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DESCRIPCION
Purificacion de moléculas bioldgicas
Campo de la invencion

La presente invencion proporciona un proceso inventivo y eficiente para la purificacién de una molécula diana a
partir de un eluido de Proteina A.

Antecedentes de la invencion

La produccion eficiente y econdmica a gran escala de biomoléculas, por ejemplo, proteinas terapéuticas que
incluyen anticuerpos, péptidos u hormonas, es una consideracién cada vez mas importante para las industrias
biotecnoldgica y farmacéutica. Generalmente, los procesos de purificacion son bastante elaborados y costosos, e
incluyen muchas etapas diferentes.

Tipicamente, las proteinas se producen mediante el uso de métodos de cultivo celular, por ejemplo, mediante el uso
de lineas celulares de mamifero o bacterianas manipuladas genéticamente de forma recombinante para producir la
proteina de interés. En general, después de la expresion de la proteina diana, su separacién de una o mas
impurezas tales como, por ejemplo, proteinas de células huésped, componentes del medio y acidos nucleicos,
plantea un desafio formidable. Tal separacion y purificacion es especialmente importante si las proteinas
terapéuticas se destinan al uso en humanos y deben ser aprobadas por agencias reguladoras, tal como la
Administracién de Farmacos y Alimentos (FDA).

Los procesos convencionales usados hoy en dia para la purificacion de proteinas a menudo incluyen al menos las
siguientes etapas: (a) una etapa de clarificaciéon para la eliminacion de células y residuos celulares, por ejemplo,
mediante el uso de la centrifugacion diferencial y/o filtracion; y (b) una o mas etapas posteriores de cromatografia
para separar la proteina de interés de diversas impurezas en la alimentacion de cultivo celular clarificado.

Mientras que los procesos de fermentacion y cultivo celular se pueden ejecutar en un modo discontinuo o
semicontinuo o de manera continua (por ejemplo, en forma de un proceso de perfusién continua), los procesos de
purificacién posteriores se ejecutan, tipicamente, como procesos discontinuos que a menudo se separan incluso
fisica y logisticamente. Entre cada etapa del proceso, la muestra se almacena, tipicamente, en un tanque de
deposito o de retencidon o reservorio para cambiar las condiciones de la solucion y hacerla adecuada para la
siguiente etapa del proceso. Por consiguiente, se requieren grandes recipientes para almacenar el producto
intermedio. Esto conduce a altos costos y a una flexibilidad y movilidad de fabricacion muy limitadas.

Ademas, la realizacion de una serie de etapas separadas del proceso discontinuo es laboriosa y costosa, asi como
también consume mucho tiempo.

En el caso de los anticuerpos monoclonales, el estandar de la industria para los procesos de purificacion tipicamente
implica un proceso “modelo”, que incluye varias operaciones unitarias. Una de las operaciones unitarias es una
etapa de purificacion que emplea un ligando de afinidad llamado Proteina A, aislado de Staphylococcus aureus, y
que se une a la regién Fc de los anticuerpos. Las operaciones unitarias adicionales suelen usarse junto con la
operacion unitaria de la Proteina A y la mayoria de las companias biofarmacéuticas emplean modelos de proceso
que son bastante similares en el uso de las operaciones unitarias, mientras que puede haber algunas variaciones en
el orden de las operaciones unitarias.

En la Figura 1 se muestra un proceso modelo ilustrativo usado hoy en dia en la industria. Los aspectos clave de este
modelo son una etapa de cosecha de células, que tipicamente implica el uso de centrifugacion para eliminar las
células y los residuos celulares de un caldo de cultivo celular, seguido de una filtracién en profundidad. La etapa de
cosecha de células suele ir seguida de una etapa de purificacion por afinidad de Proteina A, a la que sigue la
inactivacion de virus. La inactivacion de virus va seguida, tipicamente, de una o mas etapas cromatograficas,
también denominadas etapas de pulido, que suelen incluir una o mas de la cromatografia de intercambio catiénico
y/o cromatografia de intercambio aniénico y/o cromatografia de interacciones hidréfobas y/o cromatografia de modo
mixto y/o cromatografia de hidroxiapatita. Las etapas de pulido van seguidas de la filtracion del virus y la
ultrafiltracion/diafiltracion, que completa el proceso modelo. Véase, por ejemplo, Shukla y otros, J. Chromatography
B., 848 (2007) 28-39; Liu y otros, MAbs, 2010: septiembre a octubre 2(5): 480-499.

Generalmente, el efluente de las operaciones de filtracion y el eluido de las operaciones cromatograficas se
recolectan en tanques de depdésito intermedios y se almacenan, a menudo durante toda la noche, hasta la siguiente
operacion unitaria. El tiempo necesario para completar este proceso puede ser de 4 a 7 dias.

El documento WO2008/145351 se refiere a un método para purificar una inmunoglobulina.
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La presente invencion proporciona un proceso modelo mejorado que supera varias de las deficiencias de los
procesos modelo que se usan actualmente en la industria.

Resumen de la invencién
La invencion se define por las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencion proporciona un proceso que proporciona varias ventajas sobre los procesos modelo tipicos
que se usan hoy en dia en la industria. El proceso modelo que se describe en la presente descripcion incluye
operaciones unitarias que se conectan de manera continua o semicontinua y evitan la necesidad de tanques de
depodsito (también llamados tanques de retencion) entre determinadas operaciones unitarias, donde se usan,
tipicamente, tanques de retencion. Alternativamente, solo se emplean tanques de compensacion.

Debido a una combinacién especifica de determinadas etapas del proceso, el proceso descrito en la presente
descripcion requiere menos etapas que los procesos tipicos usados en la industria y también reduce
significativamente el tiempo del proceso de purificacion general, sin tener un impacto adverso en el rendimiento del
producto.

En algunas modalidades, el proceso de flujo continuo comprende ademas someter la muestra de flujo continuo de la
etapa (c) a la filtracion del virus

En algunas modalidades, el proceso de flujo continuo comprende ademas el uso de un mezclador estatico en linea
y/o un tanque de compensacion entre las etapas (b) y (c) para cambiar el pH.

En algunas modalidades, el eluido de la columna de cromatografia de Proteina A se somete a la inactivaciéon de
virus antes de ponerse en contacto con el carbén activado.

En algunas modalidades, las etapas (a)-(c) pueden realizarse en cualquier orden.
En algunas modalidades, el proceso emplea un unico patin.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una representacion esquematica de un proceso de purificacion convencional usado en la
industria.

La Figura 2 es una representacion esquematica de un proceso de purificacion ilustrativo, como se describe en la
presente descripcion. El proceso de purificacion que se muestra usa un biorreactor para el cultivo celular seguido
de las siguientes etapas del proceso: clarificacién, cromatografia de unién y eluciéon de Proteina A (captura);
inactivacion de virus; purificacion de flujo continuo; y formulacién. Como se muestra, cada una de las etapas del
proceso emplea uno o mas dispositivos que se usan para lograr el resultado deseado de la etapa del proceso.
Como se muestra, la clarificaciéon emplea la precipitacion y filtracion en profundidad; la cromatografia de unién y
elucién de Proteina A se realiza mediante el uso de una cromatografia continua de multiples columnas (CMC); la
inactivacion de virus emplea dos mezcladores estaticos en linea; la purificacion de flujo continuo emplea carbon
activado (CA) seguido de cromatografia de intercambio aniénico (AEX) seguido de un cambio de pH mediante el
uso de un mezclador estatico en linea y un tanque de compensacion seguido de cromatografia de intercambio
cationico de flujo continuo (CEX) y la filtracion del virus; y la formulacion emplea un dispositivo de filtracién de
flujo tangencial de diafiltracion/concentracion seguido de filtracion estéril. Uno o mas filtros estériles también se
emplean a lo largo del proceso.

La Figura 3 es un grafico que representa los resultados de un experimento para medir la presion de cada filtro de
profundidad (primario y secundario) y filtro estéril usado durante la etapa de clarificacion del proceso de la Figura
2. Los ejes X indican la carga del filtro (I/m?) y el eje X superior se refiere a la carga del filtro estéril y el eje X
inferior se refiere a la carga de los dos filtros de profundidad; y el eje Y indica la presién en psi.

La Figura 4 es un grafico que representa los resultados de un experimento para medir el avance de HCP y MAb
después de la filtracién en profundidad antes de la carga en la configuracién de cromatografia continua de
multiples columnas (CMC) de Proteina A. El eje X indica la carga del filtro de profundidad (I/m?), el eje Y
izquierdo indica la concentracion de MAb (mg/ml) y el eje Y derecho indica la concentracion de HCP (ug/ml).

La Figura 5 es una representacion esquematica de la etapa del proceso de purificacion de flujo continuo, como
se describe ademas en el Ejemplo 3.

La Figura 6 es un grafico que representa los resultados de un experimento para medir los perfiles de presion
después del filtro de profundidad, el carbén activado y la filtracion del virus. El eje Y indica la presion (psi) y el eje
X indica el tiempo en horas.

La Figura 7 es un grafico que representa los resultados de un experimento para medir el avance de HCP
después de la carga de la AEX. El eje Y indica la concentracion de HCP (ppm) y el eje X indica la carga de la
AEX (kg/l).

La Figura 8 es un grafico que representa los resultados de un experimento para medir la eliminacién de
agregados de MAb en funcién de la carga del dispositivo de filtracion de virus durante la operacion de
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purificacion de flujo continuo. El eje X indica la carga de filtracion de virus (kg/m?) y el eje Y indica el porcentaje
de agregados de MAb en la muestra después de la filtracion de virus.

La Figura 9 es un grafico que representa los resultados de un experimento para medir los perfiles de presion
después del carbén activado y antes de la filtracién de virus durante la operacién de purificacion de flujo
continuo. El eje X indica el tiempo en horas y el eje Y indica la presion en psi.

La Figura 10 es un grafico que representa los resultados de un experimento para medir los perfiles de pH y
conductividad, donde el pH se mide antes del carbon activado y antes del dispositivo de flujo continuo CEX y la
conductividad se mide antes del dispositivo de flujo continuo CEX. El eje Y izquierdo indica el pH, el eje Y de la
derecha indica la conductividad (mS/cm) y el eje X indica el tiempo en horas.

La Figura 11 es un cromatograma para la captura de Proteina A del MAb04 clarificado sin tratar mediante el uso
de la CMC que emplea dos unidades de separacion.

La Figura 12 es un cromatograma para la captura de Proteina A del MAbO4 clarificado con un polimero
inteligente mediante el uso de la CMC que emplea dos unidades de separacion.

La Figura 13 es un cromatograma para la captura de Proteina A del MAbO4 clarificado con acido caprilico
mediante el uso de la CMC que emplea dos unidades de separacion.

La Figura 14 es un grafico que representa los resultados de un experimento para investigar el efecto del tiempo
de residencia en la eliminacién de HCP mediante el uso de carbon activado y un dispositivo de cromatografia de
intercambio aniénico (AEX), como parte de la operacion de purificacion de flujo continuo. El eje Y indica la
concentracion de HCP (ppm) y el eje X indica la carga de la AEX (kg/l).

La Figura 15 es un grafico que representa los resultados de un experimento para medir el efecto sobre la subida
del pH después de usar un tanque de compensacién entre la cromatografia de intercambio aniénico de flujo
continuo y la etapa de cromatografia de intercambio catiénico en una operacién de purificacion de flujo continuo.
El eje X indica el pH y el eje Y indica el tiempo en horas.

La Figura 16 es una representacion esquematica de la configuracion experimental usada para demostrar que la
ejecucion de la operacion de purificacion de flujo continuo, de manera continua, no tiene un efecto perjudicial
sobre la pureza del producto.

La Figura 17 es un grafico que representa los resultados de un experimento para investigar los perfiles de
presion después de la filtracion de virus, mediante el uso de un dispositivo de filtracion de virus en un formato
continuo y en un modo discontinuo. El eje Y indica la presion en psi y el eje X indica el tiempo de procesamiento
en horas.

La Figura 18 es un grafico que representa los resultados de un experimento para investigar el efecto de la
velocidad de flujo sobre la capacidad de procesamiento del dispositivo de filtracion de virus. El eje Y indica la
caida de presion (psi) y el eje X indica la capacidad de procesamiento del dispositivo de filtracion de virus
(kg/m2).

La Figura 19 representa un cromatograma del Lote # 1712 con el MAb5 a pH 5,0 y un tiempo de residencia de 3
minutos. Como se representa en la Figura 19, la mayor parte del producto se recolecta en el flujo continuo y esto
se indica por el avance, relativamente rapido, de la traza UV de proteina. El tamafo del pico de la franja
generalmente varia en base a las condiciones y la masa total cargada, pero esta relativamente enriquecido con
especies de agregados en un 95,6 %, en comparacion con el material de carga que tenia solo un 5,5 % de
agregados.

La figura 20 es un grafico que representa los picos de elucion (primer pico entre 120 y 130 ml) y regeneracion
(alrededor de 140 ml) del cromatograma de purificacion de Proteina A para el cultivo celular tratado con un
polimero sensible al estimulo y/o NaCl. También se muestra el control sin ningun tratamiento. El eje X representa
el volumen pasado a través de la columna de Proteina A y el eje Y representa la absorbancia a una longitud de
onda de 280 nm.

La Figura 21 es un gréafico de barras que representa el LRV de HCP en funcion de la concentracién de NaCl
usada en el lavado intermedio o en la etapa de carga durante la cromatografia de Proteina A. El eje X representa
la concentracion de NaCl en molar (M) y el eje Y representa el LRV de HCP.

La Figura 22 es un grafico de barras que representa el porcentaje de recuperacion del producto (MAb) en funcion
de la concentracion de NaCl en la etapa de lavado intermedio o en la etapa de carga durante la cromatografia de
Proteina A. El eje X representa la concentraciéon de NaCl en M y el eje Y representa el porcentaje de
recuperacion de MAb.

La Figura 23 es un grafico de barras que representa la concentracion de HCP en partes por millon (ppm) en
funcion del aditivo incluido en la etapa de lavado intermedio o en la etapa de carga durante la cromatografia de
Proteina A. El eje X representa el aditivo incluido y el eje Y representa la concentracion de HCP en ppm.

La Figura 24 es un grafico de barras que representa el LRV de HCP en funcién del aditivo incluido en la etapa de
lavado intermedio o en la etapa de carga durante la cromatografia de Proteina A. El eje X representa el aditivo
incluido y el eje Y representa el LRV de HCP.

La Figura 25 es un grafico de barras que representa la relacion entre el volumen de la mezcla de muestras de
elucion del aditivo y el volumen de la mezcla de muestras de elucion del control en funcién del aditivo incluido en
la etapa de lavado intermedio o en la etapa de carga durante la cromatografia de Proteina A. El eje X representa
el aditivo incluido y el eje Y representa la relacion entre el volumen de la mezcla de muestras de elucion del
aditivo y el volumen de la mezcla de muestras de elucién del control.
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Descripcion detallada

La presente invencion proporciona un proceso que supera varios inconvenientes asociados con los procesos modelo
tipicos usados en la industria para la purificacion de moléculas bioldgicas tales como anticuerpos.

Como se discutio anteriormente, los procesos modelo tipicos para la purificacion de moléculas biolégicas incluyen
muchas etapas diferentes, que incluyen una o mas etapas cromatograficas, requieren el uso de tanques de
retencion o depdsito entre las etapas, asi como también tardan varias horas o dias en completarse.

Ha habido algunos esfuerzos para apartarse de un proceso modelo tipico. Por ejemplo, en la publicacion de patente
del PCT num. WO 2012/014183 se discuten los métodos para la purificacién de proteinas en los que se combinan
en tandem dos o mas modos de separacion cromatografica. Ademas, en la publicaciéon de patente de Estados
Unidos num. 2008/0269468 se discute la combinacién de un sistema de fermentacion por perfusion continua con un
sistema continuo de eliminacion de particulas y un sistema continuo de purificacién, donde la velocidad de flujo de la
mezcla a través de todo el proceso se mantiene sustancialmente constante.

Ademas, en la publicaciéon del PCT num. WO2012/051147 se discuten los procesos para la purificacion de proteinas,
pero no parece describir un proceso continuo o semicontinuo.

Por ultimo, la publicacion del PCT num. WO2012/078677 describe un proceso continuo para la fabricacion de
moléculas bioldgicas; sin embargo, parece depender de la utilizacion de conjuntos de multiples valvulas. Ademas, la
publicacion del PCT mencionada anteriormente tampoco ensefia ni sugiere el uso de todas las etapas del proceso
descritas en la presente descripcion. Por ejemplo, no parece haber ninguna ensefianza o sugerencia de una
operacion de purificacion de flujo continuo que incluya multiples etapas de flujo continuo que incluyen, por ejemplo,
el uso de un dispositivo de flujo continuo de carbdn activado, un medio AEX de flujo continuo, un medio CEX de flujo
continuo y un filtro de virus de flujo continuo. De hecho, la publicacion del PCT num. WO2012/078677 no ensefia ni
sugiere una etapa de cromatografia de intercambio catiénico realizada en un modo de flujo continuo. Por ultimo, la
PCT mencionada anteriormente tampoco describe un proceso continuo que use una Unica etapa de cromatografia
de unién y elucion y que pueda realizarse satisfactoriamente con intervenciones minimas, segun los procesos
descritos en la presente descripcion.

Por lo tanto, aunque parece conveniente tener un proceso de purificacién que se realice en un modo continuo, ha
sido dificil lograr un proceso continuo eficiente debido a la complejidad asociada con la conexidon de varias
operaciones unitarias individuales para ejecutarse en un modo continuo, o incluso semicontinuo, con intervenciones
minimas, por ejemplo, menos ajustes de la solucion (por ejemplo, cambios en el pH y/o conductividad). Sin embargo,
la presente invencién ha sido capaz de lograr exactamente eso.

La presente invencién también proporciona otras ventajas sobre los procesos convencionales usados en la industria
hoy en dia, por ejemplo, reduce el nimero de etapas del proceso y evita la necesidad de usar grandes tanques de
depodsito entre las etapas del proceso para los ajustes en la solucion. En el caso de los procesos y sistemas
descritos en la presente descripcién, no se requiere realizar diluciones de gran volumen para cambiar la
conductividad, de esta manera se evita la necesidad de usar grandes tanques de depdsito entre las etapas del
proceso. Ademas, en algunas modalidades, los procesos descritos en la presente descripcion emplean menos
equipos de control/supervision (también llamados "patines"), que se asocian, tipicamente, con cada etapa unica del
proceso, en comparacion con los procesos convencionales usados en la técnica.

En algunas modalidades, la presente descripcién también proporciona procesos que emplean la inclusién de un
aditivo durante la etapa de carga de la cromatografia de Proteina A, lo que resulta en la reduccion o eliminacion de
una o mas etapas de lavado intermedio al pasar directamente de la etapa de carga a la etapa de elucién o al reducir
el numero de etapas de lavado entre la etapa de carga y la etapa de elucién, sin sacrificar la pureza del producto.
Mientras en la publicacion de patente de Estados Unidos nuim. 20130096284 se discute la inclusion de un
aminoacido o sal en la muestra que se carga en una columna de cromatografia de Proteina A, la publicacion anterior
no parece ensefar o sugerir el uso de tal etapa de cromatografia de Proteina A en un modo continuo o semicontinuo
de multiples columnas, como se describe en la presente descripcion. En su lugar, se discute la etapa Proteina A que
debe realizarse en un modo discontinuo, de una uUnica columna.

La presente descripcion demuestra que, incluso tras la eliminacion o reduccién del numero de etapas de lavado
realizadas durante la etapa de cromatografia de Proteina A, se observa una reduccion en el nivel de impurezas, por
ejemplo, las HCP, sin sacrificar la pureza del producto.

Para que la presente descripcion pueda entenderse mas facilmente, primero se definen determinados términos. Se
establecen definiciones adicionales a lo largo de la descripcion detallada.

Definiciones
Antes de describir la presente descripcion en detalle, debe entenderse que esta invencion no se limita a las etapas

del proceso especificas, ya que pueden variar. Las etapas del proceso son como se definen en las reivindicaciones
adjuntas. Debe sefialarse que, como se usa en esta descripcion y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
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singulares "un", "una", y "el/la" incluyen los referentes plurales a menos que el contexto lo indique claramente de
cualquier otra manera. Por tanto, por ejemplo, la referencia a "un ligando" incluye una pluralidad de ligandos vy la
referencia a "un anticuerpo” incluye una pluralidad de anticuerpos y similares.

A menos que se defina de cualquier otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente
descripcion tienen el mismo significado que el entendido comunmente por un experto en la técnica con la cual se
relaciona esta invencion.

Los siguientes términos se definen para los fines de la invencién como se describe en la presente descripcion.

Como se usa en la presente descripcion, el término "molécula diana" o "compuesto diana" se refiere a cualquier
molécula, sustancia o compuesto o mezclas de los mismos que se aisla, separa o purifica de una o0 mas impurezas
en una muestra mediante el uso de los procesos y sistemas descritos en la presente descripcion. En diversas
modalidades, la molécula diana es una molécula biolégica tal como, por ejemplo, una proteina o una mezcla de dos
0 mas proteinas. En una modalidad particular, la molécula diana es una proteina que contiene una regién Fc tal
como un anticuerpo.

El término "anticuerpo” se refiere a una proteina que tiene la capacidad de unirse especificamente a un antigeno.
Tipicamente, los anticuerpos tienen una estructura basica de cuatro cadenas polipeptidicas que consiste de dos
cadenas pesadas y dos ligeras, dichas cadenas se encuentran estabilizadas, por ejemplo, mediante enlaces
disulfuro entre las cadenas. Los anticuerpos pueden ser monoclonales o policlonales y pueden existir en forma
monomeérica o polimérica, por ejemplo, los anticuerpos IgM que existen en forma pentamérica y/o los anticuerpos IgA
que existen en forma monomeérica, dimérica o multimérica. Los anticuerpos también pueden incluir anticuerpos de
multiples especificidades (por ejemplo, anticuerpos de dos especificidades) y fragmentos de anticuerpos, siempre
que retengan o se modifiquen para que comprendan, un dominio de union al ligando especifico. El término
"fragmento" se refiere a una parte o porcion de un anticuerpo o cadena de anticuerpo que comprende menos
residuos de aminoacidos que un anticuerpo o cadena de anticuerpo intacto o completo. Los fragmentos pueden
obtenerse a través del tratamiento quimico o enzimatico de un anticuerpo o cadena de anticuerpo intacto o
completo. Los fragmentos también pueden obtenerse por medios recombinantes. Cuando se producen de forma
recombinante, los fragmentos pueden expresarse solos o como parte de una proteina mas grande llamada proteina
de fusién. Los fragmentos ilustrativos incluyen los fragmentos Fab, Fab', F(ab')2, Fc y/o Fv.

Una proteina que contiene una region Fc es una proteina recombinante que incluye la region Fc de una
inmunoglobulina fusionada a otro polipéptido o a un fragmento del mismo. Las polipéptidos ilustrativos incluyen, por
ejemplo, renina; una hormona del crecimiento, que incluye la hormona del crecimiento humano y la hormona del
crecimiento bovina; factor liberador de hormona del crecimiento; hormona paratiroidea; hormona estimulante del
tiroides; lipoproteinas; a-1-antitripsina; cadena a de la insulina; cadena B de la insulina; proinsulina; hormona
estimulante del foliculo; calcitonina; hormona luteinizante; glucagon; factores de la coagulacion tales como el factor
VIIIC, factor IX, factor tisular y factor von Willebrands; factores anticoagulantes tal como la proteina C; factor
natriurético auricular; tensioactivo pulmonar; un activador de plasminégeno, tal como urocinasa o el activador de
plasmindégeno de orina humana o de tipo tisular (t-PA); bombesina; trombina; factor de crecimiento hematopoyético,
factor de necrosis tumoral a y B; encefalinasa; RANTES (regulado por activacion, normalmente expresado y
secretado por linfocitos T); proteina inflamatoria de macréfagos humanos (MIP-1-a); una albdimina sérica tal como
albumina sérica humana; sustancia inhibidora mulleriana; cadena a de la relaxina; cadena B de la relaxina;
prorrelaxina; péptido asociado a la gonadotropina de raton; una proteina microbiana, tal como la B-lactamasa;
ADNasa; IgE; un antigeno asociado a linfocitos T citotdxicos (CTLA), tal como CTLA-4; inhibina; activina; factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF); receptores para hormonas o factores de crecimiento; Proteina A o D;
factores reumatoides; un factor neurotrofico tal como el factor neurotréfico derivado de hueso (BDNF), neurotrofina-
3,4, 506 (NT-3, NT-4, NT-5 o NT-6), o un factor de crecimiento nervioso tal como NGF-3; factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF); factor de crecimiento de fibroblastos tales como o-FGF y B-FGF; factor de
crecimiento epidérmico (EGF); factor de crecimiento transformante (TGF) tales como TGF-alfa y TGF-B, que
incluyen TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, TGF B4 o TGF-B5; factor de crecimiento similar a la insulina | y Il (IGF-I e IGF-II);
des(1-3)-IGF-I (IGF-I cerebral), proteinas de union al factor de crecimiento similar a la insulina (IGFBP); proteinas
CD tales como CD3, CD4, CD8, CD19, CD20, CD34 y CD40; eritropoyetina; factores osteoinductores;
inmunotoxinas; una proteina morfogenética 6sea (BMP); un interferon tal como interferon a, B y y; factores
estimulantes de colonias (CSF), por ejemplo, M-CSF, GM-CSF y G-CSF; interleucinas (IL), por ejemplo, IL-1 a IL-10;
superoxido dismutasa; receptores de linfocitos T; proteinas de membrana superficiales; factor de aceleracion de la
descomposicion; antigeno viral tal como, por ejemplo, una porcion de la envoltura del SIDA; proteinas de transporte;
receptores de guiado; adresinas; proteinas reguladoras; integrinas tales como CD11a, CD11b, CD11c, CD18, una
ICAM, VLA-4 y VCAM; un antigeno asociado a tumor tal como el receptor HER2, HER3 o HER4; y fragmentos y/o
variantes de cualquiera de los polipéptidos enumerados anteriormente. Ademas, un anticuerpo que puede purificarse
mediante el uso de los procesos descritos en la presente descripcion puede unirse especificamente a cualquiera de
los polipéptidos enumerados anteriormente.

Como se usa en la presente descripcion, y a menos que se indique de cualquier otra manera, el término "muestra”
se refiere a cualquier composicion o mezcla que contiene una molécula diana. Las muestras pueden derivar de
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fuentes bioldgicas o de otro tipo. Las fuentes bioldgicas incluyen fuentes eucarioticas y procaridticas, tales como
células, tejidos y 6rganos vegetales y animales. La muestra también puede incluir diluyentes, tampones, detergentes
y especies contaminantes, residuos y similares que se encuentran mezclados con la molécula diana. La muestra
puede estar "parcialmente purificada" (es decir, se ha sometido a una o mas etapas de purificacion, tales como
etapas de filtracién) o puede obtenerse directamente de una célula u organismo huésped que produce la molécula
diana (por ejemplo, la muestra puede comprender fluido de cultivo celular cosechado). En algunas modalidades, una
muestra es una alimentacién de cultivo celular.

El término "impureza" o "contaminante", como se usa en la presente descripcion, se refiere a cualquier molécula
extrafa u objetable, que incluye una macromolécula biolégica tal como ADN, ARN, una o mas proteinas de células
huésped, endotoxinas, lipidos y uno 0 mas aditivos que pueden estar presentes en una muestra que contiene la
molécula diana que se esta separando de una o mas de las moléculas extrafias u objetables mediante el uso de un
proceso de la presente invencién. Ademas, tal impureza puede incluir cualquier reactivo que se use en una etapa
que pueda ocurrir antes del método de la invencion. Una impureza puede ser soluble o insoluble en la naturaleza.

El término "impureza insoluble", como se usa en la presente descripcion, se refiere a cualquier entidad inconveniente
u objetable presente en una muestra que contiene una molécula diana, donde la entidad es una particula
suspendida o un solido. Las impurezas insolubles ilustrativas incluyen células enteras, fragmentos celulares y
residuos celulares.

El término "impureza soluble", como se usa en la presente descripcion, se refiere a cualquier entidad inconveniente u
objetable presente en una muestra que contiene una molécula diana, donde la entidad no es una impureza insoluble.
Las impurezas solubles ilustrativas incluyen proteinas de la célula huésped (HCP), ADN, ARN, virus, endotoxinas,
componentes de medios de cultivo celular, lipidos, etc.

Los términos "proteina de células de ovario de hamster chino" y "CHOP" se usan indistintamente para referirse a una
mezcla de proteinas de células huésped ("HCP") derivadas de un cultivo de células de ovario de hamster chino
("CHQ"). Las HCP o CHOP generalmente se presentan como una impureza en un medio o lisado de cultivo celular
(por ejemplo, un fluido de cultivo celular cosechado ("HCCF")) que comprende una molécula diana tal como un
anticuerpo o inmunoadhesina expresado en una célula CHO). La cantidad de CHOP presente en una mezcla que
comprende una molécula diana proporciona una medida del grado de pureza de la molécula diana. La HCP o CHOP
incluye, pero no se limita a, una proteina de interés expresada por la célula huésped, tal como una célula huésped
CHO. Tipicamente, la cantidad de CHOP en una mezcla de proteinas se expresa en partes por milléon con relacién a
la cantidad de la molécula diana en la mezcla. Se entiende que cuando la célula huésped es otro tipo de célula, por
ejemplo, una célula de mamifero ademas de CHO, E. coli, una levadura, una célula de insecto o una célula vegetal,
HCP se refiere a las proteinas, distintas de la proteina diana, encontradas en un lisado de esa célula huésped.

El término "partes por millén" o "ppm" se usan indistintamente en la presente descripcién para referirse a una medida
de la pureza de una molécula diana purificada mediante el uso de un proceso descrito en la presente descripcion.
Las unidades ppm se refieren a la cantidad de HCP o CHOP en nanogramos/miligramo por molécula diana en
miligramos/mililitro (es decir, (CHOP ng/ml)/(molécula diana mg/ml), donde la molécula diana y las HCP estan en
solucién).

Los términos "purificar", "purificacion", "separar”, "separacion”, "aislar", o "aislamiento”, como se usan en la presente
descripcion, se refieren al aumento del grado de pureza de una molécula diana a partir de una muestra que
comprende la molécula diana y una o mas impurezas. Tipicamente, el grado de pureza de la molécula diana
aumenta al eliminar (total o parcialmente) al menos una impureza de la muestra.

Los términos "modo de union y elucion" y "proceso de unién y elucion”, como se usan en la presente descripcion, se
refieren a una técnica de separacion en la cual al menos una molécula diana contenida en una muestra (por
ejemplo, una proteina que contiene una regioén Fc) se une a una resina adecuada o medios (por ejemplo, un medio
de cromatografia de afinidad o un medio de cromatografia de intercambio catidnico) y posteriormente se eluye.

Los términos "proceso de flujo continuo”, "modo de flujo continuo" y "operacién de flujo continuo", tal como se usan
indistintamente en la presente descripcion, se refieren a una técnica de separacion en la cual al menos una molécula
diana (por ejemplo, una proteina que contiene una region Fc o un anticuerpo) contenido en una preparacion
biofarmacéutica junto con una o mas impurezas esta destinado a fluir a través de un material, que suele unirse a una
0 mas impurezas, donde la molécula diana no suele unirse (es decir, fluye a través).

El término "etapa del proceso" u "operacion unitaria", como se usa indistintamente en la presente descripcion, se
refiere al uso de uno 0 mas meétodos o dispositivos para lograr un resultado determinado en un proceso de
purificacion. Los ejemplos de las etapas del proceso u operaciones unitarias que pueden emplearse en los procesos
y sistemas descritos en la presente descripcion incluyen, pero no se limitan a, clarificacion, cromatografia de unién y
elucion, inactivacién de virus, purificacion de flujo continuo (que incluye el uso de dos o mas medios seleccionados
de carbon activado, intercambio anidnico e intercambio catiénico en un modo de flujo continuo) y formulacién. Se
entiende que cada una de las etapas del proceso u operaciones unitarias puede emplear mas de un etapa o método
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o dispositivo para lograr el resultado deseado de esa etapa del proceso u operaciéon unitaria. Por ejemplo, en
algunas modalidades, la etapa de clarificacion y/o la operacion de purificacion de flujo continuo, como se describe en
la presente descripcion, puede emplear mas de un etapa o método o dispositivo para lograr esa etapa del proceso u
operacion unitaria. En algunas modalidades, uno o mas dispositivos que se usan para realizar una etapa del proceso
u operacion unitaria son dispositivos de un solo uso y pueden eliminarse y/o reemplazarse sin tener que reemplazar
ningun otro dispositivo en el proceso o incluso tener que detener la ejecucion de un proceso.

Como se usa en la presente descripcion, el término "sistema" generalmente se refiere a la forma fisica de todo el
proceso de purificacion, que incluye dos o0 mas dispositivos para realizar las etapas del proceso u operaciones
unitarias, como se describe en la presente descripcion. En algunas modalidades, el sistema esta encerrado en un
entorno estéril.

Como se usa en la presente descripcion, el término "unidad de separacion” se refiere a un equipo o aparato, que
puede usarse en una separacion cromatografica de unién y elucion o una etapa de flujo continuo o una etapa de
filtracion. Por ejemplo, una unidad de separacion puede ser una columna de cromatografia o un cartucho de
cromatografia que se llena con una matriz adsorbente o un dispositivo cromatografico que contiene un medio que
tiene la funcionalidad apropiada. En algunas modalidades, de acuerdo con los procesos y sistemas descritos en la
presente descripciodn, se usa una uUnica etapa de cromatografia de union y elucion en el proceso de purificacion que
emplea dos o mas unidades de separacion. En una modalidad, las dos o mas unidades de separacion incluyen los
mismos medios.

En diversas modalidades, los procesos y sistemas descritos en la presente descripcion evitan la necesidad de usar,
necesariamente, tanques de depésito, de esta manera se reduce significativamente el tiempo general para ejecutar
un proceso de purificacion, asi como también el espacio fisico total que ocupa el sistema. En consecuencia, en
diversas modalidades de acuerdo con la presente invencioén, la salida de una etapa del proceso (u operacion
unitaria) es la entrada para la siguiente etapa (u operacion unitaria) en el proceso y fluye directa y continuamente
hacia la siguiente etapa del proceso (u operacion unitaria). operacion), sin la necesidad de recolectar toda la salida
de una etapa del proceso.

Como se usa en la presente descripcion, el término "tanque de depdsito" se refiere a cualquier contenedor,
recipiente, reservorio, tanque o bolsa, que se usa generalmente entre etapas del proceso y tiene un tamafo/volumen
para permitir la recoleccion de todo el volumen de salida de una etapa del proceso. Los tanques de depésito pueden
usarse para retener o almacenar o manipular las condiciones de la soluciéon de todo el volumen de salida de una
etapa del proceso. En diversas modalidades de acuerdo con la presente descripcidn, los procesos y sistemas
descritos en la presente descripcion evitan la necesidad de usar uno o mas tanques de depésito.

En algunas modalidades, los procesos y sistemas descritos en la presente descripcion pueden usar uno o mas
tanques de compensacion a lo largo de un proceso de purificacion.

El término "tanque de compensacion”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a cualquier contenedor o
recipiente o bolsa, que se usa entre las etapas del proceso o dentro de una etapa del proceso (por ejemplo, cuando
una unica operacion del proceso comprende mas de una etapa); donde la salida de una etapa fluye a través del
tanque de compensacion a la etapa siguiente. En consecuencia, un tanque de compensacion es diferente de un
tanque de depdsito, en el sentido de que no esta destinado a retener o recolectar todo el volumen de salida de una
etapa; pero en su lugar permite un flujo continuo de salida de una etapa a la siguiente. En algunas modalidades, el
volumen de un tanque de compensacion usado entre dos etapas del proceso o dentro de una operacion del proceso
(por ejemplo, operacion de purificacion de flujo continuo) descrito en la presente descripcidn, no es mas del 25 % del
volumen total de salida de la etapa del proceso. En otra modalidad, el volumen de un tanque de compensacion no es
mas de 10 % del volumen total de salida de una etapa del proceso. En algunas otras modalidades, el volumen de un
tanque de compensacion es menor que el 35 %, o menor que el 30 %, o menor que el 25 %, o menor que el 20 %, o
menor que el 15 %, o menor que el 10 % del volumen total de un cultivo celular en un biorreactor, que constituye el
material de partida a partir del cual se purifica una molécula diana.

El término "proceso continuo”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a un proceso para purificar una
molécula diana, que incluye dos o mas etapas del proceso (u operaciones unitarias), de modo que la salida de una
etapa del proceso fluye directamente hacia la siguiente etapa del proceso en el proceso, sin interrupcion y/o sin la
necesidad de recolectar todo el volumen de la salida de una etapa del proceso antes de realizar la siguiente etapa
del proceso. En una modalidad, pueden realizarse dos 0 mas etapas del proceso simultaneamente durante al menos
una porcion de su duracién. En otras palabras, en el caso de un proceso continuo, como se describe en la presente
descripcion, no es necesario completar una etapa del proceso antes de que comience la siguiente etapa del
proceso, pero una porcion de la muestra siempre esta en movimiento a través de las etapas del proceso. El término
"proceso continuo" también se aplica a las etapas dentro de una operacion del proceso, en cuyo caso, durante el
desempefio de una operacion del proceso que incluye multiples etapas, la muestra fluye continuamente a través de
las multiples etapas que son necesarias para realizar la operacién del proceso. Un ejemplo de tal operacion del
proceso descrito en la presente descripcion es la operacion de purificacion de flujo continuo que incluye multiples
etapas que se realizan de manera continua y emplea dos o mas de carbon activado de flujo continuo, medio AEX de
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flujo continuo, medio CEX de flujo continuo, y filtracion de virus de flujo continuo. En una modalidad, la operacién de
purificacién de flujo continuo se lleva a cabo en el orden: carbon activado seguido de medio AEX seguido de medio
CEX seguido de filtracion de virus. Sin embargo, se entiende que el carbén activado, los medios AEX y los medios
CEX pueden usarse en cualquier orden. En consecuencia, en algunas modalidades, la AEX va seguida de carbén
activado seguido de medio CEX; o alternativamente, la CEX va seguida por carbon activado seguido por medio AEX.
En otras modalidades mas, el carbon activado va seguido de medio CEX seguido de medio AEX. En aun otras
modalidades, el medio AEX va seguido del medio CEX seguido por carbon activado; o alternativamente, el medio
CEX va seguido por medio AEX seguido por carbodn activado.

Los procesos continuos, como se describe en la presente descripcidon, también incluyen procesos en los que la
entrada del material fluido en cualquier etapa del proceso Unica, o la salida, es discontinua o intermitente. Tales
procesos también pueden denominarse procesos "semicontinuos”. Por ejemplo, en algunas modalidades de acuerdo
con la presente descripcion, la entrada en una etapa del proceso (por ejemplo, una etapa de cromatografia de union
y elucién) puede cargarse continuamente; sin embargo, la salida puede recolectarse de forma intermitente, donde
las otras etapas del proceso en el proceso de purificacion son continuas. En consecuencia, en algunas modalidades,
los procesos y sistemas descritos en la presente descripcion incluyen al menos una operacion unitaria que se opera
de manera intermitente, mientras que las otras operaciones unitarias en el proceso o sistema pueden operarse de
manera continua.

El término "proceso conectado" se refiere a un proceso para purificar una molécula diana, donde el proceso
comprende dos 0 mas etapas del proceso (u operaciones unitarias), que se conectan para estar en comunicacion
fluida directa entre si, de modo que el material fluido fluya continuamente a través de las etapas del proceso en el
proceso y esté en contacto simultaneo con dos o mas etapas del proceso durante la operacion normal del proceso.
Se entiende que a veces, al menos una etapa del proceso en el proceso puede aislarse temporalmente de las otras
etapas del proceso mediante una barrera, tal como una valvula en la posicion cerrada. Este aislamiento temporal de
las etapas individuales del proceso puede ser necesario, por ejemplo, durante el inicio o apagado del proceso o
durante la eliminacién/reemplazo de las operaciones unitarias individuales. El término "proceso conectado" también
se aplica a las etapas dentro de una operacién del proceso que se conectan para estar en comunicacion fluida entre
si, por ejemplo, cuando una operacion de proceso requiere que se realicen varias etapas para lograr el resultado
deseado de la operacion (por ejemplo, la operacion de purificacion de flujo continuo usada en los métodos descritos
en la presente descripcion).

El término "comunicacion fluida", como se usa en la presente descripcion, se refiere al flujo de material fluido entre
dos etapas del proceso o al flujo de material fluido entre las etapas del proceso de una operacion del proceso, donde
las etapas del proceso se conectan por cualquier medio adecuado (por ejemplo, una linea de conexion o tanque de
compensacion), de esta manera se permite el flujo de fluido de una etapa del proceso a otra etapa del proceso. En
algunas modalidades, una linea de conexién entre dos operaciones unitarias puede interrumpirse por una o mas
valvulas para controlar el flujo de fluido a través de la linea de conexion. Una linea de conexion puede tener la forma
de un tubo, una manguera, una tuberia, un canal o algun otro medio que permita el flujo de liquido entre dos etapas
del proceso.

Los términos "clarificar", " clarificacion" y "etapa de clarificacion”, como se usan en la presente descripcion, se
refieren a una etapa del proceso para eliminar particulas suspendidas y/o coloides, de esta manera se reduce la
turbidez, de una solucién que contiene la molécula diana, medida en NTU (unidades nefelométricas de turbidez). La
clarificacion puede lograrse mediante una variedad de medios, que incluyen la centrifugacion o filtracion. La
centrifugacion puede hacerse en modo discontinuo o continuo, mientras que la filtracion podria hacerse en un flujo
normal (por ejemplo, filtracion en profundidad) o en un modo de flujo tangencial. En los procesos usados en la
industria hoy en dia, la centrifugacién va seguida, tipicamente, por la filtracion en profundidad, destinada a eliminar
las impurezas insolubles, que pueden no haberse eliminado mediante centrifugacion. Ademas, pueden usarse
métodos para mejorar la eficiencia de la clarificacion, por ejemplo, la precipitacion. La precipitacion de impurezas
puede realizarse por diversos medios, tales como la floculacién, el ajuste del pH (precipitacion acida), los cambios de
temperatura, el cambio de fase debido a polimeros o moléculas pequefias sensibles al estimulo, o cualquier
combinacion de estos métodos. En algunas modalidades descritas en la presente descripcion, la clarificacion implica
cualquiera de las combinaciones de dos o mas de centrifugacion, filtracion, filtracion en profundidad y precipitacion.
En algunas modalidades, los procesos y sistemas descritos en la presente descripcion evitan la necesidad de
centrifugacion.

El término "precipitar", "precipitado” o "precipitacion" como se usa en la presente descripcion, se refiere al proceso
usado en la clarificacion, en el que las propiedades de las impurezas inconvenientes se modifican de modo que
puedan separarse mas facilmente de la molécula diana soluble. Esto se realiza, tipicamente, mediante la formacién
de grandes particulas agregadas y/o complejos insolubles que contienen las impurezas inconvenientes. Estas
particulas tienen propiedades (por ejemplo, densidad o tamafio) de modo que pueden separarse mas facilmente de
la fase liquida que contiene la molécula diana soluble, tal como mediante filtracion o centrifugacion. En algunos
casos, se efectia un cambio de fase, de modo que las impurezas inconvenientes pueden separarse mas facilmente
de la molécula diana soluble. La precipitacion por cambio de fase puede lograrse mediante la adicion de un agente
precipitante, tal como un polimero o una molécula pequefia. En una modalidad particular, el precipitante es un
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polimero sensible al estimulo, también denominado polimero inteligente. En algunas modalidades descritas en la
presente descripcion, el precipitante o agente precipitante es un floculante. La floculacién, como se usa en la
presente descripcion, es una forma de realizar la precipitacion donde el desempefio depende, tipicamente, de la
concentracion de floculante usada ("dependiente de la dosis"). Los agentes floculantes tipicos son los polielectrolitos,
tales como los policationes, que forman complejos con impurezas con carga opuesta.

En algunas modalidades descritas en la presente descripcion, la clarificacion emplea la adicion de un precipitante a
una muestra que contiene una molécula diana y una o mas impurezas. En algunos casos, puede usarse un cambio
en las condiciones de la solucion (tales como temperatura, pH, salinidad) para iniciar la precipitacion, tal como en el
caso de los polimeros sensibles al estimulo. El material precipitado que contiene una o mas impurezas, asi como
también el agente precipitante, se elimina posteriormente, de esta manera se recupera la molécula diana en la fase
liquida, donde el liquido luego se somete, tipicamente, a etapas adicionales del proceso para purificar
adicionalmente la molécula diana.

La precipitacion puede realizarse directamente en un biorreactor que contiene un cultivo celular que expresa una
molécula diana a purificar, donde se afade un precipitante directamente al biorreactor. Alternativamente, el
precipitante puede afiadirse al cultivo celular, que tipicamente contiene la molécula diana, en un recipiente separado.

En algunas modalidades, el precipitante se afiade mediante el uso de un mezclador estatico. En caso de que el
precipitante sea un polimero sensible al estimulo, tanto el polimero como el estimulo al cual es sensible, pueden
afadirse mediante el uso de un mezclador estatico.

Los expertos en la técnica conocen muchas maneras de eliminar el material precipitado, tales como la
centrifugacion, filtracién o sedimentacion o cualquier combinacién de las mismas.

El término "sedimentacion", como se usa en la presente descripcion, se refiere a un proceso de sedimentacion en el
cual el material precipitado migra al fondo de un recipiente bajo la influencia de fuerzas gravitacionales. La
sedimentacion puede ir seguida por la decantacion o filtracion de la fase liquida o el sobrenadante.

Los términos "estimulo" o "estimulos", como se usan indistintamente en la presente descripcion, se refieren a un
cambio fisico o quimico en el entorno que resulta en una respuesta de un polimero sensible al estimulo. En
consecuencia, tales polimeros son sensibles a un estimulo y el estimulo resulta en un cambio en la solubilidad del
polimero. Los ejemplos de estimulos a los que son sensibles uno o mas polimeros usados en la presente
descripcion incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, cambios en la temperatura, cambios en la conductividad y/o
cambios en el pH. En algunas modalidades, un estimulo comprende la adicion a una muestra de un agente
complejante o una sal que forma complejos. En diversas modalidades, generalmente se afiade un estimulo después
de la adicion de un polimero a una muestra. Aunque el estimulo también puede afnadirse durante o antes de la
adicion de un polimero a una muestra.

El término "polimero sensible al estimulo", como se usa en la presente descripcion, se refiere a un polimero o
copolimero que exhibe un cambio en una propiedad fisica y/o quimica después de la adicién de un estimulo. Una
respuesta tipica a un estimulo es un cambio en la solubilidad del polimero. Por ejemplo, el polimero poli(N-
isopropilacrilamida) es soluble en agua a temperaturas por debajo de alrededor de 35 °C, pero se vuelve insoluble
en agua a temperaturas de alrededor de 35 °C. En una modalidad particular, un polimero sensible al estimulo es un
polimero de polialilamina modificada (PAA) que es sensible a un estimulo de iones multivalentes (por ejemplo,
estimulo de fosfato). Pueden encontrarse detalles adicionales sobre este polimero, por ejemplo, en la publicacion de
Estados Unidos num. 20110313066.

En algunas modalidades, un cultivo celular se somete a un filtro de profundidad para eliminar una o mas impurezas.

Los términos "filtro de profundidad" o "filtracién en profundidad”, como se usan en la presente descripcion, se
refieren a un filtro que es capaz de retener particulas a lo largo del medio del filtro, en lugar de solo en la superficie
del filtro. En algunas modalidades descritas en la presente descripcion, se usan uno o mas filtros de profundidad en
la etapa del proceso de clarificacion.

En algunas modalidades, la clarificacién resulta en la eliminacion de impurezas solubles y/o insolubles en una
muestra, lo que mas tarde puede resultar en el ensuciamiento del filtro o dispositivo usado en una etapa del proceso
en un proceso de purificacion, de esta manera el proceso de purificacion general se hace mas econémico.

En diversas modalidades descritas en la presente descripcion, se incluyen uno o mas etapas de cromatografia en un
proceso de purificacion de proteinas.

El término "cromatografia se refiere a cualquier tipo de técnica que separa un analito de interés (por ejemplo, una

molécula diana) de otras moléculas presentes en una mezcla, a través de la adsorcion diferencial a un medio. Por lo
general, la molécula diana se separa de otras moléculas como resultado de las diferencias en las velocidades a las
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que las moléculas individuales de la mezcla migran a través de un medio estacionario bajo la influencia de una fase
movil, o en procesos de unién y elucion.

El término "matriz", como se usa en la presente descripcion, se refiere a cualquier tipo de sorbente en particulas,
perla, resina u otra fase solida (por ejemplo, una membrana, material no tejido, monolito, etc.) que, por lo general,
tiene un grupo funcional o ligando unido a este. Una matriz que tiene un ligando o un grupo funcional unido a ella se
denomina "medio", que en un proceso de separacion actia como adsorbente para separar una molécula diana (por
ejemplo, una proteina que contiene una regién Fc, tal como una inmunoglobulina) de otras moléculas presentes en
una mezcla (por ejemplo, una o mas impurezas) o, alternativamente, actia como un tamiz para separar las
moléculas en base al tamafo (por ejemplo, en el caso de una membrana de filtracion de virus).

Los ejemplos de materiales para formar la matriz incluyen polisacaridos (tales como agarosa y celulosa); y otras
sustancias estables mecanicamente tales como silice (por ejemplo, vidrio de poro controlado), poli(estireno-
divinilbenceno), poliacrilamida, particulas ceramicas y derivados de cualquiera de los anteriores. En una modalidad
particular, se usa como matriz un polimero de poliviniléter hidrdfilo rigido.

Puede que determinados medios no contengan ligandos. Los ejemplos de medios que pueden usarse en los
procesos descritos en la presente descripcion que no contienen un ligando incluyen, pero no se limitan a, carbén
activado, hidroxiapatita, silice, etc.

El término "ligando", como se usa en la presente descripcion, se refiere a un grupo funcional que se une a una matriz
y que determina las propiedades de union del medio. Los ejemplos de "ligandos" incluyen, pero no se limitan a,
grupos de intercambio idnico, grupos de interacciones hidréfobas, grupos de interacciones hidréfilas, grupos de
interacciones tiofilicas, grupos de afinidad metalica, grupos de afinidad, grupos de bioafinidad y grupos de modo
mixto (combinaciones de los mencionados anteriormente). Otros ejemplos de ligandos que pueden usarse incluyen,
pero no se limitan a, grupos de intercambio catidnico fuertes, tales como sulfopropilo, acido sulfonico; grupos de
intercambio anionico fuertes, tales como cloruro de trimetilamonio; grupos de intercambio cationico débiles, tales
como acido carboxilico; grupos de intercambio anidnico débiles, tales como N,N dietilamino o DEAE; grupos de
interacciones hidréfobas, tales como fenilo, butilo, propilo, hexilo; y grupos de afinidad, tales como Proteina A,
Proteina G y Proteina L. En una modalidad particular, el ligando que se usa en los procesos y sistemas descritos en
la presente descripcién incluye uno o mas dominios de Proteina A o una variante funcional o fragmento de la misma,
como se describe en las publicaciones de patentes de Estados Unidos num. 201002218442 y 20130046056, que se
relacionan con ligandos basados en formas multiméricas de tipo salvaje de los dominios B, Z o C o en variantes
multiméricas de dominios de Proteina A (por ejemplo, pentameros de los dominios B, Z o C). Los ligandos descritos
alli también exhiben una unién de Fab reducida.

El término "cromatografia de afinidad" se refiere a una técnica de separacion de proteinas en la que una molécula
diana (por ejemplo, una proteina de interés que contiene una regiéon Fc o un anticuerpo) se une especificamente a
un ligando que es especifico para la molécula diana. Tal ligando generalmente se une covalentemente a un material
de matriz de cromatografia adecuado y es accesible a la molécula diana en solucién cuando la solucion se pone en
contacto con los medios de cromatografia. En una modalidad particular, el ligando es la Proteina A o una variante
funcional de la misma, inmovilizada sobre una matriz de polimero de poliviniléter hidrdfilo rigido. La molécula diana
generalmente retiene su afinidad de union especifica por el ligando durante las etapas cromatograficas, mientras
que otros solutos y/o proteinas en la mezcla no se unen de manera apreciable o especifica al ligando. La union de la
molécula diana al ligando inmovilizado permite que las proteinas e impurezas contaminantes pasen a través de la
matriz de cromatografia mientras que la molécula diana permanece unida especificamente al ligando inmovilizado
en el material en fase soélida. La molécula diana unida especificamente se elimina luego en su forma activa del
ligando inmovilizado en condiciones adecuadas (por ejemplo, pH bajo, pH alto, alta concentraciéon de sales, ligando
competidor, etc.), y se pasa a través de la columna cromatogréfica con el tampdn de elucion, sustancialmente libre
de proteinas e impurezas contaminantes, a las que anteriormente se les permitié pasar a través de la columna. Se
entiende que puede usarse cualquier ligando adecuado para purificar su proteina de union especifica respectiva, por
ejemplo, un anticuerpo.

En algunas modalidades de acuerdo con la presente descripcion, la Proteina A se usa como ligando para purificar
una proteina diana que contiene una region Fc. Las condiciones para la elucién de la molécula diana (por ejemplo,
una proteina que contiene una regién Fc) del ligando (por ejemplo, basado en la Proteina A) pueden determinarse
facilmente por un experto en la técnica. En algunas modalidades, la Proteina G o la Proteina L o una variante
funcional de las mismas, pueden usarse como un ligando. En algunas modalidades, un proceso que emplea un
ligando, tal como la Proteina A, usa un intervalo de pH de 5-9 para unirse a una proteina que contiene una regién
Fc, seguido del lavado o reequilibrio del conjugado ligando/molécula diana, a lo que sigue luego la eluciéon con un
tampon que tiene un pH de alrededor de, o por debajo de 4 y que contiene al menos una sal.

Los términos "Proteina A" y "Prot A" se usan indistintamente en la presente descripcion y abarcan la Proteina A
recuperada de una fuente nativa de la misma, la Proteina A producida sintéticamente (por ejemplo, por sintesis de
péptidos o por técnicas recombinantes) y variantes de las mismas que retienen la capacidad de unirse a proteinas
que tienen una regién CH2/CHs, tal como una region Fc. La Proteina A puede adquirirse comercialmente de
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Repligen, GE o Fermatech. La Proteina A generalmente se inmoviliza en una matriz de cromatografia. Un derivado,
fragmento o variante funcional de la Proteina A usada en los métodos y sistemas de acuerdo con la presente
descripcion puede caracterizarse por una constante de union de al menos K=10% M, y preferentemente K=10° M,
para la region Fc de la IgG2a de ratén o la IgG1 humana. Una interaccion que cumple con tal valor para la constante
de union se denomina "unién de alta afinidad" en el presente contexto. En algunas modalidades, tales derivados o
variantes funcionales de la Proteina A comprenden al menos parte de un dominio funcional de union a IgG de la
Proteina A de tipo salvaje, seleccionada a partir de los dominios naturales E, D, A, B, C o mutantes, manipulados
genéticamente, de la misma que retienen la funcionalidad de unién a IgG.

Ademas, los derivados de Proteina A o las variantes manipuladas genéticamente para permitir una unién de un solo
punto a un soporte sélido pueden usarse también en la etapa de cromatografia de afinidad en los métodos
reivindicados.

La unién a un solo punto generalmente significa que el resto de la proteina se une a través de un enlace covalente
unico a un material de soporte cromatografico de la cromatografia de afinidad de Proteina A. Tal unién a un solo
punto puede ocurrir también mediante el uso de residuos adecuadamente reactivos que se colocan en una posicion
expuesta de aminoécidos, concretamente en un bucle, cerca del extremo N o C o en cualquier otro lugar en la
circunferencia externa del pliegue proteico. Los grupos reactivos adecuados son, por ejemplo, funciones sulfhidrilo o
amino.

En algunas modalidades, los derivados de la Proteina A de las variantes se unen a través de una union de multiples
puntos a una matriz de cromatografia adecuada.

El término "matriz de cromatografia de afinidad”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a una matriz de
cromatografia que porta ligandos adecuados para la cromatografia de afinidad. Tipicamente, el ligando (por ejemplo,
la Proteina A o una variante o fragmento funcional de la misma) se une covalentemente a un material de matriz de
cromatografia y es accesible a la molécula diana en soluciéon cuando la solucion se pone en contacto con el medio
de cromatografia. Un ejemplo de un medio de cromatografia de afinidad es un medio de Proteina A. Un medio de
cromatografia de afinidad se une tipicamente a las moléculas diana con alta especificidad en base a un mecanismo
de llave/cerradura, tal como la unidon antigeno/anticuerpo o enzima/receptor. Ejemplos de medios de afinidad que
portan ligandos de Proteina A incluyen Proteina A SEPHAROSE™ y PROSEP®-A. En los procesos y sistemas
descritos en la presente descripcion, puede usarse una etapa de cromatografia de afinidad como la unica etapa de
cromatografia de unién y elucién en todo el proceso de purificacién. En una modalidad particular, un ligando basado
en la Proteina A se une a una matriz de polimero de poliviniléter hidrofilo rigido. En otras modalidades, tal ligando se
une a agarosa o a vidrio de poro controlado.

Los términos "intercambio idnico" y "cromatografia de intercambio idnico", como se usan en la presente descripcion,
se refieren al proceso cromatografico en el cual un soluto o analito de interés (por ejemplo, una molécula diana que
se purifica) en una mezcla, interactia con un compuesto cargado enlazado (tal como mediante unién covalente) a un
material de intercambio idnico en fase sélida, de modo que el soluto o analito de interés interactia de manera
inespecifica con el compuesto cargado mas o menos que las impurezas o contaminantes del soluto en la mezcla.
Los solutos contaminantes en la mezcla eluyen a partir de una columna del material de intercambio idénico mas
rapido o mas lento que el soluto de interés o estan unidos o excluidos de la resina con respecto al soluto de interés.

La "cromatografia de intercambio i6nico" incluye especificamente el intercambio catidnico, el intercambio aniénico y
la cromatografia de intercambio idnico en modo mixto. Por ejemplo, la cromatografia de intercambio catidnico puede
unir la molécula diana (por ejemplo, una proteina diana que contiene una regidon Fc) seguida de la elucién (por
ejemplo, mediante el uso de la cromatografia de intercambio catiénico de unién y elucion o "CEX") o puede unir
predominantemente las impurezas mientras que la molécula diana "fluye continuamente" de la columna
(cromatografia de intercambio catiénico de flujo continuo FT-CIEX).

La cromatografia de intercambio aniénico puede unir la molécula diana (por ejemplo, una proteina diana que
contiene una region Fc) seguida de la elucidon o puede unir predominantemente las impurezas mientras la molécula
diana "fluye a través" de la columna, a lo que también se denomina cromatografia negativa. En algunas modalidades
y como se demuestra en los Ejemplos expuestos en la presente descripcion, la etapa de cromatografia de
intercambio anidnico se realiza en un modo de flujo continuo.

El término "medio de intercambio ionico" se refiere a un medio cargado negativamente (es decir, un medio de
intercambio catiénico) o cargado positivamente (es decir, un medio de intercambio anionico). La carga puede
proporcionarse al unir uno o mas ligandos cargados a una matriz, por ejemplo, mediante enlace covalente.
Alternativamente, o ademas, la carga puede ser una propiedad inherente de la matriz (por ejemplo, como es el caso
de la silice, que tiene una carga general negativa).

El término "medio de intercambio anidnico" se usa en la presente descripcion para referirse a un medio cargado

positivamente, por ejemplo, que tiene uno o mas ligandos cargados positivamente, tales como grupos amino
cuaternarios, unidos a la matriz. Los medios de intercambio aniénico disponibles comercialmente incluyen celulosa
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DEAE, QAE SEPHADEX™ y FAST Q SEPHAROSE™ (GE Healthcare). Otros materiales ilustrativos que pueden
usarse en los procesos y sistemas descritos en la presente descripcion son Fractogel® EMD TMAE, Fractogel® EMD
TMAE Hicap, Eshmuno® Q y Fractogel® EMD DEAE (EMD Millipore).

El término "medio de intercambio catidnico" se refiere a un medio cargado negativamente y que tiene cationes libres
para el intercambio con cationes en una soluciéon acuosa en contacto con la fase sodlida del medio. Un ligando
cargado negativamente unido a la fase solida para formar el medio de intercambio catiénico puede, por ejemplo, ser
un carboxilato o sulfonato. Los medios de intercambio catidénico disponibles comercialmente incluyen
carboximetilcelulosa, sulfopropilo (SP) inmovilizado en agarosa (por ejemplo, SP-SEPHAROSE FAST FLOW™ o
SP-SEPHAROSE HIGH PERFORMANCE™, de GE Healthcare) y sulfonilo inmovilizado en agarosa (por ejemplo, S-
SEPHAROSE FAST FLOW™ de GE Healthcare). Se prefieren Fractogel® EMD SOs, Fractogel® EMD SE Hicap,
Eshmuno® S y Fractogel® EMD COO (EMD Millipore).

El término "cromatografia de modo mixto", como se usa en la presente descripcion, se refiere a un proceso que
emplea una fase estacionaria de cromatografia que porta al menos dos tipos distintos de grupos funcionales, cada
uno capaz de interactuar con una molécula de interés. La cromatografia de modo mixto generalmente emplea un
ligando con mas de un modo de interaccién con una proteina diana y/o impurezas. El ligando tipicamente incluye al
menos dos sitios diferentes pero cooperativos que interactian con la sustancia a unir. Por ejemplo, uno de estos
sitios puede tener una interaccion de tipo carga-carga con la sustancia de interés, mientras que el otro sitio puede
tener una interaccién de tipo aceptor-donante de electrones y/o interacciones hidréfobas y/o hidréfilas con la
sustancia de interés. Los tipos de interaccion donante-aceptor de electrones incluyen interacciones de enlace de
hidrégeno, Tr-11, catién-mr, transferencia de carga, dipolo-dipolo y dipolo inducido. Generalmente, en base a las
diferencias de la suma de las interacciones, una proteina diana y una o mas impurezas pueden separarse en una
gama de condiciones.

El término "medio de intercambio idnico de modo mixto" o "medio de modo mixto" se refiere a un medio que esta
modificado covalentemente con restos catidnicos y/o aniénicos e hidréfobos. Un medio de intercambio ionico de
modo mixto disponible comercialmente es BAKERBOND ABX™ (J. T. Baker, Phillipsburg, N.J.) que contiene grupos
de intercambio cationico débiles, una baja concentracion de grupos de intercambio anidnico y ligandos hidrofobos
unidos a una matriz de soporte en fase solida de gel de silice. Los materiales de intercambio cationico de modo
mixto tienen tipicamente restos de intercambio catidnico e hidréfobos. Los materiales de intercambio catiénico de
modo mixto adecuados son Capto® MMC (GE Healthcare) y Eshmuno® HCX (Merck Millipore).

Los materiales de intercambio aniénico de modo mixto tienen tipicamente restos de intercambio aniénico e
hidrofobos. Los materiales de intercambio aniénico de modo mixto adecuados son Capto® Adhere (GE Healthcare).

El término "cromatografia de interacciones hidréfobas" o "HIC", como se usa en la presente descripcion, se refiere a
un proceso para separar moléculas en base a su hidrofobicidad, es decir, su capacidad para adsorberse en
superficies hidrofobas de soluciones acuosas. La HIC por lo general se diferencia de la cromatografia de fase
inversa (RP) por las resinas HIC especialmente disefiadas que, tipicamente, tienen una hidrofobicidad o densidad de
ligandos hidréfobos mas baja en comparacioén con las resinas RP.

La cromatografia HIC tipicamente se basa en las diferencias en los grupos hidréfobos en la superficie de las
moléculas de soluto. Estos grupos hidrofobos tienden a unirse a grupos hidrofobos en la superficie de una matriz
insoluble. Debido a que la HIC emplea un entorno mas polar y menos desnaturalizante que la cromatografia liquida
de fase inversa, se vuelve cada vez mas popular para la purificacién de proteinas, a menudo en combinacién con la
cromatografia de intercambio i6nico o filtracion en gel.

El término "avanzar", como se usa en la presente descripcion, se refiere al momento, durante la carga de una
muestra que contiene una molécula diana en una columna de cromatografia empaquetada o unidad de separacion,
cuando la molécula diana aparece por primera vez en la salida de la columna o unidad de separacion. En otras
palabras, el término "avanzar" es el momento en el que comienza la pérdida de la molécula diana.

Un "tampodn" es una solucion que resiste los cambios en el pH por la accién de sus componentes conjugados acido-
base. Diversos tampones que pueden emplearse en dependencia, por ejemplo, del pH deseado del tampodn, se
describen en: Buffers. A Guide for the Preparation and Use of Buffers in Biological Systems, Gueffroy, D., ed.
Calbiochem Corporation (1975). Los ejemplos no limitantes de tampones incluyen tampones MES, MOPS, MOPSO,
Tris, HEPES, fosfato, acetato, citrato, succinato y amonio, asi como también las combinaciones de estos.

Al "cargar" una muestra en un dispositivo 0 una columna o una unidad de separacién que contiene un medio
adecuado, se usa un tampon para cargar la muestra que comprende la molécula diana y una o mas impurezas en el
dispositivo, la columna o la unidad de separacion. En el modo de unién y elucion, el tampdn tiene una conductividad
y/o un pH tales que la molécula diana se une al medio, mientras que, idealmente, todas las impurezas no se uneny
fluyen a través de la columna. Mientras que, en un modo de flujo continuo, se usa un tampon para cargar la muestra
que comprende la molécula diana y una 0 mas impurezas en una columna o dispositivo o unidad de separacion, en
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donde el tampodn tiene una conductividad y/o pH tales que la molécula diana no se une al medio y fluye a través de
él, mientras que, idealmente, todas o la mayoria de las impurezas se unen al medio.

El término "aditivo", como se usa en la presente descripcidn, se refiere a cualquier agente que se anade a una
muestra que contiene una proteina diana antes de cargar la muestra en una matriz de cromatografia o durante la
etapa de carga, donde la adicion del agente elimina uno o mas etapas de lavado o reduce el numero de etapas de
lavado que, de cualquier otra manera, estan disefiadas para la eliminacion de impurezas, para usarse posterior a la
etapa de carga y antes de la elucion de la proteina diana. Puede afiadirse un Unico agente a una muestra antes o
durante la carga o el numero de agentes puede ser mas de uno. Los aditivos ilustrativos incluyen, pero no se limitan
a, sales, polimeros, tensioactivos o detergentes, disolventes, agentes caotropicos y cualquier combinacion de los
mismos. En una modalidad particular, tal aditivo es la sal de cloruro de sodio.

Puede usarse un mezclador estatico para poner en contacto la salida de la etapa de clarificacion con un aditivo,
donde el uso de un mezclador estatico reduce significativamente el tiempo, lo que permite una conexién simplificada
de la etapa de clarificacion a la etapa de cromatografia de Proteina A.

El término "reequilibrio" se refiere al uso de un tampoén para reacondicionar el medio antes de cargar la molécula
diana. El mismo tampdn usado para la carga puede usarse para el reequilibrio.

El término “lavado” o "lavar" un medio de cromatografia se refiere al paso de un liquido apropiado, por ejemplo, un
tampon, a través o sobre el medio. Tipicamente, el lavado se usa para eliminar los contaminantes unidos débilmente
del medio antes de eluir la molécula diana y/o para eliminar la molécula diana no unida o débilmente unida después
de la carga. En algunas modalidades, el tampdén de lavado es diferente del tampén de carga. En otras modalidades,
el tampon de lavado y el tampdn de carga son los mismos. En una modalidad particular, se elimina una etapa de
lavado o se reduce el numero de etapas de lavado en un proceso de purificacion mediante la alteracion de las
condiciones de la carga de la muestra.

En algunas modalidades, las etapas de lavado que se usan en los procesos descritos en la presente descripcion
emplean un tampén que tiene una conductividad de 20 mS/cm o menor y, en consecuencia, son diferentes de los
tampones que se usan, tipicamente, para la eliminacion de impurezas, ya que esos, tipicamente, tienen una
conductividad superior a 20 mS/cm.

El término "conductividad" se refiere a la capacidad de una solucién acuosa para conducir una corriente eléctrica
entre dos electrodos. En solucion, la corriente fluye por transporte de iones. Por lo tanto, con un aumento de la
cantidad de iones presentes en la soluciéon acuosa, la solucién tendra una conductividad mas alta. La unidad de
medida de la conductividad es miliSiemens por centimetro (mS/cm o mS), y puede medirse mediante el uso de un
conductimetro disponible comercialmente (por ejemplo, vendido por Orion). La conductividad de una solucién puede
alterarse mediante el cambio de la concentracion de iones en ella. Por ejemplo, la concentracién de un agente
tampon y/o la concentracion de una sal (por ejemplo, NaCl o KCI) en la solucion puede alterarse para lograr la
conductividad que se desea. En algunas modalidades, la concentracion de sales de diversos tampones se modifica
para lograr la conductividad que se desea. En algunas modalidades, en procesos en los que se afiaden uno o0 mas
aditivos a una carga de muestra, si se usan posteriormente uno o mas etapas de lavado, tales etapas de lavado
emplean un tampén con una conductividad de alrededor de 20 mS/cm o menor.

El término "eluir" o "elucidon" se refiere a la eliminacién de una molécula (por ejemplo, un polipéptido de interés o una
impureza) de un medio de cromatografia mediante el uso o la alteracion de determinadas condiciones de la solucién,
a través de la cual el tampén (denominado "tampodn de elucion") compite con la molécula de interés por los sitios del
ligando en la resina de cromatografia. Un ejemplo no limitante es eluir una molécula de una resina de intercambio
iénico mediante la alteraciéon de la fuerza iénica del tampén que rodea el material de intercambio iénico, de modo
que el tampoén compita con la molécula por los sitios cargados en el material de intercambio ionico.

En algunas modalidades, el tampén de elucién tiene un pH bajo (por ejemplo, tiene un pH en el intervalo de
alrededor de 2 a alrededor de 5, o de alrededor de 3 a alrededor de 4) y que perturba las interacciones entre el
ligando (por ejemplo, la Proteina A) y la proteina diana. Los tampones de elucion ilustrativos incluyen tampones de
fosfato, acetato, citrato y amonio, asi como también las combinaciones de estos. En algunas modalidades, puede
usarse un tampon de elucion que tenga un pH alto (por ejemplo, un pH de alrededor de 9 0 mas alto). Los tampones
de elucién también pueden contener compuestos adicionales, por ejemplo, MgClz (2 mM) para facilitar la elucion.

En caso de que se desee la inactivacion de virus (VI), puede usarse un tampon de inactivacion de virus para
inactivar determinados virus antes de eluir la molécula diana. En tales casos, tipicamente, el tampdn de inactivacion
de virus difiere del tampon de carga, ya que puede contener detergente/detergentes o tener diferentes propiedades
(pH/conductividad/sales y sus cantidades). En algunas modalidades, la inactivacion de virus se realiza antes de la
etapa de cromatografia de unién y eluciéon. En algunas modalidades, la inactivacién de virus se realiza durante o
después de la elucion de una etapa de cromatografia de union y elucién. En algunas modalidades, la inactivacion de
virus se realiza en linea mediante el uso de un mezclador estatico. En otras modalidades, la inactivacion de virus
emplea el uso de uno o0 mas tanques de compensacion.
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El término "biorreactor”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a cualquier dispositivo o sistema
fabricado o disefiado que soporta un entorno biolégicamente activo. En algunos casos, un biorreactor es un
recipiente en el que se lleva a cabo un proceso de cultivo celular. Tal proceso puede ser aerobio o anaerobio. Los
biorreactores de uso comun son tipicamente cilindricos, varian en tamafio desde litros hasta metros cubicos, y a
menudo estan hechos de acero inoxidable. En algunas modalidades descritas en la presente descripcion, un
biorreactor estd hecho de un material diferente al acero y es desechable o de un solo uso. Se contempla que el
volumen total de un biorreactor puede ser cualquier volumen que varia entre 100 ml y hasta 10 000 litros 0 mas, en
dependencia de un proceso particular. En algunas modalidades de acuerdo con los procesos y sistemas descritos
en la presente descripcion, el biorreactor estd conectado a una unidad de operacion tal como un filtro de
profundidad. En algunas modalidades descritas en la presente descripcion, un biorreactor se usa tanto para el cultivo
celular como para la precipitacion, donde puede afiadirse un precipitante directamente a un biorreactor, de esta
manera precipitan una o mas impurezas.

El término "carbdn activo" o "carbon activado”, como se usa indistintamente en la presente descripcion, se refiere a
un material carbonoso que se ha sometido a un proceso para mejorar su estructura porosa. Los carbones activados
son solidos porosos con areas superficiales muy altas. Se pueden derivar de una variedad de fuentes que incluyen
carbon, madera, cascara de coco, cascaras de nuez y turba. El carbon activado se puede producir a partir de estos
materiales mediante el uso de la activacion fisica que implica el calentamiento bajo una atmédsfera que se controla o
la activacion quimica mediante el uso de acidos, bases, u oxidantes fuertes. Los procesos de activacion producen
una estructura porosa con altas areas superficiales que le dan al carbdn activado altas capacidades para la
eliminacion de impurezas. Los procesos de activacion se pueden modificar para controlar la acidez de la superficie.
En algunas modalidades descritas en la presente descripcion, el carbon activado se usa en una etapa de purificacion
de flujo continuo, que tipicamente sigue a una etapa de cromatografia de union y elucién o una etapa de inactivacion
de virus que, a su vez, sigue a la etapa de cromatografia de union y elucion. En algunas modalidades, el carbon
activado se incorpora dentro de un medio de celulosa, por ejemplo, en una columna o algun otro dispositivo
adecuado.

El término "mezclador estatico" se refiere a un dispositivo para mezclar dos materiales fluidos, tipicamente liquidos.
El dispositivo generalmente consiste en elementos mezcladores contenidos en una carcasa cilindrica (tubo). El
disefio general del sistema incorpora un método para suministrar dos corrientes de fluidos al mezclador estatico. A
medida que las corrientes se mueven a través del mezclador, los elementos que no se mueven combinan
continuamente los materiales. La mezcla completa depende de muchas variables, que incluyen las propiedades de
los fluidos, el diametro interno del tubo, el nimero de elementos mezcladores y su disefio, etc. En algunas
modalidades descritas en la presente descripcion, se usan uno o0 mas mezcladores estaticos a lo largo del proceso o
sistema de purificacion. En una modalidad particular, se usa un mezclador estatico para poner en contacto la salida
de la etapa de cromatografia de union y elucion con un agente de inactivacion de virus (por ejemplo, un acido o
cualquier otro agente de inactivacion de virus adecuado), donde el uso de un mezclador estatico reduce
significativamente el tiempo, que, de cualquier otra manera, seria necesario para realizar la inactivacion efectiva del
VIrus.

Procesos

Como se discutio anteriormente, la presente invencion proporciona un proceso nuevo y mejorado para la purificacion
de una molécula diana a partir de un eluido de Proteina A. Los procesos descritos en la presente descripcion son
una gran mejora con respecto a los métodos existentes usados en la técnica, ya que reducen el marco de tiempo
general requerido para la ejecucion de un proceso (12-24 horas con respecto a varios dias); incluyen menos etapas
en relacién con la mayoria de los procesos convencionales; reducen el espacio fisico general de un proceso en
virtud de tener menos operaciones unitarias y son mas faciles de ejecutar que un proceso convencional. Ademas, en
algunas modalidades, los procesos de acuerdo con la presente invencion emplean dispositivos que pueden ser
desechables.

Los procesos de acuerdo con la presente invencion incluyen varias etapas del proceso u operaciones unitarias que
estan destinadas a lograr un resultado deseado y donde las etapas del proceso (u operaciones unitarias) se
conectan de modo que estén en comunicacion fluida entre si y, ademas, que dos 0 mas etapas del proceso puedan
realizarse simultaneamente durante al menos una parte de la duraciéon de cada etapa del proceso. En otras
palabras, un usuario no tiene que esperar a que se complete una etapa del proceso antes de ejecutar la siguiente
etapa del proceso, pero un usuario puede iniciar una ejecucion del proceso de modo que la muestra liquida que
contiene la molécula diana fluya a través de las etapas del proceso de manera continua o semicontinua, lo que
resulta en una molécula diana purificada. En consecuencia, la muestra que contiene la molécula diana tipicamente
esta en contacto con mas de una etapa del proceso u operacion unitaria en el proceso en un momento dado.

Cada etapa del proceso (u operacion unitaria) puede implicar el uso de uno o mas dispositivos 0 métodos para
realizar la etapa del proceso.

Los procesos descritos en la presente descripcion son diferentes de los procesos convencionales usados en la
industria, en que evitan la necesidad de usar tanques de depdsito para retener, diluir, manipular y, a veces,
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almacenar la salida de una etapa del proceso antes de que la salida se someta a la siguiente etapa del proceso. Por
el contrario, los procesos descritos en la presente descripcién permiten cualquier manipulacion de la muestra en
linea (por ejemplo, mediante el uso de un mezclador estatico) o emplean el uso de tanques de compensacién (que
por lo general no representan mas del 10 % o0 20 % o 25 % del volumen total de la salida de una etapa del proceso)
entre las etapas del proceso o, a veces, dentro de una operacién del proceso (por ejemplo, cuando una operacion
del proceso emplea mas de un método o dispositivo), de esta manera se reduce significativamente el tiempo general
para realizar el proceso, asi como también el espacio fisico del sistema general para realizar el proceso. En una
modalidad, los procesos descritos en la presente descripcion no usan tanques de depdsito sino solo tanques de
compensacion que tienen un volumen menor que el 25 %, preferentemente menor que el 10 %, del volumen de la
salida de la etapa anterior.

Los procesos descritos en la presente descripcion incluyen al menos tres etapas del proceso: clarificacion,
cromatografia de union y elucion y purificacion de flujo continuo. Tipicamente, la clarificacion es la primera etapa
seguida de la cromatografia de union y elucién seguida de la operaciéon de purificacién de flujo continuo. Los
procesos pueden incluir etapas de proceso adicionales que incluyen, pero no se limitan a, inactivacién de virus y
formulacién. Un aspecto importante de los procesos descritos en la presente descripcion es que,
independientemente del nimero de etapas, el proceso incluye solo una etapa de cromatografia de union y elucion.

Las diversas etapas del proceso se realizan de manera continua o semicontinua, como se describe en la presente
descripcion. Los siguientes son ejemplos de etapas del proceso que pueden usarse en un proceso continuo o
semicontinuo, como se describe en la presente descripcion. Se entiende que puede usarse cualquier combinacion
de las etapas del proceso que se muestran mas abajo. En otras palabras, cualquier etapa del proceso bajo la Etapa
1 en la Tabla |, que aparece mas abajo, puede combinarse con cualquier etapa del proceso bajo la Etapa 2 y/o
cualquier etapa del proceso bajo la Etapa 3 y asi sucesivamente. También se entiende que las etapas del proceso
adicionales, que se describen en otra parte de la descripcidon, pueden combinarse o usarse en lugar de una 0 mas
de las etapas del proceso descritas en la Tabla | que aparece mas abajo.

Tabla |
Etapa 1 Etapa 2 Cromatografia de | Etapa 3 Etapa 4 Purificacion | Etapa 5
Clarificaciéon union y elucion Inactivacion de | de flujo continuo Formulacion

virus

Precipitacion en un

Cromatografia de unién y

Inactivacion de

Medios AEX de flujo

Diafiltracion y

de centrifugacion

lecho movil simulado

el uso de un
mezclador
estatico

continuo con o sin
filtracion de virus

recipiente seguida | elucion de Proteina A virus en un continuo con o sin concentracion
de filtracién en continua/semicontinua tanque de filtracién de virus seguidas de
profundidad compensacion filtracion estéril
Precipitacion en un | Cromatografia de uniény | Inactivacion de Medios AEX y Concentracion
recipiente seguida | elucion de Proteina A de virus mediante medios CEX de flujo | seguida de

filtracion estéril

Precipitacion en un
recipiente seguida
de sedimentacion y
microfiltracion del
sobrenadante

Cromatografia de unién y
eluciéon de intercambio
catioénico continua/
semicontinua

Medios de carbon
activado y medios
AEX de flujo
continuo con o sin
filtracion de virus

Diafiltracion
seguida de
filtracion esteéril

Precipitacion en un
biorreactor seguida
de filtracion en
profundidad

Cromatografia de unién y
elucién en modo mixto
continua/semicontinua

Medios de carbén
activado y medios
AEX 'y medios CEX
de flujo continuo con
o sin filtracion de
virus

Precipitacion en un
biorreactor seguida
de centrifugacion

Precipitacion en un
biorreactor seguida
de sedimentacion y
microfiltracion del
sobrenadante
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Las diversas etapas del proceso (u operaciones unitarias) se describen con mas detalle a continuacién.

El material de partida para el proceso de purificacion suele ser una muestra que contiene una molécula diana que se
va a purificar. Tipicamente, se usa un cultivo celular que produce la molécula diana. Sin embargo, también pueden
usarse muestras distintas de los cultivos celulares. Las muestras ilustrativas incluyen, pero no se limitan a, cultivos
de células de mamiferos transgénicas, cultivos de células de mamiferos no transgénicas, cultivos de células
bacterianas, cultivos de tejidos, lotes de fermentacion microbiana, extractos de plantas, biocombustibles, cultivos de
agua de mar, cultivos de agua dulce, cultivos de aguas residuales, aguas residuales tratadas, aguas residuales sin
tratar, cultivos de leche, hemocultivos y combinaciones de los mismos. Generalmente, las muestras contienen
diversas impurezas ademas de la molécula diana. Tales impurezas incluyen componentes de medios, células,
residuos celulares, acidos nucleicos, proteinas de células huésped, virus, endotoxinas, etc.

Clarificacion

Tipicamente, una de las primeras etapas del proceso (u operaciones unitarias) en los procesos y sistemas descritos
en la presente descripcion es la clarificacion. La clarificacion esta destinada a separar una o mas impurezas solubles
y/o insolubles de la molécula diana. En algunos aspectos, las impurezas insolubles, como células y residuos
celulares, se eliminan de la muestra, lo que resulta en un fluido clarificado que contiene la molécula diana en
solucién, asi como también otras impurezas solubles. La clarificacion tipicamente se realiza antes de una etapa que
implica la captura de la molécula diana deseada. Otro aspecto clave de la clarificacion es la eliminacién de
impurezas solubles y/o insolubles en una muestra que mas tarde puede resultar en el ensuciamiento de un filtro
estéril en un proceso de purificacion, de esta manera el proceso de purificacion general se hace mas econoémico.

Como se usa en la industria hoy en dia, la clarificacién generalmente comprende la eliminacién de células y/o
residuos celulares vy, tipicamente, implica la centrifugaciéon como primera etapa, seguida de una filtracion en
profundidad. Véase, por ejemplo, Shukla y otros, J. Chromatography B, 848 (2007): 28-39; Liu y otros, MAb, 2(5):
480-499 (2010).

En algunos aspectos preferidos descritos en la presente descripcion, la clarificacion evita la necesidad de usar
centrifugacion.

Por ejemplo, en algunos aspectos, donde el volumen inicial de la muestra de cultivo celular en un biorreactor es
menor que 2000 litros o menor que 1000 litros 0 menor que 500 litros, la muestra de cultivo celular puede someterse
solo a una filtracion en profundidad o a la sedimentacion y filtracion en profundidad, sin necesidad de una
centrifugacion.

En algunos aspectos preferidos, el uso de la precipitacion antes de la filtracion en profundidad aumenta la capacidad
de procesamiento y, por lo tanto, también aumenta la cantidad de volumen de muestra que puede procesarse sin
necesidad de centrifugacion. En otras palabras, en algunos casos, si pueden procesarse 1000 litros de una muestra
solo mediante filtracion en profundidad, mediante la combinaciéon con la precipitacion, un usuario puede procesar
casi el doble de esa cantidad, es decir, 2000 litros.

Los filtros de profundidad se usan tipicamente para eliminar una 0 mas impurezas insolubles. Los filtros de
profundidad son filtros que usan un medio de filtracion poroso para retener particulas a lo largo del medio, en lugar
de solo en la superficie del medio.

En algunos aspectos preferidos, se usa un filtro de profundidad para la clarificacion, que es capaz de filtrar los
residuos celulares y particulas que tiene una distribucién de tamafio de particula de alrededor de 0,5 um a alrededor
de 200 ym a una velocidad de flujo de alrededor de 10 litros/m?/h a alrededor de 100 litros/m?/h.

Se ha encontrado que pueden lograrse resultados especialmente buenos en la eliminacién primaria de impurezas de
particulas si el filtro de profundidad poroso es anisotropo (es decir, con una reduccion gradual en el tamafo de los
poros). En algunos aspectos preferidos, los poros tienen una clasificacion de tamafo de poro nominal > alrededor de
25 ym. En algunos aspectos preferidos, el filtro de profundidad comprende al menos 2 capas graduadas de fibras no
tejidas, en donde las capas graduadas tienen un espesor total de alrededor de 0,3 cm a alrededor de 3 cm.

En algunos aspectos, los filtros de profundidad se configuran en un dispositivo que es capaz de filtrar alimentos con
alto contenido de sdlidos que contienen particulas que tienen una distribucion de tamafio de particula de
aproximadamente 0,5 ym hasta 200 ym a una velocidad de flujo de alrededor de 10 litros/m?/h a alrededor de 100
litros/m?/h hasta que la presion transmembrana (TMP) alcanza 20 psi.

En algunos aspectos, los filtros de profundidad comprenden un compuesto de capas graduadas de fibras no tejidas,

celulosa y tierra de diatomeas. Las fibras no tejidas comprenden polipropileno, polietileno, poliéster, nailon o mezclas
de los mismos.
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Pueden encontrarse filtros de profundidad ilustrativos y los métodos de uso de los mismos en la publicacion de
patente de Estados Unidos num. 20130012689, que son particularmente utiles para filtrar muestras que contienen
particulas que tienen una distribucion de tamafio de alrededor de 0,5 ym a 200 ym. En consecuencia, en algunos
aspectos, los filtros de profundidad usados en la etapa de clarificacién incluyen capas graduadas abiertas, lo que
permite que las particulas mas grandes en la corriente de alimentacién penetren hacia la profundidad del filtro y
queden capturadas dentro de los poros del filtro en lugar de acumularse en la superficie. Las capas superiores
abiertas de los filtros de profundidad graduada permiten capturar particulas mas grandes, mientras que las capas
inferiores permiten capturar las particulas agregadas residuales mas pequefias. Diversas ventajas de los filtros de
profundidad graduada incluyen una mayor capacidad de procesamiento, la retencién de sélidos mas grandes y la
eliminacion del problema de la formacion de tortas.

Como se discutio anteriormente, en algunos aspectos, la clarificacion incluye el uso de la filtracion en profundidad
después de la precipitacion. La precipitacion puede emplear la precipitacion acida, uso de un polimero sensible al
estimulo, floculacién o sedimentacion y cualquier otro medio/agente adecuado para lograr la precipitacion. En
consecuencia, en algunos aspectos, se afiade a una muestra un precipitante, por ejemplo, un polimero sensible al
estimulo, para precipitar una o mas impurezas solubles y/o insolubles antes de la filtracién en profundidad.

Otros medios de precipitacion incluyen, pero no se limitan a, el uso de acidos grasos de cadena corta como el acido
caprilico, el uso de floculantes, el cambio de las condiciones de la solucion (por ejemplo, temperatura, pH, salinidad)
y la precipitacion &cida. Por ejemplo, se ha informado que, en condiciones ligeramente &cidas, la adicion de acidos
grasos de cadena corta, tal como el acido caprilico, tipicamente precipita proteinas que no son IgG, mientras que las
IgG no precipitan.

La floculaciéon, como se usa en la presente descripcion, es una forma de realizar la precipitacion donde la
precipitacion depende tipicamente de la concentracion de floculante usada (es decir, es "dependiente de la dosis").
Los agentes floculantes tipicos son los polielectrolitos, tales como los policationes, que forman complejos con
impurezas con carga opuesta.

Los floculantes generalmente precipitan células, residuos celulares y proteinas debido a la interaccion entre las
cargas de las células/proteinas y las cargas del polimero (por ejemplo, polielectrolitos), de esta manera se crean
complejos insolubles.

El uso de polimeros de polielectrolitos en la floculacidon para purificar proteinas esta bien establecido en la técnica
(véase, por ejemplo, la solicitud de patente internacional del PCT num. WO2008/091740). La precipitacion mediante
floculantes puede realizarse con una amplia gama de polimeros, y la Unica caracteristica general que se requiere es
que el polimero debe tener algun nivel de interaccién con una especie de interés (por ejemplo, una molécula diana o
una impureza). Los floculantes ilustrativos incluyen polimeros tales como quitosano y polisacaridos.

La floculacién también puede lograrse mediante un tratamiento quimico que resulte en cambios en el pH o mediante
la adicion de un tensioactivo.

Los expertos en la técnica conocen muchas formas de eliminar el material precipitado, tales como la centrifugacion,
la filtracién en profundidad, filtracion o sedimentacion o cualquier combinacion de las mismas. La sedimentacion
puede ir seguida por la decantacion o filtracion de la fase liquida o el sobrenadante.

En algunos aspectos preferidos, los polimeros sensibles al estimulo se usan para precipitar una 0 mas impurezas.
Pueden encontrarse ejemplos de tales polimeros sensibles al estimulo, por ejemplo, en las publicaciones de Estados
Unidos num. 20090036651, 20100267933 y 20110313066. Los polimeros sensibles al estimulo generalmente son
solubles en un disolvente de base acuosa bajo un determinado conjunto de condiciones del proceso tales como pH,
temperatura y/o concentracion de sales y se vuelven insolubles al cambiar una o mas de tales condiciones y
posteriormente precipitan. Los polimeros sensibles al estimulo ilustrativos incluyen, pero no se limitan a,
polialilamina, polialilamina modificada con un grupo bencilo o polivinilamina y polivinilamina modificada con un grupo
bencilo, donde el estimulo es el fosfato o el citrato.

En algunos aspectos, se afiade continuamente un polimero sensible al estimulo mediante el uso de un mezclador
estatico. En otros aspectos, tanto el polimero como el estimulo al que es sensible se afiaden mediante el uso de un
mezclador estatico.

En algunos aspectos, se usan moléculas pequefias para precipitar una 0 mas impurezas, especialmente impurezas
insolubles.

En algunos aspectos, las moléculas pequefias usadas en los procesos descritos en la presente descripcion son no
polares y cationicas, por ejemplo, como se describe en la publicacion del PCT num. WO2013028334. Ejemplos de
moléculas pequefias que pueden usarse para la clarificacion incluyen, pero no se limitan a, sal de
monoalquiltrimetilamonio (los ejemplos no limitantes incluyen bromuro o cloruro de cetiltrimetilamonio, bromuro o
cloruro de tetradeciltrimetilamonio, cloruro de alquiltrimetilamonio, cloruro de alquilariltrimetilamonio, bromuro o
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cloruro de dodeciltrimetilamonio, bromuro de dodecildimetil-2-fenoxietilamonio, cloruro o bromuro de hexadecilamina,
dodecilamina o cloruro y bromuro o cloruro de cetildimetiletilamonio), una sal de monoalquildimetilbencilamonio (los
ejemplos no limitantes incluyen cloruro de alquildimetilbencilamonio y cloruro de bencetonio), una sal de
dialquildimetilamonio (los ejemplos no limitantes incluyen bromuro de domifeno, haluros de didecildimetilamonio
(sales de bromuro y cloruro) y cloruro o bromuro de octildodecildimetilamonio), una sal de amonio heteroaromatica
(los ejemplos no limitantes incluyen haluros de cetilpiridinio (sales de cloruro o bromuro) y bromuro o cloruro de
hexadecilpiridinio, isdomero cis 1-[3-cloroalil]-3,5,7-triaza-1-azoniaadamantano, bromuro de alquilisoquinolinio y
cloruro de alquildimetilnaftiimetilamonio), una sal de amonio cuaternario polisustituida (los ejemplos no limitantes
incluyen sacarinato de alquildimetilbencilamonio y ciclohexilsulfamato de alquildimetiletilbencilamonio), y una sal de
bis-amonio cuaternario (los ejemplos no limitantes incluyen 1,10-bis(cloruro de 2-metil-4-aminoquinolinio)-decano,
1,6-bis[cloruro de 1-metil-3-(2,2,6-trimetilciclohexil)-propildimetilamonio] hexano o cloruro de triclobisonio, y el bis-
amonio cuaternario denominado CDQ por Buckman Brochures).

En una modalidad preferida particular, la molécula pequefia es cloruro de bencetonio (BZC).

En algunos aspectos, la clarificacién se realiza directamente en un biorreactor. En otras palabras, un precipitante,
por ejemplo, un polimero sensible al estimulo puede afadirse directamente a un biorreactor que contiene un cultivo
de células que expresan una molécula diana, de esta manera precipitan las células y los residuos celulares, y donde
la molécula diana permanece en la fase liquida obtenida como resultado de la precipitacion. En algunos aspectos
preferidos, la fase liquida se somete ademas a filtracion en profundidad. La fase liquida también puede someterse a
centrifugacion, filtracion, sedimentacion o combinaciones de las mismas.

En otros aspectos, se afiade un polimero sensible al estimulo a un recipiente que contiene el cultivo celular y esta
separado de un biorreactor. Por lo tanto, como se usa en la presente descripcion, el término "recipiente" se refiere a
un contenedor separado de un biorreactor que se usa para cultivar células.

En algunos aspectos, se afiade un polimero sensible al estimulo a una muestra antes de la centrifugacion, y la
centrifugacion va seguida de una filtracion en profundidad. En tal proceso, el tamafo/volumen del filtro de
profundidad que puede requerirse después de la centrifugacion es mas pequeio que el que se requiere en ausencia
del polimero sensible al estimulo.

En algunos aspectos, una alimentacién de cultivo celular clarificado se somete ademas a una composicion de
fluorocarbono cargada (CFC), para eliminar ademas las proteinas de la célula huésped (HCP), como se describe en
la solicitud del PCT num. PCT/US2013/32768 (ref. interna num. MCA-1303PCT), presentada el 18 de marzo de
2013, que describe una membrana modificada con CFC para la eliminacion de HCP. Las membranas modificadas
con CFC también pueden usarse después de otras etapas del proceso de purificacion, por ejemplo, después de la
etapa de cromatografia de unién y elucion de Proteina A o después de la etapa del proceso de purificacion de flujo
continuo o después de la etapa de cromatografia de intercambio aniénico, que es parte de la etapa del proceso de
purificacién de flujo continuo.

La muestra clarificada se somete, tipicamente, a una etapa de cromatografia de unién y elucién.
Cromatografia de unién y eluciéon

En diversos aspectos descritos en la presente descripcion, los procesos y sistemas incluyen solo una unica etapa
del proceso de cromatografia de unién y elucién para la captura, que tipicamente, sigue a la clarificacion. La
cromatografia de unién y elucion esta destinada a unir la molécula diana, mientras que una o mas impurezas fluyen
a través (también denominada "etapa de captura"). La molécula diana unida se eluye posteriormente y el eluido o la
salida de la etapa de cromatografia de union y elucion puede someterse a etapas de purificacion adicionales.

La cromatografia de unién y eluciéon puede emplear una unica unidad de separacion o dos o tres 0 mas unidades de
separacion.

En diversos aspectos descritos en la presente descripcion, la cromatografia de union y elucion que se usa es la
cromatografia de union y elucion de afinidad o la cromatografia de unién y elucién de intercambio catidnico o la
cromatografia de unién y elucion de modo mixto. Tipicamente, la cromatografia de unién y elucion emplea el uso de
un medio destinado a unirse a la molécula diana.

En algunos aspectos preferidos, la cromatografia de union y eluciéon es una cromatografia de afinidad. Los medios
de cromatografia adecuados que pueden usarse para la cromatografia de afinidad incluyen, pero no se limitan a,
medios que tienen grupos funcionales de Proteina A, Proteina G o Proteina L (por ejemplo, ProSep® High Capacity
(EMD Millipore), ProSep® Ultra Plus (EMD Millipore), Poros® MabCapture™ A (Life Technologies), Absolute®
(NovaSep), Protein A Ceramic HyperD® (Pall Corporation), Toyopearl AF-rProtein A-650F (Tosoh), MabSelect® Sure
(GE Healthcare)). Los medios adecuados suelen empaquetarse en una columna o dispositivo de cromatografia.
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En una modalidad particular, el medio de cromatografia de afinidad incluye un ligando basado en la Proteina A
acoplado a una matriz de polimero de poliviniléter hidréfilo rigido.

En algunos aspectos de acuerdo con la presente descripcion, el proceso de cromatografia de unién y elucion emplea
cromatografia continua de multiples columnas, también denominada CMC.

En la cromatografia continua, tipicamente se conectan varias columnas idénticas en una disposicién que permite
que las columnas operen en serie y/o en paralelo, en dependencia de los requisitos del método. Por tanto, todas las
columnas pueden ejecutarse simultaneamente o pueden superponerse intermitentemente en su operacion. Cada
columna tipicamente se carga, eluye y regenera varias veces durante una ejecucion del proceso. En comparacion
con la cromatografia convencional, donde un unico ciclo de cromatografia se basa en varias etapas consecutivas,
tales como carga, lavado, elucion y regeneracion, en el caso de la cromatografia continua basada en multiples
columnas idénticas, todas estas etapas pueden ocurrir en diferentes columnas. En consecuencia, la operacion de
cromatografia continua puede resultar en una mejor utilizacién de la resina de cromatografia y una reduccion de los
requisitos del tampon, lo que beneficia la economia del proceso.

La cromatografia de unién y elucién continua también incluye la cromatografia de lecho movil simulado (SMB).

En algunos aspectos preferidos, la cromatografia de union y elucion emplea CMC que usa dos unidades de
separacion. En algunos otros aspectos preferidos, la cromatografia de unién y elucién emplea la CMC que usa dos o
tres 0 mas unidades. En el caso de la CMC, la carga de una muestra suele ser continua; sin embargo, la elucién es
intermitente o discontinua (es decir, la CMC es de naturaleza semicontinua).

En algunos aspectos preferidos, la CMC emplea tres unidades de separacion, cada una de las cuales contiene los
mismos medios de cromatografia, y donde las unidades de separacion se conectan de modo que el liquido puede
fluir de una unidad de separacion a la siguiente unidad de separacion y de la ultima a la primera unidad de
separacion, donde la muestra se carga en la primera unidad de separacion a un pH y conductividad que permite la
unién de la molécula diana a la unidad de separacion y donde al menos parte de la duracion del tiempo de carga se
superpone con la carga de la unidad de separacion consecutiva, donde las dos unidades de separacién estan en
comunicacion fluida, de modo que permiten que cualquier molécula diana que no se una a la primera unidad de
separacion que se carga, se una a la siguiente unidad de separacion.

Diferentes unidades de separacion pueden estar en diferentes etapas del proceso en cualquier momento dado; es
decir, mientras se carga una unidad de separacion, la siguiente unidad de separacion podria someterse a lavado,
elucion, reequilibrio, etc. Ademas, mientras la primera unidad de separacion se somete a las etapas de lavado,
elucion, reequilibrio, la unidad de separacion consecutiva se somete a la etapa de carga y asi sucesivamente, de
modo que la muestra fluya continuamente a través de las unidades de separacion y tenga una velocidad por encima
de 800 cm/h y que el medio de cromatografia de las unidades de separacién comprenda particulas con un diametro
entre 40 y 200 um y con diametros de poro en el intervalo entre 50 nm y 200 nm.

En algunos aspectos, cada unidad de separacion incluye un medio de cromatografia de afinidad tal como, por
ejemplo, un medio basado en la Proteina A. En otros aspectos, cada unidad de separacion incluye un medio de
intercambio idnico (por ejemplo, un medio de cromatografia de intercambio catiénico) o un medio de cromatografia
de modo mixto.

Los procesos de cromatografia continua ilustrativos que pueden usarse en la etapa del proceso de cromatografia de
union y elucién, como se describe en la presente descripcion, pueden encontrarse, por ejemplo, en las solicitudes de
patente europeas num. EP11008021.5 y EP12002828.7.

En algunos aspectos, las unidades de separacion se conectan de manera circular, a lo que también se denomina
lecho movil simulado. Por ejemplo, en determinados casos, al menos tres unidades de separacion se conectan en
un circulo y la carga de la muestra se cambia secuencialmente de una unidad de separacién a la siguiente, por
ejemplo, como se describe en la patente europea num. 2040811.

Se ha encontrado que la ejecucion de la cromatografia de union y elucion en un modo semicontinuo o continuo
permite usar un volumen reducido de un medio de afinidad, hasta en un 90 % del volumen usado en un proceso
convencional. Ademas, pueden usarse unidades de separacion con un diametro reducido, entre un tercio y un quinto
en comparacion con un proceso discontinuo. Las unidades de separacion pueden reutilizarse multiples veces dentro
del procesamiento de un lote particular de una molécula diana, por ejemplo, durante la produccién discontinua de
una molécula diana que es un candidato terapéutico.

En algunos aspectos, una unidad de separacion que se carga con una muestra esta en comunicacion fluida con otra
unidad de separacion durante toda la duracién del tiempo de carga.
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En otros aspectos, la unidad de separacién que se carga esta en comunicacion fluida con otra unidad de separacion
solo durante una parte de la duracién del tiempo de carga. En algunos aspectos, dos unidades de separacién estan
en comunicacion fluida solo durante la segunda mitad de la duracion del tiempo de carga.

En un modo de cromatografia discontinuo, tipicamente la carga de una unidad de separacion (por ejemplo, una
columna de cromatografia) se detiene antes de que un exceso de molécula diana sature la unidad de separacion.
Por el contrario, en el caso de una etapa del proceso de cromatografia de unién y elucion de CMC, como se usa en
los procesos y sistemas descritos en la presente descripcion, la carga de una unidad de separacién no tiene que
detenerse ya que las moléculas diana que no se unen a una unidad de separacion se mueven a la siguiente unidad
de separacién debido a la comunicacion fluida entre las dos unidades de separacién, donde la salida de una unidad
de separacién se conecta con la entrada de una segunda unidad de separacion y asi sucesivamente. Se entiende
que un experto en la técnica puede determinar facilmente cuando, durante la etapa de carga, la cantidad de una
molécula diana que no se une a la unidad de separacidon que se carga es suficientemente alta, de modo que la
salida de la unidad de separacion que se carga debe conectarse a la entrada de otra unidad de separacion. Se ha
encontrado que este aspecto es especialmente efectivo si las unidades de separacion comprenden medios que
tienen un diametro de particula entre 40 y 200 ym y un diametro de poro que varia entre 50 y 200 nm. Con tales
medios, la alimentacion de carga puede funcionar continuamente a una velocidad por encima de 800 cm/h. Pueden
encontrarse detalles adicionales en el documento EP12002828.7, presentado el 23 de abril de 2012. En algunos
aspectos, la salida de la unidad de separacion o las unidades de separacidon que se lavan estd en comunicacion
fluida con la unidad de separacién previa para que las moléculas diana eliminadas por dicho lavado no se pierdan,
sino que se carguen en la unidad de separacion previa.

Se ha encontrado que el nivel de impurezas (por ejemplo, HCP) que terminan en la mezcla de muestras de elucién
que contiene la molécula diana puede reducirse significativamente con el uso de determinados aditivos en la carga
de la muestra durante la cromatografia de unién y elucion. De hecho, la adicién de determinados aditivos a la
muestra antes de la carga o durante la carga de la muestra puede evitar la necesidad de usar etapas de lavado
especificas tipicamente disefiadas para mejorar la eliminacion de impurezas. En otras palabras, el nUmero de etapas
de lavado que se usan tipicamente se reduce mediante la inclusion de determinados aditivos antes de la carga o
durante la carga de la muestra.

En el contexto de la cromatografia continua, se requiere una columna de Proteina A que haya completado la etapa
de carga y se mueva a zonas posteriores para completar todas las etapas necesarias dentro de un marco de tiempo
esperado, de modo que la columna estara lista para aceptar la soluciéon de carga nueva, por ejemplo, como se
describe en la presente descripcién, se puede encontrar, por ejemplo, en las solicitudes de patente europeas num.
EP11008021.5 y EP12002828.7. El tiempo que se requiere para completar todas las etapas necesarias depende del
numero de etapas o zonas por las que debe pasar la columna para que esté lista para cargarla nuevamente. Al
reducir o eliminar etapas, tales como el lavado intermedio, se permite la aplicacién de la cromatografia continua para
titulos mas altos (concentraciones de proteina diana) donde se espera que la fase de carga sea mas corta, asi como
también se simplifica el tiempo requerido para todas las condiciones de titulo durante la cromatografia continua.

Los aditivos ilustrativos que pueden emplearse para reducir o eliminar una o mas etapas de lavado intermedio
incluyen, pero no se limitan a, sales, polimeros, tensioactivos o detergentes, disolventes, agentes caotropicos y
cualquier combinacion de los mismos. Una "sal" es un compuesto formado por la interaccién de un acido y una base.
Los ejemplos de sales incluyen cualquiera y todas las sales de cloruro, sales de sulfato, sales de fosfato, sales de
acetato y/o de citrato, por ejemplo, cloruro de sodio, sulfato de amonio, cloruro de amonio, cloruro de potasio,
acetato de sodio. En una modalidad particular, la sal es NaCl (por ejemplo, afiadida a una concentracién final de
NaCl 0,5 M). El término "sal hidréfoba" se refiere a un tipo especifico de sal con un componente hidréfobo tal como
alquilaminas; cloruro de tetrametilamonio (TMAC), cloruro de tetraetilamonio (TEAC), cloruro de tetrapropilamonio y
cloruro de tetrabutilamonio. Un "polimero”, como se usa en la presente descripcion, es una molécula formada
mediante enlaces covalentes de dos o0 mas mondémeros, donde los mondmeros no son residuos de aminoacidos.
Los ejemplos de polimeros incluyen polietilenglicol (PEG), propilenglicol y copolimeros de etileno y propilenglicol (por
ejemplo, Pluronics, PF68, etc.). En una modalidad particular, el polimero es PEG.

El término "detergente" se refiere a tensioactivos, tanto idénicos como no idnicos, tales como polisorbatos (por
ejemplo, polisorbatos 20 u 80); poloxameros (por ejemplo, poloxamero 188); Tritén; dodecilsulfato de sodio (SDS);
lauril sulfato de sodio; octil glucésido de sodio; lauril-, miristil-, linoleil- o estearil-sulfobetaina; (véase el documento
US6870034B2 para mas detergentes). En una modalidad particular, el detergente es un polisorbato, tal como el
polisorbato 20 (Tween 20).

El término "disolvente" se refiere a una sustancia liquida capaz de disolver o dispersar una o mas sustancias para
proporcionar una solucion. En algunos aspectos, el disolvente es un disolvente organico no polar, tal como el etanol,
metanol, isopropanol, acetonitrilo, hexilenglicol, propilenglicol y 2,2-tiodiglicol. El término "sal caotrépica" se refiere a
sales que se conoce que perturba la estructura intermolecular del agua. Un ejemplo de tal sal es la urea y el
hidrocloruro de guanidina.
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En algunos aspectos, uno o mas aditivos se mezclan continuamente con un cultivo celular clarificado mediante el
uso de uno o0 mas mezcladores estaticos. En consecuencia, en algunos aspectos, una muestra de cultivo celular
clarificado fluye continuamente a la etapa de cromatografia de Proteina A en un proceso de purificacion de
proteinas, donde uno o mas aditivos, como se describe en la presente descripcion, se mezclan continuamente con el
cultivo celular clarificado antes de cargarlo en una matriz de cromatografia de Proteina A.

Inactivacién de virus

En algunos aspectos, de acuerdo con los procesos y sistemas descritos en la presente descripcion, la cromatografia
de unién y eluciéon va seguida de la inactivacion de virus (VI). Se entiende que la inactivacion de virus puede no
realizarse necesariamente, si no que se considera opcional.

Preferentemente, la salida o eluido de la cromatografia de union y elucion se somete a la inactivacion de virus. La
inactivacion viral hace que los virus se inactiven o sean incapaces de infectar, lo que es importante, especialmente
en el caso de que la molécula diana esté destinada a un uso terapéutico.

Muchos virus contienen capas de lipidos o proteinas que pueden inactivarse mediante alteraciones quimicas. En
lugar de simplemente inactivar el virus, algunos procesos de inactivacion viral son capaces de desnaturalizar el virus
por completo. Los métodos para inactivar virus son bien conocidos por un experto en la técnica. Algunos de los
procesos de inactivacion de virus mas ampliamente usados incluyen, por ejemplo, el uso de uno o mas de los
siguientes: inactivacion con disolvente/detergente (por ejemplo, con Tritén X 100); pasteurizacién (calentamiento);
inactivacién por pH acido; e inactivacion por luz ultravioleta (UV). Es posible combinar dos o mas de estos procesos;
por ejemplo, realizar una inactivacién con pH acido a temperatura elevada.

Para garantizar una inactivacion de virus completa y efectiva, la inactivacion de virus se realiza a menudo durante un
periodo de tiempo prolongado, con agitacion constante para garantizar la mezcla apropiada de un agente de
inactivacion de virus con la muestra. Por ejemplo, en muchos procesos a gran escala que se usan hoy en dia en la
industria, una salida o eluido de una etapa de captura se recolecta en un tanque de depdsito y se somete a la
inactivaciéon de virus durante un periodo de tiempo prolongado (por ejemplo, >1 a 2 horas, a menudo seguido de
almacenamiento durante toda la noche).

En diversos aspectos descritos en la presente descripcion, el tiempo requerido para la inactivacion de virus se
reduce significativamente al realizar la inactivacion de virus en linea o mediante el empleo de un tanque de
compensacion en lugar de un tanque de depdsito para esta etapa.

Pueden encontrarse ejemplos de técnicas de inactivacion de virus que pueden usarse en los procesos descritos en
la presente descripcion, por ejemplo, en la solicitud de patente del PCT num. PCT/US2013/45677 (ref. interna num.
P12/098PCT).

En algunos aspectos preferidos, la inactivacion de virus emplea el uso de pH acido, donde la salida de la etapa de
cromatografia de union y elucion se somete a la exposicion en linea a pH acido para la inactivacion de virus. El pH
usado para la inactivacion de virus es tipicamente menor que 5,0 o preferentemente entre 3,0 y 4,0. En algunos
aspectos, el pH es de alrededor de 3,6 o inferior. El tiempo usado para la inactivacion de virus mediante el uso de un
método en linea puede variar entre 10 minutos 0 menos, 5 minutos 0 menos, 3 minutos 0 menos, 2 minutos o
menos, hasta alrededor de 1 minuto o menos. En el caso de un tanque de compensacion, el tiempo requerido para
la inactivacion es, tipicamente, menor que 1 hora, o preferentemente menor que 30 minutos.

En algunos aspectos descritos en la presente descripcidn, un agente de inactivacion de virus adecuado se introduce
en linea en un tubo o linea de conexidn entre la cromatografia de unién y elucion y la siguiente operacién unitaria en
el proceso (por ejemplo, purificacion de flujo continuo), donde preferentemente, el tubo o la linea de conexion
contiene un mezclador estatico que garantiza la mezcla apropiada de la salida de la etapa del proceso de
cromatografia de unién y elucion con el agente de inactivacion de virus, antes de que la salida pase a la siguiente
operacion unitaria. Tipicamente, la salida de la cromatografia de uniéon y elucién fluye a través del mezclador estatico
a una determinada velocidad de flujo, lo que garantiza un tiempo de contacto minimo con el agente de inactivacion
de virus. El tiempo de contacto puede ajustarse mediante el uso de mezcladores estaticos de una determinada
longitud y/o diametro.

En algunos aspectos, se introduce adicionalmente una base o un tampoén adecuado en el tubo o linea de conexion
después de la exposicion a un acido durante un tiempo, para de esta manera llevar el pH de la muestra a un pH
adecuado para la siguiente etapa, donde el pH no es perjudicial para la molécula diana. En consecuencia, en
algunos aspectos preferidos, tanto la exposicion a un pH bajo, asi como también a un tampodn basico se logra en
linea a través de la mezcla con un mezclador estatico.

En algunos aspectos, en lugar de un mezclador estatico en linea, o ademas de un mezclador estatico en linea, se

usa un tanque de compensacién para tratar la salida de la cromatografia de unién y eluciéon con un agente de
inactivacion de virus, donde el volumen del tanque de compensacion no es mas del 25 % del volumen total de la
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salida de la cromatografia de union y elucion o no mas del 15 % o no mas del 10 % del volumen de la salida de la
cromatografia de union y elucion. Debido a que el volumen del tanque de compensacion es significativamente menor
que el volumen de un tanque de depdsito tipico puede lograrse una mezcla mas eficiente de la muestra con el
agente de inactivacion de virus.

En algunos aspectos, la inactivacién de virus puede lograrse mediante un cambio del pH del tampdn de elucion
durante la cromatografia de unién y elucién, en lugar de tener que cambiar el pH de la salida de la cromatografia de
union y elucion.

En algunos aspectos descritos en la presente descripcion, la muestra se somete a un proceso de purificacion de flujo
continuo, después de la inactivacion de virus. En algunos aspectos, puede incluirse una etapa de filtracion después
de la inactivacion de virus y antes de la purificaciéon de flujo continuo. Tal etapa puede ser conveniente,
especialmente en los casos donde se observa turbidez de la muestra después de la inactivacion de virus. Tal etapa
de filtraciéon puede emplear un filtro microporoso o un filtro de profundidad.

Aunque, en los procesos donde la etapa de inactivacion de virus es opcional, la salida de la cromatografia de union y
elucion puede someterse directamente a una purificacion de flujo continuo.

Purificacion de flujo continuo

En diversos aspectos descritos en la presente descripcion, la salida de la cromatografia de unién y elucion se
somete a una operacion de purificacion de flujo continuo, ya sea directamente o después de la inactivacion de virus.
En algunos aspectos, la operacién de purificacion de flujo continuo usada en los procesos y sistemas descritos en la
presente descripcion emplea dos 0 mas etapas o dispositivos 0 métodos del proceso para lograr la purificacion de
flujo continuo, que esta destinada a eliminar una o mas impurezas presentes en la salida de la cromatografia de
unioén y elucion, con o sin inactivacion de virus.

En algunos aspectos preferidos, la operacién de purificacion de flujo continuo, como se describe en la presente
descripcion, incluye una o mas de las siguientes etapas realizadas en un modo de flujo continuo: carbén activado;
cromatografia de intercambio anidnico; cromatografia de intercambio catiénico, cromatografia de modo mixto,
cromatografia de interacciones hidrofobas y filtracién de virus, o las combinaciones de las mismas. En algunos
aspectos, pueden usarse una 0 mas valvulas, mezcladores estaticos en linea y/o tanques de compensacion entre
dos 0 mas de estas etapas, para cambiar las condiciones de la solucion.

Las diversas etapas, una o mas de los cuales pueden usarse para lograr la purificacién de flujo continuo, se
describen con mas detalle a continuacion.

Como se describe en la presente descripcion, en algunos aspectos, en algunos aspectos preferidos, la purificacion
de flujo continuo emplea al menos una etapa de cromatografia de intercambio anionico de flujo continuo (AEX),
donde una o mas impurezas que aun permanecen en la muestra que contiene la molécula diana se unen al medio
de la cromatografia de intercambio anioénico, mientras que la molécula diana fluye a través de él.

En algunos aspectos, la cromatografia de modo mixto de flujo continuo o la cromatografia de interacciones
hidréfobas de flujo continuo pueden usarse en lugar, 0 ademas de, la cromatografia de intercambio anionico de flujo
continuo.

Los medios de intercambio anidnico ilustrativos que pueden emplearse para la cromatografia AEX incluyen, pero no
se limitan a, los basados en iones de amonio cuaternario, asi como también intercambiadores de aniones débiles, tal
como los basados en una amina primaria, secundaria y terciaria. Ejemplos adicionales de medios de intercambio
aniénico adecuados son Q Sepharose® disponible de GE Healthcare Bio-Sciences AB, Fractogel TMAE y Eshmuno
Q disponible de EMD Chemicals, Mustang® Q disponible de Pall Corp., Sartobind® Q disponible de Sartorius Stedim
y dispositivos ChromaSorb™ disponibles de EMD Millipore.

Los medios pueden estar en forma de particulas, membranas, materiales porosos o materiales monoliticos. En
aspectos preferidos, los medios son matrices basadas en membranas, también llamadas adsorbentes de membrana.
El adsorbente de membrana es preferentemente una lamina de membrana porosa hecha mediante métodos de
separacion de fases bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Zeman L J, Zydney A L, Microfiltration and
Ultrafiltration: Principles and Applications, New York: Marcel Dekker, 1996. Las membranas tubulares y de fibra
hueca también son matrices aceptables. Los adsorbentes de membrana tipicamente tienen una altura de lecho de
0,5a5mm.

Las membranas pueden fabricarse a partir de una amplia gama de materiales poliméricos conocidos en la técnica,

que incluyen poliolefinas, tales como el polietieno y el polipropileno, fluoruro de polivinilideno, poliamida,
politetrafluoroetileno, celulosicos, polisulfona, poliacrilonitrilo, etc.
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Para impartirles propiedades de intercambio aniénico, la superficie de las membranas por lo general se modifica
mediante recubrimiento, injerto, adsorcién y modificacion por plasma con monémeros y/o polimeros adecuados.

En algunos aspectos, el medio de intercambio aniénico que se usa para el intercambio aniénico de flujo continuo es
un medio basado en una membrana que tiene una superficie recubierta con un polimero reticulado que tiene grupos
de amina primaria unidos, tales como una polialilamina o una polialilamina protonada.

Pueden encontrarse medios adecuados adicionales en, por ejemplo, la patente de Estados Unidos num. 8.137.561,
que describe medios cromatograficos o de adsorcidon porosos que tienen un recubrimiento polimérico poroso
formado sobre un sustrato autoportante poroso e intercambiadores anionicos que incluyen tales medios, asi como
también métodos de uso para purificar una molécula diana mediante el uso de tales medios. Tales medios son
adecuados particularmente para la robusta eliminacion de impurezas minoritarias de las moléculas diana fabricadas,
tales como anticuerpos monoclonales, de una manera que se integran bien en los procesos de purificacion
posteriores existentes. Las impurezas tipicas incluyen ADN, endotoxinas, HCP y virus. Tales medios funcionan bien
a una alta concentracion de sales y una alta conductividad (alta afinidad) y eliminan, de manera efectiva, los virus
incluso en tales condiciones. Se logra una alta capacidad de union sin sacrificar la permeabilidad del dispositivo. De
hecho, en dependencia de las propiedades del recubrimiento, pueden lograrse capacidades de uniéon de acidos
nucleicos superiores a alrededor de 5 mg/ml, o superiores a alrededor de 25 mg/ml, o superiores a alrededor de 35-
40 mg/ml. La cantidad del adsorbente de intercambio aniénico es mucho menor que la usada para un proceso
comparable basado en perlas.

En algunos aspectos, las membranas que tienen una funcion de intercambio aniénico se encapsulan en un
dispositivo de multiples capas adecuado que proporciona un flujo uniforme a través de toda la pila de membranas.
Los dispositivos pueden ser desechables o reutilizables, y pueden ser ensamblados previamente por el fabricante de
la membrana o ensamblados por el usuario final. Los materiales de la carcasa del dispositivo incluyen resinas
termoplasticas, como polipropileno, polietileno, polisulfona, fluoruro de polivinilideno y similares; resinas
termoestables tales como resinas acrilicas, siliconas y epoxi; y metales tales como el acero inoxidable. La membrana
puede unirse permanentemente a la carcasa del dispositivo, mediante el uso de un adhesivo o unién térmica, o
puede mantenerse en su lugar mediante compresion y juntas cuidadosamente colocadas.

En algunos aspectos preferidos, el dispositivo de adsorcién de intercambio aniénico se usa en el valor de pH de la
solucién que esta al menos 0,5-1,0 unidades por debajo del punto isoeléctrico de la proteina diana. El intervalo de
pH preferido del dispositivo de adsorcién de intercambio aniénico es de alrededor de 6 a alrededor de 8. El intervalo
adecuado de concentracién de sales esta entre 0 y 500 mM, mas preferentemente entre 10 y 200 mM.

En algunos aspectos, la purificacion de flujo continuo puede emplear etapas adicionales. Por ejemplo, en una
modalidad, se usan uno o mas etapas adicionales de flujo continuo ademas de la cromatografia de intercambio
aniénico (AEX). Las etapas de flujo continuo adicionales incluyen, por ejemplo, cromatografia de modo mixto,
cromatografia de intercambio catidnico, cromatografia de interacciones hidrofobas, carbon activado, exclusion por
tamafio o combinaciones de las mismas.

Las etapas adicionales que pueden incluirse en la purificacién de flujo continuo incluyen, por ejemplo, el uso de
carbon activado antes de la cromatografia de intercambio anidnico o después de la cromatografia de intercambio
aniénico (y/o una o mas de modo mixto e HIC). En algunos aspectos, el carbén activado se incorpora a un medio de
celulosa, por ejemplo, en una columna o un dispositivo. Alternativamente, el carbon activado puede combinarse con
un medio de intercambio aniénico (por ejemplo, en una columna o un cartucho), de esta manera se eliminan,
ademas, una o mas impurezas de una muestra que contiene una molécula diana. La columna o cartucho también
puede ser desechable, por ejemplo, Millistak® Pod. Los medios pueden estar en forma de particulas, membranas,
materiales porosos fibrosos o materiales monoliticos. En el caso del carbdn activado, puede impregnarse en un
material poroso, por ejemplo, un material poroso fibroso.

Se ha encontrado que una etapa de carbon activado de flujo continuo antes de la cromatografia de intercambio
aniénico de flujo continuo es adecuada especialmente para la eliminacion de proteinas de la célula huésped y la
Proteina A lixiviada. También es capaz de eliminar una cantidad significativa de posibles impurezas del medio de
cultivo celular, tales como hormonas, tensioactivos, antibiodticos y compuestos antiespumantes. Ademas, se ha
encontrado que un dispositivo que contiene carbon activado reduce el nivel de turbidez en la muestra, por ejemplo,
generado durante el aumento del pH de las fracciones de elucion de Proteina A.

Pueden encontrarse detalles adicionales sobre materiales carbonosos, carbon activado y su uso en procesos de
purificacion de flujo continuo, en la publicacion del PCT num. W0O2013/028330.

Como se discutio anteriormente, la operacion de purificacion de flujo continuo usada en los procesos y sistemas
descritos en la presente descripcion puede incluir mas de una etapa de flujo continuo.

En aspectos preferidos, la purificacion de flujo continuo incluye ademas uno o mas etapas de flujo continuo
adicionales, por ejemplo, para la eliminacién de agregados vy la filtracién de virus. En algunos aspectos, la muestra
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se pasa a través de un filtro de profundidad de adsorcion, o una capa o capas microporosas cargadas o modificadas
en un modo de operacion de filtracion de flujo normal, para la eliminacion de agregados. Pueden encontrarse
ejemplos de etapas de flujo continuo que pueden usarse para la eliminacion de agregados en, por ejemplo, las
patentes de Estados Unidos num. 7,118,675 y 7,465,397. En consecuencia, en algunos aspectos, puede usarse un
proceso de filtracion de dos etapas para eliminar los agregados de proteinas y las particulas virales, en donde se
filtra primero una muestra a través de una o mas capas de filtros de profundidad de adsorcion, membranas porosas
cargadas o modificadas en la superficie, o un lecho pequefio de medios de cromatografia para producir una muestra
libre de agregados de proteinas. Esto puede ir seguido por el uso de una membrana de ultrafiltracion para la
filtracion de virus, como se describe con mas detalle mas abajo. Las membranas de ultrafiltracion usadas para la
filtracion de virus se denominan, tipicamente, membranas de nanofiltracion.

En algunos aspectos, una etapa de flujo continuo adicional emplea un medio de cromatografia de intercambio
cationico (CEX). En la solicitud de patente de Estados Unidos num. 13/783,941 (ref. interna num. MCA-1423)
pueden encontrarse detalles adicionales de los dispositivos de intercambio catidnico de flujo continuo y su uso. En
consecuencia, en algunos aspectos, un medio de cromatografia de intercambio cationico que se usa después de la
etapa de cromatografia de intercambio aniénico emplea un soporte sélido que contiene uno o0 mas grupos de union
de intercambio catidnico a una densidad de 1 a 30 mM. Tales soportes sélidos son capaces de unir agregados de
proteinas en relaciéon con los monémeros con una selectividad superior a alrededor de 10.

En algunos aspectos, puede usarse un medio de filtracion cargado negativamente para eliminar los agregados de
proteinas, por ejemplo, que comprende un sustrato poroso recubierto con un recubrimiento de acrilamidoalquilo
reticulado polimerizado, cargado negativamente, polimerizado in situ en la superficie del sustrato tras la exposicion a
un haz de electrones y en ausencia de un iniciador quimico de la polimerizacién por radicales libres, donde el
recubrimiento se forma a partir de un mondémero de acrilamidoalquilo polimerizable que tiene uno o0 mas grupos
laterales cargados negativamente y un agente de reticulacién de acrilamida. Pueden encontrarse detalles
adicionales sobre tales medios de filtracion, por ejemplo, en la publicacion del PCT num. W02010/098867.

El uso de una etapa de intercambio catiénico de flujo continuo (CEX) puede requerir una reduccion del pH de la
solucién para aumentar la afinidad y la capacidad para las impurezas, tales como los agregados de anticuerpos. Tal
reduccion del pH puede realizarse mediante una simple adicion en linea de una solucion adecuada que contenga
acido, a través de una valvula de tres vias, un conector en T, un mezclador estatico u otros dispositivos adecuados
bien conocidos en la técnica. Ademas, puede emplearse un pequefio recipiente de compensacion para proporcionar
una mezcla adicional y acceso para el muestreo. El volumen del recipiente de compensacion, que puede tener la
forma de una bolsa, un contenedor o un tanque, suele ser considerablemente mas pequefio que el volumen del
fluido procesado con una configuracion de flujo continuo, por ejemplo, no mas del 10 % del volumen del fluido.

En algunos aspectos, los medios de intercambio cationico eliminan los agregados de proteinas y/o actian como un
filtro previo para una membrana de filtracién de virus, que tipicamente se usa después de la cromatografia de
intercambio catiénico.

En otra modalidad, los agregados de proteinas pueden eliminarse mediante el uso de un material de filtro compuesto
que comprende una sal de fosfato de calcio. Las sales de fosfato de calcio adecuadas son fosfato dicalcico anhidro,
fosfato dicélcico deshidratado, fosfato tricalcico y fosfato tetracalcico. En otra modalidad, la sal de fosfato de calcio
es hidroxiapatita. Las condiciones de la solucién tipicamente se ajustan antes de cargar la muestra en tal dispositivo,
en particular, las concentraciones de iones de fosfato y la fuerza ionica. En el documento W02011156073 A1
pueden encontrarse detalles adicionales sobre la eliminaciéon de los agregados de proteinas mediante el uso de un
material de filtro compuesto que comprende una sal de fosfato de calcio en un modo de flujo continuo.

Toda la operacién de purificacion de flujo continuo (que incluye la etapa de cromatografia de intercambio anionico y
una o mas etapas adicionales, como se describe en la presente descripcion), se realiza de forma continua sin el uso
de un tanque de depdsito entre las etapas del proceso de flujo continuo.

En algunos aspectos, el proceso de purificacion de flujo continuo incluye ademas la filtracion de virus. Sin embargo,
la filtracién de virus es opcional y puede que no se use necesariamente siempre.

En algunos aspectos, la filtracion de virus implica una filtracion basada en la exclusion por tamafio, también conocida
como tamizado.

Para la eliminacion de virus, la muestra tipicamente se pasa a través de un filtro de ultrafiltracion que retiene los
virus mientras la molécula diana pasa a través de él. De acuerdo con la IUPAC, la ultrafiltracion es un "proceso de
separacion basado en membranas e impulsado por presion en el que se descartan particulas y macromoléculas
disueltas mas pequeinas que 0,1 um y mas grandes que alrededor de 2 nm". (IUPAC, "Terminology for membranes
and membrane processes" publicado en Pure Appl. Chem., 1996, 68, 1479). Las membranas de ultrafiltracion
usadas en esta etapa suelen disefiarse especificamente para eliminar virus. Por el contrario de las membranas de
ultrafiltracion usadas para la concentracién de proteinas y el intercambio de tampones, estas membranas por lo
general no se caracterizan por los limites de peso molecular, sino por la retencion tipica de las particulas virales. La
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retencion viral se expresa en el valor de reduccién logaritmica (LRV), que es simplemente un Log+o de la relacion de
particulas virales en el alimento y el filtrado en una prueba estandarizada. El uso de la filtracién viral en los procesos
de purificacion se puede encontrar en, por ejemplo, Meltzer, T. y Jornitz, M., eds., "Filtration and Purification in the
Biopharmaceutical Industry ", 2.2 ed., Informa Healthcare, 2008, capitulo 20.

Las membranas de retencion de virus pueden fabricarse en forma de lamina plana, como Viresolve® Pro de EMD
Millipore Corporation, Ultipor® VF Grade DV20 de Pall Corporation, Virosart® CPV de Sartorius Stedim Biotech, o en
forma de fibra hueca, tales como Planova™ 20N de Asahi Kasei Medical Co. Pueden ser productos de una sola capa
o de multiples capas, y pueden fabricarse mediante uno de los muchos procesos de produccion de membranas
conocidos en la técnica. Puede lograrse una combinacion particularmente beneficiosa de la capacidad de retencion
para una membrana asimétrica de retenciéon de virus compuesta, como se describe en la publicacién de Estados
Unidos num. 20120076934 A1.

En una modalidad particular, la operacion de purificacién de flujo continuo implica al menos una etapa de carbon
activado, una etapa de cromatografia de intercambio anionico, una etapa de cromatografia de intercambio catiénico
y una etapa de filtracién de virus.

Después de la filtracion de virus, la muestra que contiene la molécula diana puede someterse a uno o mas etapas de
formulacién/concentracion adicionales.

Etapas del proceso adicionales

Como se discutio anteriormente, en algunos aspectos, la muestra se somete a uno o mas etapas del proceso
adicionales después de la filtracién de virus.

En algunos aspectos, una o0 mas etapas adicionales incluyen la formulacion, que puede emplear
diafiltracion/concentracion seguida de filtracion estéril.

En algunos aspectos, después de la filtracion de virus, la muestra que contiene la molécula diana se somete a
diafiltracion, que tipicamente emplea el uso de una membrana de ultrafiltracion en un modo de filtracion de flujo
tangencial (TFF). En el caso de la filtracion de flujo tangencial (TFF), el fluido se bombea tangencialmente a lo largo
de la superficie del medio del filtro. Una presién aplicada sirve para forzar una porcion del fluido a través del medio
del filtro hacia el lado del filtrado.

La diafiltracion resulta en el reemplazo del fluido que contiene la molécula diana por el tampén deseado para la
formulacién de la molécula diana. La diafiltracién va seguida, tipicamente, de una etapa para concentrar la molécula
diana, que se realiza mediante el uso de la misma membrana.

En otra modalidad, la filtracion de flujo tangencial de un solo paso (SPTFF) puede usarse para la
concentracion/diafiltracion. Un moédulo de SPTFF incluye multiples dispositivos de ultrafiltracién conectados en serie.
La proteina diana esta lo suficientemente concentrada/diafiltrada después de un solo paso a través del modulo de
SPTFF sin necesidad de un bucle de retenido ni de una bomba, lo que permite una operacién continua. Puede
encontrarse mas informacion en la presentacion titulada "Single pass TFF" de Herb Lutz y otros, presentada en la
conferencia de la American Chemical Society en la primavera de 2011.

Después de la diafiltracién/concentracion, la muestra se somete a una etapa de filtracion estéril para el
almacenamiento o cualquier otro uso.

La filtracion estéril tipicamente se lleva a cabo mediante el uso de la filtracién de flujo normal (NFF), donde la
direccion de la corriente de fluido es perpendicular al medio del filtro (por ejemplo, una membrana) bajo una presion
aplicada.

Sistemas

La descripcion también proporciona sistemas para purificar una molécula diana, en donde los sistemas incluyen dos
0 mas operaciones unitarias conectadas para que estén en comunicacion fluida entre si, de modo que se realice un
proceso para purificar una molécula diana de manera continua o semicontinua. Cada operacion unitaria puede
emplear uno o mas dispositivos para lograr el propésito deseado de esa operacién unitaria. En consecuencia, en
algunos aspectos, los sistemas descritos en la presente descripcion incluyen varios dispositivos que se conectan
para permitir que el proceso de purificacion se ejecute de manera continua o semicontinua.

Sin pretender limitarse a la teoria, se contempla que un sistema puede encerrarse en un entorno estéril cerrado,
para que de esta manera se realice todo el proceso de purificacion de una manera estéril.

En diversos aspectos, el primer dispositivo en un sistema es un biorreactor que contiene el material de partida, por
ejemplo, cultivar las células que expresan una proteina a purificar. El biorreactor puede ser cualquier tipo de
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biorreactor como un biorreactor discontinuo o un biorreactor semicontinuo o un biorreactor continuo, como un
biorreactor de fermentacién de perfusion continua. El biorreactor puede estar hecho de cualquier material adecuado
y puede ser de cualquier tamafio. Los materiales tipicos son acero inoxidable o plastico. En una modalidad, el
biorreactor es un biorreactor desechable, por ejemplo, en forma de una bolsa flexible y plegable, disefiada para un
solo uso.

La clarificacion puede realizarse directamente en el biorreactor, o alternativamente, el biorreactor puede
simplemente usarse para cultivar las células, y la clarificacion se realiza en un recipiente diferente. En otra
modalidad mas, el cultivo celular simplemente fluye a través de un dispositivo de filtracion en profundidad para
eliminar una o mas impurezas. En consecuencia, en algunos aspectos preferidos, el biorreactor esta en
comunicacion fluida con un dispositivo para realizar la filtracion en profundidad.

El dispositivo para realizar la clarificacion (por ejemplo, un dispositivo de filtracién en profundidad) generalmente se
conecta para estar en comunicacion fluida con un dispositivo para realizar la captura mediante el uso de una
cromatografia de unién y elucion (por ejemplo, un dispositivo de cromatografia continua de multiples columnas que
comprende dos 0 mas unidades de separacion). En algunos aspectos, el dispositivo para la cromatografia de union y
elucion se conecta para estar en comunicacion fluida con una operacion unitaria, para realizar la purificacion de flujo
continuo, que puede incluir mas de un dispositivo/etapa. En algunos aspectos, se incluye un mezclador estatico en
linea o un tanque de compensacion entre el dispositivo para la cromatografia de union y elucion y el primer
dispositivo usado para la purificacion de flujo continuo.

En algunos aspectos, la operaciéon de purificacion de flujo continuo incluye mas de un dispositivo, por ejemplo, un
dispositivo de carbon activado seguido de un dispositivo de cromatografia AEX seguido de un mezclador estatico en
linea y/o un tanque de compensacion para cambiar el pH, seguido de un dispositivo de cromatografia CEX seguido
de un dispositivo de filtracion de virus. Los dispositivos generalmente pueden estar en cualquier formato adecuado,
por ejemplo, una columna o un cartucho.

Las ultimas operaciones unitarias en el sistema pueden incluir uno 0 mas dispositivos para lograr la formulacion, que
incluye la diafiltracion/concentracion y filtracion estéril.

Tipicamente, cada dispositivo incluye al menos una entrada y al menos una salida, para permitir que la salida de un
dispositivo esté en comunicacion fluida con la entrada de un dispositivo consecutivo en el sistema.

En la mayoria de los procesos y sistemas usados en la industria hoy en dia, cada dispositivo usado en un proceso
de purificacion emplea una unidad de equipo del proceso, también denominada "patin", que tipicamente incluye las
bombas, valvulas, sensores y soportes para dispositivos necesarios. Tipicamente, al menos un patin esta asociado
con cada dispositivo. En algunos de los aspectos descritos en la presente descripcién, se reduce el nimero de
patines usados a lo largo del proceso de purificacion. Por ejemplo, en algunos aspectos, solo se usa un patin para
realizar toda la operacion de purificacion de flujo continuo, que puede incluir multiples dispositivos, por ejemplo,
dispositivo de carbén activado, dispositivo de cromatografia de intercambio anidnico, dispositivo de cromatografia de
intercambio cationico y dispositivo de filtracion de virus, junto con cualquier equipo necesario para los cambios en las
condiciones de la solucién. En consecuencia, en algunos aspectos, puede usarse un unico patin para todas las
etapas anteriores en la purificacion de flujo continuo.

En algunos aspectos, la comunicacion fluida entre los diversos dispositivos es continua; en que el fluido fluye
directamente a través de todos los dispositivos sin interrupciones. En otros aspectos, pueden incluirse una o mas
valvulas, sensores, detectores, tanques de compensacion y equipos para cualquiera de los cambios de la solucion
en linea entre los diversos dispositivos, para de esta manera interrumpir temporalmente el flujo de fluido a través del
sistema, si es necesario, por ejemplo, para reemplazar/eliminar un dispositivo particular.

En algunos aspectos, se incluyen uno o mas tanques de compensacion entre los diversos dispositivos. En algunos
aspectos, no mas de 3 y no mas de 2 tanques de compensacion estan presentes en todo el sistema. Los tanques de
compensacion ubicados entre diferentes dispositivos no tienen mas del 25 %, y preferentemente no mas del 10 %
del volumen total de la salida del primero de los dos dispositivos.

En algunos aspectos preferidos, los sistemas descritos en la presente descripcion incluyen uno o mas mezcladores
estaticos para el intercambio de tampédn y/o la dilucion en linea.

En algunos aspectos, un sistema incluye, ademas, uno 0 mas sensores y/o sondas para controlar y/o supervisar uno
0 mas parametros del proceso dentro del sistema, por ejemplo, temperatura, presion, pH, conductividad, oxigeno
disuelto (DO), diéxido de carbono disuelto (DCOy), velocidad de mezcla, velocidad de flujo, parametros del producto.
El sensor también puede ser un sensor 6ptico en algunos casos.

En algunos aspectos, el control del proceso puede lograrse de manera que no comprometa la esterilidad del
sistema.
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En algunos aspectos, los sensores y/o sondas pueden conectarse a un modulo electrénico de sensores, cuya salida
puede enviarse a un tablero de terminales y/o una caja de relés. Los resultados de las operaciones de deteccion
pueden ingresarse en un sistema de control implementado por computadora (por ejemplo, una computadora) para el
calculo y control de diversos parametros (por ejemplo, mediciones de temperatura y peso/volumen, pureza) y para la
visualizacion y la interfaz de usuario. Tal sistema de control ademas puede incluir también una combinacién de
sistemas electronicos, mecanicos y/o neumaticos para controlar los parametros del proceso. Debe apreciarse que el
sistema de control puede realizar otras funciones y la descripcién no se limita a tener cualquier funcion particular o
conjunto de funciones.

Esta descripcion se ilustra ademas mediante los siguientes ejemplos, que no deben interpretarse como limitantes.
Ejemplos
Ejemplo 1: Proceso para purificar un anticuerpo monoclonal

En este ejemplo representativo, la purificacién de un anticuerpo monoclonal se logra mediante el uso de un proceso
de purificacion de manera continua, donde diversas operaciones unitarias se conectan de manera que operen de
manera continua. Un proceso ilustrativo se representa en la Figura 2.

El ejemplo representativo que se describe mas abajo incluye las siguientes etapas realizadas en la secuencia que se
enumera: clarificacién mediante el uso de la filtracion en profundidad; uso de uno 0 mas mezcladores estaticos en
linea para cambiar las condiciones de la solucion; la cromatografia de unién y elucién de Proteina A mediante el uso
de la cromatografia continua de multiples columnas que emplea dos unidades de separacion; el ajuste del pH de la
salida mediante el uso de uno o mas mezcladores estaticos; y la purificacién de flujo continuo que emplea la
filtracion en profundidad seguida de carbén activado seguido de la cromatografia de intercambio aniénico seguida de
un ajuste del pH mediante el uso de un mezclador estatico seguido de la cromatografia de intercambio catiénico
seguida de la filtracion de virus.

En este ejemplo, se produce un anticuerpo monoclonal basado en CHO (MAb05) en un biorreactor semicontinuo.
Aproximadamente 5,5 | de cultivo celular se procesaron con un filtro de profundidad primario DOHC (EMD Millipore)
de 0,054 m? y luego se clarificaron ademas con un filtro de profundidad secundario XOHC (EMD Millipore) de
0,054 m2, donde ambos se procesan con un flujo de 10 LMH, lo que hace que la carga sea de aproximadamente
100 I/m2,

El efluente de la filtracion en profundidad se pone en contacto con una solucién de NaCl 5 M en una relacion de 1:10
que luego se mezcla a través de un mezclador estatico seguido de un filtro estéril. La presion se supervisa antes de
cada filtro de profundidad y después del filtro estéril (Figura 3). Después del mezclador estatico, la solucién se pasa
a través de un filtro estéril SHC (EMD Millipore) hasta una carga final de 3200 I/m2. El efluente del filtro estéril se
dirige a un tanque de compensacién que se supervisa con una celda de carga para determinar la cantidad filtrada.
Se recolectan muestras de un ml justo antes de cada ciclo de carga en la cromatografia continua de multiples
columnas (CMC) de Proteina A (Figura 4). Después de procesar y recolectar aproximadamente 70 ml de cultivo
celular en un tanque de compensacion, la solucion clarificada se carga simultaneamente en la siguiente etapa para
la captura de Proteina A.

La captura de Proteina A consiste en dos columnas de Proteina A que se ejecutan en un Akta Explorer 100
modificado. Las columnas de Proteina A tienen 10 ml de medio ProSep Ultra Plus Protein A empaquetado en
columnas de cromatografia Vantage-L (EMD Millipore) de 1,6 cm de DI hasta alturas de lecho de 10,25y 10,85 cm.
Las columnas se equilibran con PBS 1X, NaCl 0,5 M para 5 volumenes de columna (todos los volumenes de
columna se basan en la columna mas pequefia). A lo largo de la ejecucién, la velocidad de flujo de carga se
configura para tener un tiempo de residencia de carga de ~ 1 minuto. Durante la carga inicial, ambas columnas se
colocan en serie, donde el efluente de la columna primaria se carga directamente en la columna secundaria hasta
alcanzar un volumen de carga especifico. Después de pasar un volumen de carga especifico sobre las columnas, se
detiene la alimentacion y se pasan 2 volumenes de columna (VC) del tampdn de equilibrio a través de la columna
primaria a la columna secundaria. Luego, la columna primaria se coloca para someterse a lavado, elucion, limpieza y
reequilibrio, mientras que la columna secundaria se carga como columna primaria. Después del reequilibrio de la
primera columna, la columna se mueve a la posicion secundaria para estar en serie con la que es ahora la columna
primaria. Esta serie de eventos se repite con cada columna, que toma la posicion primaria después de que la
columna de la posicion primaria original se cargue a un volumen establecido. La primera columna se carga un total
de tres veces y la segunda columna se carga dos veces. Las eluciones de cada columna se recolectan en un vaso
de precipitados con mezcla, mediante el uso de un activador UV para controlar el tiempo de inicio y finalizacion de la
elucion.

Después de recolectar y mezclar las dos primeras eluciones, la solucion se bombea hacia un tanque de
compensacion y se mezcla con una solucién 2 M de Tris y se procesa a través de dos mezcladores estaticos para
aumentar el pH a pH 8,0, donde el pH de la solucidén resultante es medido inmediatamente después de los
mezcladores estaticos. Luego, la solucion con el pH ajustado se procesa a través de un filtro de profundidad A1THC
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(EMD Millipore) seguido de una columna Omnifit de 1 cm de DI empaquetada con carbon activado. Luego, el
efluente de la columna de carbdn activado se hace fluir continuamente a través de un dispositivo de cromatografia
de intercambio anionico (por ejemplo, ChromaSorb™) (EMD Millipore) hasta una carga de 4 kg de MAb/I de
ChromaSorb™. El efluente del intercambiador aniénico ChromaSorb™ luego se mezcla con acido acético 1 M, luego
se procesa a través de un mezclador estatico para bajar el pH a pH 5,5. La soluciéon de pH ajustado del mezclador
estatico luego se hace fluir a través de un dispositivo de cromatografia de intercambio catiénico que se usa como
filtro previo, seguido de la filtracion de virus mediante el uso de la membrana Viresolve® Pro (EMD Millipore). El
efluente del filtro de virus se dirige a un tanque de depésito y se muestrea.

Este proceso de purificacién proporciona una solucion final que cumple con todos los objetivos de la purificacion,
especificamente HCP <1 ppm, agregados <1 % con una recuperacion de mAbQ5 > 60 % para el proceso general.

Ejemplo 2: Proceso para purificar un anticuerpo monoclonal

En este ejemplo representativo, la purificacion de un anticuerpo monoclonal se logra mediante el uso de un proceso
de purificacién, donde diversas operaciones unitarias se conectan en la secuencia que se describe mas abajo.

El ejemplo representativo que se describe mas abajo incluye las siguientes etapas realizadas en la secuencia
enumerada: clarificacion mediante el uso de un polimero sensible al estimulo después de la centrifugacion; poner en
contacto el sobrenadante con una sal; la cromatografia de unién y elucion de Proteina A mediante el uso de la
cromatografia continua de multiples columnas que emplea dos unidades de separacion; el ajuste del pH de la salida
mediante el uso de uno o mas mezcladores estaticos; y la purificacion de flujo continuo que emplea la filtracion en
profundidad seguida de carbén activado seguido de la cromatografia de intercambio anidénico seguida de un ajuste
del pH mediante el uso de un mezclador estatico seguido de la cromatografia de intercambio catidonico seguida de la
filtracion de virus.

En este ejemplo, se produce un anticuerpo monoclonal basado en CHO (MAbQ5) en un biorreactor semicontinuo. Se
ponen en contacto un total de 7 litros de cultivo celular con una solucién de un polimero sensible al estimulo
(polialilamina modificada; sensible a la adicién de sal) hasta una concentracion final de polimero de 0,2 % v/v. El
cultivo celular se mezcla con la solucion de polimero sensible al estimulo durante aproximadamente 10 minutos. Se
afiaden alrededor de 175 ml de solucion K;HPO4 2 M y el cultivo celular se mezcla durante 10 minutos adicionales.
Luego se eleva el pH a 7,0 mediante la adicion de base Tris 2 M y se mezcla durante 15 minutos. Luego, la solucion
se centrifuga en alicuotas de 2 | a 4500 x g durante 10 minutos y el sobrenadante se decanta y retiene. Los solidos
se desechan. El sobrenadante del cultivo celular se mezcla y luego se mezcla con NaCl 5 M en una relacion de 1:10
en un modo discontinuo con agitacion continua. La conductividad final de la solucién se mide en este punto y es de
55 + 5 mS/cm. La solucion resultante se filtra de forma estéril a través de un filtro Express SHC de 0,22 ym (EMD
Millipore). La solucién filtrada estéril es el material de carga para la cromatografia de Proteina A.

La etapa de captura de Proteina A consiste en dos columnas de Proteina A que se ejecutan en un Akta Explorer 100
modificado. Las columnas de Proteina A tienen 10 ml de medio ProSep Ultra Plus Protein A empaquetado en una
columna de cromatografia Vantage-L (EMD Millipore) de 1,6 cm de DI hasta alturas de lecho de 10,25y 10,85 cm.
Las columnas se equilibran con TBS 1X, NaCl 0,5 M para 5 volumenes de columna, VC (todos los volumenes de
columna se basan en la columna mas pequefia). A lo largo de la ejecucién, la velocidad de flujo de carga se
configura para tener un tiempo de residencia de carga de alrededor de un minuto.

Durante la carga inicial, ambas columnas se colocan en serie, donde el efluente de la columna primaria se carga
directamente en la columna secundaria hasta alcanzar un volumen de carga especifico. Después de pasar un
volumen de carga especifico sobre las columnas, se detiene la alimentacion y se pasan dos VC del tampén de
equilibrio a través de la columna primaria a la columna secundaria. Luego, la columna primaria se coloca para
someterse a lavado, elucion, limpieza y reequilibrio, mientras que la columna secundaria se carga como columna
primaria. Después del reequilibrio de la primera columna, esa columna se mueve a la posicién secundaria para
quedar en serie con la que es ahora la columna primaria. Esta serie de eventos se repite con cada columna, que
toma la posicion primaria después de que la columna de la posicidon primaria original se cargue a un volumen
establecido. Cada columna se carga un total de siete veces. Las eluciones de cada columna se recolectan con un
colector de fracciones, mediante el uso de un activador UV para controlar el tiempo de inicio de la elucién y se
recolectan hasta un volumen constante de aproximadamente 3,5 VC.

La purificacion de flujo continuo consiste en seis etapas principales: filtro de profundidad; carbon activado;
cromatografia de intercambio aniénico; ajuste de pH en linea; cromatografia de intercambio cationico; y filtracion de
virus.

La Figura 5 ilustra el orden en que se conectan estas etapas. Las bombas y sensores necesarios, por ejemplo,
sensores de presion, conductividad y UV también se muestran en el esquema.

Todos los dispositivos se humedecen individualmente en una estacion diferente y luego se ensamblan como se
muestra en la Figura 5. Los dispositivos se humedecen y se tratan previamente de acuerdo con el protocolo del
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fabricante o como se describe en la presente descripcion. Brevemente, el filtro de profundidad (A1THC) se enjuaga
con 100 I/m? de agua seguido de 5 volimenes de tampon de equilibrio 1 (EB1: tampodn de elucion de Proteina A
ajustado a pH 7,5 con base Tris 1 M, pH 11). Se empaquetan 10 ml de carbon activado en una columna Omnifit de
2,5 cm de DI. La columna se enjuaga con 10 VC de agua y luego se equilibra con EB1 hasta que el pH se estabiliza
a pH 7,5. Se apilan 1,2 ml de membrana de intercambio aniénico (7 capas) en un dispositivo Swinex de 47 mm de
diametro. El dispositivo se humedece con agua a 12,5 VC/min durante al menos 10 min, seguido de 5 volumenes de
dispositivo (VD) de EB1. Se usa un mezclador estatico helicoidal desechable (Koflo Corporation, Cary, IL) con 12
elementos para realizar los ajustes de pH en linea. Se humedece un dispositivo de cromatografia de intercambio
catiénico de 3 capas (volumen de membrana de 0,12 ml) con 10 VD de agua, seguido de 5 VD de tampdn de
equilibrio 2 (EB2: EB1 ajustado a pH 5,0 mediante el uso de acido acético 1 M). El dispositivo se trata ademas con 5
VD de EB2 + NaCl 1 M y luego se equilibra con 5 VD de EB2. Un dispositivo de filtracion de virus Viresolve® Pro de
3,1 cm? se humedece con agua presurizada a 30 psi durante al menos 10 minutos. Luego, la velocidad de flujo se
supervisa cada minuto hasta que la velocidad de flujo permanece constante durante 3 minutos consecutivos.
Después de que todos los dispositivos se humedecen y equilibran, se conectan como se muestra en la Figura 5.

El EB1 se ejecuta a través de todo el sistema hasta que se estabilizan todas las lecturas de presion y pH. Después
del equilibrio, la alimentacién (es decir, el eluido de Proteina A ajustado a pH 7,5) se somete a una purificacién de
flujo continuo. Durante la ejecucion, las muestras se recolectan antes del tanque de compensacion y después de
Viresolve® Pro para supervisar la concentracion de MAb y los niveles de impurezas (por ejemplo, HCP, ADN,
Proteina A lixiviada y agregados). Después de que se procesa la alimentacion, el sistema se enjuaga con 3
volumenes de dispositivo de EB1 para recuperar cualquier MAb que aun permanezca en los diversos dispositivos,
asi como también en las lineas de conexién entre los dispositivos.

La Figura 6 representa las lecturas de presion después del filtro de profundidad, el carbén activado y Viresolve® Pro
en la purificacion de flujo continuo. Generalmente, un aumento en la presion indica el ensuciamiento de las
columnas del filtro. En particular, la columna de carbon activado permanece bastante protegida de cualquier
precipitado debido al filtro de profundidad usado antes del carbén activado. La presion de Viresolve® Pro se eleva
lentamente con el tiempo, pero esta muy por debajo del limite operativo maximo (50 psi).

El avance de las HCP en funcién del tiempo, medida después del dispositivo de cromatografia de intercambio
anionico esta por debajo del objetivo de 10 ppm. Las HCP finales en la mezcla de muestras de Viresolve® Pro son
<1 ppm (Tabla 1). La Proteina A lixiviada promedio en las fracciones de elucion es de 32 ppm. La Proteina A
lixiviada en la mezcla de muestras de Viresolve® Pro es de 4 ppm. Los agregados se reducen del 1 % al 0,4 %.

Los resultados del experimento se resumen en la Tabla Il que aparece mas abajo.

Tabla Il

Propiedad medida Resultados
Rendimiento de MADb (%) después de la purificacion de flujo continuo, donde el valor inicial del 97 8 %
100 % es la cantidad después de la CMC de Proteina A e
Promedio de HCP medido después de la elucion de la CMC de Proteina A en relacion con el

. ] ! ot . 172 - 1,75
medido después de la filtracion de virus (ppm)
Promedio de agregados después de la elucion de la CMC de Proteina A en relacién con los o

> . P ; o 1-504%

agregados después de la filtracién de virus (%)
Promedio de Proteina A lixiviada después de la elucion de la CMC de Proteina A en relacién 32 4

con la Proteina A lixiviada después de la filtracion de virus (ppm)
Capacidad de filtracion de virus (kg/m?) >6,1
Factor de dilucion de MAb medido por la relacion de la concentracién de MAb después de la 1 15x
CMC de Proteina A y después de la filtracién de virus ’

Ejemplo 3: Proceso de purificacion de flujo continuo después de la cromatografia discontinua de Proteina A

En este experimento representativo, una solucion de anticuerpo monoclonal previamente purificada mediante una
cromatografia discontinua de Proteina A se purifica ademas mediante el uso de la purificacion de flujo continuo para
cumplir con los objetivos finales de pureza y rendimiento. Esto se hace mediante la realizacién de las siguientes
etapas a manera de flujo continuo: carbon activado; cromatografia de intercambio aniénico; cambio de pH en linea;
cromatografia de intercambio cationico y filtracion de virus.

La configuracion, el equilibrio y la ejecucidon son similares a los del Ejemplo 2, excepto por algunas modificaciones
menores. El material de partida es un eluido de Proteina A de un proceso discontinuo de Proteina A.
Especificamente, la alimentacion de MAb procesada para esta ejecucion es de 102 ml de 13,5 mg/ml de MAbO5 a
una velocidad de flujo de 0,6 mI/min. En este estudio no se usa un filtro de profundidad, ya que la alimentacion se
filtra a través de un filtro estéril de 0,22 uym antes de realizar la purificacion de flujo continuo. Se usa una columna de
carbon activado de 2,5 ml que corresponde a una carga de 0,55 kg/l. Dos dispositivos de cromatografia de
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intercambio aniénico (0,2 y 0,12 ml) se conectan en serie para obtener una carga de 4,3 kg/l. Dos dispositivos de
cromatografia de intercambio catidénico de 1,2 ml (7 capas de la membrana en cada dispositivo) se conectan en
paralelo para manejar los agregados. La carga de MAb en los dispositivos de cromatografia de intercambio cationico
es de alrededor de 570 mg/ml. Para la filtracion de virus se usa un dispositivo Viresolve® Pro de 3,1 cm?.

El avance de las HCP en funcion de la carga después del dispositivo de cromatografia de intercambio aniénico esta
por debajo del objetivo de 10 ppm (Figura 7). Las HCP finales en la mezcla de muestras de Viresolve® Pro son <1
ppm (Tabla 2). Los agregados se reducen del 5 % al 1,1 % mediante el dispositivo de cromatografia de intercambio
cationico (Figura 8).

Los resultados del experimento se resumen en la Tabla Ill que aparece mas abajo.

Tabla Il
Propiedad medida Resultados
Rendimiento de MAb (%) después de la purificacion de flujo continuo, donde el valor inicial del 92 %

100 % es la cantidad después de la cromatografia discontinua de Proteina A
Promedio de HCP medido después de la elucion de la cromatografia discontinua de Proteina A
en relacién con el medido después de la filtracion de virus (ppm)
Promedio de agregados después de la elucion de la cromatografia discontinua de Proteina A - o

" ] ' ! . o 5-11%
en relacion con los agregados después de la filtracion de virus (%)
Capacidad de filtracién de virus (kg/m?) >3,7
Factor de dilucién de MAb medido por la relacion de la concentracion de MAb después de la

I . ; ) ; . . 1,25x

cromatografia discontinua de Proteina A y después de la filtracién de virus

591 — 0,61

La Figura 9 muestra las lecturas de presion antes del carbon activado y Viresolve® Pro. Generalmente, el aumento
de la presion implica que los filtros se han ensuciado. En este caso, hay un aumento modesto (alrededor de 5 psi) en
la presion en el caso del carbon activado. La presion de Viresolve® Pro se eleva lentamente con el tiempo, pero esta
muy por debajo del limite operativo maximo (50 psi).

Como se muestra en la Figura 10, el pH después del ajuste permanece en el punto de ajuste objetivo de pH 4,9,
excepto durante el arranque. Las subidas de pH se pueden amortiguar mediante el uso de un tanque de
compensacion después del ajuste de pH en linea y antes de bombear al dispositivo de cromatografia de intercambio
cationico.

Ejemplo 4: Clarificacion conectada a la cromatografia de Proteina A
En este ejemplo representativo, la clarificacién se conecta a la cromatografia de Proteina A de manera continua.

En este experimento, la velocidad de flujo que se usa para la filtracion en profundidad se determina por el tiempo de
residencia usado para la cromatografia de Proteina A, que sigue a la filtracién en profundidad. La velocidad de flujo
usada en este ejemplo representativo es mas lenta que la usada en la filtracién en profundidad convencional, lo que
resulta en una mayor eliminacion de HCP en la salida recuperada después de la cromatografia de Proteina A.

Se obtiene una alimentacion de cultivo celular de anticuerpo monoclonal (MAbO4) y se divide en tres porciones
iguales. La primera porcion (muestra #1 en la Tabla IV) se clarifica mediante el uso de filtros de profundidad
primarios y secundarios Millistak+® DOHC y XOHC (EMD Millipore) con una relacion de area de filiro de 1:1 y una
velocidad de flujo de 100 litros/m? /hora (LMH), que es un flujo tipico usado en procesos de clarificacion estandar. El
efluente se prueba para determinar la concentracion de MAb y la cantidad de HCP. La segunda porcion de la
alimentacioén de cultivo celular (muestra #2) también se clarifica con el mismo tipo y relacion de filtros, pero con una
velocidad de flujo de 10 LMH. Esta velocidad de flujo se basa en un tiempo de residencia de seis minutos de la
columna de cromatografia de Proteina A, que sigue a la clarificacion. En ambos casos, se procesa la misma
cantidad de material, lo que corresponde a una capacidad de procesamiento de alrededor de 100 I/m?, y las dos
muestras se tratan de la misma manera.

Ambos fluidos de cultivo celular clarificados se someten a una cromatografia de unién y elucién de Proteina A, lo
que resulta en las muestras #3 y #4 de la Tabla IV, donde la clarificacion y la cromatografia de Proteina A se
realizan por separado (es decir, no estan conectadas). La muestra #4, relacionada con una velocidad de flujo mas
lenta, se pierde y, por lo tanto, no se puede analizar.

La tercera porcion de la alimentacion de cultivo celular (muestra #5) se procesa a través de un ensamblaje que tiene
el efluente de los dos filtros de profundidad cargados continuamente en una columna de cromatografia de Proteina A
(es decir, donde se conectan la clarificacion y la cromatografia de Proteina A). Se usan las mismas condiciones
cromatograficas anteriores. Todos los eluidos de Proteina A se prueban para determinar la concentracion de MAb y
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la cantidad de HCP. En el caso de la muestra #5, el tiempo de residencia de seis minutos de la cromatografia de
Proteina A determina la velocidad de flujo de alrededor de 10 LMH para la clarificacion.

Todos los resultados se muestran en la Tabla IV. Los resultados indican que los niveles de HCP son 2 veces mas
bajos después de una clarificacion lenta (es decir, la muestra #2 en relacion con la muestra #1). No se ha informado
una comparacion directa de las muestras correspondientes después de la cromatografia de Proteina A debido a la
pérdida de muestra (es decir, la muestra #4). Una comparacion de los resultados relacionados con la muestra #5 en
relacion con la muestra #3 sugiere que realizar la clarificacion y la cromatografia de Proteina A de manera continua y
conectada proporciona una mejora de 8 veces en la pureza del MAb en comparacion con la pureza cuando la
clarificacion y la cromatografia de Proteina A se ejecutan por separado. La comparacion de los valores LRV
estimados documenta la diferencia.

Tabla IV
# | Muestra MAD (g/l) HCP (ng/ml) HCP (ppm) LRV
1 | 100 LMH clarificado 1,19 (80 %) 256,894 221,426
2 | 10 LMH clarificado 1,01 (69 %) 118,114 117,421
3 | 100 LMH clarificado y purificado con Proteina A 9,03 7,553 837 2,4
4 | 10 LMH clarificado y purificado con Proteina A no probado
5 | 10 LMH clarificado y purificado con Proteina A 7,94 808 102 (3,1)

de manera conectada

Ejemplo 5: Clarificacion mediante el uso de un polimero sensible al estimulo

En este experimento representativo, la clarificacion se realiza mediante el uso de un polimero sensible al estimulo
mediante el uso de dos procesos diferentes.

En un proceso, un polimero sensible al estimulo se afiade directamente a un biorreactor (que puede ser un
biorreactor desechable o de un solo uso) que contiene un cultivo celular que expresa una molécula diana. En un
segundo proceso, se bombea un cultivo celular fuera de un biorreactor y se pone en contacto con un polimero
sensible al estimulo mediante el uso de uno o mas mezcladores estaticos en linea.

En el caso del proceso relacionado con la realizacion de la clarificacién directamente en un biorreactor, se anaden
60 ml del polimero sensible al estimulo, al 10 % en peso, en un biorreactor desechable de 3 | que contiene un cultivo
celular y se mezcla durante al menos 5 minutos. Se afiaden 75 ml de KoHPO4 2 M al biorreactor y se mezclan
durante al menos 5 minutos. Se afiade base Tris 2 M al biorreactor mientras se mezcla para aumentar el pH entre 7
y 7,3 (aproximadamente 50-100 ml). Se permite que la soluciéon se mezcle durante al menos 1 minuto y luego se
bombea fuera del biorreactor y se carga directamente en un filtro de profundidad a una velocidad de 100 LMH para
eliminar el precipitado.

En el caso del proceso relacionado con el uso de un mezclador estatico en linea, el cultivo celular se bombea fuera
del biorreactor a una velocidad de 93,5 LMH a una valvula o conector donde se pone en contacto con una corriente
del polimero sensible al estimulo que fluye a una velocidad de 1,9 LMH. La corriente combinada luego fluye hacia un
mezclador estatico en linea del tamafio apropiado para proporcionar una mezcla eficiente. Luego, la corriente fluye
hacia una segunda valvula o conector donde se pone en contacto con un estimulo para que el polimero fluya a una
velocidad de 2,3 LMH. La corriente combinada fluye hacia un segundo mezclador estatico del tamafo apropiado
para proporcionar una mezcla eficiente. Luego, la corriente fluye hacia una tercera valvula o conector donde se pone
en contacto con una corriente de base Tris 2 M que fluye a una velocidad aproximada de 2,3 LMH (el flujo del Tris se
ajusta para mantener un pH de 7-7,3 de la corriente combinada). La corriente combinada fluye hacia un tercer
mezclador estatico que tiene el tamafo apropiado para proporcionar una mezcla eficiente. Esta corriente luego se
carga directamente en uno o mas filtros de profundidad para eliminar el precipitado.

Se observa que diferentes alimentos pueden ser mas sensibles al pH o pueden interactuar con un polimero sensible
al estimulo de manera diferente. Los rendimientos pueden maximizarse al tener la capacidad de tratar los alimentos
en un biorreactor, en linea o puede usarse una combinacion de los dos.

El uso de un polimero sensible al estimulo, como se describe en la presente descripcion, resulta en un mejor
desempefio en la etapa del proceso de cromatografia de union y elucién (por ejemplo, la etapa de cromatografia de
Proteina A), que sigue a la etapa de clarificacion. Ademas, se observa que el método descrito en este ejemplo
representativo resulta en un aumento del numero de ciclos cromatograficos de la siguiente etapa de cromatografia
de unidn y elucion, en relacion con los esquemas de clarificacion que no implican el uso de un polimero sensible al
estimulo. Por ultimo, el eluido obtenido posterior a la etapa cromatografica de union y elucion parece exhibir menos
generacion de turbidez con el cambio de pH, cuando se usa un polimero sensible al estimulo anterior a la etapa de
cromatografia de union y elucion.
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Ejemplo 6: Efecto de la clarificacion mediante precipitacion, sobre el desempefio de la elucién en la cromatografia de
Proteina A

En este experimento representativo, se investiga el efecto del tipo de clarificacién realizada en un cultivo celular
basado en CHO que produce MAb04, sobre el desempefio de la elucion en la cromatografia de Proteina A.

Un unico lote de cultivo celular se divide uniformemente en tres alicuotas. Una alicuota se somete a clarificacion
mediante el uso del 4cido caprilico; otra alicuota se somete a clarificacion mediante el uso de un polimero sensible al
estimulo (es decir, polialilamina modificada); y la tercera alicuota se deja sin tratar.

Después de la precipitacion con el acido caprilico o el polimero sensible al estimulo, los sélidos se eliminan mediante
el uso de la centrifugacion. El cultivo celular sin tratar también se centrifuga después de mezclarlo durante el mismo
tiempo que los dos cultivos tratados. Todos se esterilizan por filtracion antes de su uso.

Para cada solucién clarificada, se mide la conductividad de las soluciones y se ajusta con NaCl 5 M hasta que la
conductividad alcanza alrededor de 54 mS/cm. La concentracion promedio del NaCl afadido es de
aproximadamente 0,5 M para todas las soluciones. Las soluciones de cultivo celular de mayor conductividad se
esterilizan por filtracion antes de cargarlas en columnas de cromatografia de Proteina A separadas.

Para realizar la cromatografia de Proteina A para cada solucion de alimentacion, se empaquetan tres columnas con
medio ProSep Ultra Plus, una columna con 4 ml de medio empaquetado y las otras dos con 4,24 ml de medio
empaquetado en columnas OmniFit de 10 mm de diametro interno. Las alturas del lecho de la columna son 5,1y 5,4
cm para las columnas de 4 mly 4,24 ml, respectivamente.

Todos los experimentos de cromatografia se realizan en un Akta Explorer 100 (tratado con caprilico y polimero
sensible al estimulo) o un Akta Avant 25 (sin tratar). Antes de la primera carga, cada columna se lava con al menos
cinco volumenes de columna (VC) de acido fosforico 0,15 M. Todas las ejecuciones de cromatografia se realizan
mediante el mismo procedimiento basico. Las columnas se equilibran con 5 VC de TBS 1X + NaCl 0,5 M, seguido de
una carga de ~ 30 g de MADbO4 por litro de medio empaquetado. La solucién de carga se enjuaga con 2 VC de
tampon de equilibrio seguido de un lavado de 4 VC con Tris 25 Mm, pH 7,0. Después del lavado de la columna, el
producto (MAb0O4) se eluye de la columna con 5 VC de glicina HCI 25 mM, acido acético 25 mM, pH 2,5. La elucién
se recolecta mediante el uso del colector de fracciones del sistema, la recoleccién comienza con el uso de un
activador UV y se recolecta un volumen constante de 4 VC. La columna se limpia con 4 VC de acido fosférico 0,15 M
seguido de una etapa de reequilibrio de 10 VC con tampén de equilibrio.

La purificacion de Proteina A de las diferentes muestras clarificadas se realiza durante doce (sin tratar) y nueve
(tratadas con acido caprilico y polimero sensible al estimulo) ciclos sucesivos.

Las Figuras 11, 12 y 13 representan los cromatogramas superpuestos para todos los experimentos, en cada caso se
muestran, en secuencia, los picos de carga, elucion y limpieza. Es evidente que el pico de elucion sin tratamiento
con el polimero sensible al estimulo tiene un rastro visible y significativo en comparacion con los picos de elucion del
cultivo celular tratado con el polimero sensible al estimulo, lo que sugiere una elucion menos eficiente cuando no se
uso el polimero sensible al estimulo.

Ademas, la absorbancia de la solucion de carga es notablemente mas baja para el cultivo celular tratado con el
polimero sensible al estimulo en comparacién con el cultivo celular si tratar, donde la absorbancia se reduce en 0,4 -
0,5 unidades de absorbancia (AU), lo que sugiere un menor problema de impurezas para la columna.

Después de la elucion, el pH se eleva a 5,0 para ambos conjuntos de muestras, luego se eleva ademas hasta un pH
7,5. A pH 5,0 no hay turbidez visible de las soluciones. Sin embargo, a pH 7,5, todas las muestras de elucion
exhiben un aumento de los niveles de turbidez, con niveles significativamente mas altos (99 - 644 NTU) para las
muestras sin tratar, mientras que la turbidez de la mezcla de muestras de elucion tratada con el polimero sensible al
estimulo varia de 69,5 a 151 NTU, que es significativamente menor en relacion con las muestras sin tratar.

Ejemplo 7: Eliminacion simultanea de impurezas solubles e insolubles del eluido de captura por afinidad mediante el
uso de carbén activado

En este experimento representativo, se demostré que el carbdn activado, cuando se empacaba con medios de
celulosa, era capaz de eliminar tanto impurezas insolubles (es decir, particulas) como solubles de un eluido de la
etapa de cromatografia de union y elucion de Proteina A (es decir, etapa de captura).

En muchos procesos convencionales usados en la industria hoy en dia, a menudo se usa un filtro de profundidad
después de la etapa de captura por afinidad de Proteina A para eliminar impurezas insolubles (es decir, particulas)
antes de la siguiente etapa, que tipicamente es una etapa de cromatografia de union y eluciéon de intercambio
cationico.
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En los procesos descritos en la presente descripcion, se evita el uso de un filtro de profundidad después de la
cromatografia de union y elucién de Proteina A. En particular, mediante el uso de carbon activado después de la
etapa de cromatografia de unién y elucion de Proteina A, no solo se evita la necesidad de la etapa de cromatografia
de unién y elucion de intercambio cationico, sino que también se elimina la necesidad de usar un filtro de
profundidad. Esto ofrece muchas ventajas que incluyen, por ejemplo, la reduccion del costo general, el tiempo del
proceso, asi como también el espacio fisico general debido a la eliminacion de etapas que se usan tipicamente.

Como se demuestra en la presente descripcion, el uso de carbén activado conduce a la eliminacion simultanea de
impurezas solubles (por ejemplo, HCP), asi como también de impurezas insolubles (por ejemplo, particulas).

Un cultivo celular del anticuerpo monoclonal MAbO4 se somete a cromatografia de afinidad de Proteina Ay el pH de
la mezcla de muestras de elucion se ajusta de pH 4,8 a pH 7,5, con la adicion, gota a gota, de 1,0 M de base Tris,
para cambiar las condiciones de la solucion adecuadas para la siguiente etapa en el proceso. Sin embargo, elevar el
pH de la solucion aumenta la turbidez, que en este caso se mide en 28,7 NTU. Esta solucién se denomina, mas
abajo, como eluido de Proteina A MAb04.

Se corta una seccién circular de una lamina de medio de celulosa y carbén activado de 5/8 de pulgada de diametro y
5 mm de espesor y se carga cuidadosamente en columnas de cromatografia Omnifit® de 15 mm de diametro (SKU:
006BCC-25-15-AF, Diba Industries, Inc, Danbury, CT 06810 Estados Unidos), lo que resulta en un volumen de
columna de 0,89 ml. La columna se enjuaga con Tris 25 mM pH 7. Alrededor de 40 ml del eluido de Proteina A
MADbO4 turbio se pasan a través de la columna a una velocidad de flujo de 0,20 ml/min, lo que resulta en un tiempo
de residencia de 4,5 minutos. Se recolectan cuatro fracciones de 10 ml. Cada fraccién individual, asi como también
la mezcla de muestras combinada, compuesta por las cuatro fracciones, se evalla para determinar la turbidez y se
analiza para determinar las concentraciones de HCP y MAb. El andlisis de HCP se realiza mediante el uso de un kit
ELISA, comercialmente disponible de Cygnus Technologies, Southport, NC, Estados Unidos, numero de catalogo
F550, siguiendo el protocolo del fabricante del kit. La concentracion de MAb se mide mediante el uso de un sistema
de HPLC Agilent equipado con una columna analitica Poros® A Protein A. Los resultados se resumen en la Tabla V.

Los resultados muestran que el carbon activado es inesperadamente efectivo para la eliminacion simultanea de las
impurezas insolubles (es decir, particulas), asi como también de las impurezas solubles (es decir, HCP) del eluido de
Proteina A. La turbidez del eluido de Proteina A se reduce de 28,7 NTU a 9,9 NTU, mientras que la concentracion de
HCP se reduce de 758 ppm a 104 ppm.

Este resultado demuestra que el carbon activado, cuando se empaqueta con medios de celulosa, puede usarse para
eliminar tanto las impurezas solubles como las insolubles.

Tabla V

volumen carga de carbon Turbidez (NTU) | MAb (mg/ml) | HCP (ng/ml) HCP LRV de

cargado (ml) activado (kg/l) (ppm) HCP

control - 28,7 10,38 7,872 758 -

10 0,13 8,8 9,76 130 13 1,77

20 0,25 10,3 10,53 850 81 0,97

30 0,38 10,3 10,55 1,660 157 0,68

40 0,50 10,6 10,38 2,333 225 0,53

40 (mezcla de 0,50 9,9 10,59 1,098 104 0,86

muestras)

Ejemplo 8: Efecto del tiempo de residencia en la eliminacién de impurezas mediante carbén activado

En este experimento representativo, se demostré que cuando se usa carbon activado en un proceso continuo, como
se describe en la presente descripcion, resulta en una eliminacion de impurezas superior en relacién con cuando no
se usa de manera continua. En particular, cuando se emplea carbén activado en un proceso continuo, como se
describe en la presente descripcion, donde, por lo general, estd en comunicacioén fluida con la etapa anterior de
cromatografia de union y elucion de Proteina A y con un medio posterior de cromatografia de intercambio aniénico,
la muestra fluye a través del carbon activado a una velocidad de flujo que es mas lenta (es decir, que tiene un
tiempo de residencia mas largo) en relacidon con cuando el carbon activado se usa por separado como una
operacion independiente.

En este ejemplo, el eluido de MAbO4 purificado con Proteina A se somete ademas a una etapa de purificacion de
flujo continuo que emplea carbon activado (CA) y un dispositivo de membrana de cromatografia de intercambio
anidnico (por ejemplo, un dispositivo ChromaSorb™) configurado en serie, a cuatro velocidades de flujo diferentes.
Se determina que la concentracion de anticuerpos en el alimento es de 7,5 g/l; se determina que la concentracion de
HCP es de 296 ppm. El experimento se realiza a pH 7,0. El carbon activado, grado Nuchar HD, se obtiene de
MeadWestVaco. Se empaqueta en una columna Omnifit de vidrio para un volumen de lecho de 0,8 ml. Un
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dispositivo de cromatografia de intercambio aniénico con un volumen de membrana de 0,08 ml se conecta en serie a
la columna de CA. Las velocidades de flujo se eligen de modo que el tiempo de residencia (TR) en el CA sea de 1,
2, 4 0 10 minutos. La carga de MAb en el CA y el dispositivo de cromatografia de intercambio aniénico se mantienen
constantes en 0,5 kg/l y 5 kg/l, respectivamente, para las 4 ejecuciones diferentes (es decir, con los cuatro tiempos
de residencia diferentes indicados anteriormente).

Las muestras del avance en el dispositivo de cromatografia de intercambio anidnico se recolectan y analizan para
determinar las concentraciones de MAb y HCP. En la Figura 14 se muestra el avance de las HCP en funcion de la
carga de MAb en el dispositivo de cromatografia de intercambio aniénico en los 4 tiempos de residencia diferentes
en el CA mencionados anteriormente.

Como se demuestra en la Figura 14, las velocidades de flujo mas bajas en el CA (es decir, tiempos de residencia
mas largos) proporcionan una mejor pureza con las mismas cargas de MAb. Alternativamente, puede lograrse la
misma pureza con un volumen mas pequefo de CA y el dispositivo de cromatografia de intercambio aniénico a una
velocidad de flujo mas lenta. Por ejemplo, el objetivo de pureza de ~ 1 ppm de HCP puede lograrse mediante el uso
de una carga de 2 kg/l en el dispositivo de cromatografia de intercambio aniénico (y 0,2 kg/l en el CA), al operar con
un tiempo de residencia de 1 minuto. En particular, puede lograrse la misma pureza mientras se opera con un
tiempo de residencia mas largo de 10 minutos (es decir, una velocidad de flujo mas lenta) con una carga
significativamente mayor de 5 kg/l en el dispositivo de cromatografia de intercambio aniénico (y 0,5 kg/l en el CA).
Este hallazgo destaca una posible ventaja econdmica al usar menos material de purificacién consumible para lograr
la misma pureza cuando se reduce la velocidad de flujo.

Ejemplo 9: Ventaja de usar un tanque de compensacion en la etapa del proceso de purificaciéon de flujo continuo

En este experimento representativo, se demuestran una o mas ventajas de usar un tanque de compensacion en la
etapa del proceso de purificacién de flujo continuo, como se describe en la presente descripcion.

Tipicamente, la cromatografia de intercambio catidnico de flujo continuo requiere que la muestra tenga un pH de
alrededor de 5. En consecuencia, el pH de la muestra debe cambiarse de un pH alrededor de neutro a un pH de
alrededor de 5,0, a medida que fluye de la etapa de cromatografia de intercambio anionico a la etapa de
cromatografia de intercambio cationico, al realizar la purificacion de flujo continuo.

Mientras que el cambio de pH puede lograrse mediante el uso de un mezclador estatico en linea, este ejemplo
demuestra que es ventajoso usar, adicionalmente, un tanque de compensacion. En consecuencia, el flujo de la
muestra es el siguiente: etapa de cromatografia de intercambio aniénico a un mezclador estatico en linea a un
tanque de compensacion a la etapa de cromatografia de intercambio catidnico.

Se observa que, si solo se usa un mezclador estatico en linea para cambiar las condiciones de pH entre las etapas
de cromatografia de flujo continuo de intercambio aniénico y de intercambio catidnico, se ve un aumento repentino
(es decir, una subida), medido mediante el uso de una sonda de pH. Se entiende que la subida del pH se observa
debido a las diferencias quimicas en la composicion de la muestra y la del tampdn que se afiade para cambiar el pH.
Esta subida del pH es inconveniente ya que resulta en que la muestra se procese durante un tiempo mayor que el
que se requiere para obtener resultados 6ptimos. Este ejemplo demuestra que esta subida del pH puede reducirse o
eliminarse mediante el uso de un tanque de compensacion después del mezclador estatico en linea y antes de que
la muestra entre en contacto con la etapa de cromatografia de intercambio catiénico, como se muestra en la Figura
15.

Como se muestra en la Figura 15, se observa una subida del pH de alrededor de pH 6,5 sin el uso de un tanque de
compensacion. Sin embargo, cuando se usa un tanque de compensacién, como se describe en la presente
descripcion, el pH cae por debajo de pH 5,3, que estad mas cerca del pH conveniente para la etapa de cromatografia
de intercambio catidnico posterior.

Ejemplo 10: Ejecutar la etapa del proceso de purificacion de flujo continuo de manera continua no es perjudicial para
la pureza del producto

En este experimento representativo, se demuestra que ejecutar un proceso de purificacién de flujo continuo de
manera continua no es perjudicial para la pureza del producto. En otras palabras, al comparar la pureza del producto
de una etapa del proceso de purificacion de flujo continuo, ejecutado de manera continua, con uno donde las etapas
individuales se realizan por separado, se muestra que no hay ningun efecto perjudicial sobre la pureza del producto.

Este ejemplo demuestra que al conectar el carbén activado y un dispositivo de cromatografia de intercambio
anionico (por ejemplo, ChromaSorb™) en serie a un dispositivo de cromatografia de intercambio catidnico, que actia
como un filtro de virus previo y un dispositivo de filtracion de virus, y al operar toda la etapa del proceso de
purificacion de flujo continuo, continuamente, resulta en una capacidad similar del filtro de virus, en comparacién con
cuando el carbén activado y el dispositivo de cromatografia de intercambio aniénico estan desacoplados del
dispositivo de cromatografia de intercambio catiénico y del dispositivo de filtracion de virus.
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La configuracion experimental para este experimento se muestra en la Figura 16. La Opcién 1 en la Figura 16 se
refiere al proceso continuo, donde la muestra del tanque de compensacion (presente después del dispositivo de
cromatografia de intercambio aniénico) se alimenta directamente hacia un dispositivo de cromatografia de
intercambio cationico seguido de un dispositivo de filtracion de virus. La Opcion 2 en la Figura 16 se refiere a un
proceso discontinuo donde la muestra se mezcla después del carbén activado y el dispositivo de cromatografia de
intercambio anionico, y después de un tiempo, se procesa a través de un dispositivo de cromatografia de
intercambio catidnico y el dispositivo de filtracion de virus.

En este experimento, la muestra inicial es el eluido de cromatografia de union y eluciéon de Proteina A, que tiene una
concentracion de HCP de 250 ppm. Se observa que después del dispositivo de cromatografia de intercambio
anionico y carbon activado, los niveles de HCP se reducen a alrededor de 4 ppm.

En el caso del proceso discontinuo (Opcidn 2), se observa que la concentracion final de HCP después de la filtracion
de virus es de alrededor de 1 ppm; mientras que en el caso del proceso continuo (Opcion 1), la concentracion de
HCP después de la filtracion de virus fue de alrededor de 2 ppm, ambos valores estan en el limite inferior de lo que
puede cuantificarse mediante el uso de los métodos conocidos en la técnica y los descritos en la presente
descripcion, por ejemplo, los ensayos descritos en el Ejemplo 7.

Este resultado implica que realizar todas las etapas en la etapa del proceso de purificacion de flujo continuo, de
manera continua, resulta en una pureza del producto que es comparable a cuando uno o mas etapas se realizan
como una operacion independiente.

Ademas, se observa que los perfiles de presion para los dos procesos también son muy similares, como se muestra
en la Figura 17.

Ejemplo 11: Efecto del tiempo de residencia sobre el desempefio de la membrana de filtracién de virus

En este experimento representativo, se investiga el efecto del tiempo de residencia sobre el desempefio de la
filtracion de virus. Se observa que una velocidad de flujo mas baja a través de la etapa de cromatografia de
intercambio catiénico y la etapa de filtracion de virus durante la etapa del proceso de purificacion de flujo continuo,
resulta en una mayor capacidad de procesamiento del filtro de virus.

Un dispositivo de cromatografia de intercambio cationico de tres capas, como se describe en la solicitud de patente
de Estados Unidos num. 13/783,941 (ref. interna nim. MCA-1423), que tiene un area de membrana de 3,1 cm? y un
volumen de membrana de 0,12 ml, se conecta en serie a un dispositivo de filtracidon de virus, que tiene un area de
membrana de 3,1 cm?. Alrededor de 3 mg/ml de una IgG humana policlonal (Seracare) en tampon de acetato de
sodio 20 mM, pH 5,0, se procesa a través de los dos dispositivos conectados. El experimento se realiza a dos
velocidades de flujo separadas, 100 y 200 LMH. Se coloca un filtro estéril de 0,22 um entre el dispositivo de
cromatografia de intercambio cationico y el dispositivo de filtracion de virus.

Se usa un sensor de presion para medir la presién en todo el ensamblaje a diferentes velocidades de flujo.
Normalmente, una presion de alrededor de 50 psi es una indicacion de ensuciamiento o taponamiento de la
membrana de filtracion de virus. Como se muestra en la Figura 18, cuando el experimento se realiza a una velocidad
de flujo mas baja (es decir, 100 LMH), puede procesarse mas volumen de muestra a través de la membrana de
filtracion de virus (es decir, mayor capacidad de procesamiento) en relacién con cuando la muestra se procesa a una
velocidad de flujo mas alta (es decir, 200 LMH). Esto podria atribuirse a un mayor tiempo de residencia de la
muestra en el dispositivo de cromatografia de intercambio catidnico, lo que puede resultar en una mejora en la unién
de agregados de IgG de alto peso molecular, de esta manera se evita el taponamiento temprano del filtro de virus.

Ejemplo 12. Eliminacion de agregados en diversos tiempos de residencia de una alimentacion de MAb mediante el
uso de una resina de intercambio cationico fuerte (CEX) modificada con un copolimero injertado AMPS/DMAM

En un frasco de vidrio de 250 ml, se afiadieron 64 ml de torta humeda de resina de cromatografia Toyopearl HW75-
F. A continuacion, se anadieron al frasco que contenia la resina 115 g de hidréxido de sodio 5 M, 18,75 g de sulfato
de sodio y 4 ml de alil glicidil éter (AGE). Luego, el frasco se coloco en un equipo de hibridacién a 50°C durante toda
la noche, con rotacion a velocidad media. Al dia siguiente, la resina se drend por filtracion en un ensamblaje de filtro
de vidrio sinterizado (EMD Millipore Corporation, Billerica, MA) y la torta hiumeda se lavé con metanol y luego se
enjuago con agua desionizada. En un vial de vidrio, se afiadieron 10 ml de torta humeda de la resina activada por
AGE. Se afadieron al vial de vidrio 0,2 g de persulfato de amonio, 0,3 g de AMPS, 1,2 g de DMAM y 48 g de agua
desionizada y el vial se calenté a 60 °C durante 16 horas. Al dia siguiente, la resina se drend por filtracién en un
ensamblaje de filtro de vidrio sinterizado (EMD Millipore Corporation, Billerica, MA) y la torta humeda se lavé con una
solucion de metanol y agua desionizada y la resina se etiquetdé como Lote # 1712.

La resina, etiquetada como Lote # 1712, se empaquetd en una columna de cromatografia Omnifit® con un diametro

interno de 6,6 mm hasta una altura de lecho de 3 cm, lo que resulté en un lecho de resina empaquetada de
alrededor de 1 ml. Se equip6 un AKTA Explorer 100 (sistema de cromatografia) y se equilibré con tampones
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apropiados para seleccionar estas columnas para la cromatografia de flujo continuo. Las columnas de cromatografia
que contenian la muestra de resina se cargaron en el sistema de cromatografia con tampén de equilibrio. La carga
de alimentacion era una carga de alimentacion de 1IgG1 (MAbS5) que se purificd6 mediante el uso de medios de
cromatografia de afinidad ProSep® Ultra Plus y se ajustd a pH 5,0 con base Tris 2 M. La concentracion final de la
mezcla de muestras de Proteina A se diluyd a 4 mg/ml, contenia un 55 % de producto agregado y una
conductividad de alrededor de 3,2 mS/cm. La resina se cargé con un tiempo de residencia de 1, 3 0 6 minutos y con
una densidad de carga de 144 mg/ml. La fraccion del pico de la franja para el tiempo de residencia de 3 minutos
contenia 95,6 % de agregados, lo que indica un alto nivel de selectividad para las especies agregadas. Los
resultados se representan en la Tabla VI que aparece mas abajo.

La Tabla VI representa la retencion de monémero y agregados para el Lote # 1712 con el MAb5 a pH 5,0 con un
tiempo de residencia de 6, 3 o 1 minuto. Como se muestra en la Tabla VI, en promedio, las especies monoméricas
pueden recolectarse en concentraciones cercanas a la concentracion en el alimento, relativamente temprano en
comparacion con las especies agregadas para todos los tiempos de residencia probados, lo que sugiere que la
selectividad es relativamente insensible a las velocidades de flujo.

Tabla VI
Recoleccion Eaer;?%aed de Promedio del tiempo | Tiempo de Tiempo de Tiempo de
de flyjo proteina de regidencia de 6, 3 re;idencia de 6 re;idencia de 3 re_sidencia de 1
continuo acumulada 0 1 minuto minutos minutos minuto
Fraccion # (mg/ml) % de proteina en % de % de agregados | % de agregados
flujo continuo agregados
1 16 13,5 0,0 % 0,0 % 0,0 %
2 32 94,3 0,0 % 0,0 % 0,0 %
3 48 94,4 0,0 % 0,0 % 0,0 %
4 64 95,2 0,0 % 0,0 % 0,0 %
5 80 98,3 0,5 % 0,0 % 0,0 %
6 96 100,0 0,7 % 0,3 % 0,0 %
7 112 99,3 1,1 % 0,9 % 21 %
8 128 100,0 2,3% 1,6 % 2,8 %
9 144 100,0 3.1% 3,6 % 4,8 %

Como se representa en la Figura 19, la mayor parte del producto se recolecta en el flujo continuo y esto se indica por
el avance, relativamente rapido, de la traza UV de proteina. El tamafo del pico de la franja generalmente varia en
base a las condiciones y la masa total cargada, pero esta relativamente enriquecido con especies de agregados en
un 95,6 %, en comparacion con el material de carga que tenia solo un 5,5 % de agregados.

Ejemplo 13: Eliminacién de agregados de una alimentacién de MAb mediante el uso de fibras aladas de intercambio
cationico (CEX) modificadas con un copolimero injertado AMPS/DMAM.

En este experimento representativo, se usaron fibras aladas de intercambio catiénico como soporte sélido.

En un frasco de vidrio de 1 |, se combinaron 20 g de fibras multilobuladas o aladas de nailon secas con 400 g de
hidroxido de sodio 4 M, 24 g de sulfato de sodio y 160 ml de alil glicidil éter (AGE). Luego, el frasco se colocd en un
equipo de hibridacion a 50 °C durante la toda noche con rotacion a velocidad media. Al dia siguiente, las fibras se
filtraron en un filtro de vidrio sinterizado y luego se lavaron con metanol y se enjuagaron con agua Milli-Q. Un dia
después, las fibras se lavaron con agua, seguida de metanol y luego con agua nuevamente, se succionaron hasta
obtener una torta seca y se secaron en un horno de vacio a 50 °C durante 1 dia. La muestra resultante se etiquetd
como Muestra #1635. En tres viales de vidrio separados, se pesaron 2 gramos de torta seca de la Muestra # 1635,
fibras activadas por AGE, y se afiadieron a un vial de vidrio para una modificacion adicional mediante injerto. Al vial
de vidrio, se afiadieron persulfato de amonio, AMPS, DMAM y agua desionizada en las cantidades especificadas en
la Tabla VIl y el vial se calenté a 60 °C durante 16 horas con rotacion continua. Al dia siguiente, las muestras de
fibra se filtraron en un filtro de vidrio sinterizado y la torta humeda se lavé con una solucion de agua desionizada. Los
viales que contenian las fibras se etiquetaron como Lote # 1635-1, 1635-2 y 1635-5. A continuacion, se titulo el Lote
#1635-5 para determinar la capacidad de iones pequefos, que se encontré que era de alrededor de 28 umol/ml.
Luego se asumié que las muestras #1635-1 y #1635-2 también tenian una capacidad de iones pequefios menor que
28 pmol/ml.
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Tabla VII
Ingredientes #1635-1 #1635-2 #1635-5
Fibras (g) 2,0 2,0 2,0
Persulfato de amonio (g) 0,18 0,18 0,18
AMPS (g) 0,48 0,60 0,72
DMAM (g) 0,48 0,60 0,72
Agua (g) 28,86 28,62 28,38

Las fibras aladas modificadas resultantes, Lote # 1635-1, #1635-2, #1635-5 se empaquetaron en una columna de
cromatografia Omnifit" con un diametro interno de 6,6 mm hasta una altura de lecho de 3 cm, lo que resultdé en
alrededor de 1 ml de lecho de fibra empaquetada. Se equipé un AKTA Explorer 100 (sistema de cromatografia) y se
equilibré con tampones apropiados para seleccionar estas columnas para la cromatografia de flujo continuo. Las
columnas de cromatografia que contenian las muestras de fibra alada se cargaron en el sistema de cromatografia
con tampén de equilibrio. La carga de alimentacion era una carga de alimentaciéon de 1IgG1 (MADb5S) que se purificd
mediante cromatografia de afinidad de Proteina A y se ajust6 a pH 5,0 con base Tris 2 M. La concentracion final de
la mezcla de muestras de Proteina A fue de 4 mg/ml y contenia un 5,5 % de producto agregado o de HMW. Esta es
la misma carga de alimentacién que se uso en el Ejemplo 12. Las columnas empaquetadas con fibra del Lote #
1635-1 y Lote # 1635-2 se cargaron con una carga de masa de 64 mg/ml y la columna empaquetada con fibra del
Lote 1635-5 se cargd con una carga de masa de 80 mg/ml. Los resultados se representan en la Tabla VIII que
aparece mas abajo.

Carga de Fibra Lote #1635-1 Fibra Lote #1635-2 Fibra Lote #1635-5
proteina | Mondémero | Dimeros o/\ [Monodmero| Dimeros o/\| Monémero | Dimeros o
acumuladd (%) ) | MW ) | 0 %) | FMW R T o) %) | LMW (%)
mg/ml
8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
16 85,8 0,0 14,0 86,0 0,0 15,6 1,7 0,0 10,2
24 84,3 0,0 15,6 85,6 0,0 14,8 51,8 0,0 13,4
32 83,2 0,6 16,0 83,0 0,0 17,1 85,6 0,0 15,1
40 79,4 24 17,7 81,1 0,0 14,9 86,5 0,0 13,9
48 79,6 4.4 15,8 82,5 1,5 15,9 83,3 0,0 15,8
56 82,4 4.4 12,8 79,4 2,1 18,3 87,1 0,0 13,1
64 81,1 4,5 14,2 83,1 3,1 14,7 85,4 2,3 13,6
72 N/A* N/A N/A N/A N/A N/A 85,7 4,0 13,6
80 N/A N/A N/A N/A N/A N/A 85,1 51 13,8
pico de
la franja 38,0 63,5 0,0 54,4 35,0 11,0 51,3 43,0 5,6
Tabla VIII

*N/A = No aplicable

Ejemplo 14: El efecto combinado de la clarificacion del polimero sensible al estimulo y la adicion de NaCl al cultivo
celular clarificado sobre la pureza de la mezcla de muestras de elucion de Proteina A

En este experimento representativo, un fluido de cultivo celular MAb04 se clarifica mediante el uso de una filtracion
en profundidad o una etapa de precipitacion, mediante el uso de, especificamente, un polimero sensible al estimulo
(es decir, polialilamina modificada). Las soluciones clarificadas resultantes se cargan en una columna que contiene
resina ProSep® Ultra Plus o tienen NaCl afiadido, hasta una concentracion final de NaCl 0,5 M antes de cargarlas en
la columna. En ausencia de la adicion de NaCl, la columna se equilibra con TBS 1X antes de la carga, mientras que,
con NacCl, el tampon de equilibrio es TBS 1X, NaCl 0,5 M. Todas las columnas se cargan con aproximadamente 30 g
de MADbO4 por litro de resina y luego se lavan con tampon de equilibrio con 2 VC, seguido de un lavado con 3 VC de
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Tris 25 mM pH 7,0. El MAbO4 unido se eluye con la solucién de glicina HCI 25 mM, acido acético 25 mM, pH 2,5y
luego se limpia con 5 VC de acido fosforico 0,15 M, pH 1,6, antes del reequilibrio con el tampon de equilibrio
apropiado.

La Figura 20 muestra una superposicion de los picos de elucion y limpieza, donde el pico de elucion generado a
partir del cultivo celular tratado con el polimero sensible al estimulo muestra una cola mas nitida y un pico de
limpieza reducido. En presencia de NaCl, durante la carga con el cultivo celular tratado con el polimero sensible al
estimulo, el pico de limpieza se reduce adicionalmente, lo que indica, de esta manera, un nivel mas bajo de
impurezas fuertemente unidas en la resina.

Ejemplo 15: Comparacion del efecto de diferentes concentraciones de NaCl durante las etapas de lavado intermedio
con el efecto del NaCl 0,5 M presente en la solucion de carga

En este experimento representativo, se compara directamente el impacto de diferentes concentraciones de NaCl
durante las etapas de lavado intermedio, sobre la pureza de la mezcla de muestras de eluciéon de anticuerpos
monoclonales (MADb), lograda mediante la cromatografia de Proteina A, con el impacto de tener NaCl 0,5 M en la
muestra que se carga en una columna de cromatografia de Proteina A.

Se adquiere una columna de 5 ml de medio ProSep® Ultra Plus Protein A como columna empaquetada previamente.
Todas las ejecuciones de cromatografia se realizan mediante el uso de un sistema de cromatografia Akta Explorer
con una velocidad de flujo de 1,7 ml/min (~ 3 minutos de tiempo de residencia) para todas las etapas. Se usa la
misma columna para todos los experimentos. Para el primer conjunto de experimentos, donde el NaCl esta presente
en el lavado intermedio, la etapa de cromatografia empled un equilibrio de 5 volimenes de columna con TBS 1X
seguido de la carga de 300 ml de cultivo celular clarificado que contenia una proteina diana (denominada MAbQ5) en
una concentracion de aproximadamente 0,57 g/l. Después de cargar el cultivo celular, la columna se enjuaga con 10
ml de tampdn de equilibrio para eliminar cualquier producto que no se una, impurezas y otros componentes del
cultivo celular. Luego, la columna se lava con 5 volumenes de columna de Tris 25 mM, pH 7,0 que también incluye
NaCl 0,5 M. Posteriormente, la columna se lava con 5 volumenes de columna de Tris 25 mM, pH 7,0 sin NaCl. La
proteina del producto (MAbO5) se eluye de la columna en 5 volimenes de columna mediante el uso de un tampén
que contiene acido acético 25 mM y glicina HClI 25 mM a pH 2,5. Posteriormente, la columna se limpia con 5
volumenes de columna de acido fosférico 0,15 M seguido de una etapa de regeneracion de 10 volumenes de
columna mediante el uso del tampdn de equilibrio. Se realizan ejecuciones equivalentes donde la concentracion de
NaCl durante el primer lavado varia entre 0, 1,5y 2 M.

El siguiente experimento se realiza mediante el uso de la misma columna con los siguientes cambios en el protocolo.
La muestra de cultivo celular que se carga se mezcla con un volumen de NaCl 5 M, de modo que la concentracion
final de NaCl en el cultivo celular clarificado sea NaCl 0,5 M. El tampdn de equilibrio se modifica para incluir NaCl 0,5
M en la solucion de TBS 1X. La columna se carga con 333 ml de cultivo celular clarificado con NaCl 0,5 M presente
para mantener una carga de masa constante de la proteina diana (MAbQ5). El lavado intermedio se realiza como se
describio previamente, donde se usa un total de 10 volumenes de columna de Tris 25 mM, pH 7,0. Las etapas de
elucién y limpieza y los tampones permanecen idénticos a los descritos anteriormente. La Tabla IX proporciona un
resumen abreviado de las etapas realizadas para cada experimento, donde se identifican los tampones y volumenes
usados para cada etapa donde se hace un posible cambio.

Tabla IX
Numero de i A Volumen de Tampon de lavado Tampon de lavado
muestra | 12MPon de equilibrio (25 mi) carga intermedio 1 (25 ml) intermedio 2 (25 ml)

1 TBS 1X 300 ml Tris 25 mM, pH 7 Tris 25 mM, pH 7

2 TBS 1X 300 ml Tris 25,\;“'\;"_"“730' 0.5 Tris 25 mM, pH 7

3 TBS 1X 300 ml Tris 25,\;“'\3;_"“730' 15 Tris 25 mM, pH 7

4 TBS 1X 300 ml Tris 25 mF')V'H’ 7NaC' 2M, Tris 25 mM, pH 7

TBS 1X, NaCl 0,5 M 333 ml Tris 25 mM, pH 7 Tris 25 mM, pH 7

Las muestras de los cultivos de carga y las mezclas de muestras de elucién se miden para determinar la
concentracion de MAbO5 y la concentracion de HCP. La Figura 21 muestra el LRV de HCP en funcién de la
concentracion de NaCl usada en el lavado intermedio 0 usada en la etapa de carga. La figura ilustra la mejora en el
nivel de eliminacion (purificacion) de HCP cuando esta presente el NaCl 0,5 M en el tampon de equilibrio y el cultivo
celular clarificado durante la fase de carga en comparacion con la adicion de NaCl a las etapas de lavado
intermedio, en concentraciones variables. Los resultados también proporcionan las concentraciones de HCP
medidas en partes por millén (ppm) en base a los ng de HCP por mg de MAbO5, que se muestran como numeros
dentro de la barra correspondiente. Ademas, la Figura 22 muestra el % de MAbO5 recuperado en la mezcla de
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muestras de elucion en comparaciéon con la masa cargada, donde se observa claramente que con el NaCl 2 M
presente durante la etapa de lavado intermedio, se produce una pérdida significativa de producto.

Ejemplo 16: Comparacion de la purificacion del producto lograda en base a la etapa de purificacion de Proteina A
durante la que se incluye un aditivo

En este experimento representativo, se hace una comparaciéon directa entre la purificacion lograda mediante la
cromatografia de Proteina A con un aditivo presente en el lavado intermedio solo con la purificaciéon lograda con un
aditivo en el tampdn de equilibrio y las muestras de cultivo celular que se cargan.

Se adquiere una columna de 5 ml de medio ProSep® Ultra Plus Protein A como columna empaquetada previamente.
Todas las ejecuciones de cromatografia se realizan mediante el uso de un sistema de cromatografia Akta Avant con
una velocidad de flujo de 1,7 ml/min (~ 3 minutos de tiempo de residencia) para todas las etapas. Se usa la misma
columna para todos los experimentos. Para todos los experimentos de lavado, se aplica el método descrito en el
Ejemplo 15 anterior donde se reemplaza el NaCl con un aditivo especifico a una concentracion definida. Los aditivos
y concentraciones utilizados se proporcionan en la Tabla X.

Tabla X
Conductividad medida de las soluciones (mS/cm)
. . L - Tampédn de lavado Cultivo celular
™ | s | Craeoen’® | oo ue | Trezsmm | uAnos  adive
,solo) aditivo - 1,2 - (0,016 - cultivo
tampon Tris solo) celular solo)
NaCl 5M 0,5M 53,4 50,0 31,9
Urea 8M 0,5M 13,4 1,96 8,29
Sulfato de 3Mm 0,5M 78,0 69,2 47,6
amonio
Tween-20 100 % 0,5 % 14,0 1,97 15,6
Plurosic F- 10 % 0,5 % 13,3 1,89 15,4
PEG 400 100 % 10 % 9,89 1,44 4,66
PEG 8000 30 % 5% 10,9 1,53 10,9
TMAC 5M 0,5M 48,1 37,9 47 1
Hexilenglicol 100 % 5% 12,0 1,69 5,84

La Figura 23 muestra la concentracion de HCP que permanece en la mezcla de muestras de elucion del producto
para cada aditivo usado, ya sea que esté presente en la primera etapa de lavado intermedio o en el tampén de
equilibrio y la muestra de cultivo celular. La adicion de diferentes sales (NaCl, Sulfato de Amonio o TMAC) muestra
los niveles mas bajos de HCP, cuando las sales estan presentes en la fase de carga.

La Figura 24 muestra el LRV de HCP (en relacion con la concentracion de HCP de carga) en funcién del aditivo
usado y la etapa de purificacion durante la que se usa el aditivo. Esta figura ilustra, nuevamente, que las sales son
mas efectivas para reducir las concentraciones de HCP, es decir, aumentar el LRV de HCP. Como se demostro, la
presencia del aditivo en las soluciones de carga muestra una mejora en la eliminacion de impurezas en comparacion
con el mismo aditivo presente solo en el lavado intermedio. Las Tablas Xl y Xl resumen los resultados numéricos
ilustrados en las Figuras 23 y 24, la Tabla X| muestra los datos cuando el aditivo esta presente en la etapa de carga
y la Tabla XII muestra los datos cuando el aditivo esté presente solo durante el lavado intermedio.
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Tabla XI
[MAbO5] en la [HCP] enla
Aditivo mezcla de % de recuperacion [gfsdlﬁcc:iglirlg? mezcla de LRV de
muestras de de MADbO5 muestras de HCP
elucion (g/L) (ppm) elucién (ppm)
Ninguno 13,26 93,1 220350 1226 2,25
NaCl 13,49 92,0 217850 106,8 3,31
Sulfato de 13,64 94,9 279871 124,6 3,35
amonio
TMAC 15,44 99,9 218200 49,5 3,64
Urea 12,83 95,6 166382 3133 1,73
Tween-20 13,01 94,2 222464 2371 1,97
Pluronic F-68 13,28 87,5 232195 2140 2,04
PEG 400 14,15 76,2 341212 252,0 3,13
PEG 8000 14,18 173,8 374388 4475 1,92
Hexilenglicol 13,73 99,9 230147 2053 2,05
Tabla XIlI
[MAbOS] en la mezcla % de [HCP] en la HePlen e | Lrvde
Aditivo de muestras de recuperacion carga de cultivo
elucion (g/L) de MAbO5 celular (ppm) | ‘muestrasde | HCP
elucion (ppm)
Ninguno 13,26 93,1 220350 1226 2,25
NaCl 13,04 103,9 232274 350,0 2,82
Sulfato de amonio 13,11 98,5 208246 279,8 2,87
TMAC 15,20 83,9 241755 85,28 3,45
Urea 12,93 90,1 189352 3211 1,77
Tween-20 12,79 91,7 227974 3032 1,88
Pluronic F-68 13,76 103,5 243325 2034 2,08
PEG 400 14,47 112,4 236376 915,0 2,41
PEG 8000 14,40 101,9 251847 2204 2,06
Hexilenglicol 14,00 75,3 244069 1738 2,15

La Figura 25 ilustra un ejemplo del volumen relativo de la mezcla de muestras de elucién en dependencia de la
identidad del aditivo y la etapa de cromatografia durante la que se incluye el aditivo. La figura muestra que cuando la
relacion entre el volumen de la mezcla de muestras de elucién del aditivo y el volumen de la mezcla de muestras de
elucion del control (es decir, donde no hay aditivos presentes) es superior al 100 %, el volumen de la mezcla de
muestras de elucion del aditivo supera el volumen de elucion del control. Por el contrario, los valores menores que
100 % indican una disminucion en el volumen de la mezcla de muestras de elucion del aditivo en relacion con el
volumen de la mezcla de muestras de elucién del control. Esta figura demuestra ademas el impacto de los aditivos
en el volumen de la mezcla de muestras de elucion. Se prefiere un valor menor que 100 %. Al combinar la
informacién provista en las Figuras 23, 24 y 25 con los datos numéricos en las Tablas Xl y XllI, el orden de las
condiciones de mejor desempefio es TMAC en la carga > TMAC en el lavado > Sulfato de amonio en la carga >
NaCl en la carga > Sulfato de amonio en el lavado. El orden proporcionado aqui se basa en que el LRV de HCP es
de importancia primordial seguido de la recuperacion del producto. Si la concentracion de HCP en ppm es de
importancia primordial, el orden cambia ligeramente a TMAC en la carga > TMAC en el lavado > NaCl en la carga >
Sulfato de amonio en la carga > Sulfato de amonio en el lavado.

A menos que se indique de cualquier otra manera, todos los niUmeros que expresan cantidades de ingredientes,
cultivos celulares, condiciones de tratamiento y asi sucesivamente, usados en la descripcidn, incluidas las
reivindicaciones, deben entenderse como modificados en todos los casos por el término " alrededor de". En
consecuencia, a menos que se indique de cualquier otra manera, los parametros numeéricos son aproximaciones y
pueden variar en dependencia de las propiedades deseadas que se pretenden obtener mediante la presente
invencion. A menos que se indique de cualquier otra manera, el término "al menos" que precede a una serie de
elementos debe entenderse que se refiere a cada elemento de la serie.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso de flujo continuo para purificar una molécula diana a partir de un eluido de Proteina A que
comprende las etapas de:

a) poner en contacto el eluido recuperado de una columna de cromatografia de Proteina A con carbon
activado;

b) poner en contacto la muestra de flujo continuo de la etapa (a) con un medio de cromatografia de
intercambio aniénico; y

c) poner en contacto la muestra de flujo continuo de la etapa (b) con un medio de cromatografia de
intercambio catidnico; y

d) obtener la muestra de flujo continuo de la etapa (c) que comprende la molécula diana,

en donde el eluido fluye continuamente a través de las etapas (a)-(c) y en donde el nivel de una o mas
impurezas en la muestra de flujo continuo en (d) es mas bajo que el nivel en el eluido en la etapa (a).

2. El proceso de flujo continuo de la reivindicacién 1, que comprende ademas someter la muestra de flujo

continuo de la etapa (c) a la filtracion de virus.

3. El proceso de flujo continuo de la reivindicacion 1, que comprende ademas el uso de un mezclador estatico

en linea y/o un tanque de compensacién entre las etapas (b) y (c) para cambiar el pH.

4. El proceso de flujo continuo de la reivindicacion 1, en donde el eluido de la columna de cromatografia de

Proteina A se somete a la inactivacién de virus antes de ponerse en contacto con el carbén activado.

5. El proceso de flujo continuo de la reivindicacion 1, en donde las etapas (a)-(c) pueden realizarse en cualquier
orden.
6. El proceso de flujo continuo de la reivindicacion 1, en donde el proceso emplea un unico patin.
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