sedimento 4,8 17
Etapa de Alimentacion 4.8
centrifugacion
2 Sedimento 5 16
508627 3,0/0,8 um Prefiltracion 187 -
Filtracién de Postfiltracién s.d. -
particulas
Etapa de Alimentacion s.d. -
centrifugacién
1 Sedimento 14 13
Etapa de Alimentacion 14 -
centrifugacion
2 Sedimento 14 13
Empobrecimiento 13-19
medio

La prueba de la pureza microbiana se llevé a cabo con los procedimientos estdndar habituales. Pudo demostrarse
que el procedimiento de purificacién antes descrito puede llevarse a cabo en condiciones asépticas.

12
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TABLA 9

Evaluacion de la pureza microbiana

N2 de ensayo Etapa del Muestra Carga
proceso bacteriana
bioldgica
(bioburden)
[recuentos/ml]
508623 3,0/0,8 um Inicio 0/0
Filtracion de Filtrado 0/0
particulas
Etapa de Alimentacion -
centrifugacion
1 Sedimento 0/0
Etapa de Alimentacion -
centrifugacion
2 Sedimento 0/0
508624 3,0/0,8 um Inicio 0/0
(02KUR02) Filtracion de Filtrado 0/0
particulas
Etapa de Alimentacion -
centrifugacion
1 Sedimento 0/0
Etapa de Alimentacion -
centrifugacion
2 Sedimento 0/0
508623 3,0/0,8 um Inicio 0/0
(02KURO05) Filtracion de Filtrado 0/0
particulas
Etapa de Alimentacion -
centrifugacion
1 Sedimento 0/0
Etapa de Alimentacion -
centrifugacion
2 Sedimento 0/0

A continuacién de la segunda etapa de purificacion se formul la preparacion virica de alta pureza usando microfil-
tracion. Para esta etapa de formulacion se pueden usar membranas de la empresa Sartorius (Alemania) o de la empresa
Pall (EE.UU.), asi como fibras huecas de las empresas Minntech (EE.UU.) o Amersham Biosciences (EE.UU.). El
tamafio de poro preferido se encuentra en 0,1 um. El objetivo de esta etapa de formulacién es acondicionar la sus-
pensién de virus en lo que respecta al valor del pH, la osmolaridad y el contenido de particulas. Tras la adicién de un
estabilizador apropiado (1-5% de poligelina) se puede liofilizar el preparado virico preparado de esta manera con fines
de almacenamiento a largo plazo. Antes de su uso como medicamento hay que mezclar el liofilizado segin el volumen
de partida con WO (agua para solucién inyectable) estéril y libre de pirégenos. La preparacion de virus preparada por
medio del procedimiento descrito anteriormente es adecuada para la aplicacion por via parenteral.

En la tabla 10 se recopilan resultados tipicos de la caracterizacion de los preparados viricos formulados antes de la
liofilizacién.

13
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TABLA 10

Andlisis de la suspension de virus formulada antes de la liofilizacion

Parametros 508623 508624 508627
Contenido de particulas mediante AF4/RI [PV/ml] 1,8E10 2,0E10 1,0E10
Contenido de particulas mediante microscopia 41E10 3,58E10 2,5E10
electronica cuantificante [PV/ml]
Actividad biolégica (ratén HBV transgénico) se corresponde
Carga bacteriana biol6gica (bioburden) [recuentos/ml] 0 0 0
Contenido de endotoxinas [UE/mI]* 6 6 2,4
Contenido de proteina de las células huésped [pg/ml] 47-64 8,6-9,3 9,9-13,3
Contenido de acidos nucleicos [ng/ml] 3,7 2,9 1,6

*: el estabilizador de virus usado tiene ya un contenido de endotoxina medio de 2 a 8 UE/ml.
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US 6,455,298
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US 5,994,134
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WO 95/24468

Bibliografia
AMERSHAM, “Microcarrier Cell Culture- Principals and Methods”, Manual Amersham Pharmacia, Suecia, 2001

B. BAIJOT, M. DUCHENIE, J. STEPHENNE, “Production of Aujesky Vaccine by the Microcarrier Technology”,
Devel. Biol. Standard., 66, 523-530, 1987

M. P. DURRSCHMID, K. LANDAUER, G. SIMIC, H. KLUG, T. KEIJZER, F. TRAMPLER, A. OUDS-

HOORN, M. GROSCHL, D. MULLER, O. DOLBHOFF-DIER, “Comparison of Fluidized Bed and Ultrasonic
Cell Retention Systems for High Cell Density Mammalian Cell Culture”, Biotechnol. Prog., 19, 1045-1048, 2003

M. P. DURRSCHMID, K. LANDAUER, G. SIMIC, G. BLUML, O. DOLBHOFF-DIER, “Scaleable Inocula-
tion Strategies for Microcarrier Based Animal Cell Bioprocesses”, Biotechnol. And Bioeng., 83, No. 6, 2003

M.W. GLACKEN, R.J. FLEISCHAKER, A.J. SINSKEY, “Large Scale Production of Mammalian Cells and
Their Products”, in Annals New York Academy of Sciences, 355-372, 1989

J. B. GRIFFITHS, D.R CAMERON, D. LOBBY, “A Comparison of Unit Process Systems for Anchorage De-
pendet Cells”, Devel. Biol. Standard., 66, 331-338, 1994

E. LINDNER, A.-C. ARVIDSSON, I. WERGELAND, D. BILLIG, “Subpassaging Cells on Microcarriers”,
Devel. Biol. Standard., 66, 299-305, 1987

MERTEN, O.W., KIERULFF J.V., CASTINGOLLES, N., PERRIN, P, “Evaluation of the new serum free
medium (MSDSS2) for the production of different biologicals: Use of various cell lines”, Cytotechnol., 14, 47-59,
1994

B.J. MONTAGNON, B. FANGET, J.C: VINCENT-FALQUET, “Industrial Scale Production of Inactivated Po-
liovirus Vaccine Prepared by Culture of Vero Cells on Microcarrier” Rev. Of Inf. Diseases., 6, Supplement 2, 1984

14



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2341 352 T3

B.J. MONTAGNON, J.C: VINCENT-FALQUET, B. FANGET, “Thousand Litre Scale Microcarrier Culture of
Vero Cells for Killed Polio Viruses Vaccine”, Devel. Biol. Standard., 55, 37-42, 1984

M. REITER, F. WEIGANG, W. ERNST, “High Density Microcarrier Culture with a New Device which Allows
Oxygenation and Perfusion of Microcarrier Cultures” Cytotechnology, 3, 39-42, 1990

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2341 352 T3

REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la preparacién de material virico en un cultivo celular con microsoportes, que comprende
(a) una primera fase de cultivo que comprende un aumento del volumen del cultivo celular mediante la adi-
cién de medio de cultivo y material de microsoporte, alcanzdndose un primer volumen de cultivo celular
maximo;

(b) una etapa de infeccion que tiene lugar después de la mencionada primera fase de cultivo y que comprende
la adicién de material virico infeccioso al mencionado cultivo celular con microsoportes;

(c) una segunda fase de cultivo que tiene lugar después de la mencionada etapa de infeccién y que comprende
un aumento adicional del volumen del cultivo celular hasta un segundo volumen de cultivo celular mdximo,
generandose material virico durante la segunda fase de cultivo; y

(d) una etapa de recoleccion para obtener el material virico a partir del cultivo celular con microsoportes,

caracterizado porque

el mencionado segundo volumen de cultivo mdximo es de dos a siete veces mayor que el mencionado primer
volumen de cultivo maximo.

2. Procedimiento conforme a la reivindicacién 1, siendo el mencionado segundo volumen de cultivo mdximo de

tres a cuatro veces mayor que el mencionado primer volumen de cultivo maximo.

3. Procedimiento conforme a una de las reivindicaciones 1 o 2 en el que el mencionado aumento del volumen del
cultivo celular se consigue mediante la adicién de medio de cultivo no concentrado.

4. Procedimiento conforme a una de las reivindicaciones 1 a 3 en el que se usa un medio de cultivo libre de suero.

5. Procedimiento conforme a una de las reivindicaciones 1 a 4 en el que en la etapa de infeccién se usa una
multiplicidad de infeccién (MI) de 0,001 a 2.
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